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X.— INTRODUCCION



Introduccidn

Se tratard en primer lugar las colinesterasas en un
sentido genérico, las distintas metodologias analiticas
vy los inhibidores de dichas enzimas, estudidndose, en
una segunda parte, aquellos farmacos que estimulan la
motilidad gastrointestinal y mas concretamente la
metoclopramida y el bromopride. La 1interferencia de
‘estos dos farmacos en la cinética enzimdtica de las
colinesterasas humanas y las consecuencias que de ella

se derivan, serd el motivo de nuestro trabajo.

PRIMERA PARTE : COLINESTERASAS.

I.l.- ASPECTOS GENERALES.-

Las colinesterasas son enzimas pertenecientes al
grupo de las esterasas que catalizan la hidrélisis de
los ésteres de colina, produciendo dicha base y el

correspondiente a4cido orgénico.



Se acepta actualmente la existencia de dos tipos de
colinesterasas: la acetilcolinesterasa o acetilcolina
hidrolasa (ACHE) ( EC 3.1.1.7 ) y la colinesterasa,
butirilcolinesterasa o acilcolina acilhidrolasa (CHE)

( EC 3.1.1.8 ). La primera hidroliza de manera
selectiva acilésteres de cadena corta, especialmente
acetilésteres, como el neurotransmisor acetilcolina. De
ahi su papel béasico en el sistema nervioso y en la
coyunturas neuromusculares. La segunda es menos
especifica, pudiendo hidrolizar diferentes ésteres
alifdticos, aromaticos, y ésteres alquilicos de A&cidos
grasos de cadena corta. Asimismo, ambas difieren en su
funcién y 1localizacién en el organismo como

describiremos més adelante.

I.1.1.~ HISTORIA.-

El primero en sugerir la presencia de una enzima en
la sangre, que catalizaba la hidrélisis de los ésteres
de colina, fue Dale (1) en el afio 1914, al observar la

accién de la acetilcolina en el corazén de rana.



Se describian por aquella época la presencia de
esterasas en muchos tejidos animales, no existiendo
razén para pensar que la acetilcolina escapase
excepcionalmente a la accién de dichas enzimas. Y asi en
1932, Stedman y c¢ol.(2) iniciaronv la buisqueda de 1la
enzima responsable de la hidrélisis del éster colina, al
encontrar que las esterasas hepAticas eran incapaces de
actuar sobre la acetilcolina. Describieron Yy
purificaron por primera vez una enzima, presente en el
suero de <caballo, que catalizaba dicha hidrélisis.
Llamaron a esta enzima "colina-esterasa", denominacién

que ha permanecido hasta hoy.

Durante el transcurso de afios posteriores existié
una cierta confusién. Ello era debido a que las enzimas
obtenidas de distintos dérganos, capaces de hidrolizar la
acetilcolina; presentaban actividades | 6ptimas - a
diferentes concentraciones de sustrato. Alles y Hawes
(3) en 1940 adelantaron una explicacién a este fendmeno
demostrando la existencia de dos colinesterasas: la
primera, cuya actividad fue méxima a bajas
concentraciones de sustrato y era inhibida por un exceso
de éste, se encontraba en los eritrocitos humanos; y la

segunda, cuya actividad incrementaba con todos los



rangos de sustrato estudiados, estaba presente en el

suero.

En trabajos posteriores, Mendel and Rudney (4) en
1943, wusando enzimas purificadas sugirieron que 1la
colinesterasa eritrocitaria era especifica de los
ésteres de colina, designéindola "colinesterasa
verdadera"”, mientras que la enzima sérica fue denominada

"pseudocolinesterasa".

Pero, de hecho, ambas enzimas son en algin grado
inespecificas, y estos nombres no son recomendados por
la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de 1la Uniédn
Internacional de Quimica Pura y Aplicada y  la Unién
Internacional de Bioquimica (5). Si son aceptados, en
cambio, los nombres de acetilcolinesterasa Y
colinesterasa para la enzima presente en los eritrocitos

y en el suero, respectivamente.

I.1.2.- LOCALIZACION.-

Ambas enzimas aparecen en animales vertebrados,

pero ademds, la ACHE se encuentra en los invertebrados y



la CHE ha sido hallada en microorganismos y determinados

tejidos de plantas.

La ACHE se localiza generalmente en las membranas
de los tejidos. En el organismo humano se detecta en los
hematies, materia gris del cerebro, £luido amnidtico,
placenta, pulmén, bazo y en las terminaciones de las
células nerviosas. El1 tejido excitable de los animales
es una fuente rica de esta enzima, por ello han sido
estudiados y wutilizados con este fin los 4rganos

eléctricos de Electrophorus = electricus Yy Torpedo

marmorata (6).

La CHE se sintetiza en el higado y estd emplazada
en casi todos 1los sistemas mayores del organismo
incluyendo la materia blanca cerebral, el sistema
vascular, respiratorio, digestivo, urogenital y también
ciertas glandulas endocrinas y exocrinas, ademds de en

el suero (7).

Centrandonos en el sistema digestivo, Sine vy
col.(8) en 1989 demostraron 1la presencia de la CHE en
las células de la mucosa intestinal de pollo por métodos

histoquimicos. Dichos autores hicieron el estudio de



distribucién a lo largo del intestino, desde el duodeno
al recto, obteniendo como resultado que la mayor
actividad enzimdtica estaba 1localizada en el tramo
yeyuno-ileon. Asimismo y mediante gradientes de
centrifugacién observaron dos formas ' globulares con
coeficientes de sedimentacién de 4.3 s (forma Gl) y 10.8
S (forma G4). El cociente G1/G4 decrecia progresivamente
en el intestino, desde el duodeno al recto, indicando un
predominio de la forma G4 en aquellas areas donde 1la

actividad de la enzima era menor.

En cuanto al sistema nervioso central, Brimijoin y
Hammond (9) en 1988 investigaron la ubicacién de la ACHE
y la CHE en el cerebro y plasma humano por métodos
inmunolégicos, marcadamente mds especificos que 1los
ensayos convencionales. Los resultados presentaron que
el plasma humano contiene cantidades muy pequefias de
ACHE (8 ng/ml), frente a niveles considerablemente
mayores de CHE (3300 ng/ml). No se detectd
inmunorreactividad para ésta dltima en 1los hematies,
pero si se encontrdé en todas las regiones del cerebro.
El cerebelo fue 1la regidén mads rica en CHE (540 ng/g de
tejido), mientras que la corteza cerebral fue 1la més

pobre (240 ng/g de tejido). No obstante, existia un



predominio de esta enzima a nivel cortical sobre la ACHE
cuyo contenido era menor en esta regién del cerebro
(99 ng/g de tejido). En cambio en el putamen ocurria lo
contrario, la concentracién de ACHE (6100 ng/g de
tejido) sobrepasaba ampliamente 1la de CHE (340 ng/g de

tejido).

I.1.3.- ESTRUCTURA.-

Segin Masoulié y Bon (10) 1la ACHE se presenta en
dos clases de formas moleculares: oligdémeros simples
(monémeros, dimeros y tetrémeros) de una subunidad
catalitica de 70.000 daltons, y formas elongadas de
estructuras moleculares complejas. Los oligdémeros
simples contienen a menudo una superficie hidréfoba y se
encuentran asociados a la membrana plasmédtica. Las
formas elongadas consisten en tetrameros de la subunidad
catalitica pero, a su vez, los tetrédmeros estadn ligados
en grupos de tres por uniones disulfuro a una estructura
filamentosa. El peso molecular de estas formas se acerca
a 1.000.000 daltons y su estructura es andloga a globos

unidos a un tallo ramificado (11).



La molécula de CHE es un tetramero de cuatro
subunidades cataliticas idénticas c¢on un peso molecular
total de 342.136 daltons. Cada unidad menor lleva unida
una cadena de carbohidrato y se compone de 574
aminodcidos que suponen un peso molecular de 65.092

daltons (12).

Ambas enzimas son de naturaleza glucoprotéica vy
mediante estudios de aislamiento y purificacién se ha
podido conocer la sucesién de aminodcidos que componen
las subunidades protéicas. En éstas se encuentran los
centros activos que habrén de recibir a los sustratos o

inhibidores en la catdlisis enzimética.

Existen ocho aminoidcidos de cisteina en cada
subunidad, de los cuales, seis forman tres puentes
disulfuro internos (13). E1 numero de aminoacidos entre
cada uno de 1los puentes disulfuro es exactamente el
mismo en la CHE humana que el existente en la ACHE del

genero Torpedo (14).

Tanto 1la ACHE c¢omo la CHE no son enzimas
homogéneos, sino mds bien un conjunto de diferentes

isoenzimas, cuyo estudio se ha 1llevado a <c¢abo por



métodos electroforéticos, cromatograficos vy de

sedimentacidén en gradientes de densidad.

Se ha de mencionar aqui 1la existencia de variantes
genéticas de la CHE, las cuales presentan diferente
estructura y actividad. Estas han adquirido especial
relieve por su deteccidn en anestesia 1 seran
consideradas mas adelante dentro del significado clinico

de la determinacién analitica de la CHE.

I.1.4.- ACCION ENZIMATICA : SUSTRATOS Y CENTRO ACTIVO.-

Como haciamos alusién al principio del trabajo, la
ACHE tiene como sustrato selectivo acilésteres de cadena
corta, especialmente acetilésteres. A diferencia de la
CHE, no hidroliza la butilirilcolina ni la benzoilcolina
pero si la beta-metil-acetilcolina (6). La enzima
eritrocitaria queda inhibida por su sustrato, la
acetilcolina, a c¢oncentraciones superiores a 10 mM,
mientras que la enzima sérica no es inhibida por los

suyos.

La CHE es mucho menos especifica y su afinidad por

10



el sustrato butirilcolina es dos veces mayor & la que
presenta por la acetilcolina. La actividad hidrolitica
sobre la butiril, wvaleril, propionil, acetil, alfa~
etilbutiril y alfa-metilbutiril es decreciente en ese

orden (15).

La interaccién de estos sustratos con la enzima va
a tener 1lugar en el centro activo, situado, como
seflaldbamos precedentemente, en las subunidades

cataliticas de estas enzimas.

En general, el centro activo de la ACHE y de la CHE
consiste en un subsitio negativo o aniénico, que atrae a
grupos cuaternarios, c¢omo el de 1la c¢olina, mediante
fuerzas culémbicas e hidréfobas, y en un subsitio
esterdtico, donde el ataque nucleofilico se produce

sobre el acil carbono del sustrato (Fig. A).

El mecanismo catalitico se parece al de otras
esterasas de serina donde un grupo hidroxilo se hace muy
nucleofilico por un sistema de <carga-descarga gue
incluye la estrecha aposicidn de un grupo imidazol vy
presumiblemente un grupo carboxilo en la enzima. Durante

el ataque enzimdtico sobre el éster se forma un

11



intermediario tetraédrico entre la enzima y el éster que
por colapso da, en el caso del sustrato acetilcolina, un
conjugado de acetil enzima con liberacidn simulténea de
colina. La acetil enzima es 14bil a 1la hidrélisis,
produciéndose 1la formacién de acetato y de enzima

activa (16).

Ademis del sitio aniénico y el esterdtico ha sido
bien establecida la presencia de un sitio hidrofébico
(17,18,19). Al primero se unen derivados de amonio vy
cationes metdlicos, existiendo ademas los sitios
aniénicos periféricos o moduladores, relacionados con él
Y que parecen intervenir en la regulacién del mecanismo
catalitico. Por el sitio hidrofébico se unen al enzima
sustratos aromdticos, como el acetato de fenilo, ésteres
alifaticos de cadena ramificada, como el acetato de

isoamilo, y finalmente hidrocarburos arométicos.

Kabachnik y c¢ol. (20), mediante una serie de
estudios con inhibidores organofosforados, define para
la CHE dos A&reas hifrofdébicas separadas en el sitio
aniénico. Una de ellas situada alrededor de éste, en su
parte interna (Al), y la otra fuera y cercana a él (A2).

La funcidén del &rea Al es interaccionar con 1los grupos

12



metilos unidos al nitrogeno de 1la butirilcolina. La
denoﬁinada A2 puede acomodar una cadena de sels carbonos
y es una configuracién espacial complementaria de un
grupo terbutilo. Ademds existen dos dreas hidrofébicas
pequeflas en 1la vecindad del sitio esterdtico. La
longitud total de ellas corresponde a una cadena de
siete 4tomos de carbono de estructura ramificada y no
fija grupos Dbutilos terciarios. El esquema dque
representa las 4reas hidrofébicas puede observarse

en la Figura B.

Determinados trabajos describen la importancia de
estas zonas hidrofdébicas, relacionando 1la potencia de
inhibicién de de algunos compuestos con el coeficiente

de particién entre un disolvente orgdnico y agua.

En esta linea, Jarv y Speek (21) en 1982
investigaron la inhibicién reversible de la CHE por una
serie de compuestos aromdticos hidrocarbonados. Dichos
autores encontraron una buena relacién lineal entre el
caricter hidrofébico y las constantes de inhibicién de
los compuestos aromidticos ensayados. Destaquemos aqui
como ejemplo el benceno, cloro-benceno y el 1,4 dicloro-

benceno. En este orden, su constante de inhibicién

13



disminuye mientras que su hidrofobicidad se ve

aumentada.

Del mismo modo, Pérez-Guillermo y col.(22) en 1987
ensayaron y caracterizaron la inhibicién producida por
determinados anestésicos locales sobre la colinesterasa
plasmidtica y la acetilcolinesterasa del misculo de
conejo. Encontraron que la potencia de inhibicién de
los compuestos ensayados era directamente proporcional

al coeficiente de particidén octanol-agua.

Estudios de reactividad de una serie de compuestos
dieron como resultado un modelo para la ACHE, en el cual
el grupo activo catalitico estaba localizado en el fondo
de una grieta de 1la proteina y limitado por paredes
hidrofébicas. La longitud de este hueco daba lugar al
drea hidrofdébica de unién del sustrato, no acogiendo
grupos mds largos que el acetato de n-butilo. Por el
contrario, la cavidad de la CHE resulta ser bastante més
ancha, pudiendo acomodar ésteres de <c¢olina aromdticos
(benzoilcolina) e hidrocarbonos aromdticos (antraceno,

bifenilo) (23).
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Diferencias en 1la longitud y estructuras de las
dreas hidrofdébicas de las superficies activas de la ACHE
Y la CHE pueden ser las responsables de las diferentes

propiedades de ambas enzimas (5).

I.1.5.- FUNCION EN EL ORGANISMO. -

Se ha establecido bien que la funcidén de la ACHE es
la hidrélisis de la acetilcolina en todos los
emplazamientos de la transmisién nerviosa <colinérgica
(Fig. C), mientras que el papel fisiolégico fundamental
de la CHE es casi desconocido, asi como sus sustratos

naturales o inductores,

Mediante estudios de corriente 1iénica en 1la
membrana postsindptica realizados con 1inhibidores se
pudo observar el bloqueo del acceso de acetilcolina a
los sitios activos de sus receptores. Tales hechos
confirman la idea de que la ACHE puede controlar la
corriente idénica producida en la membrana postsinéptica
de 1la sinapsis colinérgica por hidrélisis de 1la
acetilcolina, potenciando o disminuyendo los efectos de

ésta en el receptor (6).
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Otros estudios sugieren que la ACHE puede también
ayudar a regular los niveles de almacenamiento de 1la
acetilcolina en la sinapsis, aportando colina procedente
de 1la hidrélisis para resintetizar de nuevo el

transmisor (6).

Abramson y col.(24) en 1989 , por diferencia de
reactividad con anticuerpos, encuentran dos formas
moleculares estructuralmente distintas en el o6rgano

eléctrico de Torpedo california. Una es dimensionalmente

asimétrica y compuesta de subunidades heterdlogas,
mientras que la otra es hidrofébica y compuesta de‘
subunidades homélogas. La diferente distribucién en la
placa nerviosa terminal sugiere que 1las dos formas de
ACHE pueden desempefiar papeles diferentes en la
regulacién de la concentracién local de acetilcolina en

la sinapsis.

No estd bien definido el papel de la ACHE en la
membrana de los eritrocitos. No obstante, hay algunos
autores que sugieren una posible actuacién en el

trasporte idénico y en la rigidez de la membrana (6).
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FIGURA C
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Esquema de la transmisién sindptica colinérgica.

Tomado de: Velasco, A.; Alvarez, F.: Compendio de

Psiconeurofarmacologia. Diaz Santos,S.A. Madrid, 1988.
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En cuanto a la CHE, se pensd en un principio que,
por ser una enzima diferente a la ACHE, no estaba
implicada en la regulacién de la transmisién nerviosa.
Sin embargo, diversos hechos parecen implicarla en este
fendémeno bioldégico: 1) la CHE es capaz de hidrolizar
ésteres de colina que se comportan como inhibidores de
la ACHE en la placa neuromuscular (25); 2) La CHE se
localiza en el sistema nervioso central en intimé
conexién con la ACHE, asi como en el sistema nervioso
periférico (26). Este argumento es apoyado por el
trabajo de Brimijoin y Hammond (9), al que haciamos

referencia en el apartado I.1.2.

De acuerdo con el primer punto, es bastante 1légico
el razonamiento de Lehman y Silk (27), 1los cuales
sugieren que el principal papel fisioldégico de la CHE
seria el de proteger o regular la acetilcolinesterasa,
hidrolizando aquellos ésteres de colina gque pudieran

inhibirla.

En consonancia con el segundo apartado, y debido a
la presencia de dicha enzima en las células de Schwann
de muchos nervios y entre los pliegues de mielina de

algunos axones centrales, se apuntd la idea de que podia
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desempefiar una funcién de mantenimiento de la capa de
mielina. La propuesta fue hecha por Earl y Tohompson
(28) al observar que un determinado nuimero de compuestos
organofosforados inhibidores de la CHE producian
desmielinizacién cuando se daban en cantidad suficiente

como para inhibir la enzima.

Hardelo (29) en 1984 mantiene la idea de que la CHE
podria estar implicada en el mantenimiento de la funcién
de la barrera hematoencefdlica, habiéndosela localizado
por métodos histoquimicos en los espacios perivasculares

del SNC.

Algunos autores apoyan que la enzima desempefia un
papel esencial en 1los procesos de conduccién nerviosa

lentos (30).

Otros estudios han sido encaminados a probar la
hipétesis de que la CHE fuese un precursor de 1la ACHE.
En ellos se compard la tasa de regeneracién de la ACHE
ganglionar seguida a 1) inactivacidén irreversible de
ambas enzimas; 2) inactivacién selectiva de ACHE
preservando una alta proporcién de CHE; 3) Inactivacién

de ambas enzimas seguida de una supresidén continuada de
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la CHE. Los resultados no fueron del todo concluyentes y

quedaron algunas cuestiones por contestar (31).

Funnell y Oliver (32) propusieron que la CHE podia
estar relacionada con el mecanismo de control de 1los
niveles de colina en plasma y, como consecuencia, 1las
tasas de acetilcolina. Se considerdé, que bajo ciertas
‘condiciones experimentales, 1la sintesis de acetilcolina
era dependiente de la disponibilidad de colina libre. Ya
gque la CHE estaba involucrada en la hidrélisis de 1los
ésteres de colina, podia por tanto controlar la colina

plasmatica y la acetilcolina.

Otra funcidén formulada para la CHE es 1la de
intervenir en el metabolismo 1lipidico. Refuerzan esta
teoria los estudios de Chu y c¢ol (33), 1los cuales
implican a esta enzima en el nmetabolismo de las
lipoproteinas, y mds concretamente en las de baja
densidad. No obstante, son necesarias mas pruebas para
determinar cual es el papel exacto de 1la CHE en este

campo.

También se advierte un significativo descenso en 1la

actividad de la CHE sérica y hepadtica del hombre tras el
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ayuno, asi como un paralelo incremento con la ingesta
de alimentos en nifios con un estado de nutricidn bajo.
Por tales motivos se sustentd una conexién existente

entre la CHE y la asimilacién de alimentos (34).

Jamieson (35), en una serie de estudios efectuados,

relaciona a la CHE con la motilidad intestinal.

Finalmente, existe una serie de autores que asignan
a la CHE una funcién relacionada con la eliminacidén de
sustancias téxicas producidas en el metabolismo de los
dcidos grasos. Asi la butirilcolina formada a partir de
la butiril CoA en dicho metaboiismo seria destruida por
la CHE, evitando asi su efecto nocivo por acumulacién
(31). En este orden de accidn frente a elementos
dafiinos, parece desempefiar un cierto papel ante la
intoxicacién'por determinados farmacos, como el &cido

acetilsalicilico y la procainamida (36).

I.2.~ ASPECTOS ANALITICOS.-~-

Al igual que otras enzimas, la determinacidén de CHE

Yy ACHE en el laboratorio también puede ir encaminada al
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apoyo diagnéstico o preventivo de diversos estados
patoldgicos, amén de los estudios encaminados a
esclarecer su estructura, funcién y localizacién en el

organismo.

Las alteraciones de dichas enzimas, tanto en el
aumento de sus actividades como en 1la disminucién de
éstas, ha proporcionado interesantes hallazgos. Algunos
de ellos han aportado bases cientificas enfocadas a

deducir el papel fisioldégico de las mismas.

En primer lugar se relacionard a las colinesterasas
con distintas patologias y con el campo de la anestesia,
para pasar a describir a continuacién los principales

métodos analiticos utilizados

I.2.1.- SIGNIFICADO CLINICO DE LA DETERMINACION. -

I.2.1.1.- Colinesterasas y funcién hepéatica.-

De las dos enzimas, la CHE es la que se utiliza
como indice de la funcién hepética, habiéndose observado

descensos de su actividad en este tipo de trastornos
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organicos (37). Dado que su sintesis se realiza en el
higado, paralelamente a la elaboracién de 1la alblmina,
puede ser considerada como una excelente expresién de la
capacidad funcional del hepatocito para la creacién
protéica. Guarda buena correlacidén con la protombina, el
complemento C-3 y con otros parédmetros de conocida
aplicacién en la exploracién de las disfunciones

hepédticas (38).

En este sentido, 1la colinesterasa sérica, no se
comporta como una enzima de valor diagnéstico sino que
va a 1indicar fundamentalmente la evolucién de 1la
insuficiencia hepatocelular, sobre todo en 1la cirrosis.
De este modo, es el parédmetro que mads fielmente ha
establecido el pronéstico en enfermos que han sufrido
intervenciones del tipo de la cirugia portocava (39), o
incluso en enfermos sometidos a transplantes hepdticos

(40).

I.2.1.2.- Colinesterasas e intoxicacién por organo-

fosforados.~

Los compuestos organofosforados vy carbamatos son

ampliamente utilizados como insecticidas y en algunos
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procesos industriales. Pueden reducir, en el personal
manipulador o expuesto a ellos, 1los niveles de CHE Yy
ACHE por formacién de un complejo enzima-inhibidor, que
impide la actividad catalitica de ambas enzimas. Dicha
inhibicién es irreversible y puede alcanzar diferentes
grados dependiendo del tiempo de exposicién y del tipo

de compuesto (41).

La intoxicacién viene dada desde el punto de vista
clinico por afectacién del sistema nervioso central, de
los misculos y del tracto gastrointestinal , pudiendo

causar la muerte por pardlisis respiratoria (42).

