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ABREBIATURAS USADAS EN LA INTRODUCCION

RE Reticulo endoplasmatico

RER Reticulo endoplasmd&tico rugoso.

REL Reticulo endoplasm&tico liso.

AFME Actividad enzimdtica metabolizadora de farmacos.
NADP Adenina dinucleotido trifosfato.

NAD Adenina dinucleotido difosfato.

Cit.P-450 Citocromo P-450.

cit b5 Citocromo b5

EDTA dcido etilendiaminotetraacético.
RMN Resonancia magnética nuclear.
FAD Flavin adenin dinucleotido.

FMN Flavin adenin mononucleotido.
SoD superbdxido dismutasa.

CATAL Catalasa.
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En 1954 la "American Medical Association" inicid
el control etioldgico de las discrasias sanguineas, comprobdn
dose que existia un paralelismo entre éstas y la administra-
cidén de algunos medicamentos. Desde entonces en numerosos pai
ses se han creado comisiones estatales, coordinadas por la Or
ganizacidén Mundial de la Salud, encargadas de la Farmacovi-
gilandia. Las estadisticas indican que del 2.9 al 3.7 % de los
ingresos hospitalarios son atribuibles a reacciones adversas
de los medicamentos (CARANASOS y col., 1974), que del 18 al 30
% de los pacientes hospitalizados sufren reacciones medicamen-
tosas indeseables y lo que es alin mds grave, un 3 % de las de
funciones hospitalarias pueden atribuirse a f&armacos.

S6lo el 30 % de las reacciones indeseables, las
debidas a la idiosincrasia del individuo y las reacciones de
hipersensibilidad, son dificiles de evitar. El1 70 % restante
se produce en grupos reducidos como neonatos, durante el em-
barazo, tercera edad y en pacientes con insuficiencia renal
y hepdtica (ERILL, 1980). En este sentido, en nuestro traba-
jo nos hemos centrado en el estudio de la influencia de una
determinada enfermedad, sobre los :sistemas enzimdticos meta
bolizadores de f&armacos.

En el higado se encuentran numerosos sistemas
responsables de la biotransformacién de sustancias ex&genas,
la mayor parte de ellos se basan en reacciones microsomales
y un elemento clave para su desarrollo lo constituye una hemo

proteina denominada citocromo P-450.



Se ha observado que en la hepatitis y cirrosis,
la vida media de numerosas sustancias se halla aumentada (pa
racetamol, diacepdn, hidrocortisona, isoniacida, mepiramina,
lidocaina, cloramfenicol, etc.) (CREASY, 1979). Los escasos
estudios bioquimicos realizados en este aspecto indican que
la reduccidn de la vida media de eliminacidn, en muchos f&ar-
macos, es consecuencia de una reduccidn en la actividad de
las enzimas microsomales hepdticas. Asi, en hepatitis y cirro
sis, el nivel de citocromo P-450 estd reducido (GORESKY y
col., 1974), observidndose una disminucidn en la actividad en
zimdtica del higado (MAKINO y TAKAMURA, 1978).

Nuestro equipo se halla actualmente dedicado a
completar la definicidn del modelo de artritis experimental
conocido comc "artritis adyuvante de Freund", similar a la
artritis reumatoide humana. En ambas patologias se presenta
disfuncién hepdtica, de ahi que el objeto perseguido en este
trabajo ha sido el estudio de la capacidad metabolizadora de
farmacos, centrada en las actividades aminopirina N-demetila-
sa y anilina p-hidroxilasa hepaticas, asi como observar las
modificaciones inducidas por un antiinflamatorio clésico, como

la indometacina a dosis terapéuticas.
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1.1.- CICLO GENERAL DE LOS FARMACOS EN EL

ORGANISMO. -

La actividad terapeutica de los farmacos
serda funcidn de los factores que regulan la concentracién
de estos compuestos en el compartimiento en que se encuen-
tran los puntos de accibén, (la biofase). La concentracién
de un farmaco en la biofase viene determinada fundamen-
talmente por la relacidn entre la absorcién, la distribu-
cién y la eliminacién.

La velocidad con que la mayoria de los far-
macos son eliminados del organismo depende de la velocidad
con que son metabolizados y excretados. El metabolismo puede
convertir a un compuesto, sin actividad, llamado "profdrmaco",
en su metabolito dctivo, aunque en la mayoria de los casos,
transforma a los farmacos en sustancias menos activas o
inactivas..Esta pérdida de actividad puede deberse a la pér-
dida de su actividad intrinseca para estimular al receptor o
a la disminucién de su liposolubilidad, con la consiguiente
reduccidn de su capacidad para atravesar las membranas bio-
l6gicas y alcanzar la biofase correspondiente.

Una caracteristica general del metabolismo
de farmacos en los vertebrados es su conversidn a sustancias
mids polares. En consecuencia, la distribucién de é&stas sus-
tancias se limitard mds al liquido extracé&lular, que sus pre-
cursores. De este modo, las sustancias extrafias al organis-
mo se pone a disposicidén de los mecanismos de excrecidn.
Ademds, esta hidrofilia puede producir una disminucién de la
proporcidn y firmeza con que los fadrmacos se fijan a las pro-
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teinas o0 a otros constituyentes orgdnicos, o bien, siendo
almacenados en el tejido adiposo.

La disminucién en la lipofilia de las sus-
tancias extrafias al organismo por las reacciones metabd-
licas, da lugar a una reduccién en la reabsorcidén tubular
en los tGbulos renales y, por consiguiente, a una mejor
excrecidén urinaria.

El metabolismo de los fadrmacos no equivale
exactamente a su detoxificacidén en todos los casos. Algu-
nos compuestos son transformados en sustancias sin acti-
vidad farmacolSgica pero con actividad téxica.

Asi, en la fig.l se observa un esquema ba-
sico del papel del sistema metabolizador del citocromo
P-450 en la transformacidn de los farmacos.

Las biotransformaciones de los compuestos
extrafios al organismo se lleva a cabo fundamentalmente en
el higado, aunque la mayor parte de los tejidos del orga-
nismo tienen actividad metabdlica. Las enzimas responsa-
bles se hallan presentes en gran variedad de especies,
como en el higado de peces, anfibios, reptiles y aves (GAR-
FINFEL, 1963 y STRITTMATER y UMBERGER, 1969). Tambié&n se
han hallado en numerosas plantas (MURPHY y WEST, 1969),
asi como, en levaduras, hongos y bacterias (BERG y col.,
1976) . En los insectos, desempefian un papel destacado en
la metabolizacidén de insecticidas y plagicidas

En mamiferos, se han encontrado en el intes-
tino (TAKESUE y SATO, 1968), pulmdn (ESTABROOK, 1963), piel
(POLAND y col., 1974), testiculos (BETZ y col., 1976),

placenta (MEIGS y col., 1968), sistema nervioso (COHN y col.,

-f=
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EXCRECION: gluguro dihidro conjugacidn
sulfatos dioles con glutatidn

(M)- mitocondrias
(L) --ldsosomas
(N)= nucleo célular

Fig.l: esquema del papel del cit.P-450 en la excrecidén

de las sustancias extrafias al organismo.

1977) y en las glandulas suprarrénales. e higado donde sa
encuentra en mayor proporcidén (ELLIN y col., 1972).

Generalmente el metabolismo de farmacos
disminuye su cardcter liposoluble, haciendolos mds polares
y por tanto, mds hidrofilicos lo que facilita su excrecidn.
Los farmacos solubles en agua son normalmente eliminados,
sin sufrir cambios, por via urinaria y tienen un corto
periodo de permanencia en el organismo.

En la fig.2 se observan las principales
vias metabdlicas de los f&rmacos, de vital importancia,
puesto que proporcionan al organismo los medios necesarios

para su eliminacidn. Estas vias, en ocasiones, constituyen



rutas metab&licas de detoxificacidn para otros agentes

extrafios que ingresan en el organismo.

FARMACOS

| I
g s Muy lipéfilos
Hidrofilos Polares Lipofilos (metabdlicamente estables)

Acumulacion en la grasa

& v

Bio-activaciéon o Bio-inactivacion
(oxidacion, reduccion, hidrolisis)

¥ ll Polares

Bio-inactivacion
(conjugacion)

v Jl Hidrofilos v

Movilizacion extracelular
a circulacion sanguinea

s — \‘ Excrecién renal

acva- Activa Ultrafiltracién

Reabsorcion Reabsorcion

Conjugados Hidrofilos

Lipofilos

Hidrolizados

HECES ORINA

fig.2: Principales vias de eliminacidn de las sustancias

extrafias al organismo.



12.- METABOLISMO HEPATICO.-

En el higado, al igual que err otros teji-
dos, existen una serie de sistemas enzimiticos, encargados
de gobernar el metabolismo general de la cé&lula. En su
origen, estos sistemas se hallaban dirigidos a metaboli-
zar sustancias endbégenas, como esteroides, bilirrubina y
dcidos grasos, sinembargo, en ocasiones, su capacidad
enzimdtica se destina al metabolismo de sustancias extra-
flas, entre las que se incluyen los firmacos,ULLRICH y KRE-
MERS (1977) han conferido un car&cter evolutivo a este
cambio de sustratos.

Estos sistemas enzimdticos hepdticos, se
hallan, aparentemente, menos desarrollados en los vertebra-
dos inferiores tales como los peces y pueden haber evo-
lucionado en los vertebrados terrestres, frente a las ne-
cesidades de eliminar del organismo tdxinas y sustancias
extrafas.

Entre las funciones fisioldgicas del sis-
tema enzimdtico microsomal hepdtico, podemos destacar:
diversas etapas en la conversién del colesterol a &cidos
biliares (HAUGEN, 1976 y HANSSON y WILVALL, 1979%), el me-
tabolismo de hormonas esteroideas como la testosterona
(HANSSON y WILVALL, 1982 y WAXMAN y col.,1982), la hidro-
xilacidén de las prostaglandinas (VATSIS y col., 1982) y
recientemente , se ha encontrado que la prostaciclin-sin-
tetasa y la tromboxano- sintetasa de las p;aquetas perte-
necen al sistema metabolizador microsomal de f&rmacos

(GRAF y col., 1983 y ULLRICH y HAURAND, 1982), asimismo,

o



el sistema microsomal tiene un papel importante en el
metabolismo de sustancias carcinogénicas, asi GELBOIN
(1980) y WATTENBERG (1982) estudiaron su accidén metabo-
lizadora sobre los productos producidos por la flora
intestinal. Ademds este sistema en el téjido renal par-
ticipa en la transformacidn del calciferol a su forma

activa fisioldégica, la vitamina D, (BHATTACHARYA y DE

3
LUCA, 1974). Por otra parte sus andlogos en el reino ve-
getal intervienen en la sintesis de giberrelinas (MURPHY

y WEST, 1969), en la formacién de ligninas, taninos y
flavonoides en el sorgo (POTTS y col., 1974) y en la sin-
tesis de alcaloides y la hidroxilacién del geraniol en

el género Roseu.

Apesar de la mdltiple funcionalidad del
sistema microsomal hepdtico y extrahepatico, la éapacidad
metabolizadora de xenobiontes en el higado es una de sus
funciones mé&s importantes, y se ejerce a través de dos
tipos de reacciones: reacciones de tipo I en las que se
produce un cambio en la molécula del farmaco (oxidacidén,
reduccidn, etc.) y reacciones de tipo II que implican la
formacién de un conjugado con el xenobionte transformado
previamente por la reaccién tipo I. En la fig.3 se muestra
un esquema de ambos tipos de reaccidnes.

Las reacciones del tipo I constituidas,
principalmente, por oxidaciones, las podemos dividir, a
su vez, en catalizadas por el sistema enzimdtico microsomal

y en oxidaciones no microsomales.
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PROFARMACO FARMACO ACTIVO

REACCIONES -—<l> ””///’,’l>
TIPO I l ‘///,,,/,,, &
METABOLITO

METABOLITO
ACTIVO INACTIVO

REACCIONES \\>p_ {ng////
TIPO II \ /

DERIVADO
CONJUGADO

fig.3: Esquema de los dos tipos de reacciones através de
las cuales son biotransformadas y eliminadas las

sustancias extrafias al organismo.

1.3.- SISTEMA ENZIMATICO MICROSOMAL HEPATICO.-

Cuando el tejido hepdtico es homogeneizado,
centrifugado a 10.000 g durante 15 min y el sobrenadante
centrifugado de nuevo durante 60 min a 105.000 g, este
Gltimo sedimento constituye la fraccién microsomal en la
cual se encuentran la mayorfia de las énzimas metabolizado-
ras de farmacos.

Los microsomas son vesiIculas formadas por
fragmentos del reticulo endoplasmidtico roto durante la

homogeneizacién, como se representa en la fig.4 .
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Este reticulo se halla formado por una
trama de tGbulos de lipoproteinas, unidos tanto a la
membrana nuclear como a la celular, que se encuentran
por todo el citoplasma en dos formas, el reticulo liso
y el rugoso, este Gltimo contiene los ribosomas. La
fig.5 representa el sistema de tGbulos y su situacién
en la membrana.

Las enzimas metabolizadoras de farmacos
estdn asociadas, principalmente, con el reticulo endo-
plasmdatico liso. En efecto, con la excepcidén de la glu-
curoniltransferasa, implicada en la formacién de glucu-
rénidos, estas énzimas se hallan firmemente sujetas a

la estructura reticular.

TABLA I: COMPARACION ENTRE EL RETICULO

ENDOPLASMATICO LISO Y EL RUGOSO.

RER REL
Posee ribosomas. No presenta ribosomas.
En &l tiene lugar la sin- No hay sintesis de protei-
tesis de proteinas. nas, pero contiene protei-

nas recien sintetizadas por
el RER.
No presenta actividad glu- Presenta actividad gluco-
cosiltransferasa apreciable. siltransferasa.En &l se
sintetizan glucoproteinas.
En &l se sintetiza el siste- En él, la actividad del
ma monooxigenasa. pero ape- sistema monoﬁxigenasa es

nas posee actividad muy elevada.




MEMBRANA

p
7 ,

- 7

7:;/#__.

CITOPLASMA
Fig.4: esquema representativo HOMOGENEIZADO
de la formacidn de los -C)- O
. 'e)
microsomas con la homo-
O

geneizacidn. {}

MICROSOMAS

La asociacidn con el entramado de lipo-
proteinas puede ser el factor que confiere al sistema mi-
crosomal hepatico, su especificidad para los compuestos
extrafios, que son, frecuentemente, mas liposolubles que
los metabolitos endfgenos. Asi, por ejemplo, mientras
que la anfetamina es desaminada por el sistema microsomal
hepdtico, a tiramina, sustancia mds hidrosoluble, no es
sustrato para el sistema microsomal.

En la tabla I, se indican las caracteris-
ticas diferenciales entre el REL y el RER.

Es en los microsomas del reticulo endoplas-
midtico liso (REL) donde se localiza, principalmente, la
actividad metabolizadora de f&rmacos. Y asi de la misma
forma que el higado es el &6rgano detoxificador del organis-
mo, los microsomas del REL son los orgdnulos detoxificado-
res a nivel celular.

La certeza en la localizacidén mayoritaria
del sistema microsomal metabolizador de f&rmacos en los

microsomas de los hepatocitos es relativamente reciente, fue

o



Fig.5: Representacidén del siste-
ma de tlUbulos que forman
el reticulo endoplasmati-
co liso y su localiza-

cién en la célula.
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HOLTZMAN, en 1972 quien lo apoyo firmemente, por vez
primera, aunque simultdneamente otros autores, como CAN-
TRELL y DRESNICK, (1972) sefialaban la posibilidad de que
las células estromales, células del té&jido conjuntivo,
también tuvieran actividad enzimdtica metabolizadora de
fadrmacos (AFME). Los trabajos recientes de SATO y KATO,
(1982) y de ISHIZUKI y col., (1983), con aminopirina mar-
cada, demuestran, de modo concluyente, que son los micro-
somas del reticulo endoplasm&tico (RE), localizado en las
células parenquimales (hepatocitos), las que poseen AFME
y sblo, raramente, demuestran una actividad débil las cé-
lulas no parenquimales.

HAYAISHI, (1962) denominé al sistema enzi-
m&tico microsomal "monooxigenasa" ya que al estudiar su
mecanismo, comprobd que transferia un &tomo de la molécu-
la de oxigeno al sustrato, f&rmaco, (XH) para formar pro-
ductos hidroxilados (XOH), mientras que el otro &tomo, jun-
to con el agente reductor, se convertian en agua, seglin la
reaccidn:

XH + NADPH + HT+ 0,————XOH + NADP + H,O

En 1955 WILLIAMS observd una variacidn del
espectro con un mdximo de absorcidn a 450 nm al adicionar
monéxido de carbono a microsomas hepaticos de rata. Poste-
riormente en 1962, OMURA y SATO demostraron que el pigmen-
to, con absorcién a 450 nm, era un citocromo. La observa-
cidén de las caracteristicas bandas alfa y beta y de las
bandas internas en la regidn de Soret del espectro de micro-

somas reducidos con etilisocianida, reveld la naturaleza he-
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moproteica del pigmento. Dichos autores denominaron al
pigmento citocromec P-450, "P" debido a su naturaleza de
pigmento y 450 dada su absorcidn caracteristica a esa
longitud de onda, nombre genérico con el gque se conoce,
actualmente, al complejo sistema encargado de la metabo-

lizacidén enzimdtica de los f&rmacos.

1.4.- COMPOSICION DEL SISTEMA MICROSOMAL.-

En los microsomas hepdticos existen dos
cadenas de transporte de electrones unidas al citocromo
P-450 (cit.P-450) (fig.6 y fig.7)

El primer sistema esta constituido por
dos proteinas, la NADPH reductasa y alguno de las isoén-
zimas del cit.P-450, (ver seccidén 4.1.1.), implicadas en
el metabolismo de los f&rmacos. La reductasa es llamada
NADPH c¢it.P-450 reductasa, cuando transfiere electrones
al cit.P-450 que es el aceptor y recibe el nombre de NADPH
cit.c reductasa, cuando esperimentalmente el aceptor de
electrones es el citocromo ¢ . Un gram nimeroc de f&rmacos,
otros xenobiontes y algunas sustancias enddgenas, son sus-
trato para el sistema. La membrana microsomal tambi&n pue-
de considerarse un componente del sistema.

La segunda cadena de transporte electrd-
nico estd formada por tres proteinas: la NADH cit.P-450
reductasa, el citocromo b (cit.bs) y el cit.P-450. Aunque

5
este sistema es capaz de producir la monooxigenacidn de los

= ey



NADP,H

NADP

NADH,H

NAD

NADPH .
Cit P-450 |__— CitP-450
Reductasa
&=
Cit b5 B - ,
Reductasa Cit b5 —=p Desaturasa

FIGURA 6: Esquema representativo de las dos

cadenas de transporte de electrones

hacia el cit.P-450 y las proteinas

que las forman.
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+
NADPH NADP Citocyomo P-4503

smstrato
NADPH cit.P-450 sustrato
reductasa
e—
Citocromo P—4SU3+
2+ Producto
Citocromo P-450
Sustrato
f-
Citocromo P-450
Producto
0
2
CitocromoP—4502+O §+
2 Citocromo P=-450 -0
sustrato
sustrato
Citocromo b -
5 e »H O
NADPH cit.P-450 2H T2

reductasa

NADH-Flavoproteina ?

FIGURA 7: Localizacidén de las dos cadenas
transportadoras de electrones en el

sistema del cit.P-450.
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xenobiontes sin la participacién del primer sistema,
su papel mas importante en el metabolismo de f&rmacos
es su actuacidn sinergica con el sistema NADPH, lo que

conduce a una Sptima actividad metabolizadora.

1.4.1.- CITOCROMO P-450.-

El citocromo P-450 de los microsomas
hepdticos es una cadena de transporte de electrones,
al igual que la cadena respiratoria mitocondrial, pero
en vez de producir energia su papel consiste en la oxi-

dacidén tanto de sustancias propias como extrafias al

organismo.
sustrato
Sustrato oxidado
02 HZO
NADPH + H NADP

Las caracteristicas que definen al cit.
P-450 son: su multiplicidad, composicidn quimica y peso
molecular, secuencia de amino&cidos, grupo hemo, uniones
del hierro del hemo al citocromo y sus propiedades Op-

ticas.

