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INTRODUCCIO

Les accions dels farmacs, tant les beneficioses com les indesitjables,

son modulades fonamentalment per dos tipus de factors. Els primers de-

pendrien de la interaccio entre el farmac i el receptor farmacologic, es a

dir entre el farmac i el hoc --c&lula, macromolecula, sistema enzimatic,

etc.- on aquest actua. Son els condicionants farmacodinamics. En canvi,

els condicionants farm,acocinetics son els que operen sobre tots els pro-

cessos que determinen la concentracio assolida pel farmac als voltants

del receptor, es a dir en la biofase. Entre els condicionants farmacocinetics

-absorcio, distribucio, metabolisme i excrecio- la metabolitzacio es el

proces que en mes casos determina la velocitat de 1'excreci6 d'un farmac,

i per tant la durada dels seus efectes.

Per causa de la liposolubilitat que els confereix llur estructura quimi-

ca, molts farmacs no poden esser eliminats pel ronyo, puix que una ve

gada filtrats pel glomerul, son reabsorbits en el tubul renal i tornen a

la circulacio general. Cal que 1'organisme els transformi en substancies

mes polars -els metabolitzi- per a disminuir aixl llur coeficient de

particio lipid/aigua i per a impedir que travessin facilment la membra-

na biologica que separa el filtrat glomerular renal de la sang capillar.

Els processor de metabolitzacio a que pot esser sotmes un farmac es rea-

litzen en molts teixits i organs, pero principalment en el fetge. Es en

aquesta viscera, concretament en el reticle endoplasmic de les seves cel-

lules, on es realitzen la majoria de les reaccions de metabolitzacio, que

foren classificades per WILLIAMS en quatre tipus: oxidacions, reduccions,

hidrolisis i sintesis 115

La primera descripcio del metabolisme d'un compost estrany a 1'orga-

nisme per la ufracci6 microsomai fou feta per MUELLER i MILLER 73. 7a

Aquests autors demostraren que la fraccio microsomal d'un homogeneIt-

zat de fetge catalitzava tant el desdoblament reductiu d'un enllac azoic,

corn la N-desmetilacio oxidativa dels colorants aminoazoics. Aquestes reac-

cions necessitaven fosfat de nice, tinamid a-adenina dinucleotid (NAD),

nicotinamida-adenina dinucleotid (NAD) i oxigen molecular. BRODIE

i cols. 8 demostraren que un sistema enzinlatic semblant localitzat en els

microsomes hepatics era responsable del metabolisme de diversos farmacs.
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La recombinacio de les diverses fraccions cellulars dels homogeneItzats de
fetge revela la necessitat tant de la fraccio soluble com de la microsomal.
Fou obtinguda una activitat maxima quan la fraccio soluble era substi-
tuida per un sistema generador de NADPH, format per NADP, glucosa-
6-fosfat (G-6-P) i G-6-P-deshidrogenasa o pel mateix NADPH. Per a
obtenir una activitat maxima calia la presencia de Mg++. La necessitat
tant d'un agent reductor com d'oxigen molecular situa la reaccio entre
les oxidases de funcio mixta externa de la classificacio de MASON G8, o de
les monooxigenases segons la terminologia de HAYAISHI3°, que significa
que els enzims catalitzen el consum d'una molecula d'oxigen per cada
molecula de substrat, apareixent un atom d'oxigen en el producte i es-
sent l'altre sotmes a una reduccio equivalent. POSNER i cols. °°' 11 han do-
nat una prova directa d'aquesta suposicio, puix que, mitjancant la utilit-
zacio d"302 i d'H218O demostraren que l'oxigen utilitzat en la hidroxi-
lacio de 1'acetanilida deriva d'oxigen molecular i no de l'aigua.

Hom coneix nombroses reaccions oxidatives que es produeixen als
rnicrosomes: desaminacio, 0-, N- i S-desalcilacio, hidroxilacio d'hidrocar-
burs aromatics i no aromatics, epoxidacio, formacio de derivats alquilol,
N-hidroxilacio, N- i S-oxidacio i deshalogenacio. En els microsornes he
patics tambe es troben activitats d'azo- i de nitro-reductasa. L'enorme
versatilitat del sistema microsomal de metabolitzacio de farmacs sembla
menys remarcable quan les reaccions son considerades sinrplernent cons
diferents tipus de reaccions d'hidroxilacio °, 30.31.

EL SISTEMA METABOLITZADOR DE FARMACS DEL RETICLE ENDOPLASMIC HEPATIC

Horn considera que el sistema microsomal de metabolitzacio dc far-
macs es un mecanisme d'oxidasa de funcio mixta en el qual el NADPH
redueix un component dels microsonies que reacciona amb oxigen mo-
lecular per a formar un ((oxigen actiu)) intermedi. L'((oxigen actiun es
Ilavors trames al farmac. GILLETTE 30 va formular la reaccio global corn
segueix :

I. NADPH A + H+ ± AHz + NADP+
2. AHz+ 02 --} (( oxigen actiu))
3. ((Oxigen actiu)) + farmac -->-farmac oxidat + A + H2O

NADPH+02+farmac=NADP++H20+farmac oxidat

Els enzims clans en la reaccio global son la NADPH-citocrom c reduc-
tasa, 1'enzim flavinic que interve en l'oxidacio del NADPH, el citocrom
P.45o, que en la seva forma reduida es generalment considerat A, i la
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NADPH- citocrom P-45o reductasa, que interve en la reduccio del cito-

crom P-45o oxidat.

A la figura 1 representem el sistema de transferencia d'electrons en el

qual interve el citocrom P-45o, tal com el varen descriure OMURA i cols.
82, 87 . Treballant en el laboratori d'Estabrook, aquests investigadors varen

fraccionar mitocondries sonicades de cortex suprarenal de bou en una

fraccio particulada que contenia citocrom P-45o lliure d'altres hemopro-

teines i una fraccio soluble que retenia l'activitat del sistema de la NADPH-

v„o 6.'°•C0
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Fie. 1. - Sistema de transferencia d'clectrons emprat en el metabolisine

microsomal dels farmacs proposat per OMUxn i cols. 82• 87. Fp = flavopro-

telna (en el fetge, citocroin c reductasa; en el cortex suprarenal, adreno-

doxina-reductasa) ; NHI = protcinc que conte ferro pero sense estructura

d'hem (en la suprarenal adrenodoxina).

citocrom P-45o reductasa. Aquesta fraccio soluble contenia una proteina

amb ferro pero sense estructura d'hem, i una flavoproteIna FAD (citocrom

c-reductasa), essent ambdues necessaries per a la reconstitucio de 1'activitat

de la NADPH-citocrom P-45o reductasa.

Gran part de les especulacions que fan referencia als components del

sistema microsomal de metabolitzacio de farmacs son degudes al fet que

els intents de solubilitzar el citocrom P-45o en forma activa han fracassat

i calgue utilitzar preparats microsomals no purificats. Estudis mes recents
16, 60. 61. 62 han ajudat molt a la resolucio d'aquest problema. La solubilitza-

cio dels microsomes hepatics de conill amb una barreja de glicerol, ditio-

tretiol i desoxicolat sodic en una solucio tampo de citrat potassic va pro-

duir un extractc que va esser resolt en una fraccio que contenia citocrom

P-45o, una fraccio que contenia una NADPH reductasa i una tercera frac-

cio soluble en dissolvents organics i termostable. Les tres fraccions eren

necessaries per a la produccio d'una oxidacio maxima dels farmacs (benz-

v *'**I\/
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fetamina, aminopirina, etilmorfina, hexobarbital, norcodeina, p-nitroani-
sol) o per a la n-hidroxilacio del laurat. Els criteris per a la solubilitzacio
del citocrom P-45o eren que es mantinguLs en el sobrenadant del prepa-
rat despres de centrifugacio a Io5.ooo x g durant 2 pores. A(Iuestes frac-
cions poden donar 1'oportunitat de purificar i identificar els componentes
del sistema.

CITOCROM P-45o

i, Generalitats . - El citocrom P-45o va esser descrit per primera ve-
gada per KLINGENBERG 51, GAREINKEL 88

i OMIURA i SATO B3'"' 86. Es troba
abundantment no sols als microsomes hepatics , sing tarnbe als mnicrosomes
i mitocondries del cortex suprarenal , on interve en la hidroxilacio dels
esteroides 23. 87 , be que no interve en l'oxidacio de la major part dels
farmacs. En el ronyo i en la mucosa intestinal se'n troben quantitats me-
nors I ' l l .. La presencia de citocrom P-45o tambe ha estat descrita en les
mitocondries del corpus luteum 111 .