Se puede realizar en estos casos la determinacién
de ambas enzimas. No obstante hay que tener presente que
la CHE recupera antes su actividad normal, ya que es
regenerada por sintesis hepédtica, y que puede estar
disminuida por otros factores diferentes a la
intoxicacidén. Mientras Chauchan y col.(43) opinan que la
ACHE es un mejor indicador de 1la exposicién a estos
productos, Silk y c¢ol.(42) indican que la CHE es
preferible para el screenig y monitorizacién de 1los

trabajadores agricolas e industriales.
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Graells y <c¢o0l.(44), en un estudio hecho en 1990 a
cuarenta aplicadores de plaguicidas, obtienen un
descenso de los niveles de CHE con respecto a 1los
valores basales superior al 15 % en casi la mitad de la
muestra estudiada, no detectandose una disminucién

significativa en 1los de ACHE.

1.2.1.3.- Colinesterasas en otros estados patolégicos. -

Los falsos positivos y negativos recogidos en 1la
determinacién de alfa-fetoproteina, como ayuda al
diagnéstico prenatal de los defectos de desarrollo del
tubo neural, hizo que se estudiasen otros parametro con
este fin. surgié asi 1la medida de la actividad de ACHE
en el liquido amnidético, cuyo valor aparecia aumentado,
sobre todo en la anencefalia y en la espina bifida (45).
No obstante, es el estudio de los isoenzimas de la ACHE
lo que constituye un auténtico marcador de dichas

alteraciones del tubo neural (46).

Por otra parte, determinadas observaciones sugieren

una Intima relacién entre la CHE y el trastorno

metabdlico de las lipoproteinas. En esta linea, se
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detecta un incremento de 1la enzima sérica en pacientes
con hiperlipémias (obesos, diabéticos), Yy sobre todo en
aquellos que presentan cuadros de hipertrigliceridemias

(33).

Asimismo, existen algunas publicaciones en las que
se ha descrito un descenso notable de la CHE en grandes
quemados y alteraciones de dicha enzima en 1la demencia

senil y en desordenes neuropsiquidtricos (38).

I.2.1.4.-Colinesterasa y anestesia: variantes genéticas.

El uso de succinilcolina o suxametonio como
relajante muscular fue instaurado en 1951 por su
capacidad de producir wuna pardlisis répida y completa
seguida de una pronta recuperacién, con ausencia
aparente de efectos téxicos secundarios. No obstante
pronto surgieron algunos casos injustificados de apnea

prolongada en pacientes sometidos a los efectos de este

farmaco.

La succinilcolina es hidrolizada por 1la CHE para

dar succinilmonocolina y colina. Sobre ella no actia la
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ACHE. Nada mas ingresar el fArmaco en el organismo es
inactivada hasta un 90% de la dosis administrada.
Pequefias cantidades no catalizadas pasan a la placa
motriz terminal donde producirdn una despolarizacién
continuada. Acto seguido, el relajante succinilcolina
parece difundir fuera de la sinapsis para acabar de ser
escindido por la CHE. Si la enzima posee una actividad
disminuida, el periodo de recuperacién del paciente se
prolonga por encima de lo habitual, causando problemas
en la intervencién. Esto ocurre en uno de cada cien

pacientes europeos o americanos (47).

Fue Kalow (48) &en 1956 el primero en dar una
respuesta al fendmeno, describiendo las - variantes
atipicas de la CHE y aportando una base bioquimica para
explicar las observaciones clinicas. Sus conceptos
bédsicos aln permanecen sin cambio en 1la actualidad.
Apunté el cardcter hereditario de dichas variantes vy
todavia el método fenotipico introducido por Kalow y
Genest {(49) en 1957, basado en ia determinacién del
nuimero de dibucaina, sigue siendo el més utilizado.

Los pacientes que, teniendo una funcidén hepatica

normal, habian manifestado apnea prolongada, asi como

sus parientes, presentaban genéticamente una enzima
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atipica que era poco inhibida in vitro por el anestésico
local dibucaina (50). Al porcentaje de inhibicién del
enzima en presencia de una concentracién 10 microM de
anestésico es a lo que se dio en llamar numero de

dibucaina.

Describimos a continuacién las diferentes variantes

genéticas de la CHE que se conocen en la actualidad.

Colinesterasa normal o usual:

su fenotipo se define como U, estando regida su
sintesis por el alelo denominado ‘"usual" del locus El.
El genotipo en los casos homocigdticos es E} —E?. Es la
variante mds frecuente (97%) y posee gran sensibilidad a
‘ser inhibida por dibucaina con unas cifras situadas

alrededor del 80 % de inhibicidn (51).

Colinesterasa atipica:

Su fenotipo es designado como A y su gen alélico

a
1’ es el El'

Existen individuos homocigéticos cuyo genotipo es

atipico igualmente situado en el locus E

el E?—E? , Qque se caracterizan por una resistencia de la
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enzima a ser inhibida por dibucaina. El1 porcentaje de
inhibicién para ellos oscila en torno a un 20 % y su
frecuencia aproximada es de 1 a 3500 en 1la poblacién

caucasica (47).

Otros son heterocigéticos, presentando el genotipo
98 . P .
EI—E?con resistencia intermedia al anestésico 1local.
Responden a un valor cercano a 60 para su numero de

dibucaina (51).
Colinesterasa fluoruro-resistente:

Harris y Whittaker (52) demostraron en 1961 que no
era necesario un compuesto positivamente cargado para
ser utilizado como inhibidor diferencial, encontrando
una buena correlacién entre la inhibicidén con dibucaina
y con fluoruro sédico. Incluso posteriormente
identificaron otras variantes genéticas distintas
utilizando el numero de fluoruro, considerado como el
porcentaje de inhibicién de 1la enzima ante una cantidad

fija de dicho compuesto.

El fenotipo se denomina F y el gen que coordina la

f .
sintesis es el E; , también situado en el locus E,. Se
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encuentran individuosgs homocigéticos (Ef -Ef ) Y hetero-
cigdéticos con el gen de la colinesterasa usual (E?-Ef) Yy
con el gen de la colinesterasa atipica (E?—Ef). En todos
existe una cierta resistencia a la inhibicidén por

fluoruro sdédico.
Colinesterasa silente:

El alelo silente fue propuesto por primera vez en
los trabajos de Liddell y col.(53) en 1962 y confirmado
posteriormente por otros laboratorios (54,55). Se trata
de personas donde, no existiendo un trastorno funcional
que lo justifidque,, presentan una actividad de CHE
sérica comprendida entre el 0 vy el 2 % de la actividad

normal.

A su fenotipo se le llamé s y ET al gen silente,
del mismo modo localizado en el locus E;. De igual
manera que en las otras variantes genéticas, existen
unos 1individuos homocigdticos (ET-ET) y herocigéticos

L S a S

La mayor parte de los casos descritos lo han sido

en la poblacién esquimal de Alaska (38).

32



Otras variantes de la colinesterasa:

Se describen en algunos trabajos (47) otras
variantes menos frecuentes, encontradas por diversos
investigadores, y cuyos fenotipos responden a K, J, HY
Cs . Las tres primeras presentan una mayor o menor
disminucién de la actividad de 1la CHE, mientras que la
iltima posee un aumento de dicha actividad y esté
codificada por un gen situado en el 1locus E,, segun

Harris y col.(56).

En la deteccién de dichas variantes genéticas
fueron utilizados otros inhibidores capaces de
diferenciarlas por su distinta susceptibilidad frente a

ellos.

En este sentido, Mary Whittaker (57) en 1968,
examinando el efecto del <cloruro sddico sobre las
variantes de la CHE, aporta 1la probable existencia de
dos nuevos fenotipos que se distinguen por su
sensibilidad a ser inhibidos por el ion cloruro. En
ellos el nimero de cloruro se encuentra significativa-

mente disminuido frente a numeros de dibucaina normales
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v nimeros de fluoruro ligeramente bajos.

También se hicieron estudios observando el efecto
del n-butanol como inhibidor, apareciendo dos nuevos
fenotipos en base a sus nimeros de butanol y dibucaina

(58).

Cabe destacar, entre otros inhibidores utilizados
con este fin, el dimetilcarbamato de (2-hidroxi-5-
fenilbencil)-trimetilamonio (RO 2-0683), = la succinil-

colina y la urea (47).

Finalmente, se «cree que la diferencia estructural
entre las distintas variantes genéticas radica en el
sitio aniénico. Ello 1lo demuestra el hecho de que
determinados inhibidores que se unen solo al sitio
esterdtico no son capaces de distinguir a dichas
variantes de la CHE (42). Ademds, Lockridge (47) en su
trabajo realizado en 1990, dice que si bien la mutacién
en la colinesterasa atipica afecta en primer lugar al
sitio aniénico, disminuyendo su carga negativa por
cambios en la secuencia estructural de aminoacidos, es
evidente que también repercute sobre el sitio de unién

hidrofébico.
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I.2.2.- METODOS ANALITICOS.-

La actividad enzimética de las colinesterasas puede
ser medida por una gran variedad de técnicas. Estas
incluyen métodos electrométricos, titrimétricos, manomé-
tricos, colorimétricos, radiométricos, potenciométricos,
fluorimétricos, conductimétricos e inmunoldgicos. Una
excelente revisién de muchos de estos ensayos ha sido

recopilada por Agustinsson (59).

No obstante, los métodos mds adecuados para el
anadlisis diario de estas enzimas son el electrométrico Y
el colorimétrico. Son precisos, econdédmicos, rapidos vy
permiten una equipacién standar en la mayoria de los
laboratorios. Ademds el método colorimétrico admite la
posibilidad de ser adaptado para una técnica

automatizada (60).

1.2.2.1.- Determinacién de la acetilcolinesterasa.-

Dicha determinacién puede 1llevarse a cabo en
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muestras de sangre, encaminada a medir 1la enzima
contenida en las membranas de los eritrocitos, o en

preparaciones de tejidos homogeneizados.

Las muestras de sangre total han de ser obtenidas
por puncidén sin éxtasis venoso y usando heparina como
anticoagulante. Los hematies se separan lo antes posible
mediante centrifugacién a 2000 r.p.m. durante quince
minutos, La capa de plasma es retirada y el paquete de
eritrocitos se lava con igual volumen de solucién salina
fisioldgica, mediaﬁte centrifugacién en las mismas
condiciones. Se retira el sobrenadante para volver a
afladir la misma cantidad de solucidén de cloruro sédico.
Se mezcla suavemente y se mide el hematocrito vy la
hemoglobina (60). A continuaciédn los hematies son
lisados c¢on agua destilada, saponina 0 mediante
ultrasonido, dependiendo del método gque se vaya a

emplear.

Después de la primera separacién las muestras
pueden ser conservadas de dos o tres dias a 49 C sin
perdida apreciable de la actividad enzimadtica. Los
hemolizados se deben analizar dentro de las cuatro horas

después de su preparacién. Tanto éstos, como las células
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completas, permanecen adecuados para el andlisis cuando
se almacenan congelados durante un largo periodo de

tiempo (61).

Garcia-Lépez y Monteoliva (62) en 1988 hacen un
estudio de conservacién de hemolizados mediante
congelacién a =200 Cc, -700 ¢ y liofilizacidn, no
observando cambios significativos de la actividad
enzimdtica en los tres métodos durante un periodo de

catorce meses y quince dias.

Método electrométrico:

Entre los primeros métodos de dosificacién de las
colinesterasas‘se encuentra el método de Michel (63),
basado en 1la caida del pH que se produce como
consecuencia del acido acético producido por hidrélisis

de la acetilcolina.

Existen diferentes variantes que utilizan distintos
tampones, fuerza idnica, volumen del hemolizado vy
diversas concentraciones de sustrato (59). Estas Gltimas
habrdn de ser adaptadas a la procédencia de 1las

muestras, principalmente en el caso de muestras

37



tisulares.

Se suele utilizar saponina como agente hemolizante
y, a nivel instrumental, un electrodo simple de PpH,
preferiblemente de tipo microelectrodo. E1l deterioro de

éste es una causa frecuente de error (60).

Método colorimétrico:

Ellman y col (64) en 1961 idearon una técnica para
determinar la ACHE basada en la hidrélisis de
acetiltiocolina, la cual daba 1lugar a A&cido acético y
tiocolina (Fig. D). La actividad catalitica era medida
por el incremento del color amarillo <causado por el
anién 5-tio-2-nitrobenzoato, siendo éste el resultado de
la reaccién entre tiocolina vy el reactivo de Ellman, el

dcido 5.5 -ditio-bis-2-nitrobenzdico (DTNB).

La velocidad de aparicién del color se mide a
410 nm y la actividad méaxima de la enzima tiene lugar
entre los pH 7.5 vy 9. A valores de pH elevados 1la
hidrélisis no enzimdtica es bastante considerable, de

ahi la necesidad de usar un tampén de fosfatos a pH 8.
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FIGURA D

@ ACRE ®
(a) (CHyyNCH,CH,SCOCH, =+ H;0 —— CH,COOH =+ (CH,;)yNCH,CH,SH
Acetylthiocholine acetic acid thiocholine
9 .
{CH,),NCH,CH,SH + O;N S-S NO,
~00C CoO0~
Thiocholine OTNB
(b) .
— (CH,),NCH,CH,SS—Q-NO, + O,N-Q—S'
CO0~ ~00C
2-nitrobenzoate- S-thio-
S-mercaptothiocholine 2-nitrobenzoate

Reaccién de Ellman. Tomado de: Whittaker, M.: Cholines-
terases. In: Bergmeyer, H.V. ed.: Method o enzymatic ana-

lysis. VCH Verlagsgesellschaft. Weinheim, 1986.
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La temperatura también influye en la reaccién,
siendo la actividad a 250cC. 0.65 y a 300C, 0.75 veces

la que tiene lugar a 379C.(61).

Por otra parte, la colinesterasa sérica también
cataliza la acetiltiocolina, lo cual hace que, en
aquellas muestras donde pudiera estar presente, sea
imprescindible afiadir al medio de reaccién un inhibidor
selectivo de ésta. Sirven con este fin el sulfato de

quinidina © la etopropacina (60).

El hemolizado puede obtenerse por mezcla de la
suspensién lavada de hematies con un volumen apropiado
agua destilada, dependiendo de las distintas
proporciones de tampén, sustrato y DTNB utilizadas. Mary
whittaker (60) dice en su metodologia que la suspensién
de eritrocitos ha de diluirse con agua destilada en 1la
proporcién 1:50 y gque la concentracién de acetiltio-
¢olina en en el medio de reaccidén es de 0.47 mM. La
dilucidn lleva también como finalidad que la banda de
Soret de la hemoglobina interfiera lo menos posible con
la absorcién del cromégeno, por elevacidén de 1la

absorbancia inicial del blanco de reaccién.
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La actividad de la ACHE se expresa como micromoles
de sustrato hidrolizados a una temperatura determinada
por gramos de hemoglobina por 1litro de sangre total.
También puede ser definida c¢omo micromoles de sustrato
hidrolizados por litro de hematies. La absortividad
molar del anién amarillo a 410 nm es E= 13.4 L - mmol.1

cm"1 . Segln esto la actividad vendrd dada (61) por la

férmula:
Actividad = [A A /[min - E]] + [Vt/vh] - [100 D / H]
donde, la actividad (U/L) va expresada en unidades por

litro de hematies, /\ A= incremento de absorbancia,

Vt= volumen total de la mezcla de reaccidén, Vh= volumen

del hemolizado en la reaccién, D= dilucién del
hemolizado vy H= hematocrito de 1la suspensidén de
hematies.

George Yy Abernethy (65) proponen una variante del
método de Ellman para evitar 1la interferencia de 1la
hemoglobina usando como inhibidor selectivo el
detergente cloruro de benzetonio en lugar del sulfato de
quinidina. Con ello el pico de absorcién del 5-tio-

2-nitrobenzoato es desplazado a 435 nm y la Dbanda de
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hemoglobina a 405 nm.

Asimismo, Abernethy y ¢o0l.(66) en 1988 presentan un
método enzimdtico para la determinacién de ACHE donde
utilizan como sustrato acetilcolina. Esta es hidrolizada
Yy la colina resultante medida mediante el uso de colina
oxidasa unida a peroxidasa, con fenol y aminopirina
dando un producto gque tiene un pico de absorcidén maxima

a 500 nm.

I.2.2.2.-Determinacién de la colinesterasa sérica.-

como se dijo anteriormente, la técnica colorimé-
trica constituye también el método de eleccidén para
determinar la colinesterasa sérica por su precisidn,
economia y rapidez. El procedimiento electrométrico de
Michel fue muy wutilizado pero hoy dia no reviste dgran

importancia.

Tanto en la recogida de 1la muestra como en la
reaccién se ha de evitar la presencia excesiva de iones
de sodio, potasio, magnesio y <calcio, por su
interferencia (67), asi como los anticoagulantes citrato

y oxalato (42).
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Asimismo, se debe evitar la hemdédlisis, puesto que
seria una causa de error al ser liberada 1la ACHE

contenida en los eritrocitos.

La actividad de la CHE sérica tras su conservacién
fue estudiada por Braid y Nix (68), los cuales
demostraron que dicha enzima era muy estable. A -200C
las muestras retenian mads del 95 % de su actividad
inicial al cabo de un periodo de tres aflos, y mas del

85 % después de siete afios.
Método colorimétrico.—

Tiene c¢omo principio 1la hidrdélisis de aciltio-
colinas por la CHE, dando lugar al correspondiente Aacido
graso y a tiocolina. El porcentaje de formacién de ésta
puede ser monitorizado por la reaccidén consecutiva del
grupo tiol con DTNB que forma el anidén amarillo, 5-tio-
2-nitrobenzoato, y otros productos (Fig. E). La tasa de
produccién del cromégeno se mide espectrofotométrica-
mente a 410 nm. (64).

Acetil-, propionil- vy butiril-tiocolina han sido

Qtiles como sustratos en diversas modificaciones del
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(a)

(b)

FIGURA E

] ChE ;2]
(CH,);NCH,CH,SCOR + H;0 —— RCOOH + (CH,);NCH,CH,SH

Acylthiocholine fatty acid thiocholine
® S-S
(CHJ)JNCH;CH:SH + ——
O;N NO,
, Ccoo™ COOo~
Thiocholine DTNB
_ @
S (CH;3)3NCH,CH,3~S
+
O;N : : NO,
COO~ ‘ Coo~™
S-thio- 2-nitrobenzoate-
2-nitrobenzoate S-mercaptothiocholine

Fundamento del método colorimétrico para la determinacion
de la colinestoerasa sérica.  Tomado ded Whittaker, M.
Cholinesterases. In: Bergmeyer, H.V. ed.: Method of enzy-

matic analysis. VCH Verlagsgescllschaft. Weinheim, 1986.
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método, el cual puede adaptarse a un equipo automatizado
(60). La afinidad de 1la butiriltiocolina por la CHE es
dos veces la que presenta la acetiltiocolina y es més
estable que ésta respecto al pH y a la temperatura (69).
Es por tanto la butiriltiocolina el sustrato de elecciédn
para determinar tanto la CHE humana como la equina,
usando el método de Ellman. Otras especies presentan
distinta correlacién por diferentes aciltiocolinas como

sustrato (5).

Determinados autores han estudiado el analisis de
la CHE usando propioniltiocolina. Asi, Evan y Wroe (70),
mediante el empleo de concentraciones optimizadas de
sustrato, observan que la propioniltiocolina proporcioha
valores mas bajos respecto a la butiriltiocolina. De
todos modos, ésta Ultima sigue siendo el acilderivado de

eleccidn (60).

La maxima actividad del enzima se obtiene a pH
comprendido entre 8.5 y 9, wusando concentraciones de
butiriltiocolina de 10 mM a 37o0cC. No obstante, la
hidrdlisis no enzimética en estas condiciones es
notable, por ello es preferible utilizar un tampénvde

fosfatos a pH 7.4 con lo que se consigue reducirla y

45



hacer la reaccién més lineal (42). El ensayo es valido

para temperaturas de 200C, 250C y 300C. (47).

La actividad de colinesterasa sérica es expresada
como micromoles de sustrato hidrolizados por 1litro de
plasma. Esta vendria dada (61) por la fdérmula:

Actividad = [A A /(min *© E]] * [Vt / Vp]
cuyos valores fueron definidos en el método de Ellman

para la ACHE, excepto Vp= volumen de plasma O suero.

I.2.2.3.~ Determinacidén de las variantes genéticas.-

Algunos investigadores han descrito varios
procedimientos de screenig para revelar las variantes
genéticas de la colinesterasa sérica. Ninguno de ellos
es capaz de seflalar la totalidad de los casos anormales,
por tanto no son del todo aceptables (5). Es el caso del
método de screenig ideado por Morrow y Motulsky (71)
usando alfa-naftilacetato como sustrato y’ el RO 2-0683
como inhibidor selectivo; o Vla técnica de Harris y

Robson (72) por difusidén en distintos geles de agar, con
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y sin inhibidor.

Al determinar el tipo de variante de la CHE en un
determinado individuo, la situacién ideal seria
encontfar un test Gnico y sencillo que reconociese todas
la variantes genéticas de 1la enzima. Ello no ocurre,
generalmente, en el caso’ de 1la colinesterasa sérica.
Ademds, potencialmente, el nimero de variantes de la CHE
puede ser muy amplio, y verdaderamente, es indudable que
existe un numero de ellas previsiblemente no

identificadas (5).

Métodos basados en el porcentaje de hidrdélisis de
un solo sustrato han sido propuestos por Evans y Woe
(70) y por Dietz y col. (73). Sin embargo, existe comin
acuerdo en que las determinaciones de la tasa de
actividad enzimdtica utilizando un sustrato Gnico no son
muy eficientes para ‘deteccién de individuos sensibles y
tienen un valor 1limitado para la determinacidén de

fenotipos.
Los métodos mds empleados son aquellos cuyo

fundamento se apoya en el uso de inhibidores. Midltiples

compuestos de diferentes clase resultan ser inhibidores
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o activadores de la CHE y solamente unos pocos son
utilizados de forma extensiva para distinguir variantes
de dicha enzima. Algunos de estos compuestos, a pesar de
ser capaces de distinguir distintas variantes, no han

sido probados en un buen nimero de laboratorios o en una

diversidad suficiente de variantes genéticas. Entre
éstos se incluyen el cloruro sédico, n-butanol,
formaldéhido, solanina y solanidina, urea, RO 2-0683

y otros (5).

Nimero de dibucaina. -

El agente inhibidor més usado para la deteccién de
de variantes genéticas de la CHE es la dibucaina. Esta
fue introducida por Kalow y Genest (49) en 1957 vy ha
seguido siendo utilizada extensamente con este
propdésito. E1l ensayo se realiza en dos cubetas. Una de
ellas con el sustrato solo y la otra con el sustrato mas
dibucaina en una concentracién 10 microM. Ambas llevan
una solucidn tampdén de fosfatos a pH 7.4 y cloruro de
benzoilcolina 0.05 mM. En las dos cubetas se mide 1la
actividad inicial de la reaccién a 25 ©oC por cambios de
absorbancia a 240 nm. El nimero de dibucaina se

calcula, atendiendo a su definicién, mediante 1la
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férmula:

Ne D = 100  [1 - A/A']

donde, A= actividad enzimatica no inhibida Y

A'= actividad enzimdtica en presencia de inhibidor.

Una serie de modificaciones fueron propuestas
tratando de mejorar el método aunque no siempre se
consiguié. Una de 1la variaciones mads frecuente consiste
en utilizar diferentes sustratos en lugar de
benzoilcolina. En dgeneral, con 1las condiciones del
ensayo de Kalow y Genest (49), descrito anteriormente,
los resultados obtenidos usando otros sustratos guardan
un paralelismo con los dgque se consiguen utilizando
benzoilcolina. No obstante, se ha desc¢rito a veces que
la eficiencia en la diferenciacién varia con el sustrato

Yy, en ciertos casos, con el genotipo (74).