1.4.1.1.- Multiplicidad.-

El cit.P-450 no es una simple molécula,
ni siquiera una Gnica proteina, sino que es un sistema
de &llas; tampoco podemos hablar de un Gnico cit.P-450

ya que como han enunciado JOHNSON (1979), LU y WEST (1980)
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y AOYAMA y col., (1982) el sistema del cit.P-450 es una
familia de isocenzimas. Y esta gran multiplicidad se ob-
serva, tanto, entre diferentes animales (TAKEMOSI y MA-
NNERING, 1958 y CONNEY y col., 1959) como dentro de una
misma especie, hay diferencias en el contenido de las
isoénzimas de cit.P-450 entre diferentes sexo (MATHUR y
col., 1977) y edades (FUJITA y col., 1983), lo que

conlleva una gran variabilidad en la actividad cit.P-450.

Tabla III: Comparaciones entre los dos grandes grupos de

inductores.
tipo fenobarbital #ipo J-metilcolantreno
Espectro similar al normal mis estrecho que el espectro
normal
Cinética del énzima inducido aumenta Vmax pero no Km aumenta Vmax y Km
Tipos de sustrato que se unen
al é&nzima inducido de tipo I y II s6lo del tipo II
Peso del higado aumenta ligero aumento
Secrecibn biliar aumenta no varia
Area del REL aumenta no varia
Proteina microsomal/g higado suele duplicarse ligero aumento
Tipo de citocromo inducido . cit.p-450 cit.p-448
Efecto del inhibidor SKF 525 A marcada inhibicidn inhibicién s6lo a altas
concentraciones
Miximo efecto a varios dias en 24 h 6 menos
NADPH y reductasa aumentado no varia
Aumenta la induccifin junto con
con el otro tipo de inductor no aumenta aumenta
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Por otro lado, la induccidn quimica de
una modificacién de la estructura de la membrana podra
alterar el sistema monooxigenasa. Ademds como observa-
ron SCHULZE y col., (1971) y MAILMAN y col., (1977), el
cit.P-450- no se halla uniformemente distribuido a lo lar-
go de la membrana microsomal. Asi cada isoenzima se pue-
de localizar en varios lugares de la membrana y el grado
de especificidad, frente a un sustrato u otro, dependera
de las peculiaridades de cada lugar.

Quizds las diversas especificidades de sus-
trato entre especies animales, sea debida a las diferen-
te peroxidacidn que sufren los lipidos de la membrana mi-
crosomal, ya que la actividad lipidoperoxidasa varia sig-
nificativamente entre especies.

La actividad lipidoperoxidasa puedé afectar
a la actividad monooxigenasa por: modificacidén del medio
que rodea al cit.P-450, ya que los fosfolipidos son sus-
trato de la lipidoperoxidacidén. Tambié&n se puede produ-
cir una desnaturalizacién del cit.P-450 por los hidrope-
r6xidos formados en la peroxidacidén de los lipidos (BI-
SSELL y HAMMAKER, 1976). Otra posibilidad es que ciertas
| formas de cit.P-450 unidas a la membrana, son més
resistentes a la lipidoperoxidacién (JEFFERY y col., 1976).
Por dltimo, los lipidos peroxidados y el sistema del cit.
P-450 competirdn por la NADPH-cit.P-450 reductasa, lo que
se puede evitar incluyendo &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) en el medio de cultivo microsomal, compuesto quelan-

te del hierro necesario para la peroxidacidén (DE MATTEIS y
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Los diferentes isoenzimas del cit.P-450
poseen cinéticas de metabolizacidén frente al sustrato
distintas, unos//de otros (ALVARES y MANNERING, 1970 y
ZIENGLER, 1982). La multiplicidad de formas del sistema
cit.P-450 también ha sido demostrada: por variaciones en
la estereoselectividad de las reacciones (CHIU y col.,
1983), por el estudio del espectro de unién a etiliso-
cianida y mondéxido de carbono (GRAY, 1983), por las di-
ferentes vidas medias del grupo hemo de los distintos
isoénzimas, por la destruccidn del cit.P-450 por lipido-
hidroperéxidos mercuriales, fosfolipasas C y detergentes,
por el estudio con alilisopropilacetanida, fluoxeno y
otros inhibidores de las diferentes formas del cit.P-450
(ORTIZ DE MONTELLANO y CORREIA, 1983), y por diferencias
en la unién al oxfigeno, en el espectro Sptico y en el de
resonancia magnética nuclear (RMN). Esta multiplicidad
también se ha demostrado en los estudios de aislamiento y
reconstitucién de los componentes del sistema monooxigena-
sa (LU y COON, 1968).

La diversidad en la dotacidén de las dife-
rentes isoensimas del cit.P-450 entre diferentes especies,
sexo y edades, comporta una variacidén en las propiedades
cataliticas, ya que cada isoenzima tiene distinta afinidad
por los sustratos. Las propiedades cataliticas del sistema
monooxigenasa estdn relacionadas con la membrana a la que
se une y la composicidn de ésta, varia entre especies, se-
X0 y con la edad, en consecuencia, se modifica la afinidad

frente al sustrato.
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SPARKS, 1973).

La multiplicidad también se manifiesta

al tratar a los animales con

inductores e inhibidores

del metabolismo de fadrmacos (ROBERTSON y col., 1983;

PHILLIPS, 1983 y WAXMANyWALHS, 1982).

Tabla ‘Iv: Inductores del sistema enzimdtico microscmal

del higado.

Agentes antiftngicos
Alcaloides
Anestédsicos

Anticoagulantas
Anticonvulsivantes

Antiinflamatorics

Antihistam{nicos

Diuréticos

Esteroides

Hidrocarburos aromidticos
polociclicos

Hipoglucemiantes
Hipo lipemiantes
Hipnéticos no barbitdricos

Insecticidas

NarcSticos

Productos quim. indust.
Relajantes musculares
centrales

Sedantes e hipnéticos

Varios

Clotrimazol, Griseofulvina®.
Cotinina, Nicotina.

Eter, Metoxofluorano*, Uretano,
Sxido nitroso.

derivados de la Cumarina.
Carbamacepina®, Fenitofna®,
Primidona.

Amidopirina, Benzidamida, Fena-
zZona, Fenilbutazcona“**
Clorciclizina®*, Ciclizina, Di-
fenhidramina.

Espironolactona®.

Andrdgenos, Colestanol, Proges-
tdgenos, Glucocorticoides.

J-Metilcolantrerno, 3,4 benzo=-
pireno* .

Carbutamida, Tolbutamida* .
Halofenato®.

Carbromal, Clordiacepoxido*®,
Glutetimida®*, Meprobramato®¥,
liltracepam.

Aldrin, Hexaclorcoenceno, DDT**,
pDieldrin.

Petidina.

Benceno, Cedrol, Hexaclorcbenceno.

Carisoprolol, Mefenesina, Orie-
nadrina, Fenaglicodol.
Amilobarbital*, Barbital®, Dicle-
fencbarbital, Ciclocbarbital®, .
Hexobarbital**, Pentobarbital®,
Fenobarbital*'* .

Humo de cigarrillos®, deficiencias
en la dieta®, etanol®.

sefala los activos an el hombre. (*) indica los gque

inducen su propio metabolismo.
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1.4.1.2.- Composicidén guimica y peso

molecular.-

IMAI y SATO (1974) y VAN DER HOEVEN y col.,
(1974) fueron los primeros en purificar el cit.P- 450 por
electroforesis. Posteriormente, estudios inmunoldgicos
revelaron que preparaciones altamente purificadas de cit.
P-450 no son siempre homogéneas, ya que contienen dos o
mis isoénzimas. La adecuada purificacidn del cit.P- 450
de ratas tratadas con fenobarbital y del cit.P-448 de ra-
tas tratadas con 3-metilcolantreno, (ver tabla III), con-
tiene cuatro y dos formas de cit.P-450, hemoproteinas di-
ferenciables mediante técnicas inmunolSgicas (THOMAS y
col., 1976 y DEAN y COON, 1977).

DEAN y COON (1977) purificaron, a partir de
ratas tratadas con fenobarbital, el cit.P-450LM2 y el cit.
P—450LM4. Ambos citocromos contiene una molécula de hemo y
tres residuos de carbohidratos: glucosamina 0.7 y 0.8, ma-
nosa 1.7 y 2.0 y glucosa 0.2 y 0.9 nmol/nmol de proteina,
en LM2 y LM4, respectivamente.

Las diferentes isozimas del cit.P-450 han
sido agrupadas, segin su peso molecular, en dos grandes

grupos de 54.000 y 48.000 daltons respectivamente.
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1.4.1.3.- Secuencia de aminodcidos.-

Al estudiar un gran nimero de citocromos
de diferentes especies, se ha observado que su secuencia
de aminodcidos es muy similar. Todos, generalmente, con-
tienen seis o siete residuos de cisteina. Los contenidos
en leucina y fenilalanina son relativamente elevados vy,
alrededor del 55 % de los aminodcidos del cit.P-450 de
conejo, son apolares (IMAI, 1978), lo gque podria explicar
su fuerte unidén a la membrana del reticulo endoplasmatico
y su tendencia a agregarse en presencia de detergentes.

Los aminodcidos unidos al grupo hemo son
de especial interés. Estudios de hidrolisis y posterior
purificacidén de los polipéptidos, habian propuesto que una
histidina era el nexo de unién entre el hierro y la pro-
teina del cit.P-450 a través de su grupo tiol, siembargo,
estudios recientes de GOTOH y col., (1982) proponen que es
la cisteina la que se une al grupo hemo.

Las figuras 8 y 9 representan la secuencia
de aminodcidos y la estructura secundaria de dos cits.P=-450

distintos, respectivamente.
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Fig.8: Secuencia de aminodcidos de el cit.P-450PB, inducido

por el fenobarbital y del P-450cam, hidroxilador del

camfor (GOTOH y col., 1983).
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1:4.1.4.- Grupo hemo.-

OMURA y SATO (1964) demostraron que el
protohemo es el Unico grupo hemo presente en los micro-
somas hepaticos. Generalmente, se aceptaba que el gru-
po hemo del cit.P-450 hep&tico era una ferriprotoporfi-
rina IX. Este hecho fué corroborado por MAINES y ANDERS
(1973) utilizando cromatografia de gases y espectrome-
tria de masas. Estos autores demostraron que la degra-
dacibén, por reduccidn,de los productos del grupo hemo
era igual a la obtenida a partir de la ferriprotoporfi-

rina IX de la hemoglobina.

N
\Cb

Figura 10: Estructura del grupo hemo del cit.P-450.
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1.4.1.5.- Ligandos del grupo hemo.-

Las propiedades fisicas y funcionales del
cit.P-450 son caracteristicas y &sto llevdé a suponer que
los ligandos del hierro serian diferentes a los de los
otros citocromos. La facultad del cit.P-450 de actuar co-
mo transferidor de electrones y también, como oxidasa du-
rante el proceso de monooxigenacidn, planted la posibili-
dad de que sufriese cambios durante la reaccidn.

Asi, cuatro de los seis ligandos del hierro
estdn coordinados con los nitrSgenos pirrSlicos. Sobre la
base de que el sulfuro de mercurio convierte al cit.P-450
en cit.P-420, forma desnaturalizada y no reactiva, MASON y
col., (1972) propusieron que uno de los ligandos restantes
fuera un ién tiolato. WATERMAN y MASON (1972) determinaron
un potencial redoxﬁmuf bajo para el cit.P-450, tipico en pre-
sencia de tiolatos. DUS y col. (1976) estudiando el espectro
Sptico y de resonancia magnetica nuclear comprobaron que el
quinto ligando era un sulfurc, hecho que, ha sido corrobora-
do por 165 trabajos de GOTOH y col. (1983).

La naturaleza del sexto ligando todavia no
se halla claramente establecida, pero parece que estd for-
mada por una molécula de agua o un grupo hidroxilo asociado
a un grupo histidil imidazol (WHITE y COON, 1982 y DASON y
col., 1982).

El lugar dg unién, de los denominados sustra-

tos tipo I, estd localizado en una porcidn hidrofébica de
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Tabla VI: Los sustratos producen cambios tipo I y tipo
II en las propiedades espectrales del cit.

P-420 microsomal cuande se combinan con él.

Tipo I (420—>415 nm) Tipo II (420—>426 nm)
Anfetamina = Alcoholes
Barbitdricos Acetanilida
Benzo(a)pireno Anilina
Clorpromazina Cortisol
Cumarina Corticoesterona
DDT Desipramina
Oestradiol Metirapone
Imipramida Nicotinamida
Morfina Pirazol
Naftaleno Piridina
Fenacetina
Aminopirina
SKF 525 A
Testosterona

Se han subrayado los dos farmacos que hemos utilizado para
determinar la actividad metabolizadora microsomal de farma-
cos, uno pertenece al grupo de sustratos tipo I y el otro

al de sustratos tipo II.
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las proteinas cercanas al sexto ligando. Los llamados sus-
tratos del tipo II, se combinan con el hierro y forman un
ligando muy fuerte que mantiene al hierro en su estado de
bajo espin y tambié&n hay sustratos que se pueden unir, in-
distintamente, por ambos lugares (fig.ll y tabla VI).

La unidén del sustrato produce una variacidén
en el estado de espin del hierro del cit.P-450. El paso de
bajo espin a alto espin, al iniciarse la monooxigenaciédn,
es causado por la rotura cooperativa de las fuerzas de Van
der Waals entre la proteina y la porfirina. IIZUKA y col.
(1971) demostraron, que el equilibrio de espin de la hemo-
proteina, estéd determinado por interacciones especificas
entre la proteina y el hemo y no por el sexto ligando axial

del hierro.

1.4.1.6.- Propiedades Spticas.-

Las propiedades &pticas del cit.P-450 he-
pdtico se establecieron antes de ser aislado y purifica-
do, siﬁgmbargo, el coeficiente de extincidén molar de 91

11111*’1"l determinado por OMURA y SATO en 1962, para el es-

cm
pectro del cit.P-450 reducido, entre 450 y 490 nm, toda-
via se considera un metodo preciso para determinar los ni-

veles de cit.P-450 microsomal.

Los trabajos de OMURA y SATO en 1962 y de
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NISHIBAYASHI y col. en 1968, establecieron las propiedades
Spticas del cit.P-450. En primer lugar el mondxido de car-
bono produce una variacién atipica de pico en la regidén del
Soret del citocromo reducido hacia una absorbancia méds al-
ta. En segundo lugar la reduccidn s8lo ocasiona un pequefio
cambio en el espéctro. En tercer lugar, la etilisocianida
produce un tipico hundimiento del pico Soret entre 430 y
455 nm . Por Ultimo los sustratos dan lugar a variaciones
del espectro al unirse al citocromo. Es de seflalar, que las
diferencias funcionales de las diferentes isoénzimas del

cit.P-450 no se reflejan en sus espectros.

El citocromo b5 (cit.bs), al igual que el
cit.P-450, pertenece al grupo de citocromos del tipo B. Co-
mo grupo prostético posee una ferriprotoporfirina IX y
funciona en reacciones, univalentes, de oxidacién-reduc-
cién. Ademds de localizarse en el higado se ha encontrado
en gran variedad de téjidos extrahepdticos como glandulas
suprarrenales, pancreas, gldndulas mamarias y mucosa intes-
tinal.

El espectro del cit.bs, oxidado a pH neutro,

muestra un pico a 413 nm en la regién del Soret y bandas
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alfa y beta a 560 y 530 nm, respectivamente. El espectro
es caracteristico de una hemoproteina. La forma reducida
presenta picos a 423, 556 y 526 nm .

El grupo hemo no estd unido covalente-
mente y se puede desplazar de la proteina por extraccidn

con acetona &dcida. El cit.b al contrario que el cit.

57
P-450, puede reconstituirse facilmente mezclando canti-
dades equimoleculares de apo cit.b5 Yy protohemo. La adi-
cién del grupo hemo estabiliza la estructura terciaria

de la proteina.

El cit.b5 esta unido, debilmente, a la
membrana microsomal por una porcién hidroféba de su molé-
cula, porcidén que puede solubilizarse al tratar el cito-
cromo con énzimas proteoliticos.

La porcién hidrofilica es la que poéee
las propiedades cataliticas y espectrales. La secuencia de
aminodcidos se ha establecido a partir del aislamiento de
cits.b5 de diferentes especies (NOBREGA y O0ZOLS, 1971).

El grupo hemo se situa sobre la porcién hi-
drofébica que corresponde al 40 % de la molécula (fig.1l3).
El dtomo de hierro se coordina por las histidinas de las
posiciones 39 y 63. Los nitrSgenos de las histidinas estan
en su forma tautSmera, formando puentes de hidrSgeno que se
unen a la cadena principal por el carbonilo de la glicina
en la posicidén 40 y la fenilalanina de la posicidén 58, res-

pectivamente.

El cit.b, puede ser solubilizado por accidn
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de enzimas o detergentes como el Triton X-lOOR , agen-
te utilizado por ITO y SATO (1968) para aislarlo y pu-
rificarlo por primera vez.

El cit.b5 no reacciona tan f4cilmente co-
mo el cit.P-450 con el oxigeno o ligandos como el mond-

xido de carbono o el cianuro.

’—-"———"\
63 His---HEMO---His 39

\\\\Asn 20
88 Afg
S?r
90 Lis NH2
I
Leu
COOH 133
105
|
108 Trp , Tir 126

109 TJ[':p\ \ Met \ 125 \
\ \ \

Figura 13: Relacién molecular entre el citocromo b5 vy la

membrana del reticulo endoplasmitico. (extraf-

do de TAJIMA y col., 1978).
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Se conocia su papel transportador de elec-
trones desde NADH hasta el cit.c, pero hasta que OSHINO y
col. (1967) y ITO y SATO (1968) no descubrieron su misidn
en la desaturacién del acetil CoA, no se establecio su pa-
pel fisiolSgico en el reticulo endoplasmético.

El c:Lt.b5 es el nico componente microsomal
que puede ser reducido por NADPH, NADH y ascorbato y, jun-
to con NADH y la cit.b5 reductasa, forma una cadena de

transporte de electrones hacia el cit.P-450.

1.4.3.- NADPH CITOCROMO P-450 REDUCTASA.-

La enzima conocida como NADPH cit.P-450
reductasa, es una de las pocas flavoproteinas que pueden
oxidar al cit.c "in vitro". Recibid el nombre de NADPH-
cit.P-450 reductasa al descubrirse que el cit.P-450 es
el aceptor natural de electrones de esta reductasa. Su
funcidn transportadora de electrones al cit.P-450 se ha
comprobado por el hecho que los anticuerpos frente a é&lla,
bloguean la hidroxilacidén de la anilina en los microsomas
hepdticos

MASTERS y col. (1965) propusieron que la re-
ductasa contenia dos moléculas de flavin adenindinucleoti-
do (FAD) por molécula de proteina, peroc IYANAGUI y MASON

(1973) sefialaron que el grupo prostético consta de una mo-

-38=-



lécula de flavin mononucleotido (FMN) y otra de FAD. La
reductasa de higado de rata fue purificada por YASOKOSHI
y MASTERS (1976), KNAPP y col. (1977) y VERMILION y COON
(1978), quienes comprobaron que FAD y FMN se encontraban
en cantidades equimoleculares junto con la proteina. Sus
pesos moleculares, valorados electroforé&ticamente, fueron
76.000, 79.000 y 76.500, respectivamente. VERMILION y
COON (1978) indicaron que la FAD es la primera flavina
que toma los electrones y los transporta hasta la FMN.

La reductasa también se encuentra unida a
la membrana del RE microsomal por un pequefio segmento hi-
droféSbico, de aproximadamente 6.000 daltons (GUM y STOBEL,
1974 y BLACK y col., 1979). La gran parte hidrofilica de
la molécula sale de la membrana hacia el espacio citoplas-

m&tico y acepta electrones del NADPH.