Aquesta hemoproteina es troba als microsomes hepatics d'una gran va-

rietat d'especies de vertebrats , com diversos mamifers , un ocell , una serp,

una granota, un peix 87, en bacteris 47, en bacteroides 2, 3.4. 5 i en llevadu-

res 4 . 1, 45 Seria erroni considerar que el citocrom P-45o es identic en tots

els teixits o especies; les especificitats de substrat dels sisternes enzimatics

en els quals interve el citocrom P-45o ;n suprarenal i en fetge difereixen

enormement , i horn pot observar diferencies tambe en les especificitats do

substrat dels sistemes Inetabolitzadors de farmacs dels rnicrosomes hepa-

tics d'especies diferents. Es molt possible que aquestes diferencies siguin

dcgudes a diferencies en la manera coin el citocrom P-45o esta associat a

la membrana microsomal o a diferencies quantitatives o qualitatives en

d'altres components del sistema enzimatic , pero tambe cs possible que el

citocrom P-45o pugui existir en diverses formes.

Les observacions segiients constitueixen proves que el citocrom P-45o
participa en el metabolisme dels farmacs:

r) La Hum inverteix 1'efecte inhibitori del nionoxid de carboni so-
bre el metabolisme de la codeina , la monometilaminopirina i l'acetanili-
da; 1'espectre actiu de la inversio de la inhibicio del metabolisme per la
Hum correspon a 1'espectre del complex format per citocrom P-45o i el
CO, amb un pic a una longitud d 'ona de 45o nm18

2) El cianur no es combina amb el citocrom P-45o 85 ni inhibeix el

metabolisme dels farmacs 17, 32, 54
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3) El monoxid de carboni es combina amb el citocrom P-45o i inhi

beix el metabolisme dels farmacs 13, 18.88

4) Les substancies que destrucixen l'activitat mctabolitzadora de far-

macs dels microsomes, com el desoxicolat, la stcapsina i el veri de serp52,
91, converteixen el citocroin P-45o en la forma inactiva de 1'hemoproteina,

el citocrorn P-420 85, $s A mes, els detergents com l'isooctilfenoxipolietoxie-

tanol i el Triton N-ioi, que poden esser emprats per a solubilitzar par-

cialtnent cls microsomes, produeixen una disrninuc16 de la velocitat de

la metabolitzacio dels farmacs en una proporcio directa a la conversio

del citocrorn P-45o en citocrom P-42o 31, 105

5) Els agents que produeixen un augment o una disminucio en els

nivells de citocrom P-45o en els microsomes produeixen amb frequencia

un augment o una disminucio parallels en les velocitats a les quals els ma-

teixos microsomes metabolitzen els farmacs 15, 88, 95, 106

6) Els farmacs es fixen al citocrom P-45o i donen Hoe a espectres di-
ferencials caracterfstics; en general existeix una similitud de la cinetica

d'aquesta fixacio amb la cinetica del metabolisme d'aquests niateixos far-

m acs .1 43. 11, 1111
(vegeu mes endavant).

7) El fetge i el cortex suprarenal oxidcn els estcroides 23, 52, 53; els

nricrosornes d'ambdos organs son rics en citocrom P-45o.

Caracteristiques espectrals. - El citocrom P-45o es tradicionalment me-

surat per l'espectre diferencial observat quan esta en forma reduida, ge-

neralinent amb ditionita, i combinat amb monoxid de carboni. El NADH

i el NADPH redueixen el citocrom P-45o nomes en absentia d'oxigen

molecular, essent el pigment molt autooxidable. L'espectre del citocrom

P-45o reduit en presencia de CO es pot habitual per a un citocrom, i no

dona cap informacio sobre la naturalesa del pigment30. El fet que el

pigment que fixa el CO sigui ^en realitat un citocrom va esser demostrat

per 1'espectre del seu derivat, el citocrom P-42o, i per tecniques que varen

permetre el rcgistre de 1'espectre absolut del citocrom P-45o coritingut en

les particules microsomals.

Excepte pel que fa referencia a traces de catalases, els units citocronrs

que horn creu presents en els microsomes hepatics son el citocrom P-45o

i el citocrorn b5. El citocrom b, pot esser selectivament separat mitjancant

la digestio dels microsomes en un medi anaerobi amb steapsina (lipasa

panereatica no purificada) al 0,14 °Jo en condicions adcquades (solucio

tampo de fosfat o,iM, pH=7,5, 37 'C, i hora), quedant el pigment fixa-

dor del CO unit a les particules no digerides i en part en forma de P-42o.

Quart aquestes particules son tractades en un medi anaerobi anrb veri de
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serp o amb desoxicolat sodic al 0,5 %, tot el pigment fixador de CO cs
solubilitzat i convertit en citocrom P-42o. El processament posterior de
l'extracte obtingut pot donar citocrom P-42o purificat, amb un espectre
d'absorcio caracteristic d'un citocrom de tipus b; es a dir amb bandes
n, a, i de Soret quc se situen, respectivanient, a 539, 530 i 427 nm as, x', SG, 99 .

La banda de Sorct de la forma oxidada se situa a 414 nm. Despres de ]a
combinaci6 amb el CO cl pic de Soret del citocroin P-42o reduit es des-
placa a 422 nui i resulta considerablement intensificat. Aquests espectres
son molt sinrilars als del citocroin b, bacteria 27 perb el citocrom bacteria
difereix del citocrom P-42o en no fixar el CO.

La detcruiinacio de l'espectre absolut del citocrom P-45o es conrplica-
da per la presencia de citocroin b, i de citocrom P-42o. El problema ha
estat en gran part resolt per 1'extracci6 del citocrour bs dels microsomes
i per l'estabilitzacio del citocrom P-45o en glicerol. Al laboratori de SATO
78, 79. 100 l'espectre absolut del citocrom P-45o va csser observat en parti-
cules microsomals que havien estat previament alliberades del citocrom b,,
coin z resultat d'un tractament anaerobi amb Nargase, una proteinasa dc
Bacillus subtilis, i en els que la petita quantitat de citocrom P-42o que
s'havia format en presencia de glicerol va esser quasi completament ex-
treta arnb H2O:. MACLENNAN i cols. G3 varen obtenir tin espectre mitjanSant

la utilitzacio de membranes microsomals que havien estat reduides do

mida coin a resultat d'un tractament amb alcohol tert-amilic, pero les
particules contenicn un citocrom semblant al b, i un enzim flavinic, a

mcs del citocrom P-45o. Al laboratori de Mason es tractaren microsomes

hepatics amb el detergent no ionic Lubrol WX, per a produir subparti-

cules que donessin un espectre absolut del citocrom P-45o sense interfe-

rancia aparent amb el citocrom b; i amb molt poca interferencia per causa

del citocrom P-120 ".

KINOSHrr:A i HORIE "° varen proposar un metode nres intelligent per

a la deterrniuacio de 1'espectre absolut en microsomes que no havien estat
tractats per a eliminar el citocrom b;. Aquest metode es basa en el conei-
xement que el citocrom 1)5 es Punic citocrom uricrosomal diferent del
citocrom P-45o, i en que l'administracio d'inductors coin el fenobarbital
dona hoc a un augment molt important de la concentracio del citocrom
P-45o en els microsomes, sense afectar de manera apreciable el nivell de
citocrom b,. Es varen diluir suspensions de microsomes de conills no trac-
tats i de conills tractats arnb fenobarbital, de nranera que cadascuna d'e-

lles contingues la mateixa quantitat de citocrom b; .

Pel que fa referencia al contingut d'hemoprotc-ina, Tunica diferencia
aparent entre aquestes dues preparacions era llur contingut en citocrom
P-45o. Si es collocaven els microsomes dels animals no tractats a la cubeta
de referencia, l'espectre diferencial obtingut amb auibdos preparats era
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molt semblant a Fespectre absolut pel citocrom P-45o obtingut per d'al-

tres metodes. Aquesta tecnica ha estat extensament utilitzada en el labo-

ratori d'EsTABROOK pel registre dcls espectres absoluts de pigments fixa-

dors de CO d'animals induits amb fenobarbital o amb 3-metilcolantre'10-

". Quan I'hemoproteina cs collocada a ambdues cubetes, i a una concen-

tracio mcs clevada a la cubeta de la mostra, tal com es fa quan s'empra

el metode de KINosIIirA i HORIE, Fespectre resultant to les caracteristi-

ques qualitatives de l'espectrc absolut de 1'hemoproteina, pero to una

magnitud reduida en la seva totalitat en una quantia exactament igual

a la contribucio restada de Fespectre invertit produIt per l'hemoproteIna

a la cubeta de riferencia. A no ser quc sigui corregit, Fespectre resultant

no es per tant una representacio quantitativa de 1'espectre absolut apa-

rent. A mcs, els espectres qualitatius de 1'espectre absolut aparent nomes

podcn tenir sentit si cls microsomes d'animals no tractats i tractats amb

fenobarbital contenen un citocrom P-45o espectralment identic.