Algunos sustratos usados para la determinacién del
namero de dibucaina incluyen la acetilcolina (74,75), la
butirilcolina (74,76), la propionilcolina (77,78) vy la

succinilcolina (79).
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Los laboratorios de hospitales prefieren frecuente-
mente la butiriltiocolina o 1la propioniltiocolina como
sustratos, los cuales permiten 1la adaptacidén a equipos
automatizados. Los nimeros de dibucaina pueden ser
medidos con cualquiera de ellos, pero hay que tener
presente que los valores de referencia para la
interpretacién de 1los resultados pueden variar
dependiendo del sustrato, 1la temperatura o la solucién

tampdén (47).

La determinacién del nuimero de dibucaina es aln el
mejor método, el mds exacto, sgencillo y ampliamente
utilizado en la fenotipificacién de 1la <colinesterasa

sérica (47).
Namero de fluoruro.-

Ya que ninguno de los métodos descritos anterior-
mente, empleando la dibucaina como inhibidor, es capaz
de diferenciar a todas las variantes genéticas conocidas
de la CHE, se recurre con asiduidad al ion fluoruro como

ayuda para este fin.

La técnica fue descrita en primer lugar por Harris
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y Whittaker (52), siendo exactamente igual a la resefiada
precedentemente para el ndimero de dibucaina. La uUnica
diferencia estriba en que la concentracidén de fluoruro
sédico en la reaccién es de 50 microM. El1 control de la
temperatura durante la medida de 1la reaccién es muy
importante porgque influye en el porcentaje de

inhibicién.

Del mismo modo, la definicién del nimero de
fluoruro y su calculo se corresponden con el numero de
dibucaina. El uso conjunto de ambos aporté dos nuevos

fenotipos de la colinesterasa sérica.
NGmero de succinilcolina:

Debido a gque la succinilcolina es la responsable
directa de la produccién de apnea prolongada en algunos
pacientes, se pensé en la posibilidad de detectar
fenotipos hipersensibles cuando ésta actuaba competiti-

vamente como sustrato inhibidor de un segundo sustrato.
McComb vy col.(80) lanzaron un procedimiento

espectrofotométrico para diferenciar los fenotipos

de 1la colinesterasa wusual, atipica (homocigéticos)
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e intermedia (heterocigéticos con el gen atipico),
valorando 1la inhibicién de 1la hidrélisis de o-fenil-
butirato por succinilcolina. Al porcentaje de inhibicién
en la formacién del anién amarillo o-nitrofenilato se le

denomind numero de succinilcolina.

I.3.-INHIBIDORES DE LAS COLINESTERASAS.-

A lo largo de nuestro trabajo se ha hecho alusiédn
al concepto inhibicién enzimdtica, entendido como la
capacidad que tienen algunos agentes de disminuir 1la
actuacién catalitica de 1la enzima y, por tanto, 1la
velocidad con que transcurre 1la reaccidén. E1l mecanismo
mediante el cual se produce puede ser de varios tipos,

como veremos mas adelante.

Existe un gran nimero de compuestos que inhiben
las colinesterasas, muchos de los cuales son utilizados
por la accién farmacoldédgica que de dicha conducta se
deriva. Estos (ltimos son los denominados agentes

anticolinesterasa.

En determinadas revisiones (30,81) se describen una
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serie de causas por las cuales la actividad de la CHE
puede encontrarse disminuida. Algunas de ellas hacen
referencia a diferentes compuestos inhibidores. Cabe
citar entre ellos »algunos farmacos antineoplésicos,
como la ciclofosfamida, el Endoxan o el Tio-tepa, que
producen una inhibicidén irreversible de la enzima.
También deprimen la actividad de la CHE los inhibidores
de la monoamino-oxidasa, propanidida, anticonceptivos,

clorpromazina, pancuronio y los anestésicos locales.

I.3.1.-INHIBICION ENZIMATICA: MECANISMO DE ACCION.- (82)

Segin la teoria de Michaelis-Menten, cuando el
enzima reacciona con el sustrato, mediante su centro
activo, se forma un complejo enzima-sustrato de alta
reactividad. Este, a su vez, se desdobla dando lugar al
producto de 1la reaccién y a 1la enzima 1libre. Las
reacciones, que se suponen reversibles, se pueden

expresar de la siguiente manera:
E + S == ES == E + P

Un inhibidor, adicionado al medio de reaccidén, se
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va a combinar con la enzima disminuyendo la actividad de
ésta. Dicha unidén puede sér reversible o irreversible.
En la primera, el inhibidor interviene en un equilibrio
facilmente reversible, que se establece con rapidez, con
la enzima o con el complejo enzima-sustrato. En la
segunda, 1la enzima experimenta una inactivacién
irreversible porque el inhibidor es <capaz de unirse
covalentemente y modificar de modo permanente un dgrupo

funcional necesario para la catéalisis.

Los tres tipos principales de inhibicidn reversible
son competitiva, acompetitiva y no competitiva, 1las
cuales pueden distinguirse experimentalmente por 1los
efectos que produce el inhibidor sobre la cinética de

reaccién del enzima.

I.3.1.1.- Inhibicién competitiva.-

Aqui, el inhibidor puede combinarse con la enzima
libre de forma que compite con el sustrato para unirse
al centro activo. Reacciona reversiblemente con la

enzima para formar un complejo enzima-inhibidor, analogo
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al complejo enzima-sustrato.

E + I === EI

La inhibicidén competitiva se reconoce experimen-
talmente con facilidad, debido a que el porcentaje de
inhibicién, para una concentracién de inhibidor
constante, disminuye al incrementar la concentracién de
sustrato. Es decir, que la actividad enzimatica normal
puede ser restablecida por desplazamiento del inhibidor,

al aumentar la concentracién de sustrato.

La representacién grafica de los inversos de 1la
velocidad o actividad enzimdtica frente a los inversos
de 1la concentracién de sustrato, A manteniendo una
concentracién de inhibidor constante, da una serie de

rectas cuyo punto de interseccidén tiene lugar en el eje

de ordenada.

I.3.1.2.-Inhibicién acompetitiva.-

En este modelo, el inhibidor no se combina_con la

enzima libre ni afecta a su reaccidn con el sustrato
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normal. Sin embargo, se une con el complejo enzima-
sustrato para formar un complejo inactivo enzima-
sustrato-inhibidor, que no experimenta su transformacién

posterior en el producto habitual de la reaccién.
ES + I === ESI

El grado de inhibicidén, para una concentracién de
inhibidor fija, puede aumentar cuando la concentracién

de sustrato se ve incrementada.

Se reconoce facilmente porque 1la representacién
gradfica de los 1inversos, antes citada, proporciona una
serie de rectas, cuyas pendientes permanecen constantes;

o lo que es igual, son rectas paralelas entre si.

I.3.1.3.-Inhibicidn no competitiva.-

Un inhibidor no competitivo puede combinarse con la
enzima libre o bien con el complejo enzima~sustrato, de
forma que interfiere con la accidén de ambos. Se producen

dos formas inactivas, EI y ESI.

E + I == EI ; Es + I === ESI
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Los efectos inhibitorios no se anulan al aumentar
la concentracién de sustrato. Es decir, 1la velocidad
maxima decrece en presencia del inhibidor y no puede
recuperarse su valor, a pesar de que la concentracién de

sustrato se pueda elevar.

La representacién grafica de 1los 1inversos de la
actividad enzimdtica frente a los inversos de 1la
concentracién de sustrato da una serie de rectas, que
tienen un punto de interseccidén comin en el eje de

abscisa.

Los inhibidores no competitivos se unen a un centro
de la enzima distinto del centro activo, a menudo con
algin grupo funcional basico para mantener la
conformacién tridimensional cataliticamente activa de la

molécula.

1.3.2.~ AGENTES ANTICOLINESTERASA.- (83,84)

Tanto la CHE, como la ACHE, son inhibidas por una

serie de principios activos de wuso farmacolégico e
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industrial. Se denominan agentes anticolinesterasa a
aquellos compuestos que, por su capacidad de inhibir la
ACHE en las uniones de diversas terminaciones nerviosas
colinérgicas, producen un efecto equivalente a un
aumento de la concentracidn de acetilcolina en las
sinapsis y, por tanto, una excesiva estimulacién de los
receptores colinérgicos en toda la extensién de los
sistemas nerviosos central y periférico. Son, pues,

principios activos colinérgicos indirectos.

Se pueden agrupar en tres tipos atendiendo a su

estructura quimica:

1) Compuestos de amonio cuaternario.-

El prototipo de este grupo es el edrofonio. Su sal
en forma de cloruro puede emplearse para terminar con

ataques de taquicardia supraventricular paroxistica.

Produce una inhibicién reversible de 1las colines-
terasas, uniéndose selectivamente al centro activo y su
accidén es breve debido a dicha reversibilidad y a 1la

rdpida eliminacién renal.
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2) Compuestos organofosforados. -

Hicimos alusidn a ellos cuando se estudid la
determinacién de la CHE vy la ACHE como parametros
detectores de una exposicién a estas sustancias.
Producen una inhibicidn irreversible de ambas enzimas,
dando como resultado la enzima fosforilada o fosfonilada

muy estable, de ahi su toxicidad.

Se encuentran en este apartado el diisopropil fluo-
rofosfato (DFP), de uso en oftalmologia v el ecotiofato,
empleado en el tratamiento del glaucoma. Asimismo,
desde el punto de vista industrial, se destacan como
insecticidas el parathion, paraoxon, malathion y
fenthion. También se hallan incluidos aqui los agentes
potenciales de la guerra quimica, 1los denominados
"gases neurotéxicos", de accidén mucho mas potente que
el parathion. Su desarrollo tuvo 1lugar a nivel de la
segunda guerra mundial y estdn representados de manera

mas significativa por el sarin, soman y tabun.
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3) Derivados carbamicos (ésteres del acido carbamico y

alcoholes con nitrogeno terciario y cuaternario).-

Inhiben reversiblemente tanto a la CHE como a
la ACHE, por formacién de metilcarbamil-enzima o
dimetilcarbamil-enzima, de estabilidad mucho mayor que
la acetil-enzima. Se trata de una tipica inhibicién
competitiva con la acetilcolina por los enlaces situados
en el centro activo de las colinesterasas. A pesar de
que inhiben a ambas enzimas, 1la afinidad de estos
compuestos por la CHE es mayor gque por 1l1a ACHE. sSon
hidrolizados por éstas y algunos poseen una cilerta

accién colinérgica directa.

Pertenécen a este grupo la neostigmina, fisostig-
mina o eserina y la piridostigmina. Son alcaloides con
un amplio campo de aplicaciohes terapéuticas que se
pueden concretar en cuatro frentes: atonia del miasculo
liso del tracto gastrointestinal vy vejiga, glaucoma,
miastenia grave y terminacién de los efectos de 1los
fadrmacos bloqueantes competitivos neuromusculares. Asi,
por ejemplo, para el tratamiento del ileo paralitico y
atonia de la vejiga, la neostigmina constituye el agente

anticolinesterasico de eleccién.
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El bambuterol es un nuevo dicarbamato que inhibe y

es hidrolizado, a su vez, por la colinesterasa (85).

Es de resaltar que el efecto total de estos
farmacos sobre la motilidad intestinal representa,
probablemente, una combinacién de acciones en las
células ganglionares del plexo de Auerbach y en las
fibras musculares, a consecuencia de la preservacién
de acetilcolina liberada por las fibras colinérgiéas

preganglionares y postganglionares, respectivamente.

En la miastenia grave, en la actualidad, se tiene
evidencia suficiente para pensar que esta enfermedad se
debe a una respuesta autoinmune al receptor de 1la
acetilcolina en la placa terminal postsindptica (86).
Tanto la neostigmina, como la piridostigmina vy

ambimetonio son fArmacos recomendables.
Sobre la musculatura bronquial, dichos compuestos,
producen contraccién, por lo que habrdn de utilizarse

con cuidado en pacientes asmaticos.

En general, poco se sabe del grado relativo en que
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dichos compuestos inactivan - las colinesterasas en
diferentes tejidos "in vivo". Aquellos que contienen un
grupo amonio cuaternario no penetran fdcilmente a través
de las membranas celulares; es por ello, que dichos
agentes se absorben poco en el tracto gastrointestinal y
quedan excluidos por la barrera hematoencefdlica de
ejercer una accién significativa sobre el sistema

nervioso central, en dosis moderadas.

Las acciones de los agentes anticolinesterasa sobre
las células efectoras auténomas Yy sobre sitios
corticales y subcorticales del SNC, donde los receptores»
son en gran parte del tipo muscarinico (estimulacién de
misculo liso y glandulas), estdn blogqueadas por 1la
atropina. La accién nicotinica sobre | los ganglios
autondémicos y misculos esqueléticos es antagonizada por

los blogqueantes ganglionares y los agentes curarizantes.

I.3.3.- REACTIVADORES DE LAS COLINESTERASAS.-

Hemos de mencionar, aungue sea brevemente, 1la
existencia de una serie de agentes nucleofilicos como la

hidroxilamina (HZNOH), los acidos hidroxémicos (RCONHOH)

62



y las oximas (RCH=NOH), 1los cuales tienen la propiedad

de reactivar las colinesterasas fosforiladas.

Concretamente, se utiliza c¢on este fin el metil-
cloruro piridina-2-aldoxima (2-~PAM o pralidoxima) y el
cloruro de 1-[[[[4-aminocarbonil] piridinio] metoxi]-2-
[[hidroxiimino] metil] piridina (HI-6). Ambas oximas

actian de forma preponderante sobre la ACHE fosforilada.

Ultimamente, Harris y col.(87) en 1989, demostraron
en sus estudios que la proteccidén de la ACHE también fue
incrementada sustancialmente pof el uso de 2-PAM y HI-6
en la intoxicacidn inducida por el carbamato

fisostigmina.
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SEGUNDA PARTE: ESTIMULANTES DE LA MOTILIDAD

GASTROINTESTINAL Y ANTIEMETICOS.

I.4.- ASPECTOS GENERALES.-

I.4.1.-FARMACOLOGIA DE LA MOTILIDAD GASTROINTESTINAL:

ESTIMULANTES.- (84,88,89,90)

Desde el punto de vista motor, el tracto gastro-
intestinal posee una actividad distinta en ayunas a la
que presenta después de las comidas. Cuando el tubo
digestivo no contiene alimento, 1la actividad motora
estd organizada en los denominados <c¢iclos motores
interdigestivos. La regulaciédn de estos no estéa
completamente dilucidada. Al parecer, la actividad
ciclica se origina en 1los plexos intrinsecos del tubo
digestivo y es modulada por 1la accidén del sistema

nervioso vegetativo y ciertas hormonas.
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I.4.1.1.-Regulacién de la motilidad gastrointestinal.-

La ingestién de una comida modifica profundamente
la actividad motora gastrointestinal, apareciendo los
denominados patrones de digestién que bloquean los
complejos motores interdigestivos, instaurados con el

ayuno.
-Estdémago:

Los mecanismos reguladores de la actividad géstrica
postprandial son muy complejos. En primer lugar existen
centros de control en el sistema nervioso central
conectados con el cértex, a través de los cuales pueden
actuar factores psicoldégicos. El1 centro del vémito,
situado en el area postrema del cerebro, es
probablemente un centro regulador de 1la motilidad
gastrica cuya estimulacién, en su grado mas elevado,
produce el vémito. Medicamentos que retardan la
evacuacién gastrica y pueden 1llevar al vémito, como la
digital, bromocriptina, etc., actGan a través del

sistema nervioso central.

A nivel local existen una serie de mecanismos,
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principalmente en el duodeno, gque regulan el vaciamiento
gastrico por ejercer una accién inhibidora sobre 1la
presién fuindica o aumentando 1la resistencia duodenal al
flujo del quimo. La accién de aquellos sobre el
vaciamiento g&strico se ejerce a través de la vias
neurohormonales, cuyo conocimiento es todavia muy

incompleto.

En cuahto a la inervacién, el parasimpatico alcanza
el estdémago mediante el plexo celiaco y el simpatico por
medio del plexo solar. Van a parar a los plexos
auténomos mientérico de Auerbach Yy submucoso de

Meissner.
-Intestino delgadb:

La regulacién de los movimientos en el 1intestino
delgado dependen de la actividad motora intrinseca de la
musculatura lisa, modulada por 1la accién del sistema

nervioso auténomo y las hormonas gastrointestinales.
El intestino delgado recibe también una doble

inervacién simpatica y parasimpitica. La estimulacién

del sistema nervioso simpédtico produce una inhibicién de
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la motilidad, mientras que el estimulo parasimpdtico la
aumenta. Los nervios extrinsecos actilan a nivel de la
fibra muscular 1lisa Yy de los plexos nerviosos

intramurales.
-Intestino grueso:

El control principal de 1la motilidad colénica
depende de la propia fibra muscular 1lisa. Sin embargo
tanto el sistema nervioso autdénomo como los péptidos
gastrointestinales desempefian un papel en la modulacidn
de dicha motilidad; la presencia de fibra vegetal en la
dieta, el estrés y los cambios en la concentracidn

intraluminal de los dcidos biliares pueden asimismo

influir sobre la motilidad del colon. Por otra parte,
existe una indudable influencia psicoldgica (enfado,

aprensién, ira, depresién).

Finalmente, hay que decir que 1la regulacién
nerviosa de la funcién gastrointestinal se caracteriza
por tener un grado elevado de autonomia. Aungue recibe
la influencia del sistema nervioso autdénomo, presenta
caracteristicas muy especiales gue la separan

marcadamente de 1la regulacién en otros érganos,
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pudiendo ser considerado conceptualmente como un

sistema integrador independiente.

I.4.1.2.- Sistemas de neurotransmisidn.-

Las neuronas intrinsecas se encuentran distribuidas
en el plexo submucoso y en el plexo mientérico. Las
neuronas mientéricas inervan el musculo c¢ircular y el
longitudinal y proyectan también hacia neuronas del
plexo mucoso; 1las neuronas submucosas inervan la
muscular mucosa Yy las células glandulares de la

mucosa (Fig. F).

Las redes ganglionares de 1los plexos difieren en
cada localizacién segmentaria por su riqueza neuronal y
sindptica y por 1la distribucién proporcional de los
diversos neuromoduladores. La inervacién colinérgica es
abundante en el sistema nervioso entérico. Ademas de
las aferencias extrinsecas vagales, el 50 % de 1las
neuronas del plexo submucoso y el 20 % de las del
‘mientérico contienen acetilcolina, frecuentemente en

asociacidén con otros cotransmisores.
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FIGURA F
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Inervacién intrinseca y extrinseca de la pared del tubo
digestivo. Tomado de: Florez, J.; Armijo, J.A.;

Mediavilla, A.: Farmacologia humana. Eunsa. Pamplona 1987.
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La transmisién neuroquimica en los cuerpos
celulares de las neuronas entéricas se realiza por
mecanismos sinépticos réapidos y lentos. Dicha
transmisién a nivel intraganglionar es en su mayor parte
de caracter nicotinico, mientras que a nivel efector es

muscarinico.

La accién de la dopamina a nivel gastrointestinal
ha suscitado gran interés debido a la importante accién
eucinética que producen algunos bloqueantes de
receptores dopaminérgicos D2, como la metoclopramida y
el bromopride que se verdn mas adelante. La dopamina
exégena produce con frecuencia inhibicidn de‘ la
motilidad en diversos segmentos del tracto gastro-
intestinal pero, a pesar de los esfuerzos realizados,
no se han detectado neuronas ni terminaciones

dopaminérgicas en los plexos entéricos.

1.4.1.3.~ Farmacos reguladores de la motilidad

gastrointestinal. -

Son aquellos que se caracterizan por mejorar la
coordinacidén cinética de los diversos segmentos del tubo

digestivo. Se distinguen tres grupos:
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1) Farmacos estimulantes motores gastrointestinales
propiamente dichos.- Son aquellos que favorecen
principalmente la coordinacién del bloqgqueo eséfago-
gastro-duodenal. Pertenecen a este grupo la familia

de las benzamidas u ortopramidas, cuyo principal

representante y prototipo es 1la metoclopramida y donde
se encuentran otros posteriores, también de origen
sintético, como el bromopride, tiapride vy clebopride.
Igualmente, estdn incluidos en este grupo los

benzimidazoles, representados principalmente por la

domperidona, Yy algunas fenotiacinas entre las gue cabe

- destacar la metopimazina.

b) Farmacos inhibidores de la discinesia esofégica.- Se
caracterizan por aliviar ciertos cuadros clinicos
relacionados con alteraciones primarias de la motilidad
esofdgica (determinados nitratos, antagonistas del

calcio, anticolinérgicos).
c) Farmacos espasmoliticos generales.- Son relajadores

inespecificos de la fibra muscular lisa de 1la pared

gastrointestinal (papaverina, atropina).
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I.4.2.~-FARMACOLOGIA DEL VOMITO: ANTIEMETICOS.-(91,92,93)

El vémito es un acto reflejo altamente estereoti-
pado, que incluye una serie de acciones <complejas en
las que intervienen masculo 1liso, misculo estriado vy
glandulas, culminando con la expulsién forzosa del
contenido gastrico a través de la boca. Va precedido de
una serie de acontecimientos preliminares (anorexia,
respiracién répida, saliveo copioso, sudor, palidez) y

de nauseas.

El control del mecanismo del vémito se realiza a
través de dos Areas localizadas en el sistema nervioso

8

central:

- El centro del vémito, que se encuentra en la formacién
reticular y es wuna zona rica en receptores muscarinicos

e histaminicos H-1.

- La zona quimiorreceptora desencadenante o gatillo, que
también se encuentra a nivel bulbar, en el suelo del
cuarto ventriculo, pero al exterior de la barrera

hematoencefdlica, lo cual 1le permite entrar en contacto
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con la sangre y las sustancias que ésta pudiera
contener. Es una zona rica en receptores dopaminérgicos.
La estimulacién quimica de esta zona produée estimulos
aferentes hacia el centro del vémito, UGltimo responsable

de la émesis.

Aquellos farmacos que reducen o hacen desaparecer
las néuseas Yy el vémito son los denominados
antieméticos. Estos se pueden clasificar de acuerdo con

su lugar preferente de accién en:

a) Antieméticos de accién periférica, donde se
encuentran sustancias con accidén anestésica local
(benzocaina, procaina, lidocaina, hielo en trocitos o
soluciones liberadoras de anhidrido carbdnico en la

mucosa gastrica).

b) Antieméticos de accién central, dentro de los cuales

se pueden distinguir:
- Farmacos dotados de actividad anticolinérgica.

- F&rmacos antihistaminicos.

- Fadrmacos con actividad antidopaminérgica.
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Tres grandes grupos de fArmacos antidopaminérgicos
se pueden destacar: 1) Fenotiazinas (clorpromazina, flu-
fenazina); 2) Butirofenonas (haloperidol, domperidoné);
y 3) Benzamidas sustituidas y ortopramidas, ya citadas.
Todos estos farmacos se comportan como antieméticos,
por antagonizar los efectos de 1la dopamina sobre sus
receptores D2 en la zona quimiorreceptora gatillo. Sin
embargo, aunque ésta es la accién primordial, se cree
que a altas dosis pueden actuar directamente sobre el
centro del vémito. Para alguno de estos fAarmacos,
principalmente benzamidas sustituidas como la
metoclopramida o el bromopride, sus acciones periféricas

también pudieran contribuir en el efecto antiemético.

Son de interés en este trabajo dos farmacos cuyas
acciones principales son las descritas anteriormente:
estimulante de 1la motilidad gastrointestinal Yy
antiemética. Nos estamos refiriendo a la metoclopramida

Y el bromopride, los cuales se estudian a continuacidn.
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I.5.- METOCLOPRAMIDA

I.5.1.- ESTRUCTURA Y PROPIEDADES.- (84,94,95)

Descubierta al final de 1los aflos sesenta, 1la
metoclopramida es un derivado sintético de la benzamida
relacionado con la procainamida (Fig. G), pero carece de

efectos antiarritmicos y anestésicos locales.