1.4.4.- CITOCROMO b5 REDUCTASA. -

El transportador capaz de hacer llegar elec-
trones al cit.P-450 desde NADH es un citocromo b que recibid
el nombre de cit.b5 reductasa por su propiedad de reducir al
cit.P-450. Esta enzima contiene una molécula de FAD por mo-

lécula de proteina.

Al igual que el cit.b5 y la NADPH cit.P-450
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reductasa, estd formado por un segmento hidrofilico en el
gque se encuentra el lugar catalitico y un segmento hidro-
filico que le une a la membrana microsomal.

El empleo de detergentes permitid solubili-
zarlo y de esta forma, se ha determinado su localizacién
unido a la membrana microsomal, mitocondrial, eritrocita-
ria y en liposomas de fosfolipidos, asi como, establecer su
peso molecular gue es, aproximadamente, de 43.000 daltons,
aunque varia con la especie.

La unidén a la membrana juega un papel impor-
tante en el transporte de electrones por la reductasa y asi,

la adicidén de fosfolipidos, "in vitro", mejora su accidn.

1.4.5.- LA MEMBRANA MICROSOMAL. -

El modelo dindmico de membrana propuesto
por SINGER y NICHOLSON (1972) propone la existencia de
una matriz de fosfolipidos, dispuesta en una bicapa, en
la cual las proteinas se hallan inmersas. Esta estructu-
ra se halla estabilizada por las interacciones hidrof&bi-
cas entre las cadenas hidrocarburadas de los lipidos. Es-
te modelo segln DE PIERRE y ERNSTERL (1977) se ajusta a la
estructura del sistema miqrosomal hepético del cit.P- 450

monooxigenasa (fig.l4).
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Figura 14: Modelo de la interaccidn del cit.P-450 y la

NADPH-reductasa en la membrana (PETERSON y col.,1976).

(A) - NADPH-reductasa

(B)- cit.P-450

La NADPH cit.P-450 reductasa, NADPH cit.b5
reductasa y el cit.b5 tienen cardcter hidrofilico y pueden
separarse de la membrana, enzimdticamente, dejando un seg-
mento hidrofébico unido a ésta. Por el contrario, el cit.
P-450 tiene un porcentaje elevado de aminodcidos hidrofo-
bos, lo que hace gque se encuentre fuertemente unido a la
membrana. Se ha prOpuesﬁo que el cit.P-450 se encuentra
embebido por un halo constituido por el 20 % de los fosfo-
lipidos de la membrana.

Estudios inmunolSgicos han demostrado que
por lo menos una pequefia parte del cit.P-450 permanece fue-
ra de la membrana y es aqui donde se sitdan los lugares ca-
taliticos a los que se unen los sustratos y cofactores o a

través del cual, interactudn con otros componentes del sis-

tema monooxigenasa.
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Figura 15: Diagrama hipotetico de la relacidén entre la fla-
voproteina reductasa y las isoénzimas del cit.
P-450 embebidas en la membrana : . (R) es el

sustrato (fdrmaco) y R-0 el preductd.

Los estudios "in vitro" de MIWA y col.
(1978) observaron que el cociente P-450/NADPH reductasa
idéneo, requerido para una actividad monooxigenasa Op-
tima, era 1l:1. Pero ESTABROOK y WERRINGLOER (1978),
comprobaron que estas proteinas no se hallan presentes
en ese cociente equimolecular. Los trabajos de SHEPHARD
y col. (1983), mediante té&cnicas sensibles de radioandli-
sis, determinaron que el cociente P-450/reductasa era de
15:1, pudiendo variar con la exposicién a xenobiontes. Es-
to se explica si se tiene en cuenta gque muchas moléculas
de cit.P-450 se pueden enctontrar imposibilitadas de par-

ticipar en la reaccidén de monooxigenacidén, al estar total-
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mente embebidas en la membrana. Cuando el cociente dis-
minuye, la velocidad de la reaccidén decrece.

La velocidad de la monooxigenacidn es ba-
ja apesar del cociente P-450/reductasa favorable, ya que
las concentraciones de sustrato son bajas, puesto que en
estas reacciones el sustrato es un complejo formado por
la unién del sustrato con el ferricit.P-450 y no el sus-
trato "per se".

Un modelo adecuado del sistema seria un
racimo homogeneo de cits.P-450, alrededor de una molécu-
la de reduct=zsa, facilmente activable por el sustrato
(£ig.15).

Al estudiar las subfracciones microsomales
se encontré que contenian diferentes clases de cit.P-450,
lo que sugirid que grupos homogéneos de diferentes isoen-
zimas de cit.P-450 se unirian fuertemente a lugares espe-
cificos de la membrana.

TRUMP y col. (1970) han reafirmado el impor-
tante papel de la estructura de la membrana para la adecua-
da actividad monooxigenasa. Para que reac¢cionen las molécu-
las del cit.P-450 y reductasa, una o ambas deben migrar a
través de la membrana. En funcidén de su peso molecular pa-
rece que el cit.P-450 deberia ser el que migrase mids, ya que
su peso molecular es de 50.000 frente al de la reductasa de
80.000 pero, es la reductasa la que tiene mayor movilidad

por encontrarse, debilmente unida a la membrana.
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Las propiedades del sistema monooxigenasa
microsomal se deben, en parte, a la composicidén lipidica
de la membrana, constituida por fosfolipidos con &cidos
grasos insaturados, un 8 % de colesterol que juega un
importante papel en el entramado lipidico y pequefias can-
tidades de glicerofosfolipidos. En la fig.l6 se observa .
el importante papel de los fosfolipidos de membrana en el
sistema de monooxigenacidn.

En ausencia de lipidos, la reduccidén del
cit.P-450 por la reductasa es muy bajo. Parece que los 1li-

pidos, reemplazables por fosfatidilcolina y detergentes

sustrato
B e ‘_.hidrofobo
NADPH —  yapPH-cit c | [: | cits p-450| .-
reductasa .: 6
. L2
o ?\“-HZO
NADH ——] NADH-cit b
reductasa ; Yees
B e | ™lepoxido
fenol
unidn UDPG — ™
covalente adcido
Y
1 Tas CSH UDPG
macromolecula X : os
celulares conjugados! |ginjdrodioles conjugad

Figura 16: Papel de los fosfolipidos de la membrana microso-
mal en el sistema metabolizador del cit.P-450

(NEBERT y col., 1975).
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no idnicos, pueden funcionar de varias formas: facilitan-
do la unién de la reductasa al cit.P-450, facilitando la
unién del sustrato al cit.P-450, o bien, incrementando el
cociente P-450/reductasa.

La reductasa no reacciona con el cit.P-450
en un sistema reconstituido si no estan presentes los 1lI-
pidos (VERMILION y COON, 1978). Esto sugiere que la porcidn
hidr6foba de la reductasa y los lipidos actu&n, concertada-
mente, para facilitar la unidn de la reductasa al cit.P-450.

Tambi&n parece que los fosfolipidos facili-
tan la unidén de sustratos al cit.P-450, sobre todo de los

sustratos mds insolubles en agua.

1.5.- INTERACCIONES DE LOS COMPONENTES DEL

SISTEMA. -

Las reacciones de monooxigenacidén son muy
complejas ya que comprenden la transferencia de electrones
y la activacidn de oxigeno y son dificiles de evaluar por-
que el sustrato de un paso se convierte en catalizador del
siguiente. La transferencia de electrones es complicada,
ya que la NADPH cit.P-450 reductasa contiene FAD y FMN y ca-
da flavina existe en forma total y parcialmente reducida y

los electrones son intercambiados entre las dos formas.
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1.5.1.- ESTEQUIOMETRIA DE LA REACCION.-

Una reaccidén de monooxigenacidn requiere
un consumo equimolar de NADPH, oxigeno y sustrato, pero
cuando se utilizan-microsomas hepdticos de rata se oxida
mds NADPH del necesario para la formacién del producto
(JEFFERY y MANNERING, 1977). Esto se debe a que la acti-
vidad enddgena (NADPH oxidasa), puede consumir tanto o
mas NADPH que el utilizado en la oxidacidén del sustrato.
La actividad pirofosfatasa es la que consume de forma en-
dSgena NADPH, asi se ha demostrado que al inhibir dicha
actividad, el consumo de NADPH y la formacidén del produc-
to de la reaccidn se produce de forma equimolar (JEFFERY

y MANNERING, 1979).

1.5.2.~- UNION DEL SUSTRATO AL CIT.P-450.-

YOSHIDA (1983) comprobd que el sexto ligan-
do mas probable para el cit.P-450, en su forma de bajo es-
pin, era una molécula de agua y que el agua se halla en un
equilibrio. Este equilibrio esta condicionado por la hidro-
fobicidad del entorno del grupo hemo:

P-450(alto espin) +'H204——————~ P-450(bajo espin)--—HZO

ZIEGLER y col. (1982) observaron que en el
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equilibrio:
kl
%2

P-450(alto espin) = - P-450(bajo espin)

al afladirse el sustrato, las dos constantes aumentan, pe-
ro en mayor medida lo hacia la kl’ favoreciendo la tran-
sicién de la forma de bajo espin a alto espin. Se puede
considerar que el ﬁrimer paso del proceso es la uﬁién del
sustrato y la transformacidén del cit.P-450 a su forma de
alto espin, lo que producird@ una rédpida transferencia de
electrones desde la reductasa.
BACKES y col. (1980) han comprobado que

existe una estrecha relacibén entre el contenido del cit.
P-450 de alto espin, la transferencia de electrones y las

concentraciones de sustrato y NADPH oxidado.

1.5.3.- REDUCCION DEL FERRICIT.P- 450.;

‘Una vez el complejo sustrato-ferricit.
P-450 estd formado, puede aceptar un Simple electrdén de
la cit.P-450 reductasa, con la consigiente reduccidén del
hierro del citocromo a su forma ferrosa.

PETERSON y col. (1976) habian observado
que la reduccidén del ferricit.P-450, en condiciones ana-

erobias sigue un curso bifdsico. A partir de considera-
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ciones termodindmicas, se ha propuesto un modelo con una
reaccidn de reduccién rdpida y otra retardada del ferricit.
P-450, que representa la transferencia de electrones de

dos formas de NADPH cit.P-450 reductasa, asi, la fase ra-
pida tiene lugar cuando se transfieren electrones de la re-
ductasa totalmente reducida y la fase retardada, con la re-
ductasa sélo parcialmente reducida.

La fig. 17 indica como las dos especies de
reductasa esté@n formadas por NADPH y muestra las dos series
de reacciones que se producen simultdneamente. El camino
del lado B predomina cuando la concentracién de NADPH es
alta y el cociente NADP/NADPH es igual o superior a uno.
IMAT y SATO (1977), encontraron que alrededor del 50 % o
mds del ferricit.P-450 es reducido por la reaccién r&pida
con sustratos como hexobarbital, etilmorfina, ciclohexano,

testosterona o anilina.

1.5.4.- OXIGENACION DEL COMPLEJO SUSTRATO-

FERROCIT.P-450.-

La forma reducida del complejo sustrato-
cit.P-450(III) puede unirse al oxiIgeno, siendo una reac-
cidn reversible que puede ser desplazada por el mondxi-
do de carbono, para formar el compuesto con espectro ca-

racteristico del cual deriva el nombre del citocromo.
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flgura 17: Modelo que representa las interacciones de la
reductasa total y parcialmente reducida con el

complejo sustrato-cit.P-450.

A B
/\ /\

fﬂ": 'FIH!

- P-a50-Fe(I)-XH
( FaHe r ‘ ‘“FzH 4 N

~F\H, F\Hy
“F,H-P450-Fe(M)XH “FyHa P450-Fe(II}XH

NADP* ~FH; NADP*
~F1Hy P450-Fe(Il} XH R,
R FyH- P450-Fa(I)XH /

b =

‘]L P450-Fe(IXH _F\He

I 1
R
~FiH 1 Oz “£yH: P450-Fe(MXH \
1

“qu P450-Fa (XM 4 02 NADPH

\ ) oz R,F, Ha
“FyH: P450-Fe(M)XH

]
FyH 0z
[R’ ! ‘j| olr” ]— P-450 Fe(TI)XH
SFpH- !
2

[*T}

FiH
\ _FH- P450-Fa (I XH R7 "
R ! “Fp

| ¥ 1)
P450-Fe(IIXOH ~FH: _)
Al ¢ R
..L H,0 \‘F;H'

H,0 + XOM + P450-Fe(II)

NADPH

El monéxido de carbono inhibe la reaccidn
de monooxigenacidén por competencia con el oxigeno.

Hay evidencias de que los diferentes iso-
enzimas del cit.P-450 tienen distintas afinidades para el
oxIgeno (ESTABROOK y col., 1970).:El oxigeno existe en
tres estados: el estado fundamental (triplete) y dos esta-
dos excitados (singulete). En el estado fundamental, los
espines con dos electrones no apareados, en los dos orbi-
tales mds externos de la molécula, son paralelos. El sin-
gulete se produce cuando los electrones tienen espines an-

tiparalelos en el mismo o diferentes orbitales. Cada orbi-
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Citocromo
P-450

R-OH

H (farmaco)

max. 418 nm

Oxicitocromo P-450

Figura 18: Esquema general del recorrido del f&rmaco a través

de las distintas formas del cit.P-450.
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tal externo de la molécula de oxigeno puede alojar a dos
electrones. La adicién de otro electrdn produce el anidn
radical superéxido (Oé):

9 * le- :—05
La suma de dos electrones produce el anidn

0

perdxido (Og-):

- 2—
05 + 1 e- b-Oz

Si un electrdén del Fe(II) del grupo hemo
del citocromo se transfiere al oxiIgeno, este se activa y
puede ser transferido, a su vez, al complejo oxiferrocit.
P-450-sustrato, para formar por isomerizacidén el oxianidn-
ferrocit.P-450~-sustrato.

HAMILTON (1974) observd que las reacciones
microsomales transcurren através de intermediarios oxeno.

La unidén del oxigeno al citocromo reducido
puede dar tres especies activas: un complejo enzimatico
Fe3iO, un complejo Featperﬁxido y, por Gltimo, un compuesto
perdxido. Recientemente, se ha sugerido que el complejo
enzimdtico Fe3-0 es la forma activa del oxigeno en el cit.
P-450.

MATSUBARA y col. (1976) comprobaron que las
especies de oxigeno activo envueltas en las reacciones del
citocromo contienen simplemente un &tomo de oxigeno, ademé&s
del Fegq perdxido. Este Gltimo experimento indica que la re-
accién de monooxigenacidén esluna transferencia de oxenos,
en la que sdlo un adtomo de oxigeno unido al cit.P-450 es

transportado hasta el sustrato.
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1.5.5.- REDUCCION DEL COMPLEJO SUSTRATO-
OXIANIONFERROCIT.P-450 Y FORMACION

DEL PRODUCTO FINAL.-

El complejo sustrato-oxianionferrocit.P-450
acepta finalmente otro electrdn, de la forma reducida de
la NADPH cit.P-450 reductasa o de la ferrocit.b5 reductasa.
El &tomo de oxigeno es transferido al sustrato y el produc-
to final es liberado del complejo enzim&tico. El1 cit.P-450
liberado de su sustrato vuelve a su estado de bajo espin.

Este mecanismo de adapta a gran variedad de
configuraciones moleculares por lo que gran nimero de sus-
tratos pueden reaccionar con &l.

Las formas de oxigeno que han aceptado un
electrdn (anidén superdxido) o dos electrones (anidn perd-
xido), a veces, se disocian del citocromo antes de la oxi-
dacidn del sustrato. Tanto los aniones superdxido o el agua
oxigenada, formada a partir del anidn perdxido, son muy t&-
xicos debido a su naturaleza reactiva, por lo que "enzimas
protectores” como la superdxido dismutasa, la catalasa y
la glutatidn reductasa mantienen sus concentraciones bajas:

La superdxido dismutasa metaboliza los super-

6xidos a agua oxigenada:

-+ 0. + +
0, 0, 2H »H,0 0
el agua oxigenada es detoxificada por una catalasa:
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y por la glutatidn reductasa (GSH):

. - . GS-SC .
h202 + 2 GSH GS-SG + 2 h20

1.5.6.- SINERGISMO DEL SISTEMA NADH.-

ESTABROOK y col. (1971) fueron los prime-
ros en probar que el cit.b5 dependiente de NADH y el cit.
P-450 dependiente de NADPH, interactuan en los microsomas.

Las reacciones de monooxigenacidén consumen
NADH s8lo en un 10-20 % del valor con gue lo hace con NADPH.
Esto indica que el cit.P-450 generalmente acepta electro-
nes del NADPH, aunque hay varios sustratos que, en caso de
tener como tGnica fuente de electrones NADH, pueden ser me-
tabolizados con un rendimiento elevado (ej: la O-demetila-

cién del p-nitrofenol) (CORREIA y MANNERING, 1973).
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1.5.7.- FUENTE DE ELECTRONES PARA EL SIS~

TEMA DEL CIT.P-450.-

La fuente de electrones para el sistema
del cit.P-450 es la NADPH cit.P-450 reductasa. IYANAGI y
col. (1974) observaron que la NADPH cit.P-450 reductasa
transferia electrones en cuatro pasos de un electrdn cada
uno, los cuales tenian unos valores de potencial de: =110
mv, = 270 mvV, - 290 mV y - 365 mV .

OPRIAN y COON (1982) asignaron los valores
individuales del potencial de - 110 mV al par FMN/FMNH',

- 270 mV al FMNH® /FMNH - 290 mV a el par FAD/FADH  y

2!‘

- 365 mV al FADH®/FADH,, corroborando la hip&tesis de VER-

27
MILION y col. (1981), gque enunciaba que la ruta de trans-
ferencia de electrones hacia el cit.P-450 era:

NADPH— FAD ——» FMN ——cit.P-450

A partir de estas comprobaciones es proba-
ble la oxidacidén del FMNHz/FADH‘ a la forma FMNH®'/FADH de
la reductasa, con equilibrio desplazado hacia FMNHZ/FAD,
por el ferricit.P-450.

La forma FMNHz/FAD podria ceder otro elec-
trén al complejo oxigenado ferrocit.P-450 para formar las
especies FMNH'/FAD y entonces, ser reducida a las especies
FADHz/FMNH', por NADPH, en un proceso con transferencia de
dos electrones. El FADHZ/FMNH' podria sufrir una transferen-

cia interna de un electrdn, para regenerar FADH'/FMNH2 Yy re-

iniciar el ciclo.
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1.5.8.- TERMODINAMICA DEL PROCESO.-

El paso de unién del sustrato al cit.
P-450 es exergbnico, con liberacién de 4 a 9 Kcal mol-}
pero esta energia de unién no se almacena en la form;
de un estado de espin de transicidén. La reduccidén del
ferricit.P-450 requiere de 6 a 8 Kcal mol_l, los poten-
ciales pasan de =350 a - 280 mV por la reduccidn del
citocromo, proporcionadas por la oxidacidén del NADPH
por la reductasa.

La unién del oxigeno a la forma ferrosa
del cit.P-450 se realiza con una ganancia de 8 -a 9 Kcal

=1

mol ~. La suma de un segundo electrdn al sistema en el

cuarto paso de la fig.l1l9 esta favorecido termodinamica-

mente (= 1 Kcal mc:’l"l

). E1 quinto paso es poco conocido
Finalmente, en el septimo paso se requiere energia para
la liberacidn del producto, probablemente algo menos que
la energia producida en la unidn del sustrato, 4 a 8 Kcal
mol™t.

De aqui se deduce que la cadena de trans-
porte electrfnico que es el sistema de monooxigenacién del
cit.P-450, resulta en una oxidacidn del sustrato peroc no

produce energia utilizable por el organismo al contrario

de lo que ocurre en las mitocondrias.