El fet que el citocrom P-45o dels conills tractats amb fenobarbital cs

cspectralment el matcix que el trobat en els microsomes dels animals no

tractats va esser demostrat quan Fespectre absolut aparent obtingut per

HILDEBRANDT i ESTABROOK 41 mitjancant ci metode de Kinoshita i Horie

va esser comparat amb 1'espectre absolut publicat per SATO i cols. '°°

Aquest ultim espectre va esser obtingut per una tecnica espectrofotomc-

trica directa rnitjancant la utilitzacio de microsomes alliberats de cito-

crom b5. La diferencia quantitativa observada cntre ambdos espectres es

molt semblant a la que pot esser calculada a partir de consideracions teb-

riques. Quan els citocroms P-45o no son identics en diferents preparats

de microsomes, tal corn passa quan es comparen les hemoproteines d'ani-

rnals no tractats amb les d'animals tractats amb 3-metilcolantre, 1'espectre

<<absolutn obtingut pel metode de Kinoshita i Horie no pot esser corregit

qualitativament ni quantitativa.

Fixacio a farm,acs. - NARASIIIHIIULU i cols.'' varen obscrvar canvis

espectrals caracteristics quan afcgien 17-h idroxiprogesterona al sistema

d'hidroxilases d'esteroides depenent del citocrom P-45o present en el

cortex suprarenal. Aquest fet va provocar que RENINIER i cols. 96 i IMAI i

SATO 42 publiquessin, gairebc de mancra simultania, treballs que demos-

traven que els farmacs i d'altres substancies estranycs a l'organismc cs

combinen amb el citocrom P-45o hepatic per a produir espectres diferen-

cials de dos tipus generals, tipus I i tipus II. Els compostos que donen

espectres diferencials de tipus I o II amb els microsomes hepAtics hall

arribat a esser coneguts com a compostos de tipus I o de tipus II. Els

compostos de tipus I, exemple dels quals es l'hexobarbital, donen un

espectre diferencia) amb una ),,,,,Y situada cntre 385 i 89o nm i una Amin

log
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en un marge igualment ampli de 418-427 nm; la )max i la )„iii„ dels com-
postos de tipus II (exemplificats per l'anilina) son de 425-435 nm i de
a90-405 nm respectivament 102. Aixi, amb uns valors de ),.,ax i de Xn,in
oposats, els espectres de tipus I i de tipus II son aproximadament imatges
especulars l'un de l'altre.

La rao de les diferencies espcctrals caracterfstiques observades quan
horn afcgeix farmacs de tipus I o de tipus II als microsomes pot esser
aclarida quan hom registra eles espectres absoluts del citocrom P-45o
abans i despres de l'addicio d'hexobarbital (tipus I) o d'anilina (tipus
II). Mitjancant la utilitzacio de la tecnica de Kinoshita i Horie (vegeu
anteriorment) amb microsomes oxidats d'animals no pre-tractats (cubeta
de referencia) i d'animals tractats amb fenobarbital (cubeta de la mostra),
REMMER i cols. 97 varen registrar els espectres absoluts del citocrom P-45o
arnb hexobarbital, i del citocrom P-45o amb anilina. L'hexobarbital pro-
dul'a un desplacament de l'espectre absolut en la direccio de lee longitude
d'ona menors, desplacant-se la ),max de 42o nm a 415 rim. L'addicio d'a-
nilina produia un desplacament de l'espectre absolut en la direccio de
les longitude d'ona superiors, desplacant-se la X.,ax de 42o nm a 426 nm.
Quan hom representava la diferencia dels espectres absoluts observats amb
farmacs i sense, hom obtenia una corba gairebe identica a l'espectre
diferencial observat experimentalment quan s'empraven hexobarbital o
anilina.

Amb 1'excepci6 dun farmac, els compostos de tipus I i II produeixen
llurs espectres caracteristics de fixacio de manera reproduible indepen-
dentrnent de l'origen dels microsomes. L'excepcio es el fenobarbital, que
d6na un espectre de fixacio de tipus I amb microsomes de rata 11, 102, 101
pero tin espectre de tipus II amb microsomes de conill 12, 43. Suposant
que els punts de fixacio de tipus I i de tipus II estiguessin localitzats en
urea sola forma de citocrom P-45o, aquest fet suggeriria una diferencia
qualitative en els citocroms P-45o d'ambdues especies; suposant l'altra
possibilitat, es a dir 1'existencia de dues formes del citocrom P-45o, una
amb un punt de fixacio de tipus I i 1'altra amb tin punt de fixacio de
tipus II, la diferencia en la manera corn el fenobarbital es fixa als micro-
somes d'ambdues especies suggeriria que les propietats d'ambdos cito-
croms diferirien notablement en els microsomes de rata i de conill. Cal
tambe tenir en compte que a concentrations baixes el fenobarbital pro-
duia un espectre de tipus I amb els microsomes de conill 0'.

A la rata horn ha observat diferencies de sexe i d'edat en les propie-
tats de fixacio del citocrom P-45o. Ja fa temps que hom sap que les rates
mascles metabolitzen alguns farmacs amb major rapidesa que les femelles,
fenomen no observat en d'altres especies d'animals de laboratori utilitza-
des amb fregiiencia. Posteriorment horn va demostrar que aquesta dife-
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reiicia sexual entre les rates mascles i les fernelles es devia a diferencies

quantitatives en els cspectres de fixacio produits pels farmacs de tipus I

7°1. No es varen observar diferencies entre la capacitat dels microsomes

de mascles adults i els de femelles adultcs per a oxidar l'anilina o per a

combinar -se amb l'anilina per a formar l'espectre de tipus II. No obstant,

l'oxidacio de l'anrinopirina, tin farmac de tipus I, i la fixacio dc l'amino-

pirina i de l'hexobarbital ( tipus I) pels microsomes de rates mascles varen

esser molt superiors a les observades aurb inicrosomes de rates femelles.

En les rates imniadures no s'observen diferencies sexuals en el metabolis-

rne dell farmacs , fet que suggereix 1'existencia d'un canvi qualitatiu del

citocrom P-45o a mesura que els mascles es desenvolupen.

Sc sap que els microsonies perden part de llur capacitat per a metabo-

litzar fin-macs quan son emmagatzemats al congelador. Probablement aixo

es dcu a la perdua del punt de fixacio de tipus I. L'emmagatzament dels

microsomes a -5 °C durant set dies produeix una perdua gairebc com-

pleta de la capacitat de fixacio de tipus I, pero afecta pot o nullament la

fixacio de tipus 11 111-1.

Nombrosos compostos estudiats per SCHENKMMAN i cols. ]°Z pel que fa

rcferencia a llurs caracteristiques de fixacio donen espectres dc tipus II

amb ).,^^ax i a,,,;n ben clarament fora dels limits habituals . Aquests compos-

tos varen esser classificats con compostos de «tipus II modificat». Repre-

sentants d'aquest grup son el cortisol , la corticosterona , l'acetanilida, I'etil-

isocianur , el cianur i la rotenona. SASAME i GILLETTE 96 han suggerit que

aquests compostos producixen llurs espectes atipics perque es combinarien

a la vegada amb ambdos punts de fixacio . Si 1'espectre de tipus II modi-

ficat cs simplement tin iespectre de tipus II atipicn amb tins marges mes

aniplis de ),,,ax i de i aquest marge mes ampli de situacio dels maxims

i dels minims es degut a la capacitat dels compostos de tipus II modificat

per a combinar -se amb ambdos punts de fixacio I i II , el marge menor de

?J-.1 i de observat en els cspectres obtinguts am]) compostos tipics de

tipus II podria reflectir simplement una menor tendencia d'aquests com-

postos per a combinar - se amb ambdos punts de fixacio. Cal per tant con-

siderar la possibilitat que pocs compostos, si cs que n ' hi ha algun , es com-

binin exclusivament be am]:) el punt de fixacio I o amb el II, i que

qualscvol compost produeixi espectres compostos que en grans variables

sericn nornes predominantment de tipus I o de tipus H. La situacio dels

maxims i dels minims en espectres de fixacio dels compostos de tipus I

i de tipus II es tal , que tendeixen a cancelar-se mutuament. No obstant,

les situations no son perfectament coincidents , fet que podria explicar

les variations en )s i en ),m; a a 1'espectre compost observat quan es pro-

dueixen simultaniament una fixacio de tipus I i una de tipus H. Un

compost capac dc fixar- se amb la mateixa afinitat al punt de fixacio I
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que al punt de fixacio II no presentaria essencialment cap espectre dife-
rencial de fixacio. L'extinci6 molar del compost de tipus I seria reduida
per un grau analeg de fixacio de la mateixa substancia al punt de fixa-
cio II, i I'extinci6 molar del compost de tipus II stria afectada d'una
manera similar pel component de fixacio de tipus I.