Asimismo, podria decirse que deriva de 1la orto-
anisamida (o-metoxibenzamida), al igual gue el
sulpiride, fArmaco neuroléptico y antiemético que
tiene en cierto modo un parentesco farmacoldgico con
aquella. Es, pues, una benzamida sustituida del grupo
de las ortopramidas, respondiendo a la formulaciédn

4-amino-5-cloro-2-metoxi-N(2-dietilaminoetil) benzamida.

Se utiliza normalmente su sal en forma de
clorhidrato monohidrato, siendo su solubilidad de

aproximadamente 1.43 g/ml en agua Y 333 mg/ml en

alcohol etilico.
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FIGURA G
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Férmula estructural de la metoclopramida y la

procainamida.
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I.5.2.- FARMACODINAMIA.-

I.5.2.1.~ Acciones gastrointestinales.-

La metoclopramida tiene marcado efecto en 1la
motilidad gastrointestinal tras su administracién
oral o intravenosa, tanto en animales como en el

hombre (96,97).

Posee varios efectos en 1la actividad mecénica
de la musculatura lisa gastrointestinal. A bajas
concentraciones, in vitro, la metoclopramida incrementa
el tono basal y la actividad contractil de dicha
musculatura, mientras que a altas concentraciones 1la

actividad mecénica es inhibida (95}.

-Eséfago:

En este érgano la metoclopramida produce un aumento

en la amplitud del las contracciones esofdgicas y en la

presidén del esfinter esofdgico inferior (98,99).
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La administracién intravenosa de metoclopramida en
individuos sanos, embarazadas y pacientes con hernia de
hiato (con y sin reflujo gastro-esofadgico) dio como
resultado un incremento significativo en la presidén del
esfinter esofagico inferior. Después de la administra-
cidén, el comienzo en la elevacién de dicha presién fue a
los 2 a 5 minutos, con una duracién de 90 minutos vy
alcanzando el pico madximo a los 10 a 20 minutos. Tras la
administracién oral el tiempo de actuacidn incrementé a
120 minutos y se alargd el periodo de comienzo de los
efectos (10 a 20 min.) y el de aparicién del pico maximo

a 40 minutos (100,101).

- Estdémago:

Sobre éste, la metoclopramida induce una
aceleracién importante del vaciamiento y un incremento
en la amplitud de  1las contracciones gastricas. Estos
2fectos se demostraron mediante la administracién de 10
a 40 mg de metoclopramida via oral, intramuscular o
intravenosa. Los efectos se observaron . mejor en
pacientes cuyo vaciamiento gastrico era anormalmente

lento o sus contracciones gastricas o duodenales
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irregularmente débiles, que en aquellos otros cuya

actividad era normal (99).

E1l aumento del peristaltismo gastrico es
sustancial, con rapida evacuacidén gdstrica y relajacién

del antro pilérico (84).

La onda de contraccién antral va seguida por una
serie de ondas de presién duodenal. La metoclopramida
coordina las contracciones del antro y del duodeno de
forma que el gradiente de presién gastroduodenal

facilita el vaciamiento gastrico (90).

En cuanto a la secrecién gastrica, estudios
realizados en voluntarios adultos muestran que dicho
farmaco no tiene efectos significativos sobre 1la
secrecién de acido  en el estémago, o sobre los niveles

séricos de gastrina (96,101).
- Intestino delgado:
La metoclopramida estimula 1la contraccién de 1la

musculatura lisa del intestino delgado en animales,

personas voluntarias sanas, mujeres embarazadas Y
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pacientes con motilidad gastrointestinal debilitada,
disminuyendo el tiempo de trénsito a través de él. Estos
efectos son antagonizados por agentes anticolinérgicos

(96).

El incremento en 1la frecuencia y amplitud de 1la
contracciones duodenales en individuos sanos ocurre a
los 15 minutos de la administracién intravenosa de 10 a
20 mg. de metoclopramida y dura alrededor de 10 a 30
:minutos (102). Al parecer no tiene efecto en pacientes

sin actividad basal del duodeno (103}.

Segin los trabajos de Oigaard y Fleckenstein (104),
este farmaco estimula 1la motilidad intestinal més
fuertemente que el anticolinesterasa bromuro de

piridostigmina.
- Intestino grueso:

La accién de la metoclopramida sobre la motilidad
del colon permanece controvertida. In vitro, incrementa
la magnitud y la frecuencia de la franja circular de la
musculatura lisa del «colon en el hombre y animales

(105). No obstante, en otros estudios in vive no se
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demostraron, de forma consistente, acciones sobre la

motilidad del intestino grueso (99).

En estudios posteriores con pacientes diabéticos
que presentaban neuropatia autondmica severa, Battle Yy
co0l.(106) demostraron un incremento de 1la actividad

motora del colon tras la administracién de 20 mg de

metoclopramida via intravenosa, 0 de neostigmina
intramuscular.
Ademés, ségﬁn Battle y col. (107) en 1981, 1la

administracidén intravenosa de 10 mg de metoclopramida
en 10 pacientes con esclerosis sistémica progresiva

estimuld la actividad contractil del colon en 4 de

ellos.

Aunque en los ensayos iniciales se considerdé que
habia una respuesta fisioldégica escasa al farmaco en el
colon, investigadores posteriores han constatado un
aumento de la amplitud de las contracciones Yy una
disminucién del tiempo de transito en dicho érgano. Esto
se ha observado tanto en voluntarios sanos c¢como enh

pacientes con enteropatia diabética grave (108).
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I.5.2.2.- Mecanismo de la acciones gastrointestinales.-

El mecanismo de accidn exacto de la metoclopramida
sobre el tracto gastrointestinal permanece ain sin
clarificar. No obstante, se ha establecido que las -
contracciones gastricas y esofdgicas producidas por este
farmaco fueron inhibidas por agentes anticolinérgicos
como la atropina y  potenciadas por medicamentos

colinérgicos como el carbacol y la metacolina (99).

Ya que la vagotomia no modifica los efectos gastro-
intestinales de la metoclopramida, ello sugiere gque el
lugar de accidén es localizado, siendo - éste las
terminaciones nerviosas = periféricas en el misculo

intestinal (109).

A diferencia de los farmacos colinérgicos, la
metoclopramida requiere lugares intrinsecos neuronales
de almacenamiento de acetilcolina para ejercer sus
acciones farmacoldgicas. La actividad postsinédptica
resultante para la metoclopramida se debe a la facilidad
para aumentar la liberacidén de acetilcolina en las

neuronas colinérgicas postganglionares del tracto
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grastrointestinal y la sensibilizacién de los receptores
muscarinicos de la musculatura lisa gastrointestinal a

las acciones de la acetilcolina (95,108).

Destaca la accidén facilitadora de la metoclopramida
sobre la actividad colinérgica gastrointestinal a nivel
periférico. Esta accién se realiza fundamentalmente a
nivel presindptico, estimulando la liberacién de 1la
acetilcolina pero se desconoce si dicha facilitaciédn es
el resultado de una accidén inespecifica, o si se debe a
la interaccién con receptores presindpticos de otros
sistemas: a) bloqueo de adrenoceptores alfa 2 o de
Leceptores muscarinicos, que tienen una funcién
inhibidora de la liberacidén de acetilcolina; b) agonismo
parcial sobre receptores de la 5-hidroxitriptamina, otro
neurotransmisor relacionado con la conduccidén nerviosa

intestinal (90).

Hay y col.(110) en 1977 vy Hay y Man (111) en 1979
refieren que los efectos de la metoclopramida pueden
ser debidos a un aumento en la 1liberacidén de
acetilcolina. También podria sensibilizar los receptores
muscarinicos de la acetilcolina en la musculatura lisa

gastrointestinal (112) o facilitar los mecanismos
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colinérgicos por alguna otra accién, segin 2Zar ¥y

col.(113).

Pinder y c¢o0l.(96) en 1976 sostienen que 1la
metoclopramida no tiene actividad anticolinesterasa
Yy sus acciones no son . afectadas por 1los agentes
bloqueantes ganglionares. No obstante, 1la sensibi-
lizacién por acetilcolina puede prevenirse por dichos

bloqueantes (95).

Posteriormente y en contraposicién, Fontaine vy
Reuse (114) observaron en su trabajo que las-benzamidas
sustituidas (metoclopramida, bromopride, tiapride A
sulpiride), a concentraciones de 10 a 100 microM,
aumentan de manera significativa 1la sensibilidad del
recto abdominal de rana a la acetilcolina exdgena, pero
no al carbacol. Sugieren que dicho efecto podria estar
relacionado con la actividad anticolinesterasa de estos
farmacos,la cual fue medida en homogeneizados obtenidos

del citado musculo.
Por otra parte, se propone que la metoclopramida

potencia el peristaltismo de 1los primeros tramos del

tubo digestivo, aumenta el tono de la parte inferior
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del eséfago y relaja el piloro quizd por antagonizacidn
de 1los efectos inhibidores de la estimulacidn

dopaminérgica (115).

Algunos experimentos tratan de evidenciar dque la
dopamina es un neurotransmisor inhibidor en el eséfago y
en el estdmago de hombre y animales y que la
metoclopramida actdia antagonizandola (115,116). No
obstante, efectos opuestos de la dopamina Yy los
antagonistas en el misculo 1liso gastrointestinal no
aportan pruebas de que 1la dopamina sea un neuro-

transmisor inhibidor en el intestino (116).

Se ha prestado, pues, particular atencién al
blogueo de los receptores D2, habiéndose aceptado de
modo general que la estimulacién dopaminérgica a nivel
gastrointestinal es de cardcter inhibidor. Dicho efecto’
es regido por el vago vy es abolido por la vagotomia.
Con la metoclopramida, se produce una inhibicidn
farmacoldgica de este efecto, que puede ser a su vez

antagonizada por la administracién de levodopa (108).

Sin embargo, existen autores (90) que alegan

importantes dificultades para aceptar esta hipdtesis:
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a) no se han detectado neuronas ni fibras dopaminérgicas
en la pared gastrointestinal, ni se ha demostrado su
accién fisioldégica a nivel de los plexos; b) no se
localizan receptores dopaminérgicos en todas las
especies animales; ¢) la accidén de la dopamina puede ser
explicada por la activacién sobre otros receptores (por
ejemplo adrenérgicos), d) hay derivados benzamidicos que
carecen de actividad antagonista b2 vy mantienen su

capacidad de estimular la motilidad gastrointestinal.

Los mismos autores indican la posibilidad de que el
efecto facilitador del vaciamiento gastrico producido
por la metoclopramida tenga un componente central, no
dopaminérgico, consistente en un aumento de la actividad

de centros nerviosos de cardcter colinérgico.

En consecuencia, el mecanismo de accién de 1la

metoclopramida puede explicarse mediante tres hipdtesis:

-1) Por la liberacién de acetilcolina como consecuencia
de la estimulacidén de 1la neuronas postganglionares
colinérgicas y de los plexos nerviosos intrinsecos del

tubo digestivo,lo que produciria un aumento de la
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contraccién del misculo 1liso. Osea potenciacidén de los

efectos colinérgicos.
-2) Por acciédn directa sobre la musculatura lisa.

~3) Por bloqueo de la accidén de 1la dopamina sobre los

receptores D2.

I.5.2.3.- Accién antiemética.- (92,99)
La metoclopramida posee una gran eficacia
antiemética siendo, como tal, el farmaco mas

empleado. Dicha accidén es ejercida a nivel central
(zona quimiorreceptora gatillo) vy a nivel periférico

{gastrointestinal).

Es un potente antagonista del vémito inducido en el
hombre por apomorfina, hidergina, reserpina y sulfato de
cobre. Su accién antiemética es treinta y cinco veces

mas intensa que la de la clorpromazina (117).

También contrarresta el vémito postoperatorio y el

provocado por agonistas dopaminérgicos, opiéaceos,
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digitalicos, tuberéulostéticos, antineoplédsicos incluido
el cis-platino. Con este (Gltimo se usan altas dosis de
metoclopramida (2 mg/kg) para prevenir las néuseas o el
vémito o para reducir el numero y duracién de 1los

periodos eméticos.

Asimismo, desarrolla su accidén en aquellos vémitos

que se pueden producir durante el embarazo.

1.5.2.4.~ Mecanismo de la accidén antiemética.- (95,99)

El mecanismo preciso de esta accién de la
metoclopramida no esta del todo claro, pero dicho
fdrmaco afecta a la zona quimiorrectora gatillo medular,
bloqueando los receptores dopaminérgicos en dicha zona.
Ademds disminuye 1la sensibilidad de los nervios
viscerales que transmiten impulsos aferentes desde el
tracto gastrointestinal al centro del vémito en 1la

formacidén reticular lateral.
A esto se suma que la metoclopramida, con su acciédn

estimulante sobre el vaciamiento géstrico, mejora el

vémito evitando la relajacién géstrica que lo precede.
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I.5.2.5.- Otras acciones farmacoldgicas.- (84,90,118)

Sobre el sistema nervioso central, la
metoclopramida, al igual que otras benzamidas, se
comporta como bloqueante de los receptores D2, pero
su potencia es inferior a la del supiride vy ‘demés
compuestos. De ahi que a dosis terapéuticas, dicha
accién depresora central de tipo neuroléptica, casi no
aparezca. Sin embargo, a veces induce cuadros
extrapiramidales y a dosis elevadas 1llega a producir

claros efectos neurolépticos.

A pesar de que la metoclopramida estd <clasificada
como un antagonista selectivo de 1los receptores D2
dopaminérgicos y aunque existen teorias que avanzan en
este sentido, el 1lugar y mecanismo de accidén molecular
de ésta y otras benzamidas derivadas, permanece sin
~clarar. Ademas la falta de potencia de las benzamidas
en los lugares de los receptores D1 y D2 sugieren que

ninguno de ellos ofrece wuna total explicacién de 1la

accién de estos farmacos (119).

En personas anestesiadas, la administracién
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intravenosa de metoclopramida puede a veces ocasionar
una caida de presién arterial; en cambio, en pacientes
con feocromocitoma ha originado crisis hipertensivas por

estimulacién de la médula suprarrenal.

Segan Fang Yy col.(120) dlicho farmaco estimula la
liberacién de prolactina, pero el exacto mecanismo no
estd claro. El mencionado efecto es producido a bajas
concentraciones, mientras que a altas ocasiona una
inhibicién en la 1liberacién de dicha hormona (121).
Asimismo, puede producir aumento en la secrecién de

aldosterona y parathormona.

I.5.3.-FARMACOCINETICA.- (90,122)

La absorcién oral de la metoclopramida es Dbuensa,
alcanzandose la concentracién méxima en una hora. Por
via rectal la absorcién es 1lenta e incompleta. Pasa a
todos los dérganos, especialmente el tracto gastro-
intestinal, higado, corazén, y atraviesa 1la barrera
hematoencefalica, distribuyéndose irregularmente en el
cerebro, en el <cual la concentracién mas elevada se

alcanza en el Area postrema.
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El metabolismo hepatico es muy variable, lo que
hace que la biodisponibilidad fluctle de un individuo a
otro entre el 32 y el 79 %. Las concentraciones méximas
plasmdticas también estdn sujetas a esta variabilidad.
Por término medio se pueden alcanzar valores sanguineos
de 100, 80 vy 40 ng por ml., tras la administracién de
10 mg via intravenosa, 20 mg vy 10 mg via oral,
“espectivamente (99). En general aparecen efectos
téxicos con niveles por encima de 120 ng por ml. En la
leche, a donde también llega, la concentracidén alcanzada

es doble que en el plasma.

Se elimina con rapidez por conjugacién hepéatica el
80 % y eliminacidn renal el 20 % , siendo su vida media
de 4.2 a 5.1 horas por via oral, y de 2.6 a 4.6 horas
por via intravenosa. En la insuficiencia renal la vida
media aumenta a 14 horas, habiéndose descrito en
tales casos una incidencia mayor de reacciones

extrapiramidales.
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I.5.4.- INDICACIONES TERAPEUTICAS.- (90,108,118)

En la actualidad las indicaciones de la
metoclopramida comprenden la gastroparesia diabética y
del reflujo esofégico, dispepsia flatulenta, otras
alteraciones funcionales de la motilidad intestinal y
la reduccién del vémito, principalmente y a altas dosis,
en el secundario a la quimioterapia anticancerosa.
Asimismo, se ha empleado para facilitar la intubacidn
del intestino delgado y el examen radiolégico de éste Yy

del estémago (123).

Ademds, se han 1dentificado un cierto nimero de
posibles indicaciones, hasta ahora no aprobadas por la
FDA y que actualmente estdn justificadas por trabajos
publicadqs. Asi, su uso para reducir el riesgo de
aspiracién del contenido gdstrico en enfermos que
deben ser intervenidos urgentemente, para tratar a
pacientes con esclerodermia vy distrofia miotdnica con
complicaciones gastrointestinales o a pacientes con ileo

paralitico inducido por la quimioterapia.
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I.5.5.- EFECTOS SECUNDARIOS.- (90,122)

A dosis terapéuticas wusuales (30 a 40 mg diarios)
la metoclopramida causa pocas reacciones adversas.
Aunque éstas son suaves, transitorias y reversibles al
suspender la medicacidén, hay trabajos (124) que aportan
una incidencia del 34 % de pacientes que las presentan a

dosis comprendidas entre 30 y 80 mg diarios.

Los efectos secundarios méas frecuentes suelen ser
somnolencia y desasosiego, existiendo datos (125) que
hablan de un 76 % de pacientes que presentaron una
sedacién 1leve cuando fueron tratados, a altas dosis
(2 mg/Kg), frente a vémitos producidos por administra-

cién de antineoplésicos.

Asimismo, puede dar lugar a diarreas y en pacientes
con feocromocitoma ha provocado crisis hipertensivas.
Fendémenos extrapiramidales e hiperprolactinemia pueden
aparecer ocasionalmente a dosis terapéuticas y parkin-
sonismo en ancianos sometidos a largos tratamientos. En
nifos son mas frecuentes las distonias (trismo, tortico-
lis, espasmo facial, opistdétono, crisis oculdgiras), que

ceden con agentes anticolinérgicos (126).
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A veces se ha observado incontinencia urinaria o

broncoespasmo en pacientes asméticos.

I.5.6.- INTERACCIONES CON OTROS FARMACOS.- (91,95)

Interacciona con gran cantidad de farmacos, debido
a que modifica su absorcidén por incrementar el
vaciado gastrico y transito gastrointestinal. Asi, 1la
incorporacidén de digital, que se 1lleva a cabo en el
estémago, puede ser disminuida, mientras que la de otros
tarmacos (aspirina, diazepam, etanol, acetaminofeno,
levodopa, litio, tetraciclina), cuya absorcidn se

realiza en el intestino delgado, puede ser aumentada.

Puede potenciar la accidén de depresores del SNC,
como analgésicos, sedantes, anestésicos o alcohol Yy no
debe ser utilizada con otros fArmacos causantes de

reacciones extrapiramidales.

Segin Turner y col.(127) en 1989, la premedicacién
de 10 mg via intravenosa de metoclopramida condujo a
una prolongacién significativa de la accidén de 1la

succinilcolina.
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La administracidn conjunta de droperidol vy
metoclopramida puede precipitar la aparicién de
sUbitos temblores de piernas en pacientes no

psiquidtricos (128).
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I.6.- BROMOPRIDE.-

I.6.1.- ESTRUCTURA Y PROPIEDADES.- (122)

El bromopride es una benzamida sustituida similar a
la metoclopramida (Fig. H). Su tunica diferencia
estructural es la sustitucién en el anillo un Atomo de
cloro por uno de bromo. Se trata de una orto anisamida
que responde a la formulacidén 4-amino-5-bromo-2-metoxi-

N-(2-dietilaminoetil) benzamida.

De forma anédloga a la metoclopramida, también
guarda relacidén estructural con 1la procainamida y el

sulpiride.

Es utilizado como tal base vy también su sal, en
forma de clorhidrato. La solubilidad de la primera es
aproximadamente de 28 mg/ml en alcchol etilico,

0.1 mg/ml en agua destilada, 137 mg/ml en cloroformo

y 1 mg/ml en éter etilico (129).
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FIGURA H
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Bromopride

Formula estructural de la metoclopramida y el bromopride.
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I.6.2.- FARMACODINAMIA.-

I.6.2.1.- Acciones gastrointestinales.- (129,130,131)

Al principio se descubrié que el bromopride se
oponia a la contraccién del ileon de cobaya, provocada
"in vitro" por la acetilcolina. Sin embargo,
posteriormente, con el estudio de diferentes derivados
de las benzamidas en el ileon de cobaya, se observé que
producia una ligera estimulacién a concentraciones
comprendidas entre 10 y 100 microM. Mé&s tarde, en otros
ensayos, la respuesta dé contraccién de dicho érgano a
la acetilcolina aumentaba cuando se wutilizaba el
bromopride a una concentracién de 10 microM, mientras
que a 100 microM decrecia. Esto explicaba los primeros

hallazgos.

En preparaciones de diversos muisculos 1lisos,
especialmente duodeno e 1ileon de cobaya, se estudié
también el efecto del bromopride "in vitro". Aqui fue
confirmado el efecto estimulante o depresor segin la

concentracidén débil o fuerte empleada, pero no una
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potenciacidén de la acetilcolina.

Los efectos del Dbromopride sobre 1la motilidad
intestinal "in vivo" se probaron en perros por
electromiografia. El registro de los potenciales
eléctricos de punta Yy de la amplitud de las
contracciones mostré aumentos bajo 1la accidén de dicho
farmaco. También se observdé una aceleracidén del ritmo
eléctrico de la cavidad gastrica y de los arranques de
potencial de punta insertados sobre las ondas lentas

duodenales.

Sobre la cavidad pilérica, en el perro, la
inyeccién intravenosa de bromopride, en dosis que van de
0.064 a 4 mg/Kg., provocd un aumento dosis-dependiente

de la amplitud de los movimientos pildéricos esponténeos.

En ratas no anestesiadas y con una cénula gastrica
permanente se demostré que dicho farmaco, a dosis de 5,
10, 15 & 20 mg/Kg., provocaba una fuerte estimulacidén de
la motilidad gastrica, sobreviniendo después una fase de
freno. Al mismo tiempo, el wvolumen de la secrecién

gastrica fue disminuido.

99



Estudios de transito digestivo en ratas recibiendo
una suspensién de carbdén, han revelado con el bromopride
un discreto aumento de la velocidad de trénsito, medido
a partir del recorrido del trazador. Por otro 1lado,
dicho farmaco antagoniza el efecto de retardo producido

por la atropina.

1

®

Sobre el eséfago, segin Lux y col.(132),
bromopride, al igual que la métoclopramida, ejerce un
efecto estimulante del esfinter esofdgico inferior en el
hombre. Esta estimulacién también afecta al
peristaltismo esofdgico, sin embargo no se observaron
cambios significativos en el rango de propagacién o en

la amplitud.

Dicho f&rmaco posee una accién reguladora de 1los
trastornos funcionales de la motilidad gastrointestinal.
Ademésiparece ejercer un cilerto efecto protector en la
Ulcera de Shay por ligadura de piloro. Asimismo, 1la
Glcera provocada en la rata por inmovilizacidén durante
24 h. y 1la Glcera gastrica causada por 1la reserpina

parecen igualmente estar limitadas por el bromopride.
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I.6.2.2.- Mecanismo de las acciones gastrointestinales.-

‘No existe informacién clara al respecto. Todo lo
dicho anteriormente para la metoclopramida en este
apartado podria ser extrapolado, en parte, para el
bromopride, no estando del todo dilucidado el exacto

mecanismo de accién.