=55~



Fe(III) R
W) .
(1)

Fe (III) Fe (ITI)-R
RO
(6)
Fe (V) =0 3+ (2)
R 5) Fe(II)-R
H,0
+
2H
F?(II)-R +
0
2
(3 o,
(4)
FAD,/FMNH . Fe (11) -R
FAD/FMNH2 0,
FADH, /FMNH,)
FADH,/FMNH. NADPH,H'
Nappt

FIGURA 19: Esquema en el que se representan

los pasos del ciclo de oxidacidén
de farmacos por el cit.P-450, en
los que hay un intercambio energé-

tico.
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1.5.9.- PASOS LIMITANTES DEL SISTEMA.-

Del quinto paso de la reaccidn se sabe
muy poco y el primer, tercer y séptimo pasos son rela-
tivamente rdpidos para ser limitantes (WHITE y COON,
1980) . |

S6lo el segundo (IYANAGI y col.,1978),
cuarto (SUGIYAMA y col., 1980 y IMAI, 1981) y sexto pa-
so (WATANABE y col., 1980) pueden ser limitantes bajo

determinadas condiciones.
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1.6. REACCIONES CATALIZADAS POR ENZIMAS

MICROSOMALES HEPATICOS.-

El metabolismo de farmacos conlleva un
transporte de intermediarios oxeno del cit.P-450 al sus-
trato, que producira la oxidacién del sustrato para con-
vertirlo en un producto mds hidrofifilico. Estas reacciones
incluyen: epoxidaciones de anillos arilicos y dobles en-
laces, hidroxilacidén de anillos arilicos, alguilicos y de
cadenas alifdticas, oxidacidén de alcoholes, O-dealquila-
cién de los grupos éter y éster, N-hidroxilaciones, N-de-
alquilaciones y desaminaciones oxidativas, S-oxidaciones,
S-dealquilaciones y deshalogenaciones. Todas estas vias
de detoxificacidén pertenecen a las reacciones de tipo I

(ver apartado 2).

1.6.1.- EPOXIDACION.-

Mediante reacciones de epoxidacidn los
derivados bencénicos, hidrocarburos policiclicos aroméd-
ticos y alquenos ciclicos pueden convertirse en epdxi=-

dos, mediante reacciones del tipo:

—Cit.P-45Q 0

Br ) Br
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Los epoxidos formados suelen ser inestables.

Esta actividad enzimdtica es bloqueada

especificamente por la 7,8 benzoflavona:

o).

Muchos epdxidos son altamente reactivos:
al ser fuertemente electrdfilos pueden reaccionar de ma-
nera no enzimidtica con constituyentes tisulares de caréc-
ter nucledfilo, como son el glutatién y otros componen-
tes con grupos sulfidrilo y alcohol. También pueden unir-
se covalentemente con zonas nucleofilas de las macromo-
léculas de los tejidos, por esta razdn son hepatotdxicos
y carcinogénicos, en particular, los epdxidos derivados

de los hidrocarburos aromdticos policiclicos
1.6.2.- HIDROXILACION ALIFATICA.-

Las hidroxilaciones estdn favorecidas en
el metilo terminal de las cadenas, asi, el tolueno se hi-

droxila a becilalcohol siguiendo el esquema:

CH, CH,OH
cit,P-450
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Aunque existen muchos lugares con posi-
bilidades de ser hidroxilados, la hidroxilacién se pro-
duce en la posicidén w-1 . Este es el caso del pentobar-

bital que se hidroxila al correspondiente alcohol y en

menor cantidad a su &cido carboxilico:

M OH 5 N OH
W/ cit P=-450 = Y

2 HC-Hy sHC-HG- N
(0] " i
3 CH3 0

En las oxidaciones alifdticas los pro-

3HC§HC§HC—H?' 3

CH

ductos del sistema microsomal son alcoholes. La oxida-
cidén posterior a aldehidos y &cidos carboxilicos re-
quiere la presencia de enzimas solubles como la alcohol
y la aldehido-deshidrogenasa (GUILLETTE, 1959).

La hidroxilacidén en w-1 de &cidos grasos
de cadena larga es una reaccidn microsomal en la que es-
ta involugrado el cit.P-450.

Una hidroxilacidén de la cadena lateral
algo diferente se observa con el hexobarbital, que se
oxida a la forma ceto (COOPER y BRODIE, 1955).

En los alquilcompuestos con O, N o S, la
hidroxilacidén siempre ocurre adjacente al heterodtomo,

independientemente de la longitud de la cadena.
0 o)
1 i
NH—C—CH3 NH-C-CH3

0
= N
cit.P-450 + \C-CH

\
N\

O—CHz—CH OH
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1.6.3.- HIDROXILACION DE ANILLOS ALQUI~-

LICOS. -

Una reaccién tipica de este grupo es la
hidroxilacién del hexobarbital que es metabolizado has-

ta su derivado ceto en el anillo alquilico:

3\

T €84 CH N Pae
= =

.
0® \N/Cso N D

(=0

1.6.4.- HIDROXILACIONES ARILICAS.-

Estas reacciones pueden transcurrir a tra-
vés de cuatro mecanismos tedricos de insercidn del grupo
hidroxilo:

1. 6.4.1.- Por incercién del OH directamente
en el lugar del protdn que se pier-

de en un paso intermedio.

(OO

.2.- Insercidén del OH en el enlace C-H.

0.,
@H . @ ...... -I-I - Oh
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1.6.4.3.- Adicién directa del hidro-

xilo al enlace aromdtico C=C:

Vi
o)
— O

1.6.4.4.- Por adicidn y redistribucidn:

H

H
—0

Los sustratos tipicos para estas re-
ciones son los bencenos y los hidroc&rburos policicli-
cos aromdticos sustituidos.No.se sabe con certeza, si
todas las aril hidroxilaciones se producen a través de
un intermediario epdxido, aunque parece ser que asi
ocurre. Un ejemplo de estas reacciones es la hidroxi-
lacidén de la acetanilida para formar el paracetamol,

seglin el esquema siguiente:

0
NH-C-CH, NH-C-CH

cit.P-450

OH
La hidroxilacidn puede realizarse en di-

versos puntos y afiadirse mds de un grupo hidrdéxilo co-

mo se observa en el siguiente esquema.
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OH
P-450

Oh

N\

Algunas hormonas esteroideas como la tes-
tosterona y la 17B8-estradiol, son hidroxiladas por las
enzimas microsomales (KUNTZMAN y col.,1964). Por otra
parte la hidroxilacidén de la fenilalanina, tiroxina y
triptofano (menos liposolubles) son catalizadas por sis-
temas enzimdticos especificos. Todos los compuestos bio-
transformados por hidroxilacidén pueden ser posteriormente
metabolizados por conjugacién para formar glucurdnides o

sulfatos.

1.6.5.- OXIDACIONES DE ALCOHOLES.-

La oxidacidén microsomal de alcoholes a al-

dehidos se realiza a travé@s de un intermedio inestable:

(O} ~OH (0)
— — — — - 4
R CI-I2 OH —————>»R~CH OH ———»R-CH=0 H20
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Esta ruta de oxidacién de alcoholes es
s6lo un camino minoritario, habitualmente los alcoholes
son metabolizados por un enzima no microsomal, la al-

cohol-deshidrogenasa.

1.6.6.- N-HIDROXILACION.-

Las aminas primarias pueden ser converti-
das a hidroxilaminas, como sucede con la anilina (KIESE y

UEHLEKE, 1961):

NH
2 NHOH
cit.P-450

Las aminas secundarias tambié&n son meta-
bolizadas por los enzimas microsomales formando hidroxi-
laminas, en cambio las aminas terciarias forman amino-
6xidos que son inestables.

Otro ejemplo de N-hidroxilacidn -es la des-

crita por CRAMER y col. (1960):

0 0
I o
—NH—C—CH3 N—C—Ch3
P-450 ol

CH2
También se pueden hidroxilar las iminas

(PARLI y col., 1971).
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Las enzimas relacionadas con la N- hidro-
xilacidén no son inhibidas por el mondxido de carbono, por
lo que es posible que no se produzca formacién de un
complejo sustrato-cit.P-450. Ademds las N-hidroxilaciones
no son blogqueadas por inhibidores de grupos sulfidrilo
(p=cloromercuribenzoato, N-etilmaleimida), a diferencia
del resto de reacciones microsomales. Muchas aminas aro-
miticas son sustrato para la N-hidroxilacidén, produciendo

potentes agentes carcindgenicos.

1.6.7.- N-OXIDACION.-

El mecanismo de este tipo de reacciones,

siguiendo el ejemplo de BAKER y CHAYKIN (1962) es:

(CH3)3N E{CH3)3N=O
trimetilamina N=-6xido de la tri-
metilamina

1.6.8.~ O-DEALQUILACION, -

Los éteres aromdticos se degradan por accidbn

del cit.P-450, como se indica en las dos reacciones siguien-

tes: g g
H-C-CH -C-CH g S
N 3 NH @ CH3 NH Ch3
P-45 i 0\\ )
+ FE
_ CH,
OCHZ-CH3 O-CIJH-CH3 OH
OH
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HO CH HO )

cit.P-450

OCH3 OH

1.6.9.- N-DEALQUILACION.-

Cuando el sustrato es una amina secundaria
como la N-metilamina y desipramina su metabolismo es inhi-
bido por el mondéxido de carbono, el esquema de la reaccidn

es:

Rl"-N Rr-N _ Rl“‘NH
/ >/ - +
Rz’ CHZ CH*OH R2-CH=O

En el catabolismo de aminas terciarias, por
N-demetilacidén, se acepta que transcurre a través de una
hidroxilacidén del grupo N-metilo para formar una carbinol-
amina, la cual es inestable y espontdneamente se descompo-
ne formando formaldehido y la desmetilamina (TESTA y JENNER,
1976 y RAHIMTULA y col., 1978).

Existen varios mecanismos posibles para la
formacidén de la carbinolamina. Uno de ellos involucra una
oxidacidén, con dos electrones, de la amina directamente. La
otra via se inicia con la oxidacidén, con un electrdn, de la

amina produciendo un radical (1), gque al volverse a oxidar
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con otro electrdn se convierte en el catién iminium (2),
el cual podria reaccionar con agua para formar una carbi=-
nolamina (3). SI el catidn iminium (2) fuera el producto
liberado del enzima, entonces el dtomo de oxigeno de la
carbinolamina (3), derivaria del medio acuoso (ASHLEY y
GRIFFIN, 1981).

R,NCH

7 oy
l/e/ (1)
RNCH,OH —————» R NH + CH,O
o //,Aﬁﬁr/r
R2 =

2
(2)

Alternativamente, el catién iminium (2) po-
dria reaccionar con los diferentes estadios de oxidacién
Fe-0 del cit.P-450 (SHANNON y BRUICE, 1981) y entonces el
dtomo de oxigeno de la carbinolamina provendria del oxi-
dante, el cit.P-450. El1 &dtomo de oxigeno en (3) también se-
ria cedido por el oxidante si el radical (1) se recombina
con el enlace Fe-o2 en el lugar catalitico del cit.P-450
(WHITE y COON, 1980).

No se ha podido diferenciar cdal de los me-
cadnismos se sigue en la demetilacidn, pero el oxigeno, en
el producto demetilado, procede del oxidante y no del agua.

GRIFFIN y col. (1978 y 1980) propusieron
un mecanismo de demetilacidén donde la imina (2), disociada
del enzima, reacciona con el agua para formar la carbinolami-
na y finalmente, el forﬁaldehido y la desmetilamina. Aunque

este mecanismo puede tener lugar en la demetilacidén de la
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aminopirina, no es un mecanismo general para las reacciones

de N-demetilacidn catalizadas por el cit.P-450.

Las enzimas hepdticas pueden desaminar ami-
nas c-metiladas, mientras que la monoaminooxidasa puede
utilizar como sustrato, s6lo a aminas que no tienen susti-
tuido el carbono alfa.

Se ha propuesto la aparicidén de un interme-
dio inestable carbinolamina, en la desaminacién oxidativa
dependiente del cit.P-450 de aminas primarias aliciclicas,
donde el dtomo de oxiIgenoen el producto cetdnico, se deriva
del oxigeno molecular (KUREBAYASHI y col., 1982). La desa-
minacidén de la anfetamina es un ejemplo de este tipo de re-

acciones:

NH NEOH
| 2 —» | i E
CH.-CH-CH H2-CH-Ch3 ~CH2- —CH3

1.6.11.~ SULFOXIDACION.-

En general este tipo de oxidaciones ocurre
en productos con un anillo heterociclico que contiene azu-
fre, como es el caso de la clorpromazina (SALZMAN y BRODIE,

1956) :
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0, =00,

CH -CH,-CH,, -N(CH,) , H - CH 2~CE, -N{CH )5

También puede producirse en compuestos
con grupos tioéter como es el tioderivado de la fenilbu-
tazona que, al metabolizarse, forma un sulféxido, la sul-
finpirazona, con accién farmacoldgica mds potente (BURNS

y col., 1957):

0 0
g—n—o=c7 i G N &
NCH.~-CH.-S~@ <’ 0
4 2 72 / CH_-CH.-S-¢

Muchos de estos sulfdxidos son posterior-

mente oxidados a sulfonas.

1.6.12.- S-DEALQUILACION. -

Se ha descrito la sustitucién del azufre por

oxigeno en el tiopental y tiopirimidinas relacionadas (SPENC-

TOR y SHIDEMAN, 1959):

OH OH

NZ ’C2H5 N~ Cz..hs .
GH-CH,-CH,CH, | CH-CH,-CH,-CH,
/L\\ CH3 P-450 3
s N\ O - HO” N~ 0
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Otro ejemplo de este tipo de reacciones es
la conversidn del paratidn en su andlogo oxigenado, el pa-

raoxén que es téxico (DAVISON, 1954):

oCc.H
’ 2 5 pCZH
ON— —0-Foc.H 20— -0-
2 25 - gbCZHS
P-450

1.6.13.- DESEALOGENACION.-

Las enzimas microsomales catalizan la elimi-
nacidn de derivados clorados de sustratos tales como el te-

tracloruro de carbono, cloroformo, halotano y metoxifluora-

no.
Cl C1
| -
Cl—Cc—-C1 » Cl—C + Cl
| l
Cl Cl
cloroformo radical libre tricloro-
etilico

Las hormonas tiroideas, tiroxina y la tri-

iodotironina son deshalogenadas por enzimas microsomales.

1.6.14.- REDUCCIONES CATALIZADAS FOR

ENZIMAS MICROSOHRALES.-

Aunque las reacciones catalizadas por el sis-

tema microsomal son, principalmente, oxidaciones, también par-
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ticipa en algunas reducciones de compuestos extrafios

a través de reacciones de azoreduccidén y nitroreduccidn.

1.6.14.1.- Azoreduccidn.-

Parece tener lugar de dos formas: una sen-
sible al mondéxido de carbono en la que, probablemente, par-
ticipa el cit.P-450; o bién, otra que utiliza NADPH y una
flavoproteina reductasa. La reduccidn del pigmento azo,

del prontosil produce la liberacidn del metabolito &ctivo,

la sulfanilamida (TREFOVEL y col., 1935): ?Hé %Hz
NH2
N ~N=N exapnl,. *
1 ' -
NH2 SOZNH2 NH2

1.6.14.2.- Nitrorreduccidn.-

Compuestos aromdticos con el grupo nitro son
convertidos, a través de intermediarios nitroso e hidroxilami-
na, a las correspondientes aminas. Este es el mecanismo de

metabolizacién del cloramfenicol (FOUTS y BRODIE, 1957):
NO
| # 12

cit.P-450 >

1
HO—EH HO*?H

' LI =
HOEHC-CH-NH~b—CHCl CH- NH-C-CHC1

=
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2.1.- MATERIAL.-

2.1.1.- MATERIAL BIOLOGICO.-

Se han utilizado ratas hembras de la cepa
Sprague-Dawley, de pesos comprendidos entre 100 y 200 g,
seglin el experimento, procedentes del estabulario de esta
Facultad. Hasta el momento de realizar los ensayos, los
animales se mantuvieron con agua "ad libitum" y con una
dieta estédndar (UAR-A-04) para rata-ratdn, elaborada de
acuerdo con las normas del "National Research Council” y
del "Bureau National dfAlimentation”, con la siguiente
composicién: proteinas (17%), lipidos (3%), celdlosa (5%),
minerales (5%), gliGcidos (58%) y humedad (12%).

Los animales estuvieron alojados en jaulas
de material plastico (Makrolon) de 524 x 274 x 150 mm ,
por lo menos una semana antes de empezar el experimento
para su habituacidn. Cada jaula albergd un maximo de diez
animales del mismo sexo y edad. La temperatura del esta-
bulario se mantuvo constante a 22 *2°C y la humedad del
mismo entre 40 y 60%, con un ritmo circadiano de luz de

12 h \desde las 6 h a las 18 h).
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2.1.2.- FARMACOS.-

En este trabajo hemos utilizado s8lo un féar-

maco en las series experimentales, la indometacina.

2.1.2.1.- Indometacina.-

CH., - CH

3 2-C00H

Figura 20: Estructura molecular

de la indometacina. cl

La indometacina, (&cido l-(p-clorobenzoil)-
S5-metoxi-2-metil-indol- 3-acético, es un inhibidor de la
ciclooxigenasa y, por consiguiente, de la sintesis de pros-
taglandinas, de forma reversible al contrario que los sali-
cilatos, siendo éste uno de los principales mecanismos pos-
tulados para explicar su actividad farmacolSgica (FERREIRA
y VANE, 1974). Los trabajos de SMITH y WILLIS (1971) y VANE
(1974) sefialan a la indometacina como uno de los antiinfla-
matorios no esteroideos que mds potentemente inhiben a 1la
prostaciclin-sintetasa. Recientemente WU y MATHEWS (1983)
han comprobado que la indometacina no sb6lo inhibe la ruta de
la ciclooxigenasa sino también la produccidén de 12 HETE, al

inhibir la peroxidasa, y de sustancias reactivas en la ana-
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filaxis como los LTC y LTD, por inhibicién de la gluta-
tidén-S-transferasa como se representa en la fig.21. Las
inhibiciones indicadas puede ser que expliquen el hecho
que la_indometacina inhiba la migracidén leucocitaria
hacia el foco inflamatorio (FORD-HUTCCHINSON y col., =
1977) . ROBINSON, TASHJAN y LEVINE (1975) descubrieron que
las ratas artriticas poseen en la sinovial una sustancia
con fuerte accidn estimuladora de la reabsorcidén del hue-
SO gque siﬁ@mbargo desaparece "in vitro" con el tratamiento
con indometacina.

WEISS y WAIT (1977) observaron "in vitro"
que la indometacina inhibe la fosfodiesterasa y aumenta los
niveles de AMPc intracelular, lo que conducira a una esta=-
bilizacién de la membrana celular de los polimorfo-nucleares
(PMN) y macrb6fagos. Este hecho fue comprobado por DAMAS vy
BOURDON (1982) al demostrar que la indometacina provoca una
disminucidn en la liberacién de enzimas lisosomales y radi-
cales libres superdxido e hidroxilo (KOCH-WESER, 1980). Del
mismo modo PUNZI y col. (1982) demostraron que la indometa-
cina aumenta los niveles de AMPc en el fluido sinovial y éllo
conlleva una accidén antiflogistica, por inhibicién de la 1li-
beracién de enzimas lisosomales de los PMN durante la fago-
citosis (WEISSMANN y col., 1971) y por disminucién de la ac-
tivacién de los linfocitos T y secrecidén de linfoquinas (BOUR-

NE y col. 1974).