Be que sembla poc questionable el fet que els canvis espectrals obser-
vats quan els £armacs son afcgits a preparats microsomals siguin deguts a
interaccions dels farmacs amb el citocrorn P-45o, es convenient de fer una
pausa i revisar les proves que abonen aquesta idea. In191 i SATO 43 compten
les proves seguents:

1) La magnitud del canvi espectral es proportional al contingut de
citocrorn P-45o diels diferents preparats microsomals.

2) L'etil-isocianur es combina amb el citocrom P-45o en microsornes
mantinguts en conditions aerobies per a produir un espectre diferencial
amb un pic de 434 nm ". L'anilina, compost que dona floc a un espectre
de tipus II amb eels microsornes, interfereix de manera competitiva la fi-
xacio de I'etil-isocianur al citocrorn P-45o.

3) L'anilina dona un espectre de fixacio maxim amb els lnicrosomes
a 427 nm. El maxim observat quan horn afegeix anilina a un citocrorn
P-42o parcialment purificat es produeix a 417 run, i to una extincio molar
molt inferior a la del pic a 427 nm observat amb els microsom,es. Tots els
tractaments que produeixen una conversio del citocrorn P-45o en cito-
crorn P-42o donen lloc a una disminucio de 1'espectre de fixacio de l'ani-
lina i a un desplacanlent dje la X,,.x des de 427 nm a 417 nm. La intensi-
tat d'aquests canvis en ('espectre diferencial de l'anilina era parallela al
grau de formacio del citocrorn P-42o parcialment format a partir del
citocrorn P-45o. ULLRICH "' tambe va demostrar urea perdua de la fixacio
del ciclohexa (tipus I), cornelacionada amb la intensitat de la transforma-
cio de citocrorn P-45o en P-42o.

4) El citocrorn b, purificat, 1'altra hemoproteTna dels microsomes, no
produeix interaccions espectrals amb els compostos que produeixen canvis
espectrals yen els microsornes.

Si encara son necessaries ides proves que demostrin que cls espectres
de fixacio son resultants d'interaccions amb el citocrom P-45o, es poderl
trobar fen l'observaci6 de Lu i cols. 11, fit, que demostraren quc el citocroni
P-45o solubilitzat i parcialment purificat es combina amb compostos de
tipus I i de tipus II per a donar espectres caracterfstics de fixacio.

Per als observadors dels espectres de fixacio va tenir molt mes interes la
rclaci6 aparent entrc la cinetica de la fixacio del faunae i la cinctica del
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metabolisms del farmac. La representacio de dobles reciprocs de Line-

weaver i Burk (vegeu Apendix) de la diferencia d'absorbancia del canvi

cspectral vs la concentracio del farmac, pot esser utilitzada per a derivar

la constant espectral de dissociacio (K,;) de manera analoga a corn hom

obte la constant de Michaelis- Menten (Km) per a l'oxidacio del mateix

compost mitjancant la representacio del reciproc de la velocitat de la

reaccio vs el reciproc de la concentracio del substrat. En nombrosos ca-

sos la K. i la K. per a un compost determinat es varen trobar semblants,

i aixo va fer pensar que la fixacio del farmac seria un pas obligatori en

el mecanisme de la seva hidroxilacio.

La taula i resumeix els resultats d'estudis de diversos laboratoris en els

quals hom ha fet comparacions entre la Ka i la K. de compostos que reac-

cionen amb el citocrom P-45o. Cal fer notar, pero, que aquesta relacio en-

TAULA I. - Comparacio de la constant de dissociacio espectral ( Ks) i la constant de

Michaelis - Menten (K) de compostos que reaccionen amb P-45o microsomal.

Tipus de Especic K,, Kin

Compost fixacio Rcaccio mesurada animala (M. X io4) (M x to") Cita

Aminopirina I N-desmetilacio R 3.3 3,6 b

Anilina II I-iidroxilacio R 8,o 7.0 b
R 3,6 0,4 C

R 3,3 0,4 d
Cob 26 17-20 e

Etilinorfina I N-desmetilacio C 2,5 3,2 f
Cob 12,0 12,8 f

r q,o 11 ,0 f

Hexobarbital I Hidroxilacio R o.8 1,0 b

a. C = conill; Cob = cobai; R = rata; r = ratoli.

1). SCHENKDMAN i COIS., 1967-

c. RENIMF.R i cols., 1966.

d. GUARINO i cols., 1969.

C. IMAI i SATO, 1967.

f. DAVIES i cols., 1969.

tre K. i Kin no es molt convincent. No solament en algun cas la K. no es

igual a la Kin, sing que a mss els valors absoluts de Ke i d!e Km varien molt

d'una especie a 1'altra i d'un laboratori a l'altre per a la mateixa especie.

Fins i tot en el mateix laboratori, quan l'anilina va esser estudiada, K8

va esser igual a Km una vegada 11, pero va diferir en una altra ocasib 10'
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Si hom considera les dades expressades a la taula i, queda clar que les
conditions varien enormement d'un laboratori a l'altre. Aixo podria csser
degut a diferencies en l'edat o en la soca dels animals utilitzats , o a varia-
tions en les conditions ambientals.

INDUCCIO ENZI11MATICA

L'acceleracio del metabolisme dels farmacs per la cellula hepatica va
Csser descoberta en estudis sobre la causa de la tolerancia als barbiturics
i de la forma com els hidrocarburs policiclics protegien contra les actions
d'alguns carcinogens ".

Hom disposa en I'actualitat de moltes proves que indiquen que 1'esti-

mulaci6 de 1'activitat dels enzims microsomals es consegiiencia de la sinte-

si de noves proteines . Els estimuladors enzimatics no tenen efectes in vitro;

els animals han d'csser pretractats , i ha de passar un periode die temps que

correspon al necessari per a la sintesi de quantitats conegudes de protcI-

nes ". El fenobarbital , que es estimulador die moltes activitats enzimati-

ques, produeix un increment detectable en la quantitat de proteina micro-

somal per grain de fetge , pero el 3-metilcolantre , que no estimula tants

sistemes enzimatics , no produeix aquest augment de la quantitat de pro-

teines 26. Les fotografies de microscopia electronics demostren ^s• 99 quc

despres del pre-tractament amb fenobarbital hi ha un augment de la quan-

titat de reticle endoplasmatic His a l'hepatocit (cal recordar que els enzinis

microsomals son situats en aquesta estructura cellular ). Hom ha observat

tarnbe que les propietats cinetiques ( afinitat pel substrat , etc.) dels divcrsos
enzims metabolitzadors de farmacs despres de la induccio amb fenobarbi-

tal no son distingibles de les que corresponen als enzims dels animals no

pretractats ' s. L'etionina , aminoacid amb propietats d'antimetabolit, blo-

queja la resposta estimuladors a l'administracio de fenobarbital , i la me-

tionina, que inverteix el blocatge de la sintesi proteica produit per

l'etionina , tambe inhibeix els efectes de 1'etionina sobre la induccio enzi-

rnatica ". La puromicina i l'actinomicina bloquegen la sintesi proteica

per tin mecanisme mes directc que el de l'etionina : la puromicina blo-

queja a nivell del ribosoma ( traduccio), i l'actinomicina a nivell de la

ARN-polimerasa dependent de 1'ADN ( transcripcio). Ambdues substan-

cies bloquegen la induccio de la benzpire -hidroxilasa en el fetge de la

rata 29.

Els estudis realitzats han demostrat clarament que 1'estimulacio pro-
duida pcl fenobarbital es especifica pels components essentials del sistema
microsomal d'oxidacio , es a dir la NADPH-citocrom c reductasa, la
NADPH-citocrom P-45o reductasa i el citocrom P-45o 58 . MARVER 67 ha
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demostrat hexistCncia (]'tin parallelisme notable en l'evoluci0 en el temps

entre l'estimulaci6 de 1'activitat desmetilant en el fetge de rata, obtin-

giida anlb injections repetides de fenobarbital, i 1'augment de les quan-

titate d'aquests tres components de la cadena de transport d'electrons,

obtingut de la mateixa nlanera. Aquest autor tambe observa un lleuger

augment del total de proteina microsomal en el fetge (generalment mes

clcvat en d'altres experiments), pero cap canvi d'aquest tipus en d'altres

sistenies enzimatics.