Al igual que aquella, se considera al bromeopride un
bloqueante de los receptores D2 dopaminérgicos (129) vy
su mecanismo de accidén en el aparato digestivo podria

estar relacionado con ellos.

No obstante, existen estudios gque apuntan en otro
sentido. Asi, el aumento de 1la sensibilidad de un
misculo liso a la acetilcolina exégena fue observado por
Fontaine y Reuse (114). Ellos hicieron pruebas sobre
el recto abdominal de rana y sugirieron gque dicho
efecto podria estar 1ligado a wuna inhibicién de 1la

colinesterasa.
En esta linea, Vacca y c0l.(133) en 1987

encontraron que, a ciertas dosis, el bromopride produce

efectos anticolinesterasa. Hecho que aportaron mediante
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ensayos realizados en  colinesterasa .de perro Yy de
conejo, y por la influencia sobre la accién hipotensora
de la acetilcolina incubada con suero de c¢conejo, en
presencia o ausencia del fArmaco. En sus experimentos,
el efecto anticolinesterasa de la metoclopramida resultd
ser mayor que el del sulpiride, bromopride, procainamida

v procaina, pero menor gue el de la neostigmina.

I.6.2.3.- Accidén antiemética.- (129)

El poder antiemético del bromopride frente a la
apomorfina, en el perro, ha dado lugar a diferentes
evaluaciones. Unas veces fueron encontradas dosis
antieméticas muy débiles, mientras que en otras

ocasiones dichas dosis fueron mayores.

Niemegeers (134), utilizando el citado test de la
émesis frente a la apomorfina en el perro, obtuvo una
DE-50 de 0.091 mg/Kg por via subcuténea con las
siguientes caracteristicas de accién: comienzo al cabo
de 15 minutos, méxima accibén a 1los 60 minutos y una
duracién de 180 minutos. Por via oral, la DE-50 fue de

0.33 mg/Kg.
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También se ha comprobado la accidén ejercida por el
bromopride frente a 1los efectos eméticos de los
alcaloides dihidrogenados del cornezuelo del centeno Yy
del lanatésido. De igual manera, antagonizé el efecto

emético inducido por el sulfato de cobre.

I1.6.2.4.~ Mecanismo de la accién antiemética.- (129)

Se atribuye el efecto de la apomorfina a una accién
estimulante sobre ciertos receptores dopaminérgicos
existentes en la zona quimiorreceptora desencadenante o
gatillo. Por tanto, al ser antagonizada por el
bromopride, se sugiere una primera demostracidén de 1la

propiedad antidopaminérgica de éste.

Igualmente, la accién emética de los alcaloides del
cornezuelo del centeno y del lanatdsido dependen de 1la
misma propiedad a nivel de la zona gatillo, apoyando el

mecanismo antidopaminérgico del bromopride.

Por el contrario, el sulfato de cobre no actia
sobre la zona gatillo sino a nivel periférico, por irri-
tacién de la mucosa gastrica. También aqui, como se dijo

antes, el bromopride antagonizé los efectos eméticos.
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I.6.2.5.- Otras acciones.-

De la misma forma que la metoclopramida, el
bromopride estimula la secrecién de prolactina. Seglin
Ferrau y col.(135), ambos lo hacen cualitativa vy
cuantitativamente de igual manera en la mujer normal -

adulta.

Pérez-Lépez y Abos (136) estudiaron la respuesta
hormonal de varias ortopramidas, observando el
incremento en la secrecidén de prolactina, y hallaron que
la metoclopramida posee mayor efecto a este nivel que el
bromopride. Igualmente, ninguno de ellos tuvo efecto
sobre otras hormonas pituitarias, como es el caso de la

LH.

Felicio y Naselo (137) en 1989 obtuvieron dque el
bromopride aumenté los niveles de prolactina en ratas.
Esta elevacién fue maxima recibiendo 2.5 mg/Kg de peso,

la menor de las dosis probadas.

En cuanto al comportamiento locomotor, los mismos

autores (138) un afio antes, probaron que a la dosis

104



citada, este farmaco producia una inhibicién, mientras
que administrado a razén de 5 mg/Kg de peso dicha
inhibicién era Dbloqueada, con abolicidn de las
respuestas. Ademds sugirieron que el bromopride posee

propiedades neurolépticas.

Respecto a los distintos sexos, esta benzamida
también fue estudiada (139) con diferentes tratamientos
en ratas machos y hembras, badultas. Ratas hembras de
madres tratadas durante la lactancia presentaron
cocientes de lordosis mAs bajos que 1los controles.
Aquellas de madres tratadas solo durante el embarazo no
presentaron diferencias en dicho parametro. Tampoco se

apreciaron cambios en los machos.

Mouille v c¢o0l.(140) ensayaron 1la accidén cardio-
vascular de algunas benzamidas. Segin sus resultados, el
bromopride posee un efecto hipotensor Yy hemodinémico
similar al de la metoclopramida en perros anestesiados.
Igualmente fue parecida 1la inhibicidén de las arritmias
inducidas por adrenalina, ouvabaina Yy ligadura

coronaria, en el perro y en el cerdo.
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I.6.3.~ FARMACOCINETICA.-

La farmacocinética del bromopride es similar a la
presentada por la metoclopramida. Sus aclaramientos ¥y

volimenes de distribucién fueron parecidos (141).

La biodisponibilidad parece ser 1ligeramente mas
baja para el bromopride, pero presenta amplias
variaciones entre 1los distintos individuos. El
valor de ésta para la dosis de 20 mg administrada oral
e intramuscularmente; fue del 54 y 78 por ciento,
respectivamente. Via oral, la formulacién del bromopride
en forma de céapsulas retardéd 1la absorcidén pero, no

influyé en la biodisponibilidad del fArmaco (141).

Lucker y c¢o0l.(142) realizaron estudios farmacociné-
ticos con distintas formas farmacéuticas (supositorios,
gotas y cépsulas), no encontrando diferencias de
biodisponibilidad entré ellas. Dan valores del 70 % para

una sola dosis y del 90 % para dosis miltiples.

Los niveles plasméaticos maximos alcanzados tras
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la administracién de dosis simples orales de 10, 20 y
30 mg fueron de 20 ng/ml., 32 ng/ml. y 64 ng/ml.,
respectivamente. Con monodosis intramusculares de 20 mg.

se obtuvo un pico madximo de 108 ng/ml.(141).

Grassi y col.(143) proporcionan, sorprendentemente,
cifras de 453 ng/ml. y 685 ng/ml. de bromopride en
plasma relativas a dosis simples de 10 mg. via oral e

intramuscular.

Brodie y co0l.(144), mediante <c¢romatografia liquida
de alta resolucidén, determinan concentraciones plasma-
ticas de 55 ng/ml. una hora después de la administracién

oral de 20 mg. de bromopride.

Presumiblemente la biotransformacién es hepdtica
(141), siéndo uno de los principales metabolitos
el monoetil-bromopride (145), y solo una pequefia
proporcidn, inferior al 10 %, es excretada por la orina

sin modificar (144).
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I.6.4.- INDICACIONES TERAPEUTICAS.- (131)

Al igual que la metoclopramida, el bromopride esté
indicado en la regulacién de 1los trastornos patolégicos
de 1la motilidad gastrointestinal, asi como en la
sintomatologia clésica de dichas alteraciones. También
tiene wutilidad en el tratamiento del reflujo gastro-
esofdgico, estenosis pilérica Y en - la atonia

postoperatoria.
Debido a su propiedad antiemética, es asimismo

empleado para combatir los vémitos de cualquier

etiologia.

I.6.5.- EFECTOS SECUNDARIOS.- (131)

Son parecidos a los causados por la metoclopramida.
“demds de los ya mencionados en el apartado de acciones
farmacoldgicas, sobre el sistema cardiovascular Y
hormonal, el bromopride puede dar lugar, sobre todo con
posologias elevadas, a fendmenos de fatiga vy

neurolépticos. Estos Ultimos son de tipo disquinético.
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I1.6.6.- INTERACCIONES CON OTROS FARMACOS.- (131)

La administracién simultédnea del bromopride con
fdrmacos neurolépticos o antivertiginosos, que actiien a
nivel de la sustancia reticulada, puede dar lugar a la

potenciacidén de los efectos.
Al igual que la metoclopramida, puede afectar a la

absorcién de medicamentos, debido a su efecto sobre la

motilidad gastrointestinal.
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OBJETIVOS

A la vista de las consideraciones efectuadas
en este apartado de Introduccién, Yy ante la
observacidén realizada en nuestro laboratorio de que los
farmacos antieméticos y estimulantes de 1la motilidad
gastrointestinal, metoclopramida y bromopride, inhiben
ia actividad de la colinesterasa plasmatica vy
eritrocitaria humana, 1los objetivos esenciales del

presente trabajo son:

1.- Caracterizar la inhibicién producida por dichos
fdrmacos sobre las c¢olinesterasas humanas sérica vy

hemética.

2.- Analizar en profundidad el mecanismo de accién
farmacoldégico admitido en la actualidad para 1los
fadrmacos, tipo benzamidas sustituidas, metoclopramida y

bromopride.

3.- Proponer, a tenor del tipo de inhibicién que

ocasionan la metoclopramida y el bromopride sobre las
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colinesterasas, la idea de un nuevo mecanismo de accién
que, sin invalidar los aceptados con anterioridad,
contribuya a un mejor conocimiento del modo de actuaciédn
de estos fadrmacos, ampliamente utilizados en medicina

Al

humana.

4,- Realizar una aportaciédn, mediante los
resultados obtenidos en nuestros ensayos, del modo en
que la metoclopramida vy el bromopride interaccionarian
con el centro activo de las colinesterasas, ayudando a
una mejor comprensién del mecanismo inhibitorio vy

posibles previsiones para otras benzamidas sustituidas.

5.- Teniendo en cuenta la similitud estructural de
estos farmacos con 1la dibucaina, se pretende analizar y
comparar el comportamiénto que tendrian frente a
determinadas variantes genéticas de 1la colinesterasa
sérica, usual y atipica, observando 1la posibilidad de
ser utilizados cdmo herramientas analiticas para el
estudio y deteccidén de otras variantes anormales de

dicha enzima.
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IY.— MATERIAL Y METODOS
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Material v metodos

Los ensayos realizados en este trabajo, tanto para
la determinacién de la CHE como de la ACHE, se basan en
téchicas espectrofotométricas gque determinan - la
actividad de una reaccidén enzimadtica. La velocidad de la
reaccién se establece en relacién a los incrementos de
absorbancia, a una determinada longitud de onda, por

:imnidad de tiempo.

Todas las pruebas se llevaron a cabo "in vitro"
coexistiendo en el medio de reaccién la enzima
procedente de las - distintas muestras, el sustrato
adecuado para cada enzima, el agente cromdégeno y el

supuesto inhibidor.

II.1.- MUESTRAS UTILIZADAS.-

Las enzimas fueron analizadas en aquellas fuentes

donde estaban contenidas de forma predominante en el
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hombre. La CHE fue obtenida del suero y la ACHE de un

hemolizado de hematies.

La preparacién de dichas muestras se hizo como

sigue.

II.1.1.~ SUERO HUMANO.-

Se realizaron extracciones de sangre por puncién
venosa a diez varones adultos sanos. Por coagulacién a
temperatura ambiente y posterior centrifugacién fueron
separados los sueros. A éstos se les determindé la CHE,
segin el método que describiremos a continuacién, y el
nimero de dibucaina, resultando para todos ellos valores
comprendidos dentro del 1limite de la normalidad. A
partir de los mismos se consiguieron diferentes pool de

sueros, que fueron empleados para nuestros propésitos.

La conservacidén de las muestras se llevd a efecto

mediante congelacién a temperatura inferior a =200 C.

También fueron utilizados, en otra fase de nuestros

ensayos relacionada con las variantes atipicas  de 1la
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CHE, <cuatro sueros procedentes de pacientes que
presentaron variantes genéticas de dicha enzima. Estos
fueron proporcionados por el Servicio de Bioquimica
Clinica, Departamento de Andlisis Clinicos, del Hospital

Universitario " Virgen del Rocio ".

IT.1.2.- HEMOLIZADO DE ERITROCITOS HUMANOS. -

Para su obtencidén se extrajo sangre por venopuncién
a tres personas adultas sanas, recogiéndose en tubos que
contenian heparina como anticoagulante. Inmediatamente
fue centrifugada a 2000 r.p.m. durante quince minutos,
se separdé el plasma y se afiadidé un volumen igual de
solucién isotdénica estéril de cloruro sédico. E1
sobrenadante fue retirado y se repitié tres veces el
lavado de los hematies. En el Gltimo, tras desechar el
sobrenadante, se tomé con una pipeta un volumen del
paquete de eritrocitos y se realizé una dilucidn 1:50

con agua destilada y desionizada.

Los tres hemolizados, asi conseguidos, fueron

destinados para la determinacidn de la actividad
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enzimdtica de la ACHE pocos minutos después de su

preparacién, y cada uno de ellos por separado.

II.2.- REACTIVOS UTILIZADOS.-

Para el andlisis de la enzima sérica se dispuso de
los sustratos butiril y acetiltiocolina. E1 primero a
partir de una solucién de vyoduro de butiriltiocolina
218 mM y el segundo de otra de yoduro de acetiltiocolina
156 mM, preparadas por rehidratacién de un liofilizado

con 3 ml de agua destilada y desionizada.

El medio de reaccién contenia un tampén de fosfatos
52 mM a pH 7.7 para el primer sustrato y a PpPH 7.2 para
el segundo. En el caso del agente cromégeno se partié de

una solucién 0.26 mM de DTNB.

En el ensayo de la enzima eritrocitaria se empled
yoduro de acetiltiocolina 15.6 mM, un tampén de fosfatos
a pH 7.2 y el mismo agente cromégeno citado

anteriormente.

Todos los reactivos mencionados hasta ahora fueron
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suministrados Boehringer Mannheim GmbH, en sus métodos
comercializados para el andlisis de una y otra enzima.
Del mismo modo, tuvo dicha procedencia el clorhidrato de
dibucaina, 100 mg/100 ml, wutilizado como inhibidor e
incluido en el protocoio para determinacién del numero

de dibucaina del mismo fabricante.

La metoclopramida monoclorhidrato monohidrato fue
solicitada a los laboratorios Delagrange, S.A., siendo
recibida en forma de polvo blanco cristalino vy
respondiendo al lote 43 en 1la ficha de control de
materias primas. En ella se le asigna un punto de fusidn
de 186 oC, solubilidad normal, pH de 4.84-4.86 vy, Dpor
color, una absorbancia a 450 nm de 0.004-0.008. Asimismo
figuran superadas las pruebas de impurezas de sintesis,
arsénico, fenoles, metales pesadbs Yy grado de
opalescencia. Las distintas soluciones de este principio
activo, punto de partida para afiadir la cantidad
adecuada al medio de reaccidén, se prepararon por

disolucién en agua destilada y desionizada.
El bromopride fue también servido como polvo blanco

por los laboratorios Delagrange, S.A., pero en forma de

base. Perteneciente al 1lote 871216, respondia a un
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punto de fusién de 152 oC, solubilidad normal, pH 9.35 y
presentaba un absorbancia a 450 nm de 0.020. De manera
similar; superd los controles de impurezas de sintesis,
arsénico, hierro y metales pesados. En su ficha
cientifica nos informaron que dicho compuesto tenia una
solubilidad en acido clorhidrico acuoso (6 ml/l) a pH
1.2 de 2.4 g/100 ml., formando asi la sal correspon-
diente. Atendiendo a estos valores se consiguieron las
soluciones correspondientes para ser adicionadas al
medio de reaccidén. El acido clorhidrico dedicado para

este fin fue de grado analitico.

II.3.- APARATOS Y MATERIAL UTILIZADOS.-

~ Los incrementos de absorbancia fueron medidos con
un espectrofotémetro RDJ-55, con lampara haldgena de
tunsteno, monocromador con red de difraccién de alta
resoluciéﬂ y calculador de cinéticas. Se emplearon
microcubetas de poliestireno desechables vy con 1 cm de

longitud.

- Para ia obtencién de las muestras nos servimos de

una centrifuga Heraus, modelo varifuge, RS., c¢on
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cabezales oscilantes.

- Tres micro-pipetas automdticas graduables Brand-
Transferpettor que abarcan un rango de 5-25, 10-50 y 20~

100 microlitros, respectivamente.

- El1 peso de los principios activos se hizo en una
balanza de precisién Prolabo de cadena, y se manejé
material de vidrio ({probetas, pipetas, vasos de
precipitado y frascos de Erlenmeyer) de calidad
contrastada. Los tubos de ensayo fueron de plastico y

desechables.

II.4.- PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.-

El fundamento basico de la determinacién de CHE y
ACHE en nuestros ensayos es el método colorimétrico
descrito para ambas enzimas en el apartado I.2.2. Se
trata de la hidrdlisis de 1los sustratos, butiril o
acetiltiocolina, por dichas enzimas vy la subsiguiente
interaccién del grupo tiol formado c¢on el reactivo de
Ellman (DTNB). Consecuentemente tiene lugar la aparicién

del anién amarillo, 5-tio-2~nitrobenzoato, cuya
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cuantificacién es medida por espectrofotometria a 410 nm
en relacién a 1los incrementos de absorbancia por unidad

de tiempo.

Debido a la capacidad de 1la CHE de poder actuar
sobre los dos sustratos, se realizaron los estudios
enzimdticos de ésta sobre ambos, mientras que aquellos
para la ACHE se llevaron a cabo solo con la acetil-

tiocolina, dada su especificidad.

A lo largo de todas las pruebas se presto especial
atencidén al control de la temperatura, que fue siempre
de 25 2C. Se selecciond 1la modalidad de temperatura
ambiente en el espectrofotémetro y se mantuvo la
habitacién del laboratorio a 25 oC mediante un sistema

de calefaccidén por aire acondicionado.

Todos los ensayos analiticos se efectuaron por
duplicado, confirméndose la reproduccién de 1los

resultados.
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II.4.1.- DETERMINACION DE LA COLINESTERASA SERICA.-

- Sustrato butiriltiocolina.-

Las reacciones gque transcurren son:

1) butiriltiocolina + H O --(CHE)-- tiocolina + butirato

2) tiocolina + DTNB ~-=wrmemeemew- 5-tio 2-nitrobenzoato.

El medio de reaccidén se prepard con 1.5 ml de 1la
solucidén tampén a pH 7.7 citada en el apartado de
reactivos, la cual contenia 0.26 mM de DTNB, Yy se
adiciondé 0.01 ml de 'suero. A continuacién se afladié
0.05 ml de 1la solucién de sustrato 218 mM, midiendo
rdpidamente la extincién inicial, y su valores a los 30,
60 y 90 segundos después, a 410 nm. Se observd que la
reaccidén transcurria de forma lineal. La actividad de la
CHE en U/1 fue calculada multiplicando la media de los
incrementos de las absorbancias por el factor 23460,

segin el fabricante del método.

Las concentraciones finales en el medio de

reaccidén, al inicio de ésta, fueron:
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- Yoduro de butiriltiocolina .. 7 mM.
- Tampdn de fosfatos .......... 50 mM.

= DTNB . ittt ittt ie e 0.25 mM.

El protocolo analitico fue sometido a control de
calidad utilizando los sueros controles Precinorm U ¥y

Precipath U, adquiridos a la misma casa comercial.

- Sustrato acetiltiocolina. -

Las reacciones que tienen lugar son:

1) acetiltiocolina + H O ---(CHE)--- tiocolina + acetato

2) tiocolina + DTNB ==--~-—--eue- 5-tio 2-nitrobenzoato.

La determinacién se efectué con 1.5 ml de 1la
solucidén tampdédn a pH 7.2, cuya concentracidédn en DTNB era
de 0.26 mM y la adicidén de 0.01 ml de suero. Posterior-
mente se agregdé 0.05 ml de yoduro de acetiltiocolina
156 mM. De forma similar se leyd la extincidén inicial y
los incrementos a los 30, 60 y 90 segundos después. La
actividad enzimdtica fue calculada como resultado del
producto de la media dichos incrementos y el factor

23460, facilitado por el método.
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Las concentraciones finales en el ensayo, al inicio

de la reaccién, fueron las siguientes:

- Yoduro de acetiltiocolina .. 5 mM.
- Tampdén de fosfatos ......... 50 mM

IT1.4.2.- DETERMINACION DE LA ACETILCOLINESTERASA INTRA-

ERITROCITARIA. -

Se llevé a cabo segln la técnica colorimétrica de
Ellman, atendiendo a la descripcidén que hace Whittaker
(60) en su trabajo, al articulo de Lewis y col.{(61) para
el cdlculo de la actividad enzimdtica y a la metodologia

proporcionada por Boehinger Mannhein GmbH.

El medio de reaccidén fue elaborado con 1.5 ml de
solucién tampdén a PH 7.2 y DTNB 0.26 mM. Se afiadié
0.02 ml de hemolizado (1:50), dejando incubar tres
minutos. Acto seguido se . puso 0.05 ml de vyoduro de
acetiltiocolina 15.6 mM y se mididé la extincidn inicial
y los incrementos por minuto a 410 nm, hasta un total de

cinco minutos. Se comprobdé gue 1la reaccidn transcurria
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de forma lineal y fue hallada la media de dichos

incrementos de absorbancia.

Segun Lewis y col.(60), y como describiamos en la
introduccién, la actividad enzimdtica de la ACHE viene
definida por los micromoles de sustrato hidrolizados por
minuto y por 1litros de hematies. Esto viene dado por

la férmula:
Actividad = [A A / [min + E] ] + [Vt/Vh] - [100 D/H]

en la cual, si tenemos en cuenta los  volumenes

susodichos y que partiamos directamente del paquete de

hematies, tendremos:

A=[A A/ [min - E] - 3925

y sustituyendo el valor de E = 13.4 - 10—3L . micromofJ

-1
cm .

A (u/l) = A A/ min - 292910

Las concentraciones finales en el medio de reaccidn

al inicio de la hidrdlisis fueron:
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- Yoduro de acetiltiocolina ... 0.5 mM.

- Tampdén de fosfatos ......... 50 mM.

S 1 \ - 0.25 mM.

I1.4.3.- DETERMINACION DE CHE Y ACHE EN PRESENCIA DE
INHIBIDOR. -

Cuando se analizé ia actividad de dichas enzimas en
presencia de un inhibidor conocido (dibucaina), o posi-
bles candidatos a serlo (metoclopramida y bromopride),
se procedidé de igual manera. Previamente fue agregado
dicho farmaco, mediante pequefios volumenes micrométricos
de soluciones adecuadas, hasta alcanzar la concentracién
deseada en el medio de reaccién. Se 1llevdé a efecto una
incubacidén de dos minutos con una u otra enzima, antes
de dar comienzo a la hidrélisis con 1la adicién del

sustrato.

Variando las concentraciones de inhibidor en el
medio de 1la reaccién y manteniendo constante el
resto de los reactivos, <con el sustrato Yy la enzima
correspondiente, se consiguieron los resultados de las

Tablas I a XVII y las Figuras 1 a 17.
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Para evitar interferencias o el acontecimiento de
otras reacciones secundarias se realizaron las

siguientes comprobaciones:

- Al eliminar el sustrato del medioc de reaccién la
actividad enzimdtica es nula, se haya afiadido o no el
inhibidor. Con lo cual confirmamos que no existe

interaccidén entre éste y el cromdgeno.

- Al no afladir la muestra (suero o hemolizado de
hematies), la hidrélisis no enzimdtica del sustrato es
practicamente despreciable y no se observa interaccién

entre éste y el inhibidor.