=T g



_ *ootuoprnbeie optop Top
epEOSED BT UD BUTORIBWOPUT BT 9p UQTOO® 9p saxebny sol ejuasaxdeax anb ewenbsy :7z eanbtg

‘ootuoptnbeIe OpPTOP TOpP PPEROSED BT US BUTORISWOPUT BT 9P UQTOO® ap saiebny -

opTUSpIRUOTRBW ~VAW
esejutrs eurToroejlsoxd -(g)

BSP}9]3UTS ouexXoquoil - (y)

19d | | ¥xL| [49d | {04 | |30

Vaw (€) &

esejlonpax -(g)
BSBIDUWOST - (7)

esSeIsdWOST - (1)

o .A_‘: :dlmﬁ_m:

aL1-a1 gL

©SeI9JsuRI}~G
uot3zejntybh SO
(z)

owoy | CHOd | SONI1YLOINT T

4134

X
0) (o)
.r\\\n
eseprxoxadoapty %=F eseprxoxad
oure
4| Cgog 313dH
NO 3 h NO
eseusabTxo-0TOoTO =¥ eseuabrxodr

0JINOQINOYYY 0dIdV

sesedTT103s0OT

S0a1d1104S04




La indometacina tanto en la rata como en el
hombre, se absorbe ré&pidamente, alcanzandose los niveles
plasmdticos mi&ximos entre 20 min y 2 h después de la admi-
nistracidén oral. La vida media, es dosis dependiente osci-
lando entre 2.5 y 11 h (ALVAN y c;l., 1975; RIMBAU y FORN,
1983)

Este fdrmaco circula fijado a las proteinas
plasmdticas en un 90 %. ZINI y col. (1979) demostraron que
hay dos tipos de lugares de unidn de la indometacina a la
albumina, teniendo s6lo uno de &llos alta afinidad (K= 10)
para f&drmacos acidicos como la indometacina.

Sus efectos adversos son dosis dependientes
(BOARMAN y HAIT, 1967). Se producen alteraciones gastroin-
testinales como: nauseas, anorexia, dolor abdominal y dlce-
ras pépticas; también se ha descrito la produccidén de dia-
rreas y pancreatitis aguda. Asimismo, puede causar neutro-
penia, trombocitopenia y raramente anemia. A dosis elevadas
actua sobre el sistemanervioso central produciendo vé€rtigo,
dolor de cabeza y confusién mental (BABER y col., 1974).

Hasta ahora su efecto sobre el higado no
habia sido apenas descrito, recientemente se ha observado
que ha niveles terapéuticos, la indometacina produce una
disminucidén en la sintesis de albumina y de alfa glucopro-
teinas (JAMIESON y KUTRYX, 1980 y JAMIESON y col., 1982).

En nuestros experimentos hemos utilizado
indometacina a dosis terapéutica de 1 mg/kg/dia, por via
oral (administrada de 10 a 11 mafiana) como suspensidn es-

temporanea en C.M.C. al 0.1 % y Tween 80 al 0.1 %.
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2.2.- METODOS BIOLOGICOS.-

2.2.1.~- INDUCCION DE LA ARTRITIS.-

La artritis se induce mediante la inyeccidn
subplantar en la extremidad posterior derecha, de 0.1 ml

de una suspensidn de Mycobacterium butyricum (Difco, ref.

0640-33) al 0.5% en vaselina liquida.
Para ello se pesan 100 mg del preparado co-

mercial que contiene M. butyricum y se diluye en 0.5 ml de

agua destilada, se homogeneiza durante unos minutos (homo-
geneizador Andermann & col. L.T.D., Londres) y el homoge-

neizado obtenido se lleva hasta 20 ml con vaselina liguida.

2.2.2.- VALORACION DEL GRADO DE INFLAMACION.-

La evolucidn del proceso inflamatorio se
realizd midiendo el volumén de la extremidad administrada
(ipsilateral) y contralateral, utilizando para ello un ple-
tismémetro de mercurio (Ugo Basile, Milan) de 30 mm de dia-

metro.

2.2.3.- SELECCION DE LOS ANIMALES ARTRITICOS.-

Después de la induccidn, en la extremidad

administrada se puede observar un edema pronunciado, gque es
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evidente yva a las 24 h . Esta reaccidén se denomina reaccidn
local, a menudo, reaccidn primaria y se puede considerar
como una respuesta inespecifica. Entre la primera y segun-
da semana siguientes a la inyeccidn subplantar comienza a
manifestarse un edema en la extremidad izquierda (contrala-
teral) y también en las extremidades anteriores, pudiendo
llegar a afectar a la cola y el hocico. Este sindrome es
considerado como la verdadera artritis sistémica o artraitis

secundaria.

Después de 14 dias de la inyeccién se se-
leccionan los animales que han desarrollado artritis. Como

criterio de seleccidén se establecid el siguiente:

A EC >m + 28
siendo A EC el incremento de volumen (ml) de la extremidad
contralateral, m el valor medio de los incrementos de volu-
men del grupo control y S la desviacidén estdandar cbservada
en este Gltimo grupo. En las diversas series experimentales
realizadas, un 75 % de los animales, aproximadamente, alcan-
zaron el criterio mencionado.

Una vez seleccionados los animales, fueron
distribuidos en lotes de manera que la media del incremento
de volumen en la extremidad contralateral, fuera del mismo

orden en los diferentes lotes.
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2.2.4.- TOMA DE MUESTRAS.-

A los animales, previa anestesia con é&ter,
se les practicd toracotomia, se separd el pericardio y ex-
trajé sangre por puncidn cardiaca a nivel del &pice, segiin
el método descrito por SCHERMER (1967). Se obtuvieron apro-
ximadamente 8 ml de sangre, que fué rdpidamente introducida
en tubos de plastico en bafio a 37 '°C hasta la formacién
completa del codgulo. Para la obtencidén del suero, los tubos
se centrifugaron a 300 g durante 10 min (centrifuga Beckman
mod. TJ-6). Alicuotas del suero fueron congeladas a =20 oC
hasta su andlisis.

De los mismos animales se extralia el higado,
se pesaba y congelaba inmediatamente a -20 °c hasta su empleo

El higado se dividia después de la extraccién y cada porcidn

se congelaba por separado en vial de vidrio.

2.2.5.- EVOLUCION CLINICA.-
Como pardmetros de evolucidn clinica se ha

determinado la curva ponderal, la inflamacidn local y sis-

témica y el peso de Organos.
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2.2.5.1.- Curva ponderal.-

Se siguid la evolucidén del peso corporal
semanalmente. Para la valoracidén del peso se utilizd una

balanza Sauter KM 1.000 .

2.2.5.2.- Inflamacién local y sistémica.-

Se valora dos veces a la semana, mediante
pletismémetro de mercurio, el volumen de las extremidades
posteriores ipsi y contralateral, seglin el método descri-

to por SPECTOR y WILLOUGMBY (1968).

2.2.5.3.- Peso de Srganos.-

En nuestro trabajo sdlo nos interesd deter-
minar €I peso del higado, con una balanza Sartorius mod.

1.212 MP (0.001-0.005).

2.3.- METODOS BIOQUIMICOS.-

Se han determinado las proteinas totales

séricas, se ha realizado el proteinograma y valorado la
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actividad metabolizadora del citocromo P-450 hepdtico es-
tudiando, sus actividades aminopirina N-demetilasa y ani-

lina p-hidroxilasa.

2.3.1.- DETERMINACION DE PROTEINAS SERICAS

TOTALES.-

La determinacién de las proteinas sericas
totales se realizd por refraccidn, iIndice relacionado direc-
tamente con el peso de soluto por unidad de volumen de la
solucidén valorada (HENRY y col., 1974). Se utilizd un re-
fractémetro Erma Optical (Worns L.T.D.,Tokyo). Las lecturas
obtenidas en la escala del aparato proporcionan la concen-
tracién de proteinas en g/100 ml. Los resultados obtenidos

se han expresado en g/1 .

2.3.2.- DETERMINACION DEL PROTEINOGRAMA.-

Fundamento: El método utilizado para deter-

minar cuantitativamente las distintas fracciones de proteinas
séricas se basa en la distinta migracidn, segtin la carga
eléctrica, de las proteinas en un campo eléctrico (KOHN, 1957).
Material:
- Solucién de rojo Ponceau (Carlo Erba ref.

476.981) al 0.5 % en acido tricloroacético al 5 %.
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- Solucidén transparentadora: agua destilada,
metanol, &dcido acético y alcohol diacetona (500:350:70:80).

= Solucidn amortiguadora: barbital &cido
(Merck) 1.84 g y barbital sbédico (Merck ref. 6.318) 10.3 g
se disuelven en un litro de agua destilada y se ajusta el
pH de la solucidn a 8.6 .

Técnica: Las tiras de CellogelR utilizadas
para la ejecucidén del proteinograma se sumerjen en solucién
amortiguadora de barbital a PH 8.6 durante 10 min, a con-
tinuacidn se secan parcialmente, para eliminar el exceso de
solucién amortiguadora y se depositan sobre el puente de la
cubeta electroforética (Atom AC/5), colocando las muestras
de suero cerca del polo negativo, mediante un aplicador ade-
cuado.

Se realiza la electroforesis duranfe una hora
(fuente de alimentacidén Pharmacia, ECPS 2.000/300); al fina-
lizar se sumergen las tiras durante 10 min en una solucién de
rojo Ponceau y a continuacién, se pasan varias veces por una
solucidén decolorante de acido acético al 5 % y seguidamente,
se sumerguen durante 15 min enh una solucidn transparentadora.
Con la ayuda de pinzas, las tiras se disponen en placas de vi-
drio, secandolas a 80 OC en estufa hasta su total transparen-
cia. La lectura se realizd con ayuda de un fotodensitdmetro
automdtico (Atom 429, Digiscan).

Expresifén de los resultados: Los resultados se

han expresado en porcentajes de cada fraccidén proteica con

respecto a las proteinas totales.
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2.3.3.- AISLAMIENTO DE LA FRACCION

MICROSOMAL. -

En este trabajo se han puesto a punto tres
métodos para separar la fraccién microsomal, comparandose
su exactitud, dispersién y sencillez. Estos métodos han
sido: .centrifugacidén, ultracentrifugacidn y precipitacién
con cloruro de calcio.

Material:

Fosfato dihidr&geno potédsico (KH2P04J (Merck ref. 4873).
- Fosfato monohidrSgeno dipotdsico (KZHPO4) (Merck ref.5099).

Cloruro de calcio (CaClk) (Merck ref. 4936)

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N"2-etanosulfdnico (HEPES)

(Sigma ref. H-3375).

Sacarosa (Sigma ref. S-9378).
Métodos:

2.3.3.1.~ Centrifugacidn.-

Se tomé 1 g, aproximadamente, de higado con-
servado a -20 °c que fue homogeneizado (homogeneizador An-
derman y Co. L.T.D., London) con 5 ml de tampdn fosfatos
0.2 M apH 7.4 y 1.15 % de cloruro potasiceo (KCl). El homo-
geneizado se centrifugd a 1.000 g en una centrifuga Beckman,
mod. TJ-21 durante 5 min y posteriormente a 10.000 g durante
15 min. Se recoge el sobrenadante gque se utiliza directa-
mente, para determinar la actividad enzimdtica. Todo el pro-

ceso se realizd entre 0 y 4 .
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2.3.3.2.- Ultracentrifugacién.-

Se homogeneiza el higado, 1 g, con 5 ml de
tampén fosfatos 0.2 M, pH 7.4 con HEPES 0.02 M y sacarosa
0.25 M, que mantiene la hipertonicidad de la solucién con
lo que se impide la rotura de los liposomas. E1l homogenei-
zado se centrifuga a 1.000 g durante 5 min y posterior-
mente, a 10.000 g durante 10 min. Separamos el sobrenadan-
te postmitocondrial y se ultracentrifuga a 105.000 g duran-
te 60 min en una centrifuga Beckman L5-65B, rotor Ty-40.

Se recoge el precipitado de microsomas y se redisuelve en
tampén fosfatos 0.02 M, pH 7.4 y 1.15 % de KCl, en la pro-
porcidn de 1 ml de tampdn por cada 0.25 g de higado inicial.

Todo el proceso se realizé por debajo de 4°c.

2.3.3.3.- Precipitacién con cloruro de

calcio.~-

Este es el método puesto a punto por KAMATH
y col. (1971) y que KUPFER y LEVIN (1972) aplicaron al ais-
lamiento microsomal, previo a la determinacidn de activida-
des enzimdticas del sistema del cit.P-450.

Se homogeneiza, como en los casos anteriores,
1 g de higado con 5 ml de tampdén fosfatos 0.2 M, pH 7.4 con
sacarosa 0.25 M y cloruro de calcio 0.008 M. E1l homogeneiza-

do se centrifuga a 1.000 g durante 5 min, con lo que preci-
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pitan los nicleos y fragmentos de las membranas. Posterior-
mente se centrifuga a 10.000 g durante 10 min, para preci-
pitar las mitocondrias y el sobrenedante se recoge y se le
adiciona en la proporcidén 1:6 una solucidén de cloruro de
calcio hasta llegar a la concentracién de 0.008 M, y 0.0125
M de sacarosa. El conjunto se centrifuga a 10.000 g durante
10 min, con lo que precipitardn los microsomas, al unirse
al calcio, separandose de los enzimas solubles gque quedan
en el sobrenadante. Se redisuelve el precipitado microso-
mal con 4 ml de tampén fosfatos 0.2 M, pH 7.4 y 1.15 % de
KCl, con lo que en la solucidn microsomal se pueden deter-
minar las distintas actividades enzim&ticas. Todo el pro-

ceso se realizd por debajo de 4°c.
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Figura 23: Proceso seguido para el aislamiento microsomal.

HIGADO

con 1:5 (v/v) de tampén fosfato pH 7.4

Y

HOMOGENEIZADO

y
CENTRIFUGACION

1.000 g durante 5 min
10.000'9 durante 10 min

HﬁhﬁhH‘_HHFRACCION

MICROSOMAL

-_mﬁh“_H_“-NUCLEOS Y FRAGMENTOS

| DE MEMBRANA

s== | ULTRACENTRIFUGACIQN | ¥ MFTOCONPRIAS

105.000 g durante 1 h

PRECIPITADO

MICROSOMAL

Y
REDISOLVER

en tampdén fosfato pH 7.4

DETERMINACION DETERMINACION DE LAS
DE PROTEINAS ACTIVIDADES: AMINOPIRINA-N-DEMETILASA
(LOWRY) ANILINA P-HIDROXILASA



2.3.4.- Determinacién de protefmas en la

fraccidén microsomal.-

Se ha seguido el método seguido por LOWRY

(1951).

Fundamento: Folin y Denis encontraron que un

reactivo con &cido fosfotingstico y fosfomolibdico da un co-
lor azul con sustancias conteniendo grupos fendlicos. Folin
y Ciocalteau modificaron el reactivo al sustitulr las sales
s6dicas por sales de litio, que no producian turbidez. LO-
WRY y col. (1951) descubrieron que el pretratamiento de la
solucién de proteinas, con una solucidén alcalina contenien-
do cobre, incrementaba la sensibilidad del reactivo. El1 co-
lor obtenido en la reaccidn es producto del resultado de la
reduccidn del &cido fosfotingstico y fosfomolibdico a tungs-
teno (azul) y molibdico (azul), por el complejo Cu-proteina

y por el triptdfano y la tirosina.

Reactivos:
- Reactivo A: solucibdn al 2 % de carbonato s&dico en hidro-
xido sédico 0.1N.
- Reactivo B: 100 ml del reactivo A con 2 ml de solucidn
de sulfato cdprico al 0.5 % y 2 ml de una so-
lucién de tartrato sbédico potdsico al 1 %.
- Reactivo C: reactivo de Folin-Ciocalteau (Merck ref.

9.001), diluido a la mitad.
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- Albdmina bovina (Metrix, Arnou pharmaceutical Co.,

Chicago).

Método: Al redisolver el precipitado micro-
somal en el aislamiento microsomal, una pequefla alicuota
se conserva en nevera a 4 °C hasta la determinacién de las
proteinas uno o dos dias después.

Se toman 0.1 ml de la solucién de proteinas
microsomales y se lleva hasta 2 ml con agua destilada, se
agita y se toman 0.3 ml de esta dilucién a los que se afla-
den 1.5 ml del reactivo B, se agita y deja reposar 10 min.
Finalmente, se adicionan 0.15 ml del reactivo C agitando
nuevamente y preservando las muestras de la luz durante 40
min, pasados los cuales, se lee la absorbancia en un espec-
trofotémetro (Espectronic-100), a 715 nm, y frente a un blan-
CO.

Paralelamente se realiza una curva estdndar
partiendo de una solucidn de albdmina bovina (1 mg/1l ml).
De esta solucibfn se realizan diluciones sucesivas hasta ob-
tener soluciones estandar de 0.05, 0.1, 0.25, 0.375 y 0.5
ug de proteina/ml.

Expresibén de los resultados: Los resultados

se expresaron en mg de proteina/ml de solucién microsomal.

En la Figura 24 se expone la curva media de
calibracidn obtenida por nosotros, a partir de 18 curvas di-
ferentes, Los coeficientes de correlacién han oscilado en-

tre 0.9872 < r < 0.9999 (p <« 0.05).
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2.3.5.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL
CITOCROMO P-450.-
Para determinar la actividad metabolizadora
de farmacos del cit.P-450 hemos determinado su actividad
frente a la aminopirina, una N-demetilacién y frente a 1la

anilina, una hidroxilacidn.

2.3.5.1.- Actividad aminopirina N-demetilasa.-

Fundamento: El1 método se basa en la capacidad
del cit.P-450 en biotransformar, por demetilacidén, la 4-di-
metilaminoantipirihé a aminoantipir{ﬁé y formol. La cantidad
de formol producido es proporcional a la actividad del cito-
cromo, que se determina acoplando una reaccidn colorimétri-

3
ca, como la reaccidén de NASH (19%3;, que cuantifique el for-

mol liberado durante la oxidacién del farmaco.

? ?
N N
o) \n~—CH; 0 \y—CHj
. + 2 H2C=0
cit.P=450 o
H.C CH s
3 \/\N 3 NH; CH,
HaC (1) (2)
H,COC COCH
+ H.O
2 H,C=0 + 2 CH3COCH2COCH3/NH__- \ \ 2
3 H3(/‘\ CH,
(3) . N

(Amax. a 415 nm)
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Material:
- Aminopirina (Sigma ref. D-8015)
- Cloruro de magnesio (Merck ref.5833)
- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Merck ref. 49280).
- Nicotinamida (Merck ref.6818).
- Nicotinamida adenin-dinucleotido-trifosfato (NADP)
(Merk ref.24541).
- Reactivo de Nash (30 g de acetato de aménio y 0.4 ml de
acetilacetona en agua destilada hasta 100 ml).
- Sal dis&dica de glucosa-6-fosfato (Merck ref.49280).
- Semicarbazida (Merck ref.7722).

Método: Se usan erlenmeyers de 25 ml como re-
cipiente para el medio de incubacidén. Dichos medios consis-
tian en: 0.9 ml de tampén fosfato 0.2 M, pH 7.4 y 1.15 % de
KCl; 0.2 ml de solucidén de cloruro de magnesio 0.3 M; 0.1 ml
de solucidn de semicarbazida 0.5 M (que secuestra el formol
que se produce durante la reaccién e impide se pierda); 0.2
ml de solucidén de nicotinamida 0.5 M; 0.3 ml de solucidén de
NADP 0.005 M; 0.2 ml de solucién de glucosa-6-fosfato 0.15 M
y 5 U.I. de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa para cada mues-
tra. Se introduce el medio de incubacién en estufa (Selecta
mod. 207) en atmésfera de aire a 37°C durante 5 min para que
se active el sistema generador de NADP ( al actuar la deshi-
drogenasa sobre la glucosa-6-fosfato). La reaccidn se inicia
al afiadir C.1 ml de aminopirina 0.1 M,(el sustratol Después

de incubar las muestras durante 30 min a B?DC, la reaccidn
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se detiene al adicionar 2 ml de sulfato de zinc al 15 %
segquidos de 2 ml de solucién saturada de hidr6xido de ba-
rio a cada muestra, con lo que precipitan las protei-
nas.

Se centrifuga durante 10 min a 1000 g para
separar las proteilnas precipitadas. Se recogen 5 ml del
sobrenedante y se le suma 2 ml del reactivo de Nash, re-
cien preparado, y después de agitar se lleva a barfio
a 60 °C durante 30 min. El color producido durante la in-
cubacidén se lee a 415 nm.