L'augment del citocroni P-45o observat despres del tractament amb fe-

nobarbital es preccdit d'un augment brusc de la sintetasa de l'acid delta-

aniinolcvulinic (ALA), que es I'enzim initial i limitador de la velocitat

de tota la ca.dena de la biosintesi de dhem''. La sintesi de Them es regu-

lada per tin mecanisme dc feedback de Ihem Iliure sobre la formacio de

1'ALA-sintetasa; aixi, una disminucio dels nivells de Them desreprimeix

la sintesi de l'enzini, i es restableixen els nivells d'hem. Si la inducci6 del

citocroni P-15o es produis per aquest mecanisme, seria d'esperar quc

Them Iliure bloqueges tots els efectes produits pel fenobarbital sobre

1'a.ctivitat enzimatica microsomal. En cl treball citat anteriorment, MAR-

vER demostra que aixo es cert. La injeccio intraperitoneal de preparats

solubles d'hern irnpedeix que el fenobarbital administrat poc despres

producixi tin augment de les proteInes microsomals hepatiques, dels fos-

folipids hepatics (indicatius de la quantitat de reticle endoplasmic), de

la NADPH-citocrom c reductasa, del citocrom P-45o, de la capacitat per

it desnictilar l'aminopirina, i de la capacitat per a oxidar 1'hexobarbital, i

fiualnient de la disminucio del temps de la dormici6 produida per l'he-

xobarbital.

En la bibliografia sobre inducci6 enzimatica horn observa molta con-

fusi6 en la interpretacio dcls fenomens demostrats pel fet que l'estimula-

ci6 d'una activitat enzimatica necessiti que augmenti la sintesi de protei-

nes. L,s a dir, hi ha confusio sobre la interpretacio dels resultats obtin-

guts en els estudis anteriorment esmentats. El nivell inicial d'activitat

inicrosomal no estimulada ha d'esser considerat coin un estat d'equilibri,

en el qual la sintesi dels enzims es igual a Bur degradacio. L'estimulacio

es no canvi en I'estat d'equilibri, que podria esser produit be per un

augment de la sintesi, be per una disminucio de la degradacio, o per

anibdos fenomens. Alguns casos d'uinduccio enzimatica» (per exemple

1'estinnilaci6 de I'activitat de la triptofan-pirrolasa pel triptofan) poden
esscr atribuIts a 1'estabilitzaci6 d'un enzim pel seu substrat

Actualment horn coneix mes de 300 farmacs, insecticides, carcinogens

i d'altres substancies quimiques que estimulen l'activitat dels enzims me-
tabolitzadors de farmacs dels microsomes hepatics 12, S'. Entre els exem-
ples hi ha hipnotics i sedants u, fenotiazines 22,10', anticonvulsivants ",
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72 antidepressius tricfclics 48, 81, diiirctics 109 esteroides anabolitzants 7, 80,
delta-q-tetra-hidrocannabinol, principi actiu de la marihuana 10 i molts
d'altres tipus de farmacs. A mes, molts productes quimics presents en cl
nostre ambient ucivilitzatn poden estimular l'activitat dels enzims meta-
bolitzadors de diferents especies animals i de l'home, i poden alterar
notablement la intensitat i la durada de I'accio farmacologica. Entre els
mes importants citem els hidrocarburs aromatics policiclics del fum de
tabac 8J, faire pollucionat de les ciutats i alguns aliments preparats 6. 12•
19,114,

hidrocarburs halogenats utilitzats com a insecticides
15. 21 36, 37 (en

aquest sentit Fours 25 proposa, despres de provar-ne bastants, utilitzar
com a insecticida dels estabularis dels animals d'experimentacio e1 pipero-
nil-butoxid, que no tc activitat inductora enzimatica sobre cap de les
especies animals utilitzades amb mes frequencia); herbicides derivats de
la urea 49, diversos colorants afegits als aliments 56, ", i la cafeIna i les
flavones afegides als pinsos per a animals 7°, 113. L'encenall de cedre i
d'altres jacos utilitzats en estabularis d'animals tambe son potents esti-
muladors del inetabolisme dels farmacs, motiu pel qual cal tenir compte
en llur eleccio 2',112. L'oli utilitzat per a microscopia d'immersio en molts
laboratoris tambe es un potent inductor enzimaticl. D'altra banda, 1'e-
tanol, que es metabolitzat en la seva major part per enzims solubles i en
proporcio mes reduida pels enzims insolubles del reticle endoplasmic,
tambe ha demostrat una intensa capacitat inductora enzimatica 48, 6.1

L'eucaliptol sembla produir el, mateix efecte que l'etanol 46.

OBJECTIUS D'AQUEST TREBALL

El citocrom P-45o, ultim component de la cadena de transport d'elec-

trons que participa en l'oxidacio dels farmacs i que s'uneix a ells, es

tradicionalment mesurat amb el metode d'OMURA i SATO 85, 86, que suposa

la fixacio del pigment a monoxid de carboni previa reduccio amb ditio-

nita. El monoxid de carboni to una elevada afinitat pel citocrom P-45o,

i per tant es de suposar que desplaci els substrats end«Bens (esteroides o

('altres substancies) que puguin cstar fixats al citocrom P-45o. El des-

placament produit pel CO no pressuposa que tambe sigui produit

pels farmacs que ban d'esser metabolitzats pel citocrorn P-450- Rs
possible que alguns substrats cndogens tinguin una afinitat pel ci-

tocrom P-45o menor que la del CO, pero superior a la dels farmacs

eventualment administrats a 1'aninial d'experimentacio. Aquesta pos-

sibilitat, no descartada per cap autor i citada per alguns -per exeinple

TEMPLE ' 1° i Lii'sco mB i GUNSALUS t7- suposaria que la deterniinaci0 del

contingut de citocrom P-45o en fraccio microsomal hepatica pel metode

rib
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d'Omura i Sato mesuraria citocrorn P-45o total, pero no necessariament

disponible pels processos de metabolitzacio. Si la fixacio dels farmacs al

citocrom P-45o es -coin sembla- una etapa prcvia en el proccs de llur

metabolitzacio, la inesura dels canvis espectrals observats quan un far-

mac es fixi al citocrom P-45o seria mcs acurada des d'un punt dc vista

fisiologic, puix que esta en relacio amb la quantitat de citocrom apta per

fixar-se a un substrat exogen amb una afinitat determinada, eventual-

ment inferior a la de possibles substrats end<gens.

MATERIAL I MILI'oDES

Hem utilitzat ratolins de la soca CD-i procedents del nostre estabula-

ri. Abans de totes les experiencies cls animals han estat sotmesos a

un dejuui de 12 bores, i se'ls ha deixat aigua ad libitum. Els ratolins han

rebut sis tipus de tractament: ((') scrum fisiologic (1 1111/40 g) 12 bores

abans del sacrifici; (b) una injeccio de fenobarbital (FB) (40 Ing/kg per

via intraperitoneal), 12 hores abans del sacrifici; (c) 2 injections de FB,

24 i 12 hores abans del sacrifici; (d) ; injeccions de FB, 36, 24 i 12 hores

abans del sacrifici; (e) 4 injeccions de 48, 36, 24 i 12 hores abans del

sacrifici, i (f) 5 injections de FB, 6o, 48, 36, 24 i 12 hores abans del sa-

crifici.

r. Obtencid de la "fraccio microsomal"

Preparacio de la fraccio sobrenedant de 10.000 x g de fetge de ratoli. -
Els ratolins, previament mantinguts en dejuni durant 12 hores, son sacri-

ficats mitjancant un cop al cap seguit de l'exsanguinacio. Horn extreu cls

fetges i els talla a trossets ben petits. Totes les operations a partir d'aqucsta
son realitzades sobre gel. Horn prepara un homogeneItzat al 12,5 % (pest
volum) [1 gram de fetge+7 volums de C1K isotonic (1,15 %) tamponat a

pH 7,4 amb solucio tampo de fosfat Na+/K+] mitjancant 1'homogencit-
zaci6 del teixit hepatic tallat a trossets en un homogcneitzador de Potter-
Elvehjem durant i minut. Hom centrifuge 1'homogeneItzat a 10.000 x g
durant 1o minuts a 5 °C per extreure els nuclis i mitocondries. La
fraccio sobrenedant d'aquesta centrifugacio a 1o.ooo x g conte els rnicro-
sonles i proteines solubles. Un volum de 1,o ml de la fraccio sobrenedant
de la centrifugaci6 a io.ooo x g equival a 125 mg de fetge.