- La actividad de las enzimas, practicada con 1los
mismos volumenes de agua destilada que los afiadidos a la
reaccién con el inhibidor, no sufrié variacidn. Lo cual
indica que el infimo volumen sumado no interfiere

como tal.

- Cuando se determiné la CHE en el hemolizado con
butiriltiocolina como sustrato, su actividad fue cero.
Con ello ratificdbamos 1la ausencia de esta enzima al

determinar la actividad enzimédtica de la ACHE.
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IT.4.4.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CHE Y ACHE

VARIANDO LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. -

La concentracién de inhibidor se mantuvo constante,
asi como 1los volumenes totales de 1las distintas
reacciones enzimaticas, y las concentraciones de tampdn
y cromégeno. El sustrato acetiltiocolina o Dbutiril-
tiocolina, varidé su presencia en el medio de reaccién,
midiéndose la actividad enzimAtica de la CHE y ACHE de

la misma forma descrita en los apartados anteriores.

Las diversas concentraciones de sustrato se
consiguieron por diluciones sucesivas de los reactivos
iniciales, reportados en los métodos analiticos de 1la

casa comercial.

De esta forma se obtuvieron las Tablas XVIII a XXXV

Yy las Figuras correspondientes.
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II1.4.5.- DETERMINACION DE  VARIANTES GENETICAS DE LA

CHE. -

Con las muestras séricas normales y agquellas que
contenian variantes atipicas se procedié a determinar el
numero de dibucaina. Esto se hizo de acuerdo con la

metodologia propuesta por Boehringer Mannheim GmbH.

Para ello, el ensayo en ausencia de inhibidor se
réalizé tal y como resefidbamos para la determinacidén de
la CHE, wusando como sustfato butiriltiocolina. La
presencia de aquel se efectud afladiendo 0.15 ml de una
solucién de clorhidrato de dibucaina, 100 mg/100 ml,
y retirando el mismo volumen de 1la solucién tampdn-
cromégeno como indica el fabricante. El naGmero de
dibucaina fue valorado por medio de la férmula

mencionada en el apartado I.2.2.3.
Ne D = 100 - [ 1- A/A']

donde A = actividad enzimatica sin inhibidor Yy

A'= actividad en presencia de dibucaina.
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Segin el procedimiento empleado, los valores
encontrados para el gen normal estan comprendidos entre
70-90, para el gen heterocigdético atipico entre 30-70 y

para el gen homocigdético atipico entre 0-20.

El mismo ensayo se 1llevé a cabo sustituyendo la
solucién de clorhidrato de dibucaina (100 mg/100 ml) por
chorhidrato de metoclopramida 25 mg/ml y clorhidrato de
bromopride 12.5 mg/100 ml. Estas concentraciones mno son
aleatorias, sino como consecuencia de la bisqueda de una
inhibicidén similar con 1la dibucaina en CHE normales,
como se verd mAs adelante. Los numeros de metoclopramida
y bromopride fueron establecidos en razén a la férmula

~itada para el numero de dibucaina.

Los resultados de las Tablas XXXVI y XXXVII fueron
obtenidos segin estos procedimientos especificados. Los
de la primera partiendo de muestras de sueros normales,
mientras que para los de la segunda se utilizaron sueros
de pacientes que presentaban variantes genéticas para

la CHE.

129



ITIX.— RESULTADOS
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Resultados

En nuestro trabajo se recogen dos dgrupos de
resultados que podemos diferenciar ‘ de forma genérica.
Por una parte, aquellos que se obtienen al estudiar el
efecto, ¥y su mecanismo de accidén, de la metoclopramida,
bromopride vy dibucaina sobre la actividad enzimdtica de
la CHE y la ACHE. Por otra, aquellos gue se derivan del
comportamiento de 1la metoclopramida y del bromopride,
a concentraciones previamente fijadas, frente a
colinesterasas séricas normdles y atipicas de determi-
nados pacientes. Asimismo,  su  comparacién con la
dibucaina, de utilidad demostrada en la diferenciacién
de dichas variantes genéticas. Por tanto, distinguiremos
en esta seccidén dos partes, que se abordaradn a

continuacién.

Todas la Tablas que se describen se corresponden
con sus Figuras, en cuanto a orden numérico se refiere,
exceptuando las dos Tablas finales y 1las tres Ultimas

Figuras.
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PRIMERA PARTE: EFECTO Y ESTUDIO DE SU MECANISMO.-

Teniendo en cuenta que se han empleado dos tipos de
sustratos para la CHE Yy solo acetiltiocolina para la
ACHE, procederemos a agrupar los resultados de ambas
por separado, diferenciando en cada apartado las

consecuencias obtenidas para una y otra enzima.

IIT.1.- EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA, BROMOPRIDE Y

DIBUCAINA SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CHE Y ACHE.-

Los ensayos realizados con la CHE se especifican en
las Tablas I a VI v las Figuras 1 a 6, y aquellos para
la ACHE en las Tablas VII a IX y sus Figuras
respectivas. En ellas se recogen los valores
pertenecientes a la actividad de dichas enzimas sin el
farmaco, para el primer dato de cada Tabla, Yy con
cantidades crecientes de éste para el resto de los

valores que le siguen.
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ITT.1.1.- COLINESTERASA SERICA.-

En las Tablas I y II se refleja la accién de la
metoclopramida sobre esta enzima, la primera con el
sustrato butiriltiocolina y 1la segunda con acetil-

tiocolina.

Se observa en la Tabla I que para una concentracién
inicial de metoclopramida de 4.2 microM corresponde una
actividad de 3050 u/l (74 %) 'y un porcentaje de
inhibicidén del 26 %, mientras que en la Tabla II con
0.2 microM de metoclopramida se obtiene una actividad de

2698 U/l (79 %) Yy un porcentaje de inhibicidén del 21 %.

Las Figuras 1 y 2 se refieren a la representacién
grafica de las actividades de 1la CHE (%) frente a la
concentraciones de metoclopramida, para sus respectivas
Tablas segin el sustrato. En la primera podemos calcular
una concentracién de inhibidor relativa al 50 % de
inhibicién (I-50) de 15 microM y en la segunda la I-50

es de 1.5 microM.

En las Tablas III y IV se exponen los datos del
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efecto causado por el bromopride sobre la actividad de
la CHE. En la primera el sustrato es butiriltiocolina,
mientras que en la segunda es acetiltiocolina. Podemos
apreciar en la Tabla III que para una concentracién
inicial de bromopride de 4.2 microM se advierte una
actividad de 2729 U/l (66 %) y por tanto, un porcentaje
de inhibicidén del 34 %, mientras que en la Tabla IV,
para un valor inicial de 0.2 microM se detectan 2580 U/l

(76 %) de actividad y por ende un 24 % de inhibicidn.

En las Figuras 3 y 4 se realiza la representacién,
antes descrita, para los datos de sus  Tablas
correspondientes. Se puede calcular 1la I-50 para el
bromopride en la primera (sustrato butiriltiocolina),
que es de 8.3 microM, mientras que én la segunda

(sustrato acetiltiocolina) es de 0.8 microM.

En las Tablas V y VI aparecen los valores obtenidos
como fruto del efecto de 1la dibucaina sobre 1la
actividad enzimatica de la CHE, seguin los dos sustratos
hidrolizados. Para una concentracién inicial de
dibucaina de 4.2 microM, en la primera, resulta una
actividad de 3933 U/l (96 %) Yy un porcentaje de

inhibicién del 4 %. En la segunda, a 0.2 microM de
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dibucaina se asocia una actividad de 3100 U/1 (91 %) Yy

~un porcentaje de inhibicidén del 9 %.

Las Figuras 5 y 6 manifiestan de forma grafica los
datosvde sus Tablas pertinentes. En la primera (sustrato
butiriltiocolina) la I-50 para 1la dibucaina tiene un
valor, por extrapolacién, de 68 microM, en tanto que en
la segunda (sustrato acetiltiocolina) 1la I-50 es de 4

microM.

ITT.1.2.- ACETILCOLINESTERASA. -

Se aportan en este subgrupo tres Tablas, VII, VIII
y IX, con sus respectivas Figuras, todas concernientes
al efecto que sobre 1la actividad enzimatica de la ACHE
provocan concentraciones crecientes de metoclopramida,
bromopride y dibucaina. Siempre hemos wutilizado para

ello un Unico sustrato posible, acetiltiocolina.

En 1la Tabla VII para 1la concentracién minima
ensayada de metoclopramida, 4.2 microM, se obtiene una
actividad de 9074 U/1 (83 %) Yy un porcentaje de

inhibicién del 17 %. Para el Dbromopride, en la
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Tabla VIII, a dicha concentracién 1la actividad es de
7642 U/1 (70 %) y su inhibicién del 30 %. En lo que se
refiere a la dibucaina, en la Tabla IX, la actividad de
la ACHE permanece inamovible hasta que su concentracién
es 16.8 microM, a la cual 1la actividad decrece muy
ligeramente, 10746 U/1, y el porcentaje de inhibicién es

solamente del 2 %,

Las Figuras 7, 8 Y 9 representan graficamente 1los
valores de sus Tablas relativas, enfrentando 1las
actividades de la ACHE Yy las concentraciones de
metoclopramida, bromopride y dibucaina, respectivamente.
En la Figura 7 hallambs una I-50 para la metoclopramida
de 26.2 microM, en la Figura 8 para el bromopride, la
I-50 es de 12.5 microM y en el caso de la dibucaina,

Figura 9, 1la 1I-50 no pudo ser calculada, dada su

inhibicién casi nula.

IIT.2.- INHIBICION TOTAL DE LA CHE Y ACHE POR

prmsry

METOCLOPRAMIDA, BROMOPRIDE Y DIBUCAINA.-

Estos resultados vienen referidos en las Tablas X a

XV, y en las Figuras equivalentes, para la CHE y en las
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Tablas XVI y XVII, vy las Figuras del mismo orden, para

la ACHE.

En todas se aumenta la concentracién de férmaco en
el medio de reaccién para tratar de conseguir que el
porcentaje de inhibicién sea igual o mayor al 90 %,
momento a partir del cual se considera que la inhibicién

es practicamente total.

ITI.2.1.- COLINESTERASA SERICA.-

En las Tablas X y XI la presencia de metoclopramida
se aumenta en la reaccién hasta alcanzar un méximo de
175.2 microM en la primera (sustrato butiriltiocolina),
y de 26.2 microM en 1la segunda (sustrato acetil-
tiocolina). En ambas, con esas <cifras, se consigueﬁ
porcentajes de inhibicién del 92 %, wvinculados a
actividades de 328 U/l en la Tabla X y de 282 U/l en la

Tabla XI.

Las correspondientes Figuras 10 vy 11 proyectan,
como las anteriores, las actividades enzimdticas en el

-eje de ordenada vy las concentraciones de farmacos en el
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eje de abscisa. El resultado son curvas descendentes que
se aproximan poco a poco al eje de abscisa Y cuyo punto

minimo corresponde a una actividad enzimatica del 8 %.

Las Tablas XII y XIII se refieren a la inhibicién
total de 1la actividad enzimatica de la CHE por
bromopride. En la primera (sustrato butiriltiocolina)
se puede observar gque la concentracién de Dbromopride
necesaria para alcanzar un porcentaje de inhibicidén del
91 3 es de 105 microM. Ademds, se proporciona otro
ensayo a concentracién superior que consigue un
porcentaje de inhibicién del 94 %. En la Tabla XIII, con
el sustrato acetiltiocolina, 26.2 microM de bromopride

proporciona un porcentaje de inhibicién del 94 %.

Las Figuras 12 y 13 responden a la representacién de
los datos contenidos en 1las respectivas Tablas, siendo

curvas descendientes similares a las anteriores.

Las Tablas XIV y XV recogen 1los resultados de la
inhibicidén total de la actividad enzimdtica de 1la CHE
por dibucaina. En la primera {(sustrato butiriltiocolina)
se aprecia un porcentaje de inhibicidén del 91 % a una

concentracidén 525.4 microM de dibucaina. En la segunda
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(sustrato acetiltiocolina) podemos observar que el mismo
porcentaje estd referido a una presencia de 87.6 microM

de dibucaina en la reaccién.

Las Figuras 14 y 15 también tienen caracteristicas

similares a las cuatro dltimas.

IIT.2.2.- ACETILCOLINESTERASA.-

Se relacionan con esta enzima las consecuencias
expuestas en las Tablas XVI, para la metoclopramida, y
XVII, para el bromopride, y las Figuras equivalentes. No
se pudieron conseguir datos para la dibucaina debido
a su poder inhibitorio casi inexistente a estas

concentraciones.

La Tabla XVI suministra un porcentaje de inhibicién
del 91 %, logrado por adicidén de 350.4 microM de
metoclopramida. Segin la Tabla XVII, 175.2 microM de

bromopride genera un porcentaje de inhibicién del 92 %.
Las Figuras 16 y 17 representan graficamente

mediante curvas descendientes los valores de la

susodichas Tablas, de igﬁal forma que las precedentes.
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III.3.- RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE

LA CHE Y ACHE DESPUES DE SU INHIBICION POR

METOCLOPRAMIDA, BROMOPRIDE Y DIBUCAINA.-

En todas las Tablas de este subgrupo la primera
determinacién resefiada en ellas se realizé en ausencia
de inhibidor y con 1la menor concentracién de sustrato.
Esta actividad seria la equivalente al 100 %, debiendo
ser superada, aumentado la presencia de sustrato, para

verificar la recuperacién total.

ITT.3.1.- COLINESTERASA SERICA.~-

La Tabla XVIII y XIX recogen la recuperacién de
esta enzima tras ser inhibida por metoclopramida, la
primera cuando se usa butiriltiocolina como sustrato vy

la segunda con acetiltiocolina.

En la Tabla XVIII se mantiene constante la
concentracién de metoclopramida en 2.6 microM,
exceptuando el primer dato obtenido. La CHE presenta una
actividad de 3000 U/l (100 %) en ausencia de inhibidor y

con una concentracién de sustrato de 0.43 mM. En las
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mismas condiciones mds 2.6 microM de metoclopramida la
actividad es de 750 U/l (25 %) . Aumentado 1la
comparecencia de sustrato hasta 7 mM y permaneciendo
invariable dicha cantidad de inhibidor se alcanza una

actividad de 3871 U/1 (129 %).

En la Tabla XIX el sustrato es acetiltiocolina vy
parte de 0.62 mM. Con este valor, la actividad
enzimdtica de la CHE en ausencia de metoclopramida es de
1920 U/1 (100 %), y con 0.52 microM de dicha farmaco es
de 1056 U/l (55 %). Elevando 1la concentracidén de
sustrato hasta 5 mM, y manteniendo constante 1la
presencia de metoclopramida, resulta wuna actividad de

2580 U/l (134 %).

Las Figuras 18 y 19 expresan graficamente los
resultadds descritos con  ambos sustratos Y la
metoclopramida. Representan en el eje de ordenada las
actividades enzimaticas (%) y en el eje de abscisa las
diversas concentraciones de sustrato (mM). En las dos se
obtiene una curva ascendente que supera el 100 % de
actividad en un punto que se corresponde con 4.2 mM de
butiriltiocolina para 1la Figura 18 vy 2.8 mM de

acetiltiocolina para la Figura 19.
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Las Tablas XX (sustrato butiriltiocolina) Yy XXI
(sustrato acetiltiocolina) muestran como Unica variante
éon las dos anteriores el inhibidor, que en este caso es
el bromopride. En la primera, con 2.6 microM de
bromopride y 0.43 mM de butiriltiocolina resulta una
actividad de la CHE de 538 U/1 (18 %). Si se aumenta la
concentracién de sustrato hasta 7 mM, y se deja fija la
del farmaco, se consigue una actividad de 3519 U/1,
equivalente al 117 %. En la segunda, con d.52 microM de
bromopride y 0.62 mM de acetiltiocolina, hallamos una
actividad de 704 U/l (37 %). Elevando la concentracién
de sustrato hasta 5 mM, y manteniendo la del férmaco, se

obtiene una actividad de 2346 U/1 (122 %).

Las Figuras 20 y 21 simbolizan estos datos de
igual modo que lo hacian las dos anteriores con sus
respectivas Tablas. En ambas se aprecia una curva
ascendente que supera el 100 % de actividad en un punto,
cuya vertical nos da 5.4 mM de butiriltiocolina para la

Figura 20 y 3.6 mM de acetiltiocolina para la Figura 21.
Finalmente, las Tablas XXII y XXIII de este

apartado también recogen como Unica variante 1la

presencia de dibucaina como inhibidor. En 1la primera,
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con 2.6 microM de dibucaina y 0.43 mM de butiril-
tiocolina se apunta una actividad de 1642 U/l (55 %).
Subiendo la concentracién de sustrato solo a 1.75 mM se
consigue una actividad de 3284 U/l (109 %). En la Tabla
XXIII, con 0.52 microM de dibucaina y 0.62 mM de
acetiltiocolina encontramos una actividad para la CHE de
1408 U/1 (73 %). Remontando la cbncentracién de sustrato

hasta 2.5 mM logramos una actividad de 2346 U/1 (122 %).

Las respectivas Figuras 22 y 23 plasman de forma
grafica los datos resefiados. Igualmente, aparece una
curva ascendente para cada una de ellas, gue supera el
100 % de actividad en’ un punto cuya vertical nos
proporciona 1.6 mM de butiriltiocolina en la Figura 20

y 1.3 mM de acetiltiocolina en la Figura 23.

ITIT.3.2.~ ACETILCOLINESTERASA.~

Se encuentran incluidas aqui las Tablas XXIV, XXV y
XXVI con sus correspondientes Figuras. En las tres se
presenta una actividad enzimadtica de la ACHE, en
ausencia de inhibidor y con 0.06 mM de sustrato, de

5970 U/1 (100 %). En todas, la concentracidén de

143



inhibidor, cuando la hay, se mantiene en un valor fijo

de 17 microM.

En la Tabla XXIV, con 0.06 mM de sustrato vy
17 microM de metoclopramida resulta una actividad de
1910 U/1 (32 %) . Si la presencia de sustrato es
incrementada hasta 0.5 mM, la actividad de la enzima

es 6447 U/l (108 %).

En la Tabla XXV se observa que, al poner bromopride
en las mismas condiciones, la actividad relativa a 0.06
mM de sustrato es 955 U/1 (16 %), mientras gue para una
concentracién 1 mM de éste se 1logra 6485 U/l (109 %) de

actividad enzimatica.

En la Tabla XXVI, wutilizando dibucaina, la
actividad con 0.06 mM de acetiltiocolina es 5062 U/1
(84 %). Solo con aumentar la concentracién de sustrato

hasta 0.12 mM., la actividad es de 6853 U/l (114 %).

Las Figuras 14, 15 y 16 también son curvas
ascendentes, resultado de la representacién de las
actividades enziméticas frente a las concentraciones de

sustrato. En el punto que alcanzan el 100 % de actividad
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corresponde una concentracién de sustrato de 0.45 mM en
la Figura 24, 0.85 mM en la Figura 25 vy 0.08 mM en la

Figura 26.

III.4.- TIPO DE INHIBICION EJERCIDA POR METOCLOPRAMIDA,

Se hallan incluidas en este apartado las Tablas
XXVII a XXXV y las Figuras correspondientes al mismo

orden numérico, asi como las Figuras 36, 37 y 38.

En las Tablas se detallan 1los valores de 1los
inversos de la diétintas concentraciones de sustrato y
de los inversos de las actividades enzimaticas, bien en
ausencia de inhibidor o bien en presencia de una
cantidad constante de éste. Como se especifica, 1los
datos reales referidos a los inversos de las actividades

son el producto de los que expresamos por 10

IIT.4.1.~- COLINESTERASA SERICA.-

Las Tablas XXVII y XXVIII describen los resultados

obtenidos usando como inhibidor 1la metoclopramida, . 1la
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primera con el sustrato butiriltiocolina y la segunda

con acetiltiocolina.

En la Tabla XXVII la concentracién de metoclopra-
mida fijada, en su caso, es de 2.6 microM, mientras que

en la Tabla XXVIII es de 0.52 microM.

Las Figuras 27 y 28 exponen la imagen de dichos
resultados cuando se enfrentan los inversos de la
velocidad de reaccidén o actividad enzimdtica en el eje
de ordenada y 1los inversos de las concentraciones de
sustrato en el eje de abscisa. En ambas, ~aparecen dos
rectas que cortan en un mismo punto al eje de ordenada.
Una, con menor pendiente, corresponde a la ausencia de
inhibidor y 1la otra, con pendiente mayor, a la
incorporacién de 2.6 microM de metoclopramida en la

Figura 27 o de 0.52 microM de la misma en la Figura 28.

Las Tablas XXIX y XXX exhiben las cifras anteriores
cuando se pone © no, una concentracién constante de
bromopride. La primera con butiriltiocolina como
sustrato y bromopride 2.6 microM, y la segunda con

acetiltiocolina y 0.52 microM del farmaco.
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En las Figuras que representan estos resultados,
29 y 30, se aprecian también dos rectas que se cortan en
el eje de ordenada, con mayor diferencia entre sus

pendientes que en las Figuras 27 y 28.

Las Tablas  XXXI vy kXXXII contienen los mismos
productos referidos al empleo o no, de la dibucaina como
inhibidor. La primera con butiriltiocolina y 2.6 microM
de dibucaina y 1la segunda con acetiltiocolina y 0.52

microM del farmaco.

De su representacidén en las Figuras 31 y 32 derivan
rectas de caracteristicas similares a las cuatro Figuras
anteriores, pero de menor diferencia entre sus

pendientes.

ITT.4.2.- ACETILCOLINESTERASA. -

El tipo de inhibicidén ejercido sobre esta enzima
por los tres farmacos estudiados se relne en las Tablas

XXXITII, XXXIV y XXXV, asi como en las Figuras 33 a 35.

En las tres Tablas, las concentraciones de

metoclopramida, bromopride y dibucaina, respectivamente,
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son de 17 microM vy se ponen de manifiesto los inversos
de las actividades, con y sin inhibidor, asi como los

inversos de las concentraciones de sustrato.

Las Figuras 33, 34 y 35 muestran gréficamente estos
resultados mediante dos rectas, en cada una de ellas,
que se cortan en un punto del eje de ordenada. La
pendiente de la recta con inhibidor es mayor en el caso
del bromopride (Figura 34)' gque la presentada por 1la
metoclopramida (Figura 33) y esta a su vez es muy

superior a la de la dibucaina (Figura 35).

Para una mejor observacién comparativa se han
incluido tres Figuras que agrupan el tipo de inhibicién
de los tres farmacos sobre 1la CHE con el sustrato
butiriltiocolina (Figura 36), sobre la CHE c¢on
acetiltiocolina (Figura 37) vy sobre la ACHE c¢on este
ultimo sustrato (Figura 38). Como puede observarse, en
cada una de ellas la concentracién de los inhibidores es
la misma y todas las rectas se cortan en un mismo punto.

En la Figura 36 el valor de 1la interseccidn con el eje

de ordenada equivale a 21 - 10—5 (U/l)_l, en la Figura
37 es de 28 - 10°° (U/l)—1 y en la Figura 38 corresponde
a 9.5 . 10°° (U/l)'l. |
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SEGUNDA PARTE: VARIANTES GENETICAS DE LA COLINESTERASA

SERICA

III.5.~ ENSAYOS REALIZADOS CON CHE NORMALES Y ATIPICAS.-

Ante todo hemos de mencionar que se llevaron
a cabo una serie de pruebas teniendo en cuenta
las derivaciones de los apartados anteriores y 1la
diferencia en cuanto a potencia de inhibicidén de los
tres farmacos. Estas fueron dirigidas a obtener una
solucién de metoclopramida y bromopride de concentracién
tal que, adicionada al medio de reaccidn en la
misma cantidad fijada para la dibucaina en 1la
metodologia de determinacién de su numero, produjese una
inhibicién andloga a ésta sobre colinesterasas séricas
normales. Dichas concentraciones, como se dijo en la
seccién de metodologia, fueron de 25 mg/100ml para la

metoclopramida y de 12.5 mg/100 ml para el bromopride.