La absorbancia obtenida se compar$é con una
curva estdndar interna realizada siguiendo el mismo proce-
SO gue con las muestras problema pero sustituyendo los co-
factores, a excepcidén de la semicarbazida, por tampdn fos-
fato pH 7.4 y la solucibn de sustrato por soluciones con
1.816, 0.908, 0.454, 0.227 y 0.1125uM de formol. En la
fig.24 se expone la curva de calibracibén media obtenida
por nosotros, junto a la desviacibn estdndar, que informa
sobre su variabilidad. Los coeficientes de correlacidn han
oscilado entre 0.9852 < r < 0.9996 (P < 0:05).

En la fig.25 se representa la curvarlde cali-
bracién obtenida por el método de calibracién externa, que
consiste en determinar por el método de Nash,6 la absorbancia
~de las concentraciones de formol usadas en la curva anterior.
Con este método se despregia el formol que se pierde duran-

te la incubacién. En la fig.25 se representa la curva de ca-
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libracién externa media obtenida por nosotros, a partir
de dos curvas distintas. Los coeficientes de correlacidn
han sido de 0.9999 (p < 0.05). En la Figura 26 se repre-
senta la curva media de calibracidn interna que hemos
obtenido a partir de 15 curvas diferentes. Los coeficien-
tes de correlacidn han oscilado entre 0.9852 < r < 0.9596;

Esta es la curva que hemos empleado en nuestras determi-

naciones de la actividad aminopirina N-demetilasa.
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FIGURA 25: Curva de calibracién externa de la actividad aminooirina N-demetilasa.
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FIGURA 26: Curva de calibraci®n interna de la actividad aminopirira N-demetilasa.



2.3.5.2.- Actividad anilina p-hidroxilasa.-

Fundamento: La medida de la actividad metabo-

lizadora del cit.P-450 se basa en la determinacién de la

cantidad de anilina (sustrato de la reaccidn) que es meta-
bolizada por la fraccidén microsomal, previamente aislada, a
p-amino fendl . La cantidad de p-amino fenol se cuan-

tifica a través de el método de MATHUR y col. (1976).

NH, NH,
cit P-450 » (::)
|
OH
Nﬂz CH3
~OH compuesto coloreado
-+
O O » con Amax. a 630 nm.
OH

Material: Ademds de el material que ya se

resefio en la anterior técnica se utilizdé en ésta:

Anilina (Merck ref.1261).

Cloruro de sodio (Carlo Erba ref.479687).

I

Eter (Merck ref.923)
- o-cresol (Merck ref.809692).

- p-amino fenol (Merck ref.800421).
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Método: El medio de incubacidén estd formado
por: 1 ml de tampdn fosfato 0.2 M, pH 7.4; 0.3 ml de NADPH
0.005 M; 0.2 ml de glucosa-6-fosfato 0.1 M; 0.2 ml de nico-
tinamida 0.5 M; 0.2 ml de cloruro de magnesio 0.3 M; 5 U.I.
de glucosa-6~-fosfato deshidrogenasa.,y 3 ml de soluccidn de
la fraccién microsomal, en cada muestra, que se depositaron
en matraces de 100 ml. Se llevaron a un bafio a 37 °C durante
5 min para activar el sistema generador de NADP. La reacciébn
se inicidé al afladir el sustrato, 0.1 ml de solucién de anili-
na 0.1 M.

Después de incubar las muestras durante 30 min
a 37 °c, la reaccién se paro al afiadir 2 g de cloruro sdédico
y 40 ml de &éter en cada muestra. Agitamos fuertemente durante
10 min y separamos alrededor de 30 ml de la fase etérea, a la
que se adiciona 6 ml de una solucidn de o-cresol, recien pre-
parada, al 1 %. Se agita en embudo de decantacidén y se elimi-
na la fase etérea.

Al final se lee la absorbancia de la solucidn
coloreada obtenida en un espectrofotémetro a 630 nm.

Se realizaron curvas de calibraje interno y
externo. La curva de calibraje externo consistia en adicionar
6 ml de la solucién de o-cresol a 5 ml de soluciones con
0.3665, 0.096 y 0.0028 uM de p-amino fenol.

La curva de calibraje interno se realiza con
las mismas soluciones que en la curva anterior a las que se

afiadid 3 ml de agua destilada en vez de la solucién microso-
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mal (ya que decrada al p-amino fenol) y 1,9 ml de tampén
fosfato en lugar de los cofactores y se siguio una pauta

paralela a la de las muestras problema.

En la Figura 27 representa la curva de ca-
libracién externa,media de tres curvas distintas. Los coe-
ficientes de correlacidén han oscilado entre 0.9991 < r <
0.9999 (p < 0.05). En la Figura 28 se representa la curva
de calibracidn interna media, obtenida a partir de cinco
diferentes curvas. Los coeficientes de correlacidn han os-
cilado entre 0.9942 < r < 0.9997 (p < 0.05). Esta es la
curva que hemos usado en la calibracidén de la actividad

anilina p-hidroxilasa.
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FIGURA 27: Curva de calibracién externa de la actividad anilina p-hidroxilasa.
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2.4.- PAUTAS EXPERIMENTALES.-

2.4.1.- PAUTA EXPERIMENTAL A

Todas las ratas Sprague-Dawley eran hembras
de 190 a 250 g.

Se distribuyeron en los siguientes lotes:

- Lote I- Animales control. Administrados
por via oral con 10 ml/kg/dfia de una solucidn de carboxi-
metilceldlosa 0.1 % (excipiente). El nlimero total de anima-
les fue de 24 (en 3 lotes de 8 animales).

- Lote II- Animales artriticos. Administra-
dos por via oral con 10 ml/kg/dia del excipiente ailigual
que el lote anterior. El nimero de animales utilizados fue
de 30 (distribuidos en lotes de 10 animales).

- Lote III- Animales artriticos sometidos a
tratamiento farmacolbgico con indometacina, 1 mg/kg/dia en
un volumen correspondiente a 10 ml/kg. El nimero de animales
empleados fue de 30 (en lotes de 10 animales cada uno).

Los animales de los tres lotes fueron sacri-
ficados semanalmente, los dias 14, 21 y 28. Se determind el
peso de higado y se tomaron muestras de sangre y de higado

0 . .
que se conservaron a -20 °C hasta su posterior andlisis.
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2.4.2.- PAUTA EXPERIMENTAL B

En esta serie intentamos observar cual es
el efecto de la indometacina "per 'se" sobre la sintesis
de proteinas plasmdticas y la actividad metabolizadora de
drogas del cit.P-450. Para ello usamos ratas hembras de
100-190 g v 1.5 meses de edad que distriduimos de la si-
guiente forma:

- Lote I- Aninales control. Se les adminis-
tro el excipiente (C.M.C. y Tween) 10 ml/kg/dia. El nimero
de animales fue de 9 , distribuidos en lotes de 3.

- Lote II- Animales tratados con indometaci-
na. Se les administrévia oral la indometacina a dosis de
1 mg/kg/dia en un volumen correspondiente a 10 ml/kg. El
nimero total de animales empleados fue de 15, en loﬁes de
5 cada uno.

Los animales control y tratados fueron sa-
crificados los dias 21, 28 y 33,(7, 14 y 19 dias de trata-
miento). Se siguié su evolucién de peso y se observd
si habia alguna alteracidén en la ingesta consumida. Deter-
minamos el peso del higado que extraiamos rapidamente vy
congelabamos para el posterior analisis de la actividad del
cit.P-450. También se extrajd sangre para el andlisis de las

proteinas séricas.
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2.3.- CRITERIOS ESTADISTICOS APLICADOS.-

2.3.1.- INDICES DEL GRADO DE DISPERSION.-

Como indices del grado de dispersién de los
resultados experimentales, se ha utilizado la desviacidn
estdndar, efectuando la correccidén de SHERPARD si el niime-
ro de valores observados era inferior a diez y el error
estdndar del valor medio.

De los valores medios obtenidos se han es-
tablecido sus limites fiduciales, admitiendo un riesgo de
error del 5 %, en aguellas poblaciones de distribucidén nor-
mal. E1 cdlculo de los limites de confianza del valor me-
dio observado se ha realizado en funcidn del tamafio de 1la
muestra: si N > 30, viene definido por m * ¢t.

Paralelamente se ha realizado el célculo de
los limites para un sujeto, m * 1.96 s, intérvalo que con-
cierne a un individuo y que permite detectar los estados

patoldgicos.

2.3.2.- CORRELACION Y REGRESION. -

Se han efectuado estudios de la relacidn o

dependencia entre dos variables cuantitativas, basadas en

el cidlculo de un indice "r".
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2.3.3.- PRUEBA DE COMPARACION DE DOS GRUPOS.-

Para el andlisis de la posible significacidn
de la diferencia entre dos medias es preciso que las distri-
buciones 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 comparacidn se efect@ia con la ayuda del
valor tabulado z, a partir de la ecuacidén de la curva nor-
mal 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 va-
lor de "t" tabulado seglin la ley de Student-Fisher. En to-
dos los casos el riesgo a aceptado a side ogual a 0.05.

Conviene puntualizar que si se observa una
diferencia significativa entre dos.medias, aun cuando el
nimero de casos sea reducido, este dato tiene valor abso-
luto, de manera que, en otras condiciones experimentales
se podra, como madximo, elevar al grado de significacidn,

pero nunca se observa una ausencia de significacién.
2.3.4.- CALCULO ESTADISTICO.-
El cdlculo estadistico se ha efectuado con

la ayuda de un programador ATAIO COMPUCORD 327 Scientist y

un computador TEKTRONIK 4051, provisto de "interactive di-
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gital plotter" Tektronik 4662, "hard copy unit" Tektronik
4631 y salida impresa de datos Tektronik 4641-1. Asimismo
se ha utilizado un computador SHARP MZ-80B, provisto de

"floppy disk" Sharp MZ-80B y salida impresa de datos Sharp

MZ-80P5.
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2.6.- RESULTADOS.-

2.6.1.~- SERIE EXPERIMENTAL A.-

En esta serie experimental se ha utilizado
un total de 84 ratas, de las que 24 constituyen el grupo
control y al resto les fue inducida la poliartritis. Al
cabo de 14 dias se seleccionaron de acuerdo con el criterio
anteriormente establecido (ver aptdo. 2.2.3.).

En esta serie el incremento medio de 1la
extremidad contralateral de los animales control resultd
ser de 0.34+ 0.16 (m+ s). En el 89 % de los animales a los
que se indujo la artritis, el incremento de la extremidad
contralateral superd el limite establecido en 0.66 ml
(p.34 + 2 x 0.16) (m+ 2s), considerdndose dichos animales

con una inflamacidn sistémica Sptima para el estudio.

2.6.1.1.- Curva ponderal.-

En la Tabla VIII se indica el valor medio
y los iIndices del grado de dispersidén obtenidos en los
animales control, artriticos y artriticos tratados con in-
dometacina, los dias 0, 14, 21 y 28. En la Figura 32 se

muestra grdficamente la evolucidn del peso corporal de los
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diferentes grupos y se sefialan las diferencias estadisti-
cas significativas encontradas.

Como se observa en la FiIgura 32, mientras
que el peso de los animales control aumentd a lo largo de
las semanas estudiadas, el peso de los animales artriticos
descendid durante la artritis primaria (primeros 14 dias)
y posteriormente se mantuvo estacionario.

En el dia 14 posterior a la induccién de la
artritis, se observo diferencia significativa entre el lo-
te control y lote de':animales artriticos. El dia 21 y 28
una y dos semanas de tratamiento, respectivamente, no se
observa diferencia significativa entre estos grupos y las
ratas artriticas no tratadas, manteniendose la diferencia

de estos lotes en relacidn al grupo control.

2.6.1.2.- Inflamacidén local y sistémica.-

En las Tablas X y XI se indican los valores
medios e Indices del grado de dispersidn, obtenidos de la
extremidad ipsi y contralateral, respectivamente, en los
diferentes grupos, expresados como incremento de volumen de
las extremidades en los dias 14, 21 y 28, respecto al volu-
men observado previa la induccidén de la patologia.

De modo grafico, en la Figura 33 y 34 se obser-

el gran incremento de volumen de pata que presentan los ani-
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males artriticos respecto a los animales control, debido
a la inflamacidén, aumento significativamente superior en
la extremidad ipsilateral con relacidn a la contralateral.
En estas figuras ademds se seflalan las diferencias signi-
ficativas encontradas. Por lo que se refiere a la extre-
midad ipsilateral, es de seflalar que los animales artri-
ticos mantienen durante todo el proceéo estudiado, diferen-
cia significativa respecto al lote control, mientras que
los animales bajo tratamiento con indometacina experimen-
tan mejoria, en el sentido de que a la semana de tratamien-
to, se observa diferencia significativa con respecto al
lote de artriticos, diferencia gue se acentua en la segunda
semana de tratamiento sin llegar a alcanzar la normalidad.
En relacidbn a la extremidad contralateral el
proceso es similar en el lote de animales artriticos y con
el tratamiento se produce una mejoria significativa ya en la
primera semana de tratamiento y aumentando hasta llegar a una
inhibicién del 65 % de la inflamacién en la segunda semana

de tratamiento.

2.6.1.3.- Evolucién peso de higado.-

En la Tabla XII se hallan los valores medios
e Indices de dispersién del peso de higado. Se observa en las
ratas artriticas un aumento significativo del peso del higa-
do respecto al peso total, que se representa en la Figura 35,
no produciendose la vuelta a los valores normales con el tra-
tamiento farmacolégico. |

En las ratas control tratadas con indometaci-

na no se observa variacidn del porcentaje de peso hepdtico.



2.6.1.4.- Proteinas totales.-

En la Tabla XIV se indican los valores me-
dios e Indices del grado de dispersién de los niveles de
proteinas séricas totales, obtenidos en los tres grupos
de animales a lo largo del periodo estudiado. En relacién
a las comparaciones estadisticas efectuadas, no se ha
observado diferencia significativa entre los diversos

grupos, ni tampoco en ninguno de los dias determinados.

2.6.1.5.- Resultados obtenidos a partir del

proteinograma.-

2.6.1.5.1.- Albimina.~-

En la Tabla XVI se muestra el valor medio,
la desviacién y el error estandar de los porcentajes de la
fraccién albimina, obtenidos en los animales control, ar-
triticos y artriticos tratados con indometacina. Asimismo,
en la Figura 37 se halla representada, en histogramas, la
evolucidén de dichos valores a la vez que se detallan las
comparaciones estadisticas efectuadas. Hay que sefialar,
que en los animales artriticos se produce una hipoalbumi-
nemia estadisticamente significativa, respecto al grupo

control, a lo largo de todo el proceso estudiado. En los
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animales tratados con indometacina, a la semana de trata-
miento (dia 21) se observa una recuperacidén de los nive-
les, que aumenta con la segunda semana de tratamiento sin
llegar a la normalidad, conservandose todavia diferencia
significativa con respecto a las control.

Los animales control tratados con indometa-
cina no sufrieron alteraciones significativas de la albu-

minemia.

2.6.5.2.- Fraccién de a-globulina.-

En la Tabla XVIII se muestran los valores
medios e indices del grado de dispersidén obtenidos en los
diferentes grupos de animales, a lo largo del periodo es-
tudiado.

Los animales artriticos, presentan, desde el
dia 14 una hiperalfa-globulinemia muy acentuada, estadis-
ticamente significativa respecto al grupo control (p < 0.01),
incremento que se mantiene durante todo el proceso estudia-
do.

En relacidén al grupo de animales tratados, és-
tos muestran una recuperacién de sus valores, puesto que
se observa diferencia significativa respecto a los animales
artriticos sin tratamiento, a la segunda semana de tratamien-
to, sin llegar a recuperar totalmente los valores normales.

En la Tabla XIX se muestran los valores medios
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e Indices de dispersidén entre un grupo control y otro de
animales control administrados con indometacina (EXP-B),
no observandose alteracidn de la alfa-globulinemia por la

administracién del farmaco.

2.6.5.3.- Fraccién de a;-globulinas.-

En la Tabla XX se muestran los valores medios
e Indices del grado de dispersién obtenidos, a lo largo del
periodo estudiado.

Los animales artriticos, presentan, desde el
dia 21, una hiperalfal—globulinemia acentuada, estadisti-
camente significativa respecto al grupo control (p < 0.5),
incremento que se acentua cuando llegamos a el dIaIZB donde
p < 0.01 .

En los animales artriticos tratados no se ha
observado normalizacidn significativa de esta fraccidn.

En la Tabla XXI se muestran los valores me-
dios e Indices del grado de dispersidn obtenidos al tratar
con indometacina a animales control, observandose que el
fdrmaco no afecta significativamente, por si sélo, a los

niveles de esta fraccidn.

2.6.5.4.- Fraccibn de ajy- globulinas.-

En la Tabla XXII se muestran los valores me-

dios e Indices del grado de dispersidn obtenidos, a lo lar-
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go del periodo estudiado. Asimismo, en la Figura 38 se
representa en forma de histogramas la evolucién de esta
fraccibn proteica y se incluyen las comparaciones esta-
disticas efectuadas ("t de Students").

Los animales artriticos presentan ya el
dia 14, unos niveles de alfaz-globulinas muy significa-
tivamente elevados respecto a los valores control, incre-
mento que se mantiene durante todo el proceso estudiado.

En el grupo de animales artriticos tratados
con indometacina, a la semana de tratamiento ya Se ob-
serva una ligera recuperacidn, puesto que se observa di-
ferencia significativa con respecto a los animales artri-
ticos sin tratar. A la segunda semana de tratamiento se
alcanzan los niveles del grupo control, mientras que en
los animales artriticos todavia se mantiene sus niveles
significativamente elevados. Esto se refleja en el alto
tanto por ciento de inhibicidén de la indometacina sobre el
elevado nivel de alfaz-globulinas durante la artritis que
llega al 55 % después de la segunda semana de tratamiento.

La administracién de indometacina a animales
control ( ver Tabla XXIII) no produce ninguna alteracidn

significativa de esta fraccidn proteica.

2.6.5.5.- Fraccibén de B-globulinas.-

En la Tabla XXIV se indican los valores me-

dios, desviacidén y error estdndar, de los valores de esta
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fraccién, obtenidos en los animales control, artriticos
y artriticos tratados con indometacina. En la Flgura 39
se representan grdficamente la evolucién de dichos valo-
res durante el periodo estudiado, y se apuntan las dife-
rencias estadisticamente significativas observadas, en
las que cabe sefialar una hiperbeta-globulinemia marcada
en los animales artriticos, significativamente estadis-
tica, no sélo inicialmente sino durante todo el proceso
analizado, aunque esta alteracidn va disminuyendo ligera-
mente con el tiempo. En los animales artriticos tratados
con indometacina no se normalizan los valores.

En la Tabla XXV se indican los valores
medios e iIndices de dispersidn de los valores de esta
fraccidén en animales control y control tratados con indo-
metacina. El farmaco no altera los niveles séricos de es-

ta fraccién en animales sanos.

2.6.5.6.- Fraccidn de y-globulinas.-

En la Tabla XXVI se indican los valores me-
dios e Indices de dispersidn de los datos de gama-globu-
linas obtenidos en los diferentes grupos durante el pro-
ceso estudiado. Como se observa, la evolucidn de esta
fraccién proteica es inversa a la sufrida por las fraccio-
nes alfa y beta, es decir, los animales artriticos, po-
seen valores ligeramente inferiores a los animales control

aunque no llegan a ser significativos. El tratamiento de
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los animales artriticos con indometacina no produce al-

teracién apreciable en la concentracidén de esta fraccidn.
Como vemos en la Tabla XXVII en el grupo

de animales control tratados con indometacina aparece un

aumento en los niveles de gama-globulinas que llega a ser

significativo ( p < 0.001).

2.6.5.7.- Cociente albimina/globulina.-

Este cociente resume las alteraciones pro-
ducidas en las fracciones de proteinas séricas. En la
Tabla XXVIII se indican los valores y desviaciones y erro-
res estandar de los diferentes grupos los dias 14, 21 y
28 después de la induccidn. En la Figura 36 se representan
en histogramas las variaciones de este cociente durante
en proceso estudiado y se seflalan las diferencias signifi-
cativas presentes.

Los animales artriticos, presentan, desde el
dia 14, un cociente muy significativamente disminuido, al-
teracidén que se mantendra durante todo el proceso estudia-
do.