Preparacio dels microsomes a partir de la fraccio sobrenedant de la
centrifugacio a zo.ooo x g. - Horn pipeteja mostres de 1 ?,.o ml de la frac-
cio sobrenedant a petits tubs de centrifuga Spinco (Beckman LS-65). Cal

117



18 JOIN-R. L.IPORTE I ROSELLO 1 JUAN-C. FOATL*CILLA CAMPS

assegurar -se que els tubs son pleas i que els taps son ben tancats. Horn
centrifuga a 40.000 r.p.m . en un rotor SW-40'1'i durant i hora. Despres
horn descarta el liquid sobrenedant . Cal eliminar les traces d'hemoglo-
bina, motiu pel qual cal resuspreiidre el pellet en CiK al 1,'15 % a menys
de 4 °C i recentrifugar a ioo . ooo x g durant 30 nlinuts. Despres d ' aques-
tes operations els microsomes presents en nil tub de 13,0 ml -equivalent
a 1625 mg de pcs de fetge humit- hall d'csser resuspcsos en 19.5 1111 do
solucio tampo fosfat 0, 05 NI de pH 7 , 6 an-lb EDTA a concentracio io'M.
El pellet pot csser conservat d'un dia per 1'altre a -15 ° C cobert amb
i ml de solucio de tampo fosfat pH 7,4 pero , corn veurem despres, aques-
ta maniobra produeix una disminucio de l'activitat espectral del citocrom
P-45o, motiu pel qual hem fct sempre Its lectures espectrofotocnctriques
el mateix dia de l'obtencio de la ((fraccio nnicrosomal)).

2. Deterininaci0 de les prote'ines

La concentracio de proteina de la suspensio obtinguda cs del voltant
de 2 mg per ml, be que calgui determinar-la en cada cas, per a expressar
finalment la ((concentratio)) de citocrom P-45o err unitats/ rug de protcina.
Hem determinat la concentracio de proteines en el sobrenadant de la
centrifugacio a 10.000 x g, mitjancant el inetode de Lowry i cols. 11 mo-
dificat "I. Aquesta tecnica tc un marge de linealitat espectrofotoinetrica
(a 650 nm) entre 15 i 110 ,,g de protcina, motiu pel qual cs preferible a
1'original de Lowry i cols., be que tambc calgui dissoldre la i nostra de
protcina (0,1 ml) amb o,g ml d'aigua.

3. Lectures espectrofotometriques

Hein realitzat les lectures anib nil espectrofotincetre Beckman Acta III.
Horn colloca 3 ml de la suspensio de inicrosoines en cadascuna de les dues
cubetes (mostra i referencia). Hem fet pricier un scanning d'ambdues
cubetes des de 500 run fins 370 nm per a obtenir una linia de base. Des-
pres hem afegit pentobarbital (que dona un espectre de fixacio de tipus
I) (vegeu figura 2), a concentracions creixents a la cubeta de la mostra,
i hem registrat 1'espectre diferencial en cada cas. Henn registrat l'espectre
diferencial despres d'afegir 1, 2, 3, 4, 5, 10, 12, 15 i 20 141 d'una solucio
o,3M de pentobarbital amb xeringues Hamilton de cronlatografia de ga-
sos. Aquestes quantitats donarien concentracions en cubeta conipreses
entre 1 x 1o-IM i 2 x io'M de pentobarbital. En previsio de possibles varia-
cions en les lectures, degudes a diferencies en el temps passat des de 1'ad-
dici6 de la mostra fins la lectura, hem examinat la influencia del moment
de la lectura sobre els resultats obtinguts, i hem fixat nn interval de 3
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ininuts i 30 segons per a comencar el scanning (vegeu Resultats). A mes,

a causa del fet que les solutions de barbiturics presenten hidrolisi -concre-

tament una solucio 0 , 3 M de pentobarbital to un pH = g,g-, hem obser-

vat la influencia de les variations del pH sobre l'espectre diferencial,

Initjancant el seu registre despres de 1'addici6 de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 12, 15

Fic. 2. - Espectre diferencial de fixacid del pentobarbital al ci-

tocrom P-4 5 o. Aquest espectre to un maxim a 387 nm, un minim

a 420 nm i la isobestica a 407 nm.

i 20 ful d'una solucio de NaOH de pH=9,g. Puix que l'addiccio de NaOH

donava hoc a lectures -atribufbles sense cap dubte exclusivament a les

variations de pH- (vegeu Resultats ), hem afegit sempre a la cubeta de

referincia un volum d'aquesta solucio de NaOH equivalent al volum

de la solucio de pentobarbital afegida a la cubeta de la mostra.

RrS UI.TATS

Influencia del temps en la lectura espeetrofotornetrica. - Tal com in-

diquem en la figura 3 , la lectura espectrofotometrica tarda uns minuts a

estabilitzar -se. Per aixo hem mesurat sempre les lectures 3 minuts i 30

segons despres de 1'addici6 del pentobarbital a la cubeta de la mostra,

i 1c)
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i hem cernen;at semprc els registres continus des d^e 50o nm fins 3,o nm,
:^ninuts despres de 1'addicio del pentobarbital.

absorbancia^
a ^?^'0 nm .oca

.004

^,o^

^`a

.C03

J

.002

-^ V

.C01 s

1

7 2 3

{r^ !n}

Ptc. 3. - L111ucucia del temps en Ia Icdura espu^trefoto-
metrica de 1a densitat optica maxima a ^ _ ¢zo nm des-
pres de 1'addicib de pentobarbital ( g x ro-a M) a la

cubeta de la mostra

Ir^fluencia del ^H sobre les lectures a ^=^zo nm i a ^=39o nm. - En

la figura 4 representem Ies variations de densitat optica observades des-

pres de I'addicio de NaOH a pH-g,g (mateix pH ^que el de la solucio

o,^ M de pentobarbital) a la cubeta de la mostra. Lcs lectures lutn estat

uhsorbancia
(4'^Oi•'?^G^

Ui2

01^

tea

.006

ACS

.002

,r-__^

/

,/
^yl

,I''
5 10 1520

^i ^^^

1ic. 4. -Variations del valor absolut de 1'absor-
bancia a 4zo nm mes el valor absolut de I'ab-
sorbancia a ego nm produides per 1'addicib de
NaOH pH = g,g a la cubeta de la mostra.

fetes a q2o nm i a 39o nm, i hem sunrat ambdues lectures per cadascuna
de les concentrations de NaOH. En consequencia, Juan hern fet espec-
tres diferencials de fixacio del pentobarbital al citocrom P-quo, hem
afegit sempre a la cubeta de referencia un volum de 1'esmentada solucio

tzo
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do NaOH igual al volum de solucio 0,3 M de pentobarbital afegit a la

cubeta de la mostra.

Relacio entre quantilat de cilocrom P-45o i espectre diferencial obtin-

gut per l'addicio de pentobarbital a la cubeta de la mostra. - Per a estu-
diar aquesta relacio help utilitzat una mostra de microsomes obtinguts

de 5 ratolins que havien rebut 2 injections de fenobarbital 24 i 12 hores
abans de llur sacrifici. Aquesta mostra ha estat examinada diluida a
1 / 16, 118, 1/4, 1/2 i sense diluir. A la figura 5 representem la relacio

concentracio
pentobarbital

( . 10 -4M)
151

1CI

•

•

•

51

rr--^9
.125 .250 400 .5r00 .769

dilucio de
la mostra

FIG. 5. - Rclacib entrc la dilucio d'una matci-
xa mostra do microsomes (diluida a 1/8; 1/4;
1'2,5; 1/2; i/i,3 i i) i la conccntracib do
substrat ( pentobarbital ) en cubeta que produeix
canvis espectrals maxims a 42o nm i a cjgo nm.

entrc la quantitat de substrat afegit a les mostres en diferents dilutions
i la concentracio de pentobarbital en cubeta que Bona hoc a canvis es-
pectrals maxims a 42o nm i a 39o nm. La relacio entre aquests dos
parametres no presenta linealitat. En canvi, la relacio entre la dilucio
d'aquesta mateixa mostra de microsomes, i el canvi espectral maxim
obtingut (a X=42o nm+),=,9o nm), independentment de la concentracio
de pentobarbital en la cubeta de la mostra, presenta una linealitat
estadisticament significativa (p<o,oool ; r=o,9982). Ls a dir que existeix
una relacio entre el contingut de citocronl P-45o i el canvi espectral
maxim obtenible amb un substrat que doni un aspectre de fixacio de
tipus I, perm no existeix relacio lineal aparent entre el contingut de
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citocrom P-45o i la concentracio de substrat necessaria per a

canvi espectral maxim (vegeu figura 6).

canvi espectral
maxim

050

.010

.030

.020

.010

.125 .250 .500

diluci6 de
la mostra

Fic. 6. - Rclaci6 cntre la cliluci6 d'una n1a-
teixa mostra de microsomes (la mateixa que
en la figura r,) (diluIda a 1/8; 1/4; 1/2 i
sense diluir) i el canvi espcctral milxim obte-
nible a 420 nm i a 39o nm quan hom afegeix
pentobarbital. I.'equacio de la recta de regres-
si6 obtinguda es y = 0,0375 + 47.9 x. El roe-
ficient de rcgressi6 cs r = 0,9982 (p < 0.0001).