Se incluyen en este apartado las Tablas XXXVI vy

XXXVII. La primera contiene las determinaciones de CHE
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y del N2 de dibucaina, N2 de metoclopramida y NQ de
bromopride realizadas individualmente en ocho sueros de
varones adultos sanos. Se observa que existe una
similitud entre dichos nimeros en cada wuna de las
muestras analizadas, estando encuadradas todas por
encima de 70, rango normal en lo que se refiere a 1la

determinacién del N@ D.

En la Tabla XXXVII se recogen los datos para los
mismos parémeﬁros con 1la salvedad de gque han sido
utilizados, como muestras, cinco sueros de pacientes que
presentaron la variante genética atipica de la CHE. Como
puede verse los valores de los N2 D, N9 M y N2 B también

guardan semejanza y estdn situados por debajo de 70.
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TABLA [

EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
METOCLOPRAMIDA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)
0.0 4105 100 0
4.2 3050 74 26
8.4 2580 63 37
26.2 1408 34 66
52.5 852 20 80

SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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FIGURA 1

EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA
SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA ( 7 mM)
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TABLA II

EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
METOCLOPRAMIDA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)
0.0 3402 100 0
0.2 2698 79 21
0.8 2111 62 38
1.6 1525 45 55
4.2 938 28 72

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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FIGURA 2

EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA
SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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TABLA III

EFECTO DEL BROMOPRIDE SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

CONCENTRACION , ACTIVIDAD INHIBICION
BROMOPRIDE ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)
0.0 4105 100 0
- 4.2 2729 66 34
8.4 1994 49 51
26.2 1056 26 74
52.5 585 14 86

SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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FIGURA 3

FEFECTO DEL BROMOPRIDE SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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TABLA IV

EFECTO DEL BROMOPRIDE SOBRE LA ACTIVIDAD
- ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

CONCENTRACION ACTIVIDAD ' INHIBICION
BROMOPRIDE ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) ( %) ( %)
0.0 3402 100 0
0.2 2580 76 24
0.8 1759 52 48
1.6 1100 32 68
4.2 586 17 83

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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FIGURA 4

EFECTO DEL BROMOPRIDE SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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TABLA V

EFECTO DE LA DIBUCAINA SbBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA -

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
DIBUCAINA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (u/1) ( %) (%)

0.0 4105 100 0
4.2 3933 96 4
8.4 3519 86 14
26.2 3000 73 27
52.5 2346 57 43

SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA

160




FIGURA 5

EFECTO DE LA DIBUCAINA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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TABLA VI

EFECTO DE LA DIBUCAINA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
DIBUCAINA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) ( %) ( %)

0.0 3402 100 | 0
0.2 3100 91 9
0.8 2698 79 21
1.6 2229 66 34
4.2 1642 49 51
SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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FIGURA 6

EFECTO DE LA DIBUCAINA SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA COLINESTERASA SERICA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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TABLA VII

EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA ACETILCOLINESTERASA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
METOCLOPRAMIDA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) | (%) ( %)
0.0 10985 100 0
4.2 | 9074 83 17
8.4 7402 67 33
16.8 6208 56 44
26.2 5492 S0 50
43.8 3820 33 65

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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FIGURA 7

EFECTO DE LA METOCLOPRAMIDA SOBRE LA ACTIVIDAD
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TABLA VIII

EFECTO DEL BROMOPRIDE SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA ACETILCOLINESTERASA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
BROMOPRIDE ENZIMATICA ENZIMATICA
r(microM) (u/1) ( %) (%)

0.0 10985 100 0
4.2 7642 70 30
8.4 5970 54 46
16.8 4537 41 59
26.2 3820 35 65
43.8 2626 24 76
SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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FIGURA 8

EFECTO DEL BROMOPRIDE SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA ACETILCOLINESTERASA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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TABLA IX

EFECTO DE LA DIBUCAINA SOBRE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE LA ACETILCOLINESTERASA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
DIBUCAINA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)

0.0 10985 100 0
4.2 10985 100 0
8.4 10985 100 0
16.8 10746 98 | 2
26.2 10507 96 4
43.8 9790 89 11

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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FIGURA 9

EFECTO DE LA DIBUCAINA SOBRE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA ACETILCOLINESTERASA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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TABLA X

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LA COLINESTERASA SERICA POR METOCLOPRAMIDA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
METOCLOPRAMIDA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) ( %)
0.0 4105 100 0
26.2 1408 34 66
52.5 852 o1 79
105.0 531 13 87
175.2 328 8 92
SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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FIGURA 10

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA POR METOCLOPRAMIDA

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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TABLA XI

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LA COLINESTERASA SERICA POR METOCLOPRAMIDA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
METOCLOPRAMIDA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)
0.0 3402 100 0
1.6 1525 45 55
4.2 938 28 72
8.4 586 17 83
26.2 282 8 92

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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FIGURA 11

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA

ACTIVIDAD

(%)

COLINESTERASA SERICA POR METOCLOPRAMIDA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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TABLA XII

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASA SERICA POR BROMOPRIDE

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
BROMOPRIDE ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) \ (%) (%)
0.0 4105 ’ 100 0
26.2 1056 26 74
52.5 585 14 86
105.0 352 9 91
175.2 235 6 94

SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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FIGURA 12

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASA SERICA POR BROMOPRIDE

SUSTRATO: BUTITILTIOCOLINA (7 mM)
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TABLA XIII

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASA SERICA POR BROMOPRIDE

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
BROMOPRIDE ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)
0.0 3402 100 0
1.6 1100 32 68
4.2 586 17 83
8.4 398 12 88
26.2 211 6 94

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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FIGURA 13

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASAS SERICA POR BROMOPRIDE

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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TABLA XIV

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASA SERICA POR DIBUCAINA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
DIBUCAINA - ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (u/1 (%) ( %)

0.0 41>05 100 0
26.2 3000 73 27
52.5 2346 57 43
105.0 1642 40 60
175.2 1173 29 71
350.4 631 15 85
525.4 352 9 91

SUSTRATO : BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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FIGURA 14

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASA SERICA POR DIBUCAINA

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA (7 mM)
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TABLA XV

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA COLINESTERASA SERICA POR DIBUCAINA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
DIBUCAINA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)

0.0 3402 100 0
1.6 2229 66 34
4.2 1642 48 52
8.4 1173 35 65
26.2 600 18 82
87.6 300 9 91

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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FIGURA 15§

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
- DE LA COLINESTERASA SERICA POR. DIBUCAINA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (5 mM)
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TABLA XVI

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA ACETILCOLINESTERASA POR METOCLOPRAMIDA

CONCENTRACION ACTIVIDAD INHIBICION
METOCLOPRAMIDA ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) ( %)
0.0 10985 100 0
26.2 5492 50 50
52.5 3582 33 87
87.6 2626 24 76
175.2 1671 15 86
350.4 955 9 91

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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FIGURA 16

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ACETILCOLINESTERASA POR METOCLOPRAMIDA

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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TABLA XVII

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA ACETILCOLINESTERASA POR BROMOPRIDE

CONCENTRACION

ACTIVIDAD INHIBICION
BROMOPRIDE ENZIMATICA ENZIMATICA
(microM) (U/1) (%) (%)
0.0 10985 100 0
26.2 3820 35 65
52.5 2149 19 81
87.6 1432 13 87
175.2 940 8 92

SUSTRATO : ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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FIGURA 17

INHIBICION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE LA ACETILCOLINESTERASA POR BROMOPRIDE

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA (0.5 mM)
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TABLA XVIII

PECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR

METOCLOPRAMIDA
CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
METOCLOPRAMIDA SUSTRATO ENZIMATICA
{microM) (mM) (U/1) %)
0.0 0.43 3000 100
2.6 0.43 750 25
2.6 0.87 1300 43
2.6 1.75 2111 70
2.6 3.50 2700 92
2.6 7.0 3871 129‘

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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FIGURA 18

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPULS DE SU INHIBICION POR

METOCLOPRAMIDA (2.6 microM).— SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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TABLA XIX

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
METOCLOPRAMIDA

CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
METOCLOPRAMIDA SUSTRATO ENZIMATICA
(microM) (mM) (U/1) ( %)

0.0 0.62 1920 100
0.52 0.62 1056 95
0.52 1.25 1408 73
0.32 2.5 1877 98
0.52 5.0 : 2580 134

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 19

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
METOCLOPRAMIDA (0.52 microM).— SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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TABLA XX

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
BROMOPRIDE. ’

CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
BROMOPRIDE SUSTRATO ENZIMATICA

(microM) (mM) (U/1) (%)

0.0 0.43 3000 100

2.6 0.43 538 18

2.6 0.87 938 31

2.6 1.75 1700 57

2.6 3.50 2550 80

26 7.00 3519 117

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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FIGURA 20

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIV

IDAD ENZIMATICA DE LA

COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
BROMOPRIDE (2.6 microM).— SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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TABLA XXI

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
BROMOPRIDE

CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
BROMOPRIDE SUSTRATO ENZIMATICA
(microM) (mM) : (U/1) ( %)
0.00 0.62 1920 100
0.52 0.62 704 37
0.52 1.25 1056 55
0.52 2.50 1525 70
0.52 5.00 2346 122

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 21

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA

COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
BROMOPRIDE (0.52 microM).— SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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TABLA XXII

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
DIBUCAINA

CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
DIBUCAINA SUSTRATO ENZIMATICA
(microM) (mM) (U/1) ( %)

0.0 | 0.43 3000 100
2.6 0.43 1642 55
2.6 0.87 2346 78
2.6 1.75 | 3284 109

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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FIGURA 22

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA

COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
DIBUCAINA (2.6 microM).— SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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TABLA XXIII

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
DIBUCAINA

CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
DIBUCAINA SUSTRATO ENZIMATICA
~ (microM) (mM) (u/1) (%)
0.00 0.62 1920 100
0.52 0.62 1408 73
0.52 1.25 1877 98
0.52 2.50 2346 122

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 23

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
"COLINESTERASA SERICA DESPUES DE SU INHIBICION POR
DIBUCAINA (0.52 microM).— SUSTRATO ACETILTIOCOLINA
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TABLA XXIV

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE [A
ACETILCOLINESTERASA DESPUES DE SU INHIBICION POR
METOCLOPRAMIDA

CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
METOCLOPRAMIDA SUSTRATO ENZIMATICA
(microM) (mM) (U,/1) ( %)
0 . 0.06 5970 160
17 0.06 1910 32
17 0.12 3104 52
I 0.25 1537 76
17 0.50 6447 108

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 24

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ACETILCOLINESTERASA DESPUES DE SU INHIBICION POR
METOCLOPRAMIDA ({7 microM).— SUSTRATO ACETILTIOCOLINA
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TABLA XXV

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ACETILCOLINESTERASA DESPUES DE SU INHIBICION POR

BROMOPRIDE

CONCENTRACION CONCENTRACION INHIBICION
BROMOPRIDE SUSTRATO ENZIMATICA

(microM) (mM) (U/1) ( %)

0 0.06 5970 100

17 0.06 955 16

17 0.12 1791 30

17 0.25 2913 49

17 0.50 4179 70

17 1.00 6485 109

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 25

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ACETILCOLINESTERASA DESPUES DE SU INHIBICION POR
BROMOPRIDE (17 microM).— SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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TABLA XXVI

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA

ACETILCOLINESTERASA DESPUES DE LA INHIBICION POR

DIBUCAINA
CONCENTRACION CONCENTRACION ACTIVIDAD
DIBUCAINA SUSTRATO ENZIMATICA
(microM) (mM) (U/1) (%)
0 0.06 5970 100
17 0.06 5062 84
17 0.12 6853 114
17 0.25 8286 139

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 26

RECUPERACION TOTAL DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ACETILCOLINESTERASA DESPUES DE SU INHIBICION POR
DIBUCAINA (17 microM).— SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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TABLA XXVII

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR METOCLOPRAMIDA

[METOCLOPRAMIDA] = 0

[METOCLOPRAMIDA]= 2.6 microM.

1 / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] I / ACTIVIDAD
(U/1) =+ . 10 -5 (mM) -1 (U/1) = . 10 -5
21.3 0.14 25.8
23.6 0.51 47.3
27.5 1.14 76.9
33.3 2.28 133.3

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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FIGURA 27

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR METOCLOPRAMIDA.- SUSTRATO BUTIRILTIOCOLINA.
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TABLA XXVIII

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR METOCLOPRAMIDA

[METOCLOPRAMIDA] = 0

[METOCLOPRAMIDA] = 0.52 microM.

1 / ACTIVIDAD

1 / [SUSTRATO]

1 / ACTIVIDAD

U/ . 10 (mM) ! U/t .10
29.3 0.2 38.7
35.5 0.4 50.5
41.6 0.8 71.0
52.0 1.6 111.1

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 28

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR METOCLOPRAMIDA:- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA.
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TABLA XXIX

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR BROMOPRIDE ‘

[BROMOPRIDE] = 0 [BROMOPRIDE] = 2.6 microM.
1 / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] 1 / ACTIVIDAD
(/) - 10 = (mM) - (U/1)- - 10 =
21.3 0.14 28.4
23.6 0.57 58.8
27.5 1.14 106.6
33.3 2.28 185.8

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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FIGURA 29

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR BROMOPRIDE.- SUSTRATO BUTIRILTIOCOLINA.
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TABLA XXX

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR BROMOPRIDE

[BROMOPRIDE] = 0 [BROMOPRIDE] = 0.52 microM.
{ / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] 1 / ACTIVIDAD
(/1) <10 5 (mM) (u/H* .10 =
29.3 0.2 42.6
35.5 0.4 61.5
41.6 0.8 94.6
52.0 1.6 152.9

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 30

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR BROMOPRIDE.- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA.

I_.

(mm]"!

r—
w
S

211




TABLA XXXI

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR DIBUCAINA

[DIBUCAINA] = 0 [DIBUCAINA] = 2.8 microM.
{ / ACTIVIDAD t / [SUSTRATO] t / ACTIVIDAD
(u/H-t .10 7 (mM) - (U/1)-1 - 10 -5
21.3 0.14 22.4
23.6 0.57 30.4
27.5 1.14 42.6
33.3 2.28 60.9

SUSTRATO: BUTIRILTIOCOLINA
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FIGURA 31

INHIBICION COMPET11TIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR DIBUCAINA.- SUSTRATO BUTIRILTIOCOLINA.
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TABLA XXXII

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR DIBUCAINA

[DIBUCAINA] = 0

[DIBUCAINA] = 0.52 microM.

I / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] 1 / ACTIVIDAD
(u/n+ .10 = (mM) - (u/1)= - 10
29.3 0.2 32.7
35.5 0.4 42.6
41.6 0.8 53.2
52.0 1.8 76.4

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 32

INHIBICION COMPETITIVA DE LA COLINESTERASA SERICA
POR DIBUCAINA.- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA
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TABLA XXXIII

INHIBICION COMPETITIVA DE LA ACETILCOLINESTERASA
POR METOCLOPRAMIDA

[METOCLOPRAMIDA] = 0

[METOCLOPRAMIDA]= 17 microM.

1 / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] 1 / ACTIVIDAD
(U/1)* . 10 -5 (mM) -t (u/n)t .10
10.5 2 15.5
11.1 4 22.0
13.0 8 32.2
16.7 16 52.3

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 33

INHIBICION COMPETITIVA DE LA ACETILCOLINESTERASA
POR METOCLOPRAMIDA.- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA,.
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TABLA XXXIV

INHIBICION COMPETITIVA DE LA ACETILCOLINESTERASA
POR BROMOPRIDE

[BROMOPRIDE] = 0 [BROMOPRIDE] = 17 microM.
1 / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] 1 / ACTIVIDAD
(u/Ht .10 S (mM) - (u/Ht - 10 -5
10.5 2 23.9
11.1 4 34.8
13.0 8 55.8
16.7 16 104.7

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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FIGURA 34

INHIBICION COMPETITIVA DE LA ACETILCOLINESTERASA
POR BROMOPRIDE.- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA.
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TABLA XXXV

INHIBICION COMPETITIVA DE LA ACETILCOLINESTERASA
POR DIBUCAINA

[DIBUCAINA] = 0

[DIBUCAINA] = 17 microM.

1 / ACTIVIDAD 1 / [SUSTRATO] 1 / ACTIVIDAD
(u/n* - 10 = (mM) ! (U/1)"t < 10 -5
10.5 2 11.1
11.1 4 12.0
13.0 8 14.5
16.7 16 19.7

SUSTRATO: ACETILTIOCOLINA
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INHIBICION COMPETITIVA DE LA ACETILCOLINESTERASA
POR DIBUCAINA.- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA.
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FIGURA 36

REPRESENTACION CONJUNTA.- INHIBICION COMPETITIVA DE LA
COLINESTERASA SERICA.- SUSTRATO BUTIRILTIOCOLINA.
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FIGURA 37

REPRESENTACTON CONJUNTA.- INHTBTCTON COMPETITIVA DE LA
COLINESTERASA SERTCA. - SUSTRATO ACETTLTTOCOLTNA.
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FIGURA 38

REPRESENTACION CONJUNTA.- INHIBICION COMPETITIVA DE
LA ACETILCOLINESTERASA.- SUSTRATO ACETILTIOCOLINA.
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TABLA XXXVI

DETERMINACION DEL NUMERO DE DIBUCAINA, METOCLOPRAMIDA Y
BROMOPRIDE.~ COLINESTERASA SERICA NORMAL O USUAL.

MUESTRA CHE No D No M No B
No (U/N)
1 6000 78 80 79
2 5372 82 81 83
3 5630 78 79 75
4 5536 78 78 77
5 7888 75 78 74
6‘ 5067 80 78 76
7 6900 73 73 7R
8 5835 84 86 81
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TABLA XXXVII

DETERMINACION DEL NUMERO DE DIBUCAINA, METOCLOPRAMIDA
Y BROMOPRIDE.- COLINESTERASA SERICA ATIPICA.

MUESTRA CHE No D No M NoB
No (U/1)
1 1595 63 61 62
2 1877 36 41 30
3 3346 64 68 66
4 1501 28 37 26
5 2068 49 52 47
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V.— DISCUSION
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Discusidn

A tenor de todo lo resefiado anteriormente, se puede
apreciar que el desarrollo de nuestro trabajo toma como
cimiento fundamental la conexién entre las dos grandes
partes con las que comenzdbamos la introduccidén. Por un
lado, las colinesterasas sérica y eritrocitraria, y por
otro, los farmacos antieméticos y estimulantes de la
motilidad gastrointestinal, metoclopramida y bromopride.
De esta correlacién, puesta sélidamente de manifiesto
mediante un detallado estudio enzimdtico, derivan una
serie de consecuencias que forman tres pilares basicos:
la propuesta de un nuevo mecanismo de accién para estos
fadrmacos, un aporte a cerca de su interaccidén con el
centro activo de 1la enzima y el comportamiento gque
presentan ante determinadas variantes genéticas de 1la
CHE. Sobre estos materiales de soporte, que trataremos
de fortalecer en este apartado, se construye nuestra

regis,

Durante el comienzo de nuestra tarea de inves-

tigacién no se encontré ningin estudio realizado
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"in vitro" que abordase intimamente el efecto, y su
caracterizacidén, de la metoclopramida y el Dbromopride

sobre la actividad de la CHE y ACHE humanas.

Determinados autores (114,133,148) habian efectuado
pruebas algo relacionadas en homogeneizados de tejidos
de rana, perro Yy conejo, pero nunca en colinesterasas

humanas, ni acerca del tipo de inhibiciédn.

Por otro 1lado, Kambam (149) en 1988, tras la
observacién de apneas prolongadas en pacientes
anestesiados que recibian succinilcolina Yy metoclo-
pramida, intenta establecer un vinculo entre esta Ultima
Yy la CHE, comprobando un descensc de la actividad
enzimdtica. Relaciona estos hechos desde el punto de
vista anestésico, pero no aporta nada referente al tipo
de inhibicién, a la actuacidén sobre la ACHE o relativo a

otras benzamidas, como el bromopride.

Coincidiendo con nuestras publicaciones (150, 151)
en 1990, Kao y c¢o0l.(152) emiten un trabajo, relacionado
con ellas, en el que estudian solo la metoclopramida y
utilizan acetiltiocolina como (Gnico sustrato. Experien-

cia con la gque discrepamos, en lo que corresponde al
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tipo de inhibicién ejercido sobre las colinesterasas, vy

que discutimos mas adelante,

Hasta la fecha de presentacidén de nuestra tesis no
hemos hallado estudio alguno que caracterice la accién
producida por el bromopride sobre la CHE y ACHE humanas,
ni la ejercida por 1la metoclopramida utilizando dos
sustratos distintos para la primera enzima. Consecuente-
mente, tampoco se encontré ninguna publicacién que
hiciese un andlisis comparativo de la accidén de estos
dos farmacos y un inhibidor conocido, como el anestésico

local dibucaina.

La eleccidén de este Ultimo se llevd a cabo por la
igualdad de los radicales hidrocarbonados que parten del
grupo amida, a su vez unido a un radical aromatico
(Fig. I). Basé&ndonos en dicha semejanza molecular vy
otros datos, como se verd luego, tratamos de explicar la
actuacidén de estos farmacos sobre el centro activo de la
enzima y el comportamiento similar frente a variantes

genéticas de la CHE.

De la observacién de los resultados se advierte en

primer lugar la inhibicién de alta afinidad producida
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FIGURA I

Cl
/CHZ“CHg
HzN CO*NH-CHZ—CHI-‘N\CHI—CH]
0CH,
Metoclopramida
BHglCHﬂﬁO

/ \ /CHI—CH;
p4

CO—NH=CHz-CHy—N “cHrCHy

Dibucaina

Formula estructural de la metoclopramida y la dibucaina.
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por la metoclopramida y bromopride sobre 1la CHE y
ACHE. A la vista de ello la cuestién prioritaria seria
la de adquirir una nocién de la potencia inhibitoria de
dichos farmacos. Esta se puede deducir si tenemos en
cuenta el parémetro I-50, definido vy ‘calculado en
nuestros resultados, y se compara con el de agentes

anticolinesterasas conocidos, como la neostigmina.

segin determinados autores (146,147), en sus
estudios comparativos, el valor 1I-50 para la dibucaina
es de 2.7 microM, mientras que para la néostigmina es
de 0.13 microM. En nuestro trabajo, con el sustrato
acetiltiocolina y las condiciones definidas, 1la I-50
para la dibucaina es de 4 microM, cifra préxima a la que
aportan dichos autores para este mismo principio activo.
Para la metoclopramida encontrdbamos un valor de

1.4 microM Yy para el bromopride de 0.8 microM.

Por tanto, se advierte una proximidad en lo que
corresponde al orden de concentraciones inhibitorias de
las dos benzamidas, sobre todo el bromopride, y la
neostigmina. Hecho este que confirma un alto poder
inhibitorio, teniendo en cuenta que 1la comparacidn se

estd llevando a cabo con un principio activo, la
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neostigmina, cuya accién farmacoldgica principal se basa

en el efecto anticolinesterasa.