Los animales artriticos tratados presentan
una recuperacidn del cociente que llega a ser significati-
va con respecto a los animales artriticos no tratados, y
que se traduce en un 22 % de inhibicidén de la disminucién
del cociente albimina/globulinas por la patologia artriti-

ca. A pesar de esta accidn del tratamiento, los animales
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tratados continuan menteniendo un cociente A/G inferior,
estadisticamente significativo, con respecto al de los

animales control.

En la Tabla XXIX se encuentran los valores
medios e Indices de dispersidn de los animales control y
animales control tratados con indometacina. No se observa
ninguna alteracidn del cociente debido a la accidén del

farmaco.
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2.6.6.~- Resultados del estudio comparativo entre

las tres técnicas de aislamiento micro-

somal utilizadas.

La Tabla XXX expone los los valores individuales,
medios e iIndices de dispersién en el estudio llevado a cabo
para escoger la técnica de aislamiento microsomal que mas nos
interese.

Estudiando los datos proporcionados por la Tabla
XXX y la XXX (bis) que es una ampliacidén detallada de la Tabla
XXX, observamos que la fraccidn microsomal aislada por centri-
fugacidén manifiesta una actividad aminopirina N-demetilasa
por mg de proteina de dos a tres veces inferior a la obser-
vada siguiendo el método de ultracentrifugacién o el de pre-
cipitacidén con cloruro de calcio. También se observa que los
mg de proteina por ml de solucién microsomal obtenidos por
centrifugacidn son de cuatro a cinco veces superiores a los
valores que se obtienen al aislar los microsomas por ultracen-
trifugacidn.

Si comparamos los métodos de ultracentrifugacidn
con cloruro calcico se observa que la actividad enzimitica
por mg de proteina es muy similar, no siendo significativo el
aumento presente al utilizar el método del cloruro célcico.
Aunque sus actividades referidas a mg de proteina son simila-
res, por el método de recipitacién se aislan la mitad de las
proteinas obtenidas por ultracentrifugacién y la solucibn
forma durante 30 min de incubacidén la mitad de los nM de HCHO

que produce la incubacidn de la misma cantidad
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forma durante 30 min de incubacién la mitad de los nM de
HCHO que produce la incubacifzrde la misma cantidad de 1la

solucidén microsomal obtenida por wultracentrifugacidn.

Al finalizar el método de ultracentrifuga-
cidén se determino que tanto el precipitado microsomal re-

suspendido como el sobrenadante tienen actividad metaboli-

zadora. nM_ECHO nM_HCHO
_ mg prot. 30"
' 3ml sol. M. 3 ml sol. M. mg prot. M.
1-  376.4 17.30 21.757
4 2-  781.0 18.0 43.388
1-  541.9 34.4 15.752
2-  1112.0 41.28 26.937

En el sobrenadante se encuentra mayor.activi-
dad enzimdtica absoluta pero al referirla a mg de proteina
su actividad desciende casi a 1la mitad con respecto a la
que presenta el precipitado microsomal, ya que éste tiene

mucha menor cantidad de proteinas.
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2.6.7.- Resultados de las puestas a punto

de las determinaciones de actividad

enzimdtica.

Hemos realizado la curva de calibracién in-
terna y externa para las dos técnicas, en el caso de la
aminopirina N-demetilasa (AND) son las figuras 25 y 26 y
en la actividad anilina p-hidroxilasa (APH) corresponde a
las Figuras 27 y 28. Hay que resaltar que la curva de ca-
libracidén interna que es la que usamos, posee una pendiente
un 30 % menor que la curva de calibracidn externo.

Asociada a la actividad enzimdtica hay una
reaccién colorimétrica que nos permite medir, facilmente,
dicha actividad. Esta reaccidn colorimétrica se basa en la
reaccidén del producto de la reaccidn de biotransformacidn
microsomal con un reactivo, reactivo de Nash en el caso de
la determinacién de aminopirina N-demetilasa y solucidn
de o-cresol en la determinacidn de la actividad anilina

p-hidroxilasa.
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ABSORBANCIAS

curva interna curva externa curva externa
R. Nash reciente R. Nash reciente R.Nad1decﬂ%
nM, BCHO anterior a 4 C.
1816.5 0.271 0.650 0.487
908.0 0.166 0.315 0.233
454.0 0.116 0.150 0.100
277.0 0.075 0.075 0.044

En la Tabla superior no sdlo se observa la
notable diferencia , ya mencionada, entre la curva interna
y externa, sino que se observa la diferencia significativa
al usar el reactivo de Nash recien preparado, frente a la
misma determinacién pero con el reactivo de Nash prepara-

do el dia anterior y guardado a 4%.

2.6.8.- Actividad aminopirina N-demetilasa.-

En la Tabla XXXI se indican los valores medios
e 1Indices del grado de dispersidén de los diferentes grupos
durante el periodo estudiado. En la Figura 40 se representa
gr&ficamente la evolucidn de esta actividad hepdtica, obser-
vandose que los animales artriticos muestran actividades sig-

nificativamente reducidas, en relacidn al grupo control, fe-
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nomeno que se manifiesta durante todo el proceso estidiado
aungque se observa una ligera mejoria de la actividad en-
zimdtica al ir restableciendose la patologia.

Los animales artriticos tratados con indo-

metacina no nodifican su actividad.

2.6.9.- Actividad anilina p-hidroxilasa.-

En la Tabla XXIII se indican los valores
medios, desviacién y error estdndar de los diferentes lo-
tes, los dias 14, 21 y 28 después de la induccién. En la
Figura 41 se representa grdficamente la variacidn de esta
actividad, observandose que la patologia artritica pro-
duce una disminucidn altamente significativa de ésta ac-
tividad enzimdtica y que el tratamiento con la indometacina
no produce el restablecimiento de &sta, reflejandose en
un tanto por ciento de inhibicidén, de esta alteracidn, ca-

si nulo.
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TABLA VIII (superior) y TABLA IX (inferior): Valores medios

e Indices del grado de dispersibén del peso corpo-
ral, en los diferentes grupos, en el periodo es-
tudiado en

EXP-A y EXP-B respectivamente.

FES0 CORFORAL (g)

DIAS

0 14 21 28

Control

m
5
€
N

aas . 208
A0 HOT
& E4n
24, 000

245,125
29.71%9
Go ObE
4L 000

297 .687
24.110
G 0EE
146. 000

2hé. 5OO
I 949
12, 00

8. 000

Artritis

m L E0B.R00 LRE.T/4 1EA. TR0 190, 200
= BE.E7 41.21% 2R.7EE 27026
= b T U & 7« 525 e Sm07 8.%544
N F0, 000 S0, 000 20, OO0 10, 000

Indometacina

N3

20, Q00

210,250
24,047
Zahls

20, 000

202 . 050
22, 39
10,5844

20,000

211. 100
25. 903
B. 171
10, 000

FESO CORFORAL

(g)

1 28 B
Contraol
m 14y, 7o 165, Lae 1L 00
€ | o S0 14,8783 PO, BT
@ RIS PR X T 2. TE76
] QL On0 & 00 e D0

Contral—Indomsetaci na

n 144, 43570 175,278 1%

& EEOAT06 2R:BE% [ 5 10"

(=] 1. 4&n7 e 0473 T

] 1&. Q000 11000 LIRS TS TR I
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TABLA XII (superior) y TABLA XIII (inferior): Valores medios

e Indices del grado de dispersi6n del peso del hi-

gado, expresado en % respecto al peso corporal,

durante el EXP-A y el EXP-B.

PESO DE HIGADO

DIAS
14 21 =8
Control
m 2.8950 Z. 15320 AL, 0BRS0
1= O,2310 O 4450 O 440
e O, OB20 . 1580 Qg 1500
N 8. 0000 8. 0000 H. 0000
Artritics
m F. 0450 4. 1020 FxR 170
] Q. 77440 O, 8370 0. 5400
e 0, 2450 0O, 2080 0O, 1800
N 10, 0000 10.0000 Q. O000
Indometacina
M e 4., 2B800 Ze 6800
5 0 S 0, 7300 Q. &700
e e O Z3E00 0L 2100
N ememem———— 1O, OOO0O0 L O, QOO0
FESO DE HIGADD
DIAS
21 =28 )
Control
M R 3. 654 F.BES
= Q. 3557 Q. 403 O, 474
=) O, 2054 0.232 0. =51
I 2. 0000 S 000 2. 000
Control —Indometacina
m 2.19%94 De 609 BST3E
= 0. 2649 0.4611 0,501
(] 0,1184 0, 249 Q. 2324
N S O0O00 &, GO0 e 000
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TABLA XIV (superior) y TABLA XV (inferior): Valores medios
e Indices del grado de dispersifén de las proteinas
totales, expresadas en g/1, a lo largo del perio-

do estudiado en EXP-A y EXP-B, respectivamente.

PROTEINAS TOTALES

DIAS
14 21 28
Control
m b.3714 &. 4750 6. 4857
=3 Q4427 0, 3991 0, 5580
=) 0,1672 0.1411 0,2109
N 7 . QOO0 8. 0000 7 . OO00
Artritis
m D P3I33 b. ZbbA (T
= 0. 5645 0,.9246 O.4294
e 0, 2304 0. 3082 0,.1358
N &G. 0000 9. 0000 &L 0000
Indometacina
m = eee——— &, 7875 6.429@
s 00 mem——— 0.49469 0.5195
@ @ e G. 1757 Q. 16473
N me———— 8. 0000 10, OO00
PROTEINAS TOTALES
DIAS
21 28 S
CONTROL
m D.9IE3 G 200000 6. 15000
1= O.1527 0, 721000 0.49470
e 0.,0881 0.416300 0. 24990
N Z.0000 2. 000000 2. 00000
CONTROL-INDOMETACINA
m 9. 5000 b. 266600 6. SO000
= 0,.3265 0. 338600 Q. 10000
e 0.1632 0.151400 0.04470
N 4, 0000 5. QOOOQO0 S O0000
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TABLA XVI (superior) y TABLA XVII (inferior): Valores medios

e Indices del grado de dispersién de los porcenta-

jes de albimina, a lo largo de EXP-A y EXP-B.

ALBUMINA
DIAS
14 21 28
Control
m 45,1718 44,8394 47. ZBbAA
s 4,2783 Z. 1849 Z.84%51
£ 1.6163 1.3002 1.5697
N 7.0000 &, 0000 &, 0000
Artritis
m 21.6371 24,5975 23,9363
s 1.7621 2. 6307 70757
= Q. bb&60 0.8B7489 2.3585
N 7 QOO0 2. 0000 9., 0000

Indometacina

W e 28.9845 34,5778
s mm————— 8.4268 b. 6735
e emee—e———— 2. 1850 2. 1102
N meem———— 7. Q000 10,0000
ALBUMINA
DIAS
21 28 33
CONTROL
m O4.0313 61.169300 Sh. EZF000
s D.2584 DabSI600 S5.059210
e S.0244 2. 109400 2.916820
N Sa QOO0 2., 000000 Fa OO0O00
CONTROL.-INDOMETACINA
©1.4217 Do . 999100 591.00220
F2.6390 6111700 S.468380

1.8195
4, 0000

2. 735200 2.54180

5. 000000 5, 00000

Z0mnm3
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TABLA XVIII (superior) y TABLA XIX (inferior): Valores

medios e Indices del grado de dispersidn de
los porcentajes de a-globulinas totales, en

EXP-A y EXP-B, respectivamente.

Zmy3

Z. 5683
1.46841
4, 0000

2261700
1.803400

ALFA-GLOBUL INA (TOTALES)
DIAS
14 21 =28
Control
m 21.8084 2306566 23.6311
=3 B.7754 2.1812 Z. 2453
e S3.3198 0.B204 1.32248
N 7. 0000 Q. 0Q0O00 & QOO0
Artritis
m 20.4568 I8.9878 ZB.1476
=3 b.S100 S5.6916 b6.4898
e 2. 4605 1.8972 2+ 1632
N 7. QOO0 9. 0000 Q. QOO0
Indometacina
m e 29.8088 29,6396
w= s 12.9298 6. 6498
e e 4.8870 21028
N me————— 7« Q000 10,0000
ALFA-GLOBULINA (TOTALES)
DIAS
21 28 33
CONTROL
m 25.9818 19.8846000 24.,.97500
= QL 2383 0, 2332600 Q. 26940
e 00,1359 0. 134900 0. 15550
N . 0000 . 000000 3. 00000
CONTROL-INDOMETACINA
24,8037 23,.F93I500 20.99160

Te 20400
1.43280
5. QOOO0
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TABLA XX (superior) y TABLA XXI (inferior): Valores me-
dios e Indices del grado de dispersifn de los
porcentajes de aj;-globulinas, a lo largo del
EXP-A y EXP-B, respectivamente.

ALFA-1 GLOBULINAS

DIAS
14 21 =28
Control
m 18,0262 15.2148 17.1116
=3 1.5544 2.B993 1. 9332
e 0.5875 1.0954 0.7892
N 7 . QOO0 7 . 0000 &, OO0O0

Artritis

m 18.6931 20,3204 20,0353
=3 1.7306 S.8064 S.9344
e Q. 6541 1.2688 0. 3052
N 7 . QOO0 Q. Q000 9. 0000

Indometacina

W e 19.9882 23.6915
s 0 emem———— 2.8983 Z. 6456
g e 1.0954 1.1528
N mem——— 7« 0000 10, Q000
ALFA-1 GLOBULINAS
DIAS
21 28 R
CONTROL
m 21.7044 16. BZ0O0O00 19.26700
s Q. 7670 O, BO0Z00 AL 05400
e 00,4428 Q. 462000 1.765E0
N 2. 0000 E. 000000 Z. 00000
CONTROIL.-INDOMETACINA
m 17.1360 15.922700 14.78820
s 44,2774 2.196700 3. 19350
e 2.1387 0.9B2Z00 1.42R820
N 4., 0000 5. 000000 5., 00000
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TABLA XXII (superior) y TABLA XXIII (inferior): Valores

medios e iIndice del grado de dispersibén de los
porcentajes de as-globulinas de EXP-A y EXP-B,
respectivamente.

ALFA-2 GLOBULINA

DIAS
14 21 28
Control
m 7. 6392 7.8215 b.4783
= 1.6184 1.4454 2. 1538
e 0.6117 0. S200 0.B793%
N 7 . OO00 L, 0000 &, 0000

Artritis

m 18.1481 18.6674 ig. 5254
S &H. 65473 5.2734 e 8950
= 2.9151 1.7578 1.9&673
N 7« Q000 Q. 0000 Q. 0000

Indometacina

8. 3271

m  m——— 14.9708

s  memem———— 4,94671 1.46075
e e 1.8774 0.3163
W e 7« Q000 8. 0000

ALFA-2 GLOBULINA

DIAS
21 28 S5

CONTROL.
m 4.4%80 4,.584000 S.66ROO
=3 11,0239 0, 0646400 a, 73080
=] 00,5911 0. 046300 0.42120
N . 0000 2000000 S 00000

CONTROL.-INDOMETACINA

| L ek77 7.471100
1.2709 1.547400 1.06710
0., 6354 Q. 701000 Q. 47540
4, 0000 5. QOO0O00 &, 00000

6.19160

Z0wn 3
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TABLA XXIV (superior) y TABLA XXV (inferior): Valores me-

dios e Indices del grado de dispersién de los
porcentajes de B-globulinas en EXP-A y EXP-B,
respectivamente.

BETA GLOBULINAS

DIAS
14 21 28
Control
m 17.9340 17.5741 19,1050
=3 2.9034 1.04683 1.43297
e 1.0973 00,4361 Q.5877
N 7 . 0000 &, OO0 & OO00

Artritis

Zm0 g, 3

29.5552
b.1916
0. 6BE3
7 W OO0

25.7795
. 7849
1.2616
Q. 0000

25.0870
2. 0307
0.6769
Q. 0000

Indometacina

ZT%Twn 3

27.4164
D.0422
1.,35388
7 & OO00

25.5114
2.8111
0, 8889
10,0000

BETA GLOBULINAS

CONTROL

Z0Tnp 3

DIAS
21 28 LA
13.1B60 11.79F200 13.48Z00
2. 44465 0, 818200 1.53250
1.4125 0.472800 0. 88480

F.0000

L. 000000

CONTROL-INDOMETACINA

Z0nm 3

14.8277
J.0871
1.5435
4, 0000

15, 759000
2. 807000
1.255300

5. 000000

17. 18960
S2.493460
1.56240
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TABLA XXVI (superior) y TABLA XXVII (inferior): Valores

medios e Indices del grado de dispersibn de
los porcentajes de y-globulinas, en EXP-A y

EXP-B, respectivamente.

GAMA GLOBULINAS

DIAS
14 21 28
Control
m 12,3078 15,1641 13,0560
[ 1.49465 1.3040 Z2.0448
=] 0.5656 1.141% 1.2470
N 7. Q000 G. 0000 &, Q000
Artritis
m 11.94645 11,2297 11..9125
= 1.8211 1.84%7 2.7415
e 0,887 0.614% 0.21Z7Z8
N 7 . Q000 Q. 0000 Q. 0000
Indometacina
[ . 11.4911 10,0223
& e H. 5765 b. 46498
g ememeee—— 0.97728 0, 7229
N mem————— 7 = QOG0 10. 0000
GAMA GLOBULINAS
DIAS
21 28 25
CONTROL.
m 4,2020 2. 9BZ0O0O0 4., 06760
= 1.3656 1.682900 « 28270
(=] 0.7884 1.189900 Q. 74050
N F. Q000 2., 000000 3, 00000
CONTROL.-INDOMETACINA
m 7.4052 7.736100 B.6Z180
= #a 1.931400 O.48180
e 1.0758 0,B6I700 0. 21540
N 4., QOO0 5. QOOO00O0 . OO0O00
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TABLA XXVIII (superior) y TABLA XXIX (inferior): Valores

medios e Indices del grado de dispersifn del

cociente albimina/globulina en EXP-A y el

EXP-B, respectivamente.

ALBUMINA/GLOBULINA

DIAS
14 21 =8

Control

m 0. B8I2000 0. BBEIOO 0. 77240

s O, 148700 Q. 1046500 Gl 17210

e 0, 056200 O, 04500 0, 04780

N 7« QOOOO0 6. QOO0 G QO0Q0
Artritis

m O, 276100 O, 3227600 0, 32560

s 0, Q28800 Q. O4EZ00 . 13650

=] 0O, 010800 O, DOBI00 0O, 04550

N 7 . OOO000 9. O00O000 G, O0O000

Indometacina

ZT w2

Q. 430200
0, 183200
0, 069200

0. 54240
Q. 15630
(. 04940

ALBUMINA/GLOBULINA

DI1AS
21 =8 S
Control
m 1.19836 1.588 La313
=1 O, 2353 0,23 O, 249
e 0. 1759 0. 135 . 106
N L0000 3. 000 D00

Control-Indometacina

Z0 w 3

1.04667
0. 1555
Q.0777
4 0000

1.289
0.32

0,146
5. 000

1.11%
0.374
D.la7
5. OO0
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TABLA XXXI (superior) y TABLA XXXII (inferior): Valores

medios e Indices del grado de dispersifn de

la actividad aminopirina N-demetilasa, expre-

sada en nM HCHO/30"/mg prot., en EXP-A y EXP-B,

respectivamente.
ACT. AMINOFIRINA N-DEMETILASA
DIAS
14 b | 28
Control
55. 9322 &4, 8501 GB, S0E0

Zm0y 3

10, 6475
S0 H2TT

4, 0000

10,9996
4.1574

-y

7w D000

10,9602
A.B750
8, 0000

Artritis

=

Zmh

22. 4349
G 20ET
2.9747

fya OO0

27750
#2344
D 1123

Hér, 7158
H5.5514
20982
70000

Indomatacins

=

Loe PR
B, 2457
142
£, QOO0

41, 2477
LA, 4848
4, 7077
8. 0000

ACTIVIDAD N-DEMETILASA

DIAS
21 =28 a4
CONTROL
m B8. 6990 74 . 457200 &&. 12800
s 17.3330 19.069100 14.89820
=] 10,0062 11,.0093500 B.&0150
N TLO0000 3. 00000 DL 00000

CONTROL.-INDOMETACINA

Zmn 3

74,7032
14. 6484
7. 3242
4, 0000

57 . 205400
2.571100
4, 2803700

7962270
20074870
1007370

~141-



*TO0I3U0D Oodnip B 0309dsaX |00 > d xx "esSeIT3I2uap—N PEBPTATIOR BT 9p UQTIONTOAH :(0f VINOIJI

*30ad bu/, 0g€/OHDOH Towu

08 0L 09 0S o 0% 02 0

i - - L _— -r - —

¥ ¥

il

VNIJV.L3IWOANI
SILTIH1AV
0¥ LNOD

82 VId

VNIJVL3IWOANI
SITLITH1INV
103 1LNOD

2 VvIQ

SILlIALAHV
103 1LNOJ
i VIdQ



TABLA XXXIII:Valores medios e Indices ‘del grado de disper-

sién de la actividad anilina p-hidroxilasa,
expresada en nM de p-aminofenol/307/mg prot.,

en el EXP-A.