obtenir el

Influencia de l'emmagatzenament sobre la Jixacio del citocrom P-45o
al pentobarbital. - La conservacio del pellet obtingut per la ultracen-
trifugacio a ioo.ooo x g del sobrenedant de la centrifugacio a io.ooo x g,
a -15 'C durant 24 bores, ha donat Hoc a una disminuci6 del canvi
espectral maxim obtenible nlitjancant l'addici6 de pentobarbital. Dels
microsomes obtinguts dels mateixos ratolins que els emprats en l'expe-
riencia anterior (figura 6), n'hein guardat la meitat, iminediatanlent
despres de la ultracentrifugaci6 a loo.ooo x g, a -15 'C durant 24 bores,
coberts autb 1 nil de soluci6 tamp6 de fosfat a pH 7,4. La descongelaci6,
resuspensio en solucio tampo de fosfat 0,05 M de pH 7,6 antb EDTA
io M, i la realitzacio iminediata d'un espectre diferencial per addicio
de pentobarbital a la cubeta de la mostra ha demostrat una disnlinuci6
de la fixacio de tipus I del pentobarbital. Aquest fet pot esser observat
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en la figura 7, en la que representem els canvis espectrals mitxims a

420 nm i a 390 nnl obtenibles mitjancant l'addicio de pentobarbital a la

cubeta de la mostra en relacio atnb la dilucic de la mostra de fraccio

nticrosomal. Observeu que, be que es conserva la relacio lineal entre

canvi espectral
Plc. 7. - Rclacici critic maxim
la diluci6 d'una matci-

oso
xa nlostra de nticroso-

mcs (obtinguda dcls ma-

tcixos animals que 1cs

de Ics figures r i 6) (di- 040
ltiida a 1/8; 1/4;
1/2,5; 1/ 2 1/1,3 i

sense diluir), i el canvi

csncctral maxim obteni- .030

blc a 420 nm i a 390
'

- j'
11111 quan hom afcgcix
pentobarbital a la cube-

to do la mostra . La .020

mostra de microsomes
ha estat conservada du-
rant 24 bores a -15 ° C, .010
colserta anib , nil do
solucio tampd de fosfat
a pH 7,4. Amb A in-

m e am e ee-1' I

a

pc Ique c TT

tral maxim obtcnible a 125 .250 .400 . 500 769 1

420 nut i a 390 rim des - dilucib de
prr s de la conservacio la mostra
durant 24 bores, i amb
• indiqucm cl mateix
canvi Ilegit inunecliatament despres de 1'obt. encio de la fraccio nticrosomal per ultra-
ccntrifugacio a loo.ooo x g . L'equacio de la recta obtinguda amb cis microsomes con-
gelats durant 24 bores Es y = -0,5469 + 40,18 x (r = o,986,3 ; p < o,oool ). Per taut,
a Ies 24 bores d'eniHiagatzcnament , 1'activitat fixadora cle pentobarbital and) u11 cspectre

de tipus I cs del 84 %o de l'activitat control.

quantitat de citocrom P-45o i canvis espectrals nutxitus obtenibles, Cl
pendent de la recta es menor, fet que indicaria una disntinucid de la
capacitat de fixacio de tipus I.

In fluencia de l'administracio de fenobarbital sobre el nivell de cito-
crom P-450. - Basats en els resultats anteriors, per a la deternlinacio del
citocrom P-15o en base als canvis espectrals observats despres de l'addicic
de pentobarbital a la cubeta de la mostra, hem seguit les segiients orien-
tacions, a rates tie les esmentades en l'apartat ((Material i nletodes)).

t) Hem fet el^s registres continus des de 500 nm fins 350 nm
minuts despres de l'addicib del pentobarbital i l'agitacici suau d'amb-

dues cubetes.
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2) Hem afegit a la cubeta de referencia un volum de solucio de

NaOH pH=9,g igual al volum de la solucio 0,3 M de pentobarbital

afegida a la cubeta de la mostra.

3) 11cm calculat el contingut de citocrom P-45o a partir dels can-

vis espectrals maxims obtenibles a 420 run i a 39o nm despres de 1'ad-

dici6 del pentobarbital, independentment de la concentraci6 d'aquest

ultiln compost que produia l'esmentat canvi espectral maxim.

4) Hein expressat el contingut de citocrom P-45o en unitats arbitra-

ries, donant un valor o al control, i sempre en relacio amb el contingut

de proteines. Les lectures espectrofotometriques han estat sempre fetes

despres de resuspendre el pellet obtingut per centrifugacio a loo.ooo x g

en una quantitat de tamp6 fosfat-EDTA tal que assolissiul una concen-

tracio en cubeta de 2 ing de proteina per nil de suspensi6.

A la figura 8 representem 1'augment del contingut de citocrom 11-45o
despres de successives injeccions intraperitoneals de fenobarbital (lo

0

Tic. S. - Augment del con-
030 10 O

tingut do citocrom P-q)u
per successives injeccions
intra eritoneals de feno- E 023 •P s r%
barbital (40 mglkg) a in- • * `^•

t,,' Etervals do 12 hores. (L fit-

tima injeccio era adntinis- 020 t1

trada t2 hores abans del 6
sacrifici dels animals). En

[
ro

abscissas representem el a, 015

nombre d'injeccions de fe- :n

nobarbital administradcs, ^' • _ * "
i cn ordenades (esqucrra, O.0 k
•) el canvi espectral ma-

ix m a 420 not t a 390 rnn
obtenihle mitjancant 1'addi- 005
cio de pentobarbital a la ^
cubeta de la mostra. No-
ten que no hem observat
no augment fins tin reply 0 1 2 3 4 5
de la concentracio de pen-

n" i!tjecck-;ns
tobarbital en cubeta que
producix el canvi espectral fo ,obarb+tal

maxim (ordenades, dreta,
a}), ni tampoc cap relacio aparent entre gran d'induc(i6 i concentracio de pentobarbital.

mg/kg) en 6 grups de 5 ratolins cadascun. Observeu que a partir de la
3 a injecci6 hom pot observar ja una induccio maxima, i que a partir
d'aquesta administracio es conserva un reply d'induccici a condicio que
horn segueixi administrant el fenobarbital.
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Canvis de la velocitat maxima (Vmax) i de la Ks del sistema. - A la

taula II indiquenl la suma de les lectures espectrofotometriques a 420 nm

i a 390 nn1 obtingudes per 1'addici6 de quantitats creixents de pentobar-

bital a la cubeta que conte inostres de microsomes de ratolins pretrac-

tats amb un nombre creixent d'injeccions de fenobarbital (40 mg/kg per

via i.p.), adininistrades a intervals de 12 hores. La figura 9 es una re-

presentacio del doble reciproc de la concentracio de pentobarbital en

TAULA II. - Lectures espectrofotomctriqties obtingudes per 1'addici6 de quantitats crei-

xents de pentobarbital (PB) a la cubeta que conte mostres tic microsomes de ratolins

pretractats amb tin nombre creixent d'injc cions de fenobarbital (FB) (40 mg/ kg, i.p.).
(Absorban(ia x 10-3).

'. olnnl PRETRACTATS AIM FENOBARBITAL

cue PB
1'B CONTROL

(n.0 injec.)

0,3 Nt
]J

afc(it 3 4

1 µ1 1 x 10-''M 1 , 0 5,0 6 ,0 10,5 7,5 9,5
2 111 2 X lo-4M 1,5 6,5 17,0 17,0 13,5 14,5

3 pl 3 x 1o hM 1,5 6,o 15,0 20,5 19,0 19,5

4 µ4 4 x I04M 2,0 6,5 17, 0 22,0 22,0 22,0

5 µl 5 x lo4M 2,5 7,0 18,o 23,0 24.0 23.5

6 111 6 x 1o-4M 3, 0 7,0 18,o - -- -

10 141 1 x lo-1M 3,0 7,5 18,0 25,5 24,5 25,0

15 /'1 1.5 x I0-'M - - - 24,0 23,5 25,0

Tic. 9. - Rcpresentaci6 se-

gons el nletcxlc cue Line-

weaver i Burk de la in-

versa de la concentraci6 de

pentobarbital en cubeta vs

1// D.O.

la inversa do la lectura es- 4
pectrofotomctrica diferen-

cial obtinguda anib cadas-

cuna de les concentrations.