Tanto la actividad de la CHE como de la ACHE queda
inhibida de forma proporcional respecto 4& la presencia
de metoclopramida o bromopride, demostrandose que dicha
inhibicién puede llegar a ser total, como se observa en
las tablas y graficas correspondientes. La dibucaina, en
cambio, casi no inhibe a la ACHE y se necesitarian
concentraciones muy elevadas para conseguir una

inhibicién total de esta enzima.

Resulta que, segiin los datos preliminares
ébtenidos, la capacidad inhibitoria del bromopride sobre
la actividad de la CHE, es casi dos veces mayor a la
presentada por la metoclopramida, y la de ésta, a su
vez, unas cuatro veces superior a la que se observa para
la dibucaina, tanto con el sustrato butiriltiocolina
como con acetiltiocolina. Con este Gltimo el calibre de
la inhibicién aparece mucho mds incrementado, superando
unas diez veces al que se encuentra con el primer
sustrato. Esto 1ltimo esta de acuerdo con las
conclusiones de Sekul y col.(15), mencionadas en el

apartado I.1.4, relativas a la especificidad de
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sustratos por la CHE y que afirmaban una mayor afinidad

por la butiriltiocolina que por la acetiltiocolina.

Igualmente, la ‘inhibicién maxima de las
colinesterasas es alcanzada con menor concentracién de
bromopride; casi la mitad de la correspondiente a
metoclopramida. Y la de ésta es bastante menor que la
necesitada para conseguir un descenso total de 1la
actividad enzimdtica de la CHE por dibucaina. Lo cual
nos confirma que los dos primeros farmacos disminuyen la

actividad enzimitica en mayor grado que este Gltimo.

En cuanto a la ACHE, los tres principios activos
responden al mismo orden de predominio inhibitorio, solo
que aqui el efecto de 1la dibucaina es précticamente
despreciable comparado con él de la metoclopramida y el
bromopride. Es decir, se podria consideraf que con este
rango de concentraciones, 1la dibucaina no inhibe 1la
actividad de la ACHE. Hecho que estd de acuerdo con el
trabajo de Pérez-Guillermo y c¢ol.(22) donde tratan la
inhibicién de las colinesterasas por algunos anestésicos
locales. También sobre la ACHE, segln nuestros
resultados, el bromopride ejerce una disminucidn de su

actividad aproximadamente dos veces mayor que la llevada
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a cabo por la metoclopramida.

Siguiendo con la discusién de nuestro estudio
enzimatico, se puede obéervar en la tablas XVIII a XXVI,
y sus correspondientes figuras, que la descenso de la
actividad enzimatica, tras la adicién de una
concentracién fija de uno de los tres inhibidores,
revierte al aumentar la cantidad de sustrato hasta
rebasar la velocidad de hidrélisis en ausencia de
inhibidor. Esto y la representacién de los inversos de
la concentraéiones de sustrato frente a los inversos de
las velocidades de reaccidén, en ausencia o en presencia
de una cifra constante de inhibidor, nos va a definir el
tipo de inhibicién. Ya que la representacién gréfica nos
reporta, en todos 1los casos, rectas que se cortan en un
mismo punto del eje de ordenada, estamos en situacién de
afirmar que, en el rango de concentraciones ensayadas,
la metoclopramida, bromopride y dibucaina interaccionan
con la CHE y ACHE provocando una inhibicién de tipo

reversible y competitiva.
Esto hace que estemos en desacuerdo con el trabajo,

cronolégicamente simultaneo con los nuestros (150, 151),

de Kao y col.(152), en el cual encuentran una inhibiciédn
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no competitiva de 1la CHE y ACHE por metoclopramida,
usando acetiltiocolina como sustrato y con representa-
cién grédfica de tres puntos de la reaccidn. Inhibicién
en la que, seglin las caracteristicas que la definen, la
velocidad méxima en presencia de inhibidbr decrece, no
pudiéndose restablecer su valor a pesar de que la
concentracién de sustrato pueda ser elevada. Es decir,
los efectos de dicha inhibicién no se anulan al aumentar
la concentracién de sustrato, ya que el inhibidor se une

a un centro del enzima distinto del centro activo (82).

Como se aprecia en nuestros resultados la
inhibicién es perfectamente anulada al aumentar la
cantidad de sustrato, con restablecimiento y superacién
de la actividad méxima en ausencia de inhibidor. Segin
se comenté en la Introducciédn, la inhibicién
competitiva, a parte de su representacidén grafica, se
reconoce con facilidad, debido a que el porcentaje de
inhibicién para una cantidad de inhibidor constante
disminuye al incrementar 1la concentracién de sustrato
(82). se interpreta f&cilmente en los datos de nuestras
tablas correspondientes a la recuperacidén total de 1la
actividad enzimatica, que el aumento progresivo de la

presencia de sustrato, manteniendo fija la de inhibidor,
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aumenta la velocidad de 1la reaccidén, llegando a anular

el porcentaje de inhibicién.

Ademds, como veremos posteriormente, pensamos Yy
apoyamos la idea de que, tanto la metoclopfamida como el
bromopride, van a unirse al centro activo de 1la CHE y
ACHE, caracteristica fundamental de la inhibicién

competitiva, lo cual reafirma nuestros hallazgos.

Se da la circunstancia de que los agentes
anticolinesterasa, neostigmina y fisostigmina, presentan
el mismo tipo de inhibicidén encontrado para la
metoclopramida y bromopride en nuestros ensayos, lo cual
subrayamos por los circunstancias que méds adelante se

comentan.

En toda la bibliografia revisada, el exacto
mecanismo de las acciones gastrointestinales de la
metoclopramida y el bromopride permanece aun sin
esclarecer. A continuacién, mediante nuestros resultados
Yy una exhaustiva recopilacién de datos, tratamos de
evidenciar un nuevo mecanismo de accidn para estos
farmacos, sin descartar otras posibles teorias, que

aportaria una luz a algunos aspectos sombrios, tanto de
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las colinesterasas como de las benzamidas sustituidas.

Puesta de manifiesto la considerable inhibicién de
la actividad de 1la CHE y ACHE por metoclopramida vy
bromopride, proponemos que la estimulacién de la
motilidad gastrointestinal provocada por ellos es debida
a un mecanismo colinérgico, como consecuencia del
aumento de la concentracién de acetilcolina en 1la
sinapsis nerviosa, preservada de su hidrdélisis por las
colinesterasas, que serian inhibidas por estos farmacos.
Obsérvese que dicha inhibicién es mucho mayor cuando se
utiliza el sustrato similar al que se encuentra en las
terminaciones‘nerviosas, la acetilcolina. Ademés, ésta
va a estar presente en la sinapsis a concentraciones muy
pequefias, a las cuales la actuacién de la ACHE serd
éptima, pues a concentraciones de 10 mM y superiores, la
ACHE posee la particularidad de ser inhibida por su
propio sustrato. Por tanto, y segin nuestros resultados,
cuanto menor sea la concentracién de sustrato, mayor
serd el porcentaje de inhibicién producido por

metoclopramida y bromopride sobre esta enzima.

Los hechos fundamentales que Sse aproximan a una

explicacidn del mecanismo de accidn, contrastados en la
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bibliografia reciente y como se ha indicado en 1la

Introduccién, son los siguientes:

l1.- La metoclopramida vy bromopride son potentes
antagonistas de los receptores dopaminérgidos D2, por 1lo
que, al menos en parte, algunas de las acciones de estos
fdrmacos sobre la musculatura 1lisa del tracto gastro-
intestinal podrian deberse a un antagonismo de 1la

neurotransmisién dopaminérgica.

2.- Accién directa sobre la musculatura lisa gastro-

intestinal.

3.~ Liberacién de acetilcolina y potenciacién

consecuente de los efectos colinérgicos.

Algunos trabajos (115,116,129) han tratado de
sostener el primer punto, aduciendo que la metoclo-
pramida y el bromopride podrian ejercer efectos
gastrointestinales quizas por antagonizacién de 1los
efectos inhibidores de la estimulacién dopaminérgica,
Y que 1la dopamina es un neurotransmisor inhibidor
en el eséfago y en el estémago. Sin embargo, 1la

experimentacién llevada a cabo dio, en algunos casos,
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resultados opuestos con 1la dopamina y sus antagonistas
(116), lo cual resta evidencia a 1la hipétesis de que
ésta sea un neurotransmisor inhibidor en el tracto

gastrointestinal.

Se ha prestado un determinado interés por 1los
receptores D2, llegédndose a respaldar que el efecto de
la estimulacidén dopaminérgica, regido por el vago Yy
abolido por 1la vagotomia, es inhibido por 1la
metoclopramida, y a su vez antagonizado por la
administracién de levodopa (108). No obstante, se ha
demostrado que la vagotomia no modifica los efectos de
la metoclopramida, lo que sugiere wun 1lugar de accién
localizado, probablemente en las terminaciones nerviosas
periféricas de la musculatura intestinal (109). Luego
el hecho contradice que estos farmacos pudieran ejercer
sus acciones gastrointestinales basé&ndose en un
mecanismo de coordinacién vagal, como es la estimulacidn

dopaminérgica.

También hemos encontrado 1la aportacién de otras
razones que restan credibilidad a la hipdétesis anterior.
Asi, no se han detectado neuronas ni fibras dopaminér-

gicas en la pared gastrointestinal, ni se ha demostrado
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su accidén fisioldégica a nivel de los plexos, y existen
derivados benzamidicos que carecen de actividad
antagonista D2 vy mantienen su capacidad de estimular

la motilidad gastrointestinal (90).

Ademds se da el caso contrario. Es decir, el
alizapride, otra benzamida sustituida antiemética, estéa
considerado como un principio activo de gran potencia
antidopaminérgica. Sin embargo éste no modifica, en
absoluto, 1la motilidad del estémago, mantiene 1la
abertura del esfinter pilérico y provoca una disminucidn
significativa y prolongada de 1la motilidad duodenal
(129). Osea, produce efectos sobre el aparato digestivo
totalmente opuestos a los causados por la metoclopramida

y bromopride, aun siendo antagonista de la dopamina.

La accién estimulante directa de los dos fArmacos
estudiados sobre 1la musculatura lisa del tracto
gastrointestinal se puede explicar, en parte, a través
de la liberacién de acetilcolina, como consecuencia de
la estimulacién de las neuronas postganglionares
colinérgicas y de los plexos nerviosos del tubo

digestivo.
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Solo hemos encontrado un trabajo (153) que infiera
una accién directa sobre la musculatura lisa por parte
de la metoclopramida, el cual habla del efecto causado
solo sobre el esfinter ésofégico inferior. Se argumenta
en él1 un aumento en la tensién de dicho érgano,
no blogqueada por anticolinérgicos, hexametonio,
fentolamina, propanolol o difenhidramina; ni aumentado

por gastrina I, acetilcolina o norepinefrina.

No obstante, existe comin acuerdo entre la mayoria
de los autores (95,98,99,117) y ha quedado establecido
que el aumento de las contracciones producidas por la
metoclopramida sobre el esfinter esofdagico inferior,
estémago e intestino, es blogqueado por la accidén de los
fadrmacos anticolinérgicos, como la atropina y potenciado
bor agentes colinérgicos, como el carbacol, betanecol o
la metacolina. Comportamiento, por otra parte, nuy
parecido al de los agentes anticolinesterasa, como se

puede observar en el apartado I.3.2.

En toda la bibliografia examinada se extrae un
argumento cominmente compartido y es que, aunque el
mecanismo exacto de accién de la metoclopramida y el

bromopride no es bien conocido, la investigacidn
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reciente y amplia 1llevada a cabo en los Gltimos 20 afios
ha permitido sugerir que, a parte de ser antagonistas
dopaminérgicos, poseen notables efectos colinérgicos. A
éstos se atribuyen, al menos en parte, 1la actuacién

sobre el aparato digestivo.

Aunque determinadas acciones de estos faArmacos
pudieran estar relacionadas con 1la inhibicién de 1la
dopamina (por ejemplo la antiemética), el efecto
estimulante sobre la motilidad del tracto gastro-
intestinal encontraria una razén de ser fundamental en
la liberacién o aumento de acetilcolina en la conjuncién
neuromuscular y consiguiente contraccién de la

musculatura lisa.

Estamos ante 1la tercera de 1las hipétesis antes
citada, a nuestro parecer, la de mayor sostén para la
explicacién del mecanismo de accidén gastrointestinal de
estos dos féarmacos, a la vista de 1los argumentos
contradictorios de 1las dos primeras y los que a

continuacién se discuten para esta Gltima.

Hemos encontrado siempre un gran apoyo a la teoria

de potenciacién de los efectos colinérgicos, aungque no
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se define el exacto mecanismo. Mientras unos autores
(110,111) opinan que dicha accién podria deberse a la
liberacidén de acetilcolina, otros (113) piensan que los
mecanismos colinérgicos serian facilitados por alguna
otra accién, o bien podrian sensibilizar los receptores
muscarinicos de la acetilcolina en la musculatura lisa
gastrointestinal (112). Ademds, aunque se afirma el
efecto facilitador sobre la actividad colinérgica
gastrointestinal a nivel periférico, se desconoce si es
debida a una accién inespecifica o al resultado de la

interaccién con otros receptores (90).

Cabria la posibilidad de pensar que la metoclopra-
mida y bromopride fuesen agentes colinérgicos directos,
como el carbacol o la metacolina. Pero a diferencia de
éstos, se ha comprobado que aquellos requieren lugares
intrinsecos neuronales de almacenamiento de acetilcolina
para ejercer sus acciones farmacoldégicas (95), 1lo cual
indica que necesitan de ella para estimular la

musculatura lisa.
Ampara también otra razdén contraria en este sentido

el trabajo de Fontaine y Reuse (114), quienes observaron

que, previa incubacidén del misculo abdominal de rana con
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metoclopramida y bromopride, 1la dosis de acetilcolina,
necesaria para producir una respuesta igual a la
provocada sin la incubacién con aquellos farmacos, era
disminuida casi 1la mitad, mientras que dicha dosis no
sufria variacién en el caso de otros agonistas de la
estimulacién muscular, como el cloruro potdsico o el

carbacol.

Esto podria parecer contradictorio, si tenemos en
cuenta la afirmacién hecha anteriormente, en 1la cual
deciamos que la accidén de la metoclopramida y bromopride
es potenciada por agentes colinérgicos, como el carbacol
o la metacolina. No obstante, tiene su explicacién si
consideramos 1la accién anticolinesterasa de estos
fArmacos, demostrada en nuestros ensayos Yy apoyada por
el experimento de los autores mencionados en el musculo

abdominal de rana.

En dicho misculo, no se estd midiendo una
potenciacién del efecto por adicién conjunta de las
benzamidas y la acetilcolina o el carbacol, sino que se
realiza una preincubacién de diez minutos con aquellas.
En ese tiempo, 1la ACHE es inhibida en 1las sinapsis

neuromusculares y, al adicionar 1la acetilcolina, su
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hidrélisis es preservada, necesitdndose menos cantidad
para ejercer el mismo efecto. En el caso del carbacol,
la concentracién de enzima no influye en su dosis, va

que no es degradado por‘ella.

Hemos de decir también que, en el mismo ensayo, la
preincubacidén con un agente anticolinesterasa conocido,
la neostigmina, se obtienen 1los mismos resultados Qque
con la metoclopramida y bromopride, 1lo cual reafirma

nuestra propuesta.

Por otra parte, nuestros datos estdn en desacuerdo
con la afirmacién de Pinder y col.(96), dque en 1976
sostenian que la metoclopramida no tiene actividad

anticolinesterasa.

En contrapartida, son reafirmados por las
experiencias de Vacca y co0l.(133), realizadas en perros
Yy conejos, en lo que se refiere al efecto inhibidor de
las colinesterasas por ambos farmacos. 8in embargo,
nuestras aportaciones respecto al orden de potencia
contrasta con la de estos autores, los cuales confieren
una mayor accién anticolinesterasa a la metoclopramida.

Pensamos que tal vez podria ser debido a que las pruebas
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se llevaron a cabo en animales o con distintas

condiciones de trabajo.

No obstante, secundan nuestros resultados en ese
sentido los niveles plasmaticos efectivos alcanzados
tras la administracién de metoclopramida y bromopride,
descritos en la introduccién, y que son para el
bromopride (141) aproximadamente la mitad de los que se
obtienen con metoclopramida (99). Obsérvese que la I-50,
calculada en nuestras graficas correspondientes al
efecto inhibidor de la actividad de 1las colinesterasas

para ambos farmacos, guarda ]a misma relacién.

Aportamos, por consiguiente, una novedosa y, tal
vez, complementaria aproximacién que permite explicar
los efectos gastrointestinales de estos dos principios
activos, en el sentido de que, al inhibir 1la ACHE, el
resultado seria similar a una "liberacién de
acetilcolina”, como sostienen la mayoria de la hipébtesis
comentadas con anterioridad. Es decir dichos férmacos se

comportarian como agentes colinérgicos indirectos.

Como se puede contemplar en la Figura C de la

Introduccién, en las terminaciones nerviosas colinér-
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gicas, la acetilcolina es sintetizada y almacenada en
las vesiculas presindpticas, de donde serd liberada al
espacio sinédptico mediante impulsos colinérgicos o
filtrada espontadneamente a la terminacién nerviosa
(154). Una vez alli, cuyos niveles van a ser
controlados por la ACHE, interaccionard con el receptor
postsindptico o presindptico Y finalmente sera
hidrolizada por dicha enzima. Si la actividad enzimética
de ésta es inhibida se incrementa 1la presencia del
acetilcolina y por tanto su accién, mediante una mayor
interaccién con los receptores y un aumento de 1la

transmisién del impulso nervioso.

Se describié en la Introduccidén el gran componente
autonémico y complejidad de la regulaciédn nerviosa
gastrointestinal y que la inervacién colinérgica a nivel
entérico es abundante. También que el intestino delgado
puede regular la motilidad y vaciamiento gdstrico, y que
la transmisién neuroquimica en las neuronas entéricas es
ae cardcter nicotinico a nivel ganglionar, mientras que

a nivel efector es muscarinico.

Teniendo en cuenta que la estimulacién de 1los

receptores muscarinicos son bloqueados por la atropina,
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coincidiendo con la accién de 1la metoclopramida ¥y
bromopride, y que el efecto de estos farmacos no es
abolido por la vagotomia, todo ello nos conduce a pensar
en una actuacidén de éstos en las terminaciones nerviosas

efectoras del aparato digestivo.

Se sugiere que la metoclopramida y bromopride
presentarian una especial predileccién para acceder y
actuar sobre las conjunciones neuromusculares finales,
ricas en receptores muscarinicos, lo que provocaria una
estimulacién de la musculatura lisa gastrointestinal.
Esto tendria lugar mediante un mecanismo colinérgico
indirecto, regido, en su mayor parte, por 1la inhibicién

de la ACHE y, tal vez, la CHE.

Hasta ahora solo hemos hecho alusién a la enzima
eritrocitaria porque su papel ha estado siempre
relacionado con la transmisién del impulso nervioso,
mientras que el de 1la enzima sérica permanece aun sin
aclarar. No obstante, hay una serie de hechos que la
relacionan con el sistema nervioso y con el aparato
digestivo, los cuales podrian implicarla, demostrada su
mayor inhibicidén por metoclopramida y bromopride, en el

mecanismo de accidn gastrointestinal de estos farmacos.
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La CHE se localiza en todo el aparato digestivo,
desde el duodeno al recto, segin demostraron Sine vy
col.(8), con dos formas distintas de la enzima (Gl vy
G4). Predomina, curiosdmente, la de mayor actividad en
algunos tramos donde la accién de 1la metoclopramida y
bromopride es mayor y decreciendo progresivamente hasta
llegar al recto, lugar donde, aungque exXistente, el

efecto de dichos fArmacos es menor.

En el sistema nervioso central se encuentran en
intima relacién ambasyenzimas, como confirma el trabajo
de Brimijoin y Hammond (9), existiendo en determinadas
zonas niveles mayores de CHE. No hay que olvidar que el
centro del vémito, situado en el A4rea postrema del
cerebro y rico en receptores muscarinicos, es
probablemente otro centro regulador de 1la motilidad
gadstrica, cuya estimulacién, en su grado méds elevado,
produce el vémito (88). Se suglere que la ligera
actuacién de la acetilcolina sobre 1los receptores del
centro del vémito, provocada por un fadrmaco como 1la
metoclopramida capaz de atravesar la barrera hemato-
encefdlica, podria favorecer el vaciamiento gastrico por
aumento de la motilidad vy aliviar 1la sensacién de

nauseas.
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El mismo mecanismo de accién antiemética se
explicaria por el efecto sobre los receptores
muscarinicos presentes en las terminaciones nerviosas de

la musculatura lisa gastfointestinal.

Si atendemos a las posibles funciones gue se
asignan a la CHE, también contribuyen a consolidar
nuestra teoria. Asi, la hipdtesis de que la CHE fuese
un precursor de la ACHE (31) nos 1llevaria a la
conclusidén de que 1la actividad de ésta se encontraria
atn mas disminuida, si ademds de ser inhibida decrece su

produccién por inhibicién de la primera.

Otro posible papel bastante 1légico de la CHE (27)
es el de actuar protegiendo o regulando 1la ACHE,
hidrolizando aquellos ésteres de colina que pudieran
inhibirla. Segun esto si disminuyese 1la actividad de 1la

CHE, dichos ésteres inhibirfan todavia mds a la ACHE.

Jamieson (35), en sus estudios, relaciona a la CHE
con la motilidad intestinal, mientras que otros autores
sustentaron una c¢onexién entre dicha enzima y la
asimilacién de alimentos (34). Esto Ultimo posiblemente

se debe a la modificacidén de 1la motilidad gastro-
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intestinal, ya que, como Se traté en la Introducciédn,
existen alteraciones provocadas por la metoclopramida y
bromopride en la absorcién de determinados medicamentos
debidas a dicha accién. De hecho, en el ayuno, cuando
la actividad motora esté organizada en los ciclos
motores interdigestivos, existe un descenso de la
actividad de la CHE. Todo 1lo cual nos confirma un

compromiso entre esta enzima y el aparato digestivo.

Pero ademds, algunos autores (30) resefian que 1la
CHE desempefia un papel esencial en 1los - procesos de
conduccidén nerviosa lentos, estando en concordancia con
la activacién muscarinica, responsable de la contraccién
de la musculatura lisa entérica, cuya respuesta es mas
lenta en su iniciacién y méds prolongada en su duracién

que la nicotinica (90).

Existen una serie de puntos en comin entre los
agentes anticolinesterasa, neostigmina y fisostigmina

(derivados carbamicos) y las benzamidas sustituidas,

metoclopramida y bromopride. Esta concordancia nos
permite afianzar méds nuestra hipétesis. son los
siguientes:
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- Son inhibidores reversibles y competitivos de la

CHE y ACHE, con mayor potencia frente a la primera.

- Poseen una accién eucinética, estimulando la
contraccién de la musculatura lisa a lo largo de todo el

tracto digestivo, por un mecanismo colinérgico.

- En ambos grupos de farmacos, 1la accidén anteriormente

citada, es blogqueada por la atropina.

- Estan indicados igualmente en varios trastornos
patolégicos de la motilidad intestinal, como el ileo

paralitico vy la gastroparesia diabética.

- Tanto unos como otros, han de ser utilizados con
precaucién en pacientes asméticos por la produccidén de

broncoespasmos.

Al mismo tiempo, poco se sabe de grado relativo con
que los agentes anticolinesterasa inactivan a la enzima
en diferentes tejidos. Ello depende en parte de la
facilidad para penetrar a los espacios celulares, y asi,
51 bien la neostigmina y fisostigmina presentan una

potencia inhibitoria algo mayor que la metoclopramida y
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bromopride, también es cierto