ANILINA p—-HIDROXILASA

DIAS
14 21 e

Control

m e 13,4422 17.92386

@ e 4.81467 5.1225

& 000 e 0. 96%R 1.7075

N — 5. 0000 3. 0000
Artritis

W dsSSes =L A0eT B.7812

& s 1.0511 1.736%3

& emee—e— 01331 0. 3472

M eeee—— 8., 0000 5., 0000
Indometacina

M i 4,7186 b, 6365

e A 0.9571 Q.9474

P — O.3190 0. 2258

A - . 0000 4, 0000
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FIGURA 42:

y=bx+a N= =2
| FUNCIL
LINIAL
LOGARITMICA
EXFONENCIAL
FOTENCIAL
FARAEBOLA v.
FARAEBOLA h.
FARABOLA 1.
HIFERBOLA ally
HIFEREOLA allX
MICHARELIS—M.
EXF. INV.
LA MILLOR

# de serie: 1,

REGRESSIO ES LA FARAEBOLA 1.:

Valores de 1la ecuacifn de las funciones que re-
presentan la correlacifn entre el volumen de la

extremidad contralateral y la actividad aminopirina
N-demetilasa de las ratas control vy artriticas

del EXP-A, y representacidn de la mejor funcibn.

Asimptota= 80. 108028
L M CU) I cendent. b Crdinada. sl ol Ll Lt Lo . ]
X Y -9.2214474 S59.927727 5759.0421 0.718467164
InX Y -3.210517 42, 712536 BR25. 9223 0.50060724
X 1nY -0.22241658 4.0557448 S5009.4212 0.76119953
InX 1nY —=0,.097334B1%9 Z.64B58B3 11524.815 0,.16545482
X sqr¥Y —-0.70643535 7.46589652 5140, 6803 Q.75392615
sqrX Y —-23.894016 71.078876 4B21. 1066 0.77151477
sqrX sqry¥Y —1.83584624 B.5498121 4753%.8708 Q.77516446
X 1/Y L, BOR219005E~-02 0,017934801 5571.9516 0.729517%¢
1/X Y . 14857679E-02 4=,.8346704 11497.107 0. 1843834
1/% 1/Y =.11Z25803R26E-05 0.02B278521 13652.757 0.3B24147C
X 1In(C=Y) ©0.40478792 2Z.5587062 20898.832 0.86867731

eqrX sqry

10¢
90

nM HCHO/30'/mg prot.

FARAEBDOLA 1.

sqrX sqry
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FIGURA 43:Valores de la ecuacién de las funciones que de-
finen la correlacibén entre el incremento en el
volumen de la extremidad contralateral y el tanto
por ciento de la fraccibn de alfaz—globulinas de
las ratas control y artriticas del EXP-A, y repre-

sentacién de la mejor funcidn.

y=bx+a N= Z2 Asimptota= 27.234207

| FUNLIO f Cx ) CUDEERrendent b Cditiacia. S rror L L+ Lo
LINIAL X Y 2.92337548 P.01953469 P53. 05265 0.62726917
LOGARITMICA InX Y 1.3158511 14.390258 1233.3372 0.46F778359
EXFPONENCIAL X lny 0,238415 2.0897484 1285.5427 0.4264578
FOTENCIAL 1nX 1nY 0.09B8472615 2.5274115 1257.9211 0.444658544
FARAEBOLA v. X sqryY 0.41061155 2.9167302 1050, 3279 0.57581209
FARAEBOLA h. sqrX Y 7. 66Z2BOES S.2607277 842. 13957 0.6B121471
FARAEBOLA 1. sqrX sqryY 1.04675709 2.398395 B878. 61057 0. H6795946=
HIFEREDLA allY X 1Y =0,022440193 0,1345088B6 41816.612 5. 0608857 ¢
HIFERBOLA allX 1/X Y —. D35051482E-03 14.0474469 1514,5048 0,19013734
MICHAELIS—M. 1/7X 1/Y  2O0E4254E~05 0.097300076 1939.8954 0. 4R47372545
EXF. INV. X In(C=-Y) —0,367468468 2.8553315 P99 ,2934 0. 60335591

LA MILLOR REGRESSIO ES LA FPARABOLA h.: sqrX Y
# de serie: I,

(%)100

45
| - gt
| it e

30 B _,."'..‘ P
25 f ﬂ- e

20 __ n- pr— "

1 5 B --_‘.-F“ "

10 .(,.s: A

5 ¥

W | 1 L 1 1 1 1 1 L=
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FARAEBOLA h. sqrX Y '
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FIGURA 44:

Valores de la ecuacibdn de las funciones que de-
finen la correlacibn entre la actividad q@inopi-
rina N-demetilasa y el porcentaje de alfaz-globu—
linas de las ratas control y artriticas de el

EXP-A , y representacidén de la mejor funcidn.

y=ax+b N= =2 Asimptota= 27.234207
| FUNCIO £ OOt U Icendent & Cirdinada LI riror ] Lt.LOr.. ]
LINIAL X Y —0.26987496 25.7804665 7O03.83163 Q.7430166
LOGARITMICA InX Y -10.979014 094.31851 742.31184 0.726F5007
EXFONENCIAL X InY =0,021620201 3.4395884 742.77237 0.724614829
FOTENCIAL IlnX 1nY —-0.B70313%7 D.69167B2 BBS.5B792 0,.66060724
PARABOLA v. X sqryY —0,03744608%9 5.2510381 05,9303 Q.74211727
FARAEDOLA h. sqrX Y =%. 5361513 26.782B02 711.05208 0,73991488
FARAROLA 1. sqrX sqrY —0Q.48954227 6.746997464 735.9361 0.72971241
HIFEREOLA allY X 1/Y  20408037E-02 ,7226533I5E-02 928.79474 0, 6394547
HIFEREOLA allX 1/X ¥ 3594.54227 S 229378 872.57014 0. 646684825
MICHAELIS—M. 1/X 1/Y =2.5757453 0.16961154 3T997.3954 1.2425728 ¢
EXF. INV. X 1In(C-Y) 0. 0283314628 0.4691446017  1308.2738 0,4091457%1
LA MILLOR REGRESSIO ES LA LINIAL: X Y
# de serie: 2,
g 10
36}
32y
23 L
24
20'.‘ - [ ‘m
H—-\—-""-w\__ a | '
-
-0
16 ~—m__ "
™ "‘-h.__-ﬂ L]
12k, L = -‘-“‘-:_\_
. H-"‘”H-..,_h_
8 - l;' I—\-ﬁ'i-ﬂ-.__ B L
4 i = " ) ?;:-H“'-._H_bq_:
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
LINIAL X Y nM HCHOAB0'/mg prot.
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TABLA XXXIV :% de inhibicién de la indometacina sobre los

parametros estudiados en ratas con artritis

experimental (tratamiento diario de 1 mg/kqg rata).

PERIODO DE TRATAMIENTO

parametros 1 semana 2 semanas
peso corporal 9.31 1.86% 10.99 1.36
(g) (10) (10)
peso de higado -4.39 1.78 6.07 |
(%) (10) (10)
Incremento vol. pata 44.67 1.61 64.68 1.61
contralateral (ml) (10) (10)
aminopirina N-demetilasa 9.35 3.71 12.28 4.58
(pM HCHO/30'/mg prot.) (8) (8)
anilina p-hidroxilasa -14.76 5.69 2.60 3.94
(nM p—NHZfenol/30'/mg prot.) (3) (4)
albmina 13.47 3.67 47.88 2,36
(%) (7) (10)
a~globulinas totales 10.35 2+:19 22,29 1.74
(%) (7) (10)
a¢;-globulinas 1.68 2.03 -14.84 1.74
(%) (7) (9)
ay~globulinas 19.58 3.83 55.07 0.98
(%) (7) (8)
B=globulinas -6.35 1.96 -1.69 1.12
(%) (7) (10)
y-globulinas 2.43  3.26 -15.53  1.92
(%) (7) (10)
albmina/globulinas (A/G) 20.57 5.83 71.82 4.70
(7) (10)

2 ' media *+ error estandar

(nimero de ratas)



3-DISCUSION-~



La primera parte del trabajo ha consistido
en el estudio del aislamiento de la fraccidén microsomal
de tejido hepdtico mediante tres técnicas diferentes: cen-
trifugacién, ultracentrifugacién y precipitacidn con clo-
ruro de calcio. Nuestros resultados demuestran que la cen-
trifugacién es un método poco selectivo para aislar la
fraccién microsomal, hecho gque se pone de manifiesto en
una actividad enzimdtica por miligramo de proteina, sig-
nificativamente reducida, si lo comparamos con los otros
dos métodos, debido a la gran cantidad de proteinas sin
actividad metabolizadora de f&rmacos, que quedan sin se-
parar de la fraccidén microsomal con este método.

KAMATH y col. (1971) observaron que deter-
minadas actividades enzimiticas microsomales como gluco-
sa-6-fosfatasa o 5' nucleotidasa, no eran diferentes sig-
nificativamente, cuando se obtenian a partir de microso-
mas aislados por ultracentrifugacién o precipitacidén con
cloruro decalcio. Nosotros hemos comprobado que la acti-
vidad aminopirina N-demetilasa de microsomas aislados por
ambos métodos, no es significativamente diferente, obser-
vando al igual gque KAMATH y col. que, en el caso de la
precipitacién con cloruro de calcio, se obtiene una activi-
dad ligeramente superior, sin llegar a ser significativa-
mente como proponen KUPFER y LEVIN (1972). Pese a la similar

actividad obetnida por ambos métodos, ninguno de é&llos se

detaca por una mayor sencillez de manejo, de agqui que se
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escogiera el método de ultracentrifugacién, por su mayor
rendimiento en el aislamiento de la fraccién microsomal.
Una vez establecido el método de ultracen-
trifugacién, se estudié la actividad de la fraccidén pre-
cipitada y del sobrenadante, observando que este Gltimo
poseia una actividad enzimdtica absoluta superior, quizdas
debida a la presencia de pequefios microsomas gue no sedi-
mentan en nuestras condiciones experimentales de ultracen-
trifugacidén; también posee mayor concentracién de protei-
nas, debido a la presencia de hemoglobina y otras protei-
nas no microsomales, por lo que su actividad enzimdtica re-
ferida a miligramos de proteina, es significativamente in-
ferior a la encontrada en el precipitado microsomal utili-
zado en nuestras determinaciones. Para obtener las curvas
estdndar de formol (determinacidén de aminopirina N-demeti-
lasa) y p-aminofenol (determinacidén de anilina p-hidroxilasa).
se ha seguido el mismo proceso gque con las muestras. De
esta forma las curvas estdndar poseen una pendiente inferior
al estdndar externo, ya que tiene en cuenta las posibles
perdidas de formol o p-aminofenol durante el largo proceso
de su determinacidén. Los resultados expresados con respecto
al estadndar interno son por consiguiente m&s fiables.También
hemos constatado 1la importancia de que los reactivos de
las reacciones colorimétricas, reactivo de Nash y solucién
de o-cresol, se preparen inmediatamente antes de su uso,

ya que sino pueden alterarse los resultados.
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La mayoria de los compuestos extrafios al
organismo son metabolizados por los enzimas microsomales
del higado, asi el metabolismo de farmacos, biotransforma-
dos en el higado, estd disminuido en enfermedades hepdti-
cas como la hepatitis (GORESKY y col. 1974) y la cirrosis
(MAKINO y NAKAWAGA, 1978)

En el presente trabajo se ha comprobado
que la induccidén de la artritis por adyuvante en ratas,
disminuye su actividad aminopirina N-demetilasa y anilina
p-hidroxilasa del sistema del cit.P-450. Estos resultados
indican una reduccidén en la capacidad del metabolismo oxi=-
‘dativo de compuestos ‘extrafios tanto de tipo I, como la
aminopirina, como de tipo II, como la anilina. Este hecho
habia sido seflalado con anterioridad por MORTON y CHATFIELD
(1970) , al observar que en las ratas con artritis experi-
mental se incrementaba el periodo de suefio inducido por el
fenobarbital.

A pesar de la alteracidén de la funcionalidad
del sistema microsomal hep&tico, no se han observado en las
ratas artriticas, necrosis o lesiones macroscépicas aprecia-
bles. Sin embargo, se ha detectado un aumento significativo
del peso del higado con respecto al peso corporal. Reciente-
mente, ISHIZUKI y col. (1983) han observado marcadas altera-
ciones morfolbdgicas de los hepatocitos en ratas artriticas,
que conllevan la reduccidn ‘de la superficie del reticulo en-

doplasmatico liso, metabolizador de farmacos.
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Durante el curso de nuestros experimentos,
hemos constatado que el suero de ratas artriticas mostraba
una tonalidad verdosa debida, gquiz&s, a un aumento de la
degradacién de hemoproteinas como el cit. P-450. Este he-
cho podria estar relacionado con el aumento en ratas artri-
ticas de su actividad hemo oxigenasa hepdtica, encargada
de degradar al cit.P-450 (BISSELL y HAMMAKER, 1979).

A pesar de que los niveles de proteinas séri
cas se mantienen constantes, hemos observado que la artri-
tis provoca una marcada alteracidén del proteinograma, aumen
tando las fracciones alfa2 y beta y disminuyendo la albtmina.
El aumento en la sintesis hepatica de las alfaz-globulinas
denominadas proteinas de fase aguda (COURTOY y col., 1981),
guarda una estrecha correlacidén (Fig. 43), con las manifes-
taciones inflamatorias de la artritis, resultados gue coin-
ciden con los obtenidos por LOWE (1964), GLENN (1968) y
HIRSHELMANN y col., (1981). Tambi&n existe correlacidn en-
tre el proceso inflamatorio y la reduccidn de la actividad
metabolizadora, asi como entre el aumento de alfaz—globuli-
nas y la disminucidn de la actividad metabolizadora microso-
mal (Figuras 42 y 44).

Este filtimo hecho podria deberse a que el aumento
en la sintesis de alfaz—globulinas por el reticulo endoplas
madtico rugoso, produce una reduccién de la superficie neta
ocupada por el reticulo endoplasmético liso, encargado del

metabolismo de fdrmacos (ISHIZUKI y col., 1983). Esta hipd-
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tesis que intentaria explicar la reduccidn de las actividades
enzimdticas, halladas en ratas artriticas, no explica los re-
sultados obtenidos en los animales bajo tratamiento con indo-
metacina. Después de dos semanas de tratamiento diario a dosis
terapéuticas, la inflamacidn se reduce en un 65 % y los nive-
'les-de alfaz—globulinas casi han vuelto a sus valores norma-
les, sin que, paralelamente, como seria de esperar, se recupe
re la actividad metabolizadora microsomal disminuida.

La indometacina al inhibir la cicloxigenasa, evita-
ra la sintesis de las prostaglandinas, responsables de la sin
tomatologia inflamatoria y, por consiguiente, reducird la in-
flamacién. Esta disminucidén en la inflamacidn, tendrd, como
consecuencia directa, el cese de la sintesis aumentada de las
alfaz—globulinas.

Sin embargo, la disminucidén en el metabolismo oxi-
dativo de farmacos, a pesar de haber sido provocada por un
mecanismo comGn con la inflamacidn, no es inhibida por la
indometacina, hecho que lleva a considerar que este proceso
se desarrolle a través de un mecanismo diferente. Este aspec-
to parece haberse comprobado, por el hecho de que la induc-
cidn de la artritis por via i.p., produce la reduccidn del
metabolismo oxidativo, sin apenas respuesta inflamatoria
(CAWTHORNE y col., 1976).

Quiz&s la lipidoperoxidacidén de la membrana micro-
somal, relacionada con la funcionalidad del sistema del cito-

cromo P-450, sea la causa de la reduccidn de la actividad me-
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tabolizadora como propone LEVINE (1982), o bien, la induc-
cidn de la artritis, provoca la liberacién, por parte de los
macr6fagos, de sustancias capaces de disminuir la funcionali-
dad del sistema microsomal (TRESCEC y col., 1983). Es preci-
so clarificar totalmente estos puntos para conocer cfial es

el mecanismo por el que se reduce el metabolismo oxidativo

de los farmacos durante la artritis.

Los animales sanos tratados con indometacina nos
han permitido observar que este farmaco no provoca la induc-
cidén o inhibicidn del metabolismo oxidativo microsomal y
que tampoco modifica, significativamente, el proteinograma,
aunque hay una ligera disminucidn de las fracciones alfa1 vy
albimina y un aumento de las alfa2 Yy gamma globulinas. JA-
MIESON y col., (1982), trabajando "in vitro", comprobaron
que estas diferencias llegan a ser significativas; no obstan
te, estas modificaciones se producen a concentraciones més
elevadas de las gue se consiguen "in vivo", en la biofase,
después de administrar una dosis terapéutica de indometacina.

Dadas las similitudes entre la artritis experimen-
tal en rata con la artritis reumatoide humana, parece posi-
ble que se produzca una reduccidn en la capacidad metaboliza-
dora de farmacos en el hombre y gue esto, a su vez, ocasione
un aumento en la toxicidad de aquellos f&armacos metaboliza-
dos por el sistema microsomal hepdtico, relacionada con las
variaciones farmacocinéticas originadas por la patologia,

o una disminucidn en la accidn de los fadrmacos que requieren
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su transformacidén a metabolitos activos. Este hecho, de

ser extrapolable a clinica humana, tendria un extraordina-
rio interés y permitiria establecer unas pautas de dosifi-
cacidn en funcidn del grado de patologia artritica, tanto
para f&rmacos antiinflamatorios de uso comin en estos pa-
cientes, como de otros, utilizados con frecuencia concomi-
tantemente en dichos enfermos, ya gue, en general, se trata

de personas de edad avanzada.
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L-CONCLUSIONES .-



PATOLOGIA DE LA ARTRITIS EXPERIMENTAL

1. En los animales artriticos, la inflamacidén articu-
lar se presenta acompafiada de un retraso en el crecimiento,
aumento del peso de higado respecto al peso corporal, dismi-
nucidén de la albtmina y aumento de las alfa1, alfa2 y beta-glo

bulinas séricas, sin variacidn en la proteinemia.

2. Se observa una buena correlacidn entre el grado
de inflamacién articular y el aumento de las alfaz—globulinas

séricas.

3. En la artritis experimental existe una disminucidn
significativa de las actividades aminopirina N-demetilasa y

anilina p-hidroxilasa, durante todo el periodo estudiado.

4, Existe correlacidn entre la disminucidn de las ac-
tividades enzimdticas determinadas y el grado de inflamacidn

observado.
TERAPEUTICA DE LA ARTRITIS EXPERIMENTAL

1. E1 tratamiento curativo con indometacina a dosis
de 1 mg/Kg/dia por via oral durante dos semanas, produce una
reduccidn significativa en la inflamacidén articular y normali

za los niveles de alfaz-globulinas.

2. E1 tratamiento con indometacina no restaura las
actividades aminopirina N-demetilasa y anilina p-hidroxilasa

reducidas en el proceso artritico.
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