_: ratolins que han rebut

2 injections de fenobarbi-

tal (FB ) 24 i 12 horcs abans

de Ilur sacrifici (r=o,9235;
p < 0,ooi ); 3: ratolins quc
han rebut 3 injections, 36

24 i 12 horcs abans de
11ur sacrifici (r = 0,9839;

1/[PBJ
p < 0,001); 4: ratolins que han rebut 4 injeccions, 48, 36, 24 i 12 bores abans de llur

sacrifici (r = 0,9797; p < 0,001), i 5: ratolins que han rebut 5 injeccions, 6o, 48, 36, 24

i 12 hores abans de llur sacrifici (r = 0,9903; p < o,ooi). La dosi de fenobarbital fou

do 40 mg/kg administrats per via intraperitoneal. Vcgcu que cxisteix una variaci6

minima del valor de V,,,ar i una variaci6 significativa del valor de K.
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cubeta vs la soma de les dues lectures espectrefotometriques en els mi-
crosontes dels ratolins pretractats atnb 2, 3, 4 i 5 injeccions de fenobarbi-
tal. A la taula III donein els valors obtinguts de K, i de la V,,,tix ficticia
per als ratolins pretractats amb 2, 3, 4 i 5 injeccions de fenobarbital. Cal

FAIV.A lll. - Valors de ficticia i do K, pcl pentobarbital en els ratolins pretractats
amb 2, 3, 4 i 5 injections de fenobarbital (FB).

n.° injections FB K3
(.lo mg/k,,, i.p.) (x 1o-r \Il

2 33,8 4,2

3 31,0 1,9
4 38,8 4,0

5 32.8 2,4

fer notar aci que, be que hoiu observa una gran dispersio en els valors
de K, els valors de la V,,,- ficticia son bastant homogenis, quan era
d'espcrar que trobariem resultats inversos en aquest sentit, puix que
suposavem que la K, es mantindria constant.

Discuss to

La determinacio traditional del citocrom P-45o en inostres de fraccio
microsontal hepatica 85, 86 es basada en la seva fixacio del mon6xid de
carboni, el qual to una elevadissima afinitat per ell. El complex citocrorn
P-450-CO dona un maxim espectral a 450 run, d'una intensitat directa-
ntent proportional al contingut de citocrorn P-45o. No obstant, diversos
actors 57, 110 han suggerit el paper que diversos substrats endogens (pro-
bablement esteroides) podrien jugar cn la regulacio dels nivells del cito-
crorn P-45o, i en concret en la induccio enzirnatica. En tot cas, segons la
hipotesi d'aquests autors, existirien constantnient certs substrats endogens
fixats al citocrom P-95o. Existeixen per taut tres possibilitats en la inte-
raccio entre un substrat endogen i tin d'exogen pci citocroin P-45o: (t)
quc el substrat endogen tingui una afinitat superior a la de 1'exogen pel
citocrorn P-45o; (2) que ambdos substrats tinguin afinitats similars, i (3)
clue el substrat exogen tingui una afinitat superior a la de l'endogen. En
tot cas, i sobretot si es verifiquen les dues primeres possibilitats, la de-
terminacio del contingut total de citocrom P-45o no dona una idea de
la capacitat per a metabolitzar tin substrat exogen, puix que part dels loci
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de fixacio del citocrom estarien ocupats pel substrat endogen. El CO des-

placaria aquests substrats amb facilitat, pero un farmac -concretalnent

un farmac del qual es vulgui estudiar la metabolitzacio- nomes des-

plasara els possibles substrats endogens si to una afinitat pel citocrom

P-45o superior a la dels esmentats substrats. Aquesta es la base de la

nostra tcenica de determinacio: no es tractaria de mesurar la intensitat

de 1'cspectre diferencial (a 450 mu) entre microsomes sols (cubeta de re-

ferencia) i microsomes gasats amb CO (cubeta de la mostra), sing 1'es-

pcctre diferencial (a 42o nun i a Igo nm) d'un farmac afegit als micro-

soines de la cubeta de la mostra. Es important fer notar que el citocrom

b., unit citocrom a mes del P-45o que es troba a la fraccio microsomal,

no dona espectres diferencials de fixacio amb farmacs, ja siguin de

tipus I o de tipus II. Per tant, 1'espectre que horn pugui obtenir amb un

farmac de tipus I corn el pentobarbital nomes pot esser consegiiencia de

la fixacio d'aquest farmac al citocrom P-45o, i eventualment de la com-

peticio d'aquest farmac amb un altre substrat pel punt de fixacio del

citocrom.

Un aspecte interessant de la tecnica aci desenvolupada es que horn

obte la millor correlacio amb el contingut de citocrom P-45o quan me-

sura el canvi espectral maxim obtenible (figura 6), pero no la concentra-

cio de pentobarbital que cal afegir a la cubeta per a obtenir aquest

canvi espectral maxim. De fet els mateixos OMURA i SATO 85 correla-

cionen el contingut de citocrom P-45o amb el canvi espectral obtin-

gut. Es a dir, existeix una relacio directa cntre lectura i quantitat de

complex farmac-citocrom P-45o format, que en realitat es el que interes-

sa mesurar si horn vol coneixer la capacitat de metabolitzacio d'un farmac

del qual es llegeix la formacio d'un seu complex amb el citocrom P-45o.

Aixo no obstant, el fct que no existeixi una relacio lineal aparent

-ni simple, ni semilogaritmica, ni en representacio de dobles recfprocs-

entre quantitat de citocrom P-45o i concentracio de pentobarbital que

cal assolir a la cubeta, fa desconfiar de la possibilitat de definir un paral-

lelisme clar entre cinetica de la metabolitzacio (Km de Michaelis-Menten)

i constants de fixacio espectral (Ks, comparable a la K. de Michaelis-

Menten). Malgrat el valor limitat de la representacio de dobles reciprocs,

els resultats de les taules II i III i de la figura g son inesperats en e1 sentit

que la induccio enzimatica, que augmenta la velocitat maxima del sis-

terra de metabolitzacio
61,11, 15, 116, produeix en aquest cas una variacio

aparent de la K. sense variacions en la Vmax. Existirien diferents explica-

ciens d'aquest fenomen. En primer floc, es possible que el citocrom P-450

format de novo corn a resultat de la induccio tingui una diferent especi-

ficitat de substrat que el normalrnent trobat en els animals sense pre-

tractar. Aquesta possibilitat podria tenir dues explications: (1) quc el
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citocromr P-45o format de nou estigui associat d'una manera diferent a la
membrana microsomal; (2) que se sintetitzi una forma difcrent de cito-
crom 11 5 0, amb una diferent especificitat de substrat, que es manifes-
taria per una K, diferent. Una segona hipotesi, obtinguda a partir del
fet que la represcntacio de la figura g es tipica d'un antagonisme com-
petitiu, seria la que postula 1'existencia d'una competicio entre el pen-
tobarbital i tin altre substrat pel punt de fixacio I del citocrom P-450.
Aqucst substrat podria molt be esser el fenobarbital, puix que tambe cs
fixa al citocrom P-45o, i to un temps de vida mitjana molt prolongat.
Un aspecte interessant dels resultats obtinguts es que la variacio de la K,
no guarda cap relacio anib el nombre d'injeccions de fcnobarbital admi-
nistradcs. Aquest fet abonaria mes la scgona hipotesi. Si el fenobarbital
dones floc a la sintesi d'un citocroin 1'-45o amb una diferent especifici-
tat de substrats, la K, variaria d'acord amb el nombre d'injeccions de fe-
nobarbital administrades, perque, be que horn arriba a obtenir un
reply d'induccio, el nou nivell mes elevat de citocrom 11-45o ho scria a
expenses del nou citocrom. Per tart hauria d'augmcntar progressivament
la proporcio del nou citocroni -amb una especificitat de substrat dife-
rent- i en consegiicncia hauria de variar progressivainent la K. En
canvi, la distribucio erratica dels valors de K. respecte al nombre d'in-
jeccions de fenobarbital administrades seria explicable en relacio arnb la
presencia de fenobarbital, que interferiria sobre la fixacio del pentobar-
bital.

APf:Nmx

Prenent l'equacio de Michaelis-Menten

N

Vm a, . [S]

K,,, + [S]

(on v es la velocitat de la reaccio per una concentracio determinada de
substrat [S], Vmax la velocitat maxima del sistema i K. la constant de Mi-
chaelis-Menten, es a dir la concentracio de substrat que dona hoc a una
velocitat de la reaccio meitat de la velocitat maxima del sistema, i indica-
tiva de l'afinitat del substrat per l'enzim), i invertint-la, tenim

1 K,,, + [S]

V V„,ag • [S]
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1 Km [S]

+ -
V Vmax . [S] Vmax [S]

1 i Km 1

+ - X --

V Vmax Vmax [S]

Aquesta equacio correspon a la d'una recta (y=a+bx), on y es 1/v;

x es 1/[S]; el valor d'a rS 1/Vmax i el valor de b es Km/Vmax. Per tant, si

hone obte 1'equaci6 de la recta de regressio que correspon a una represen-

tacio de doble reciproc , pot calcular:

Vmax =

I

a

1 Km=Vmax x b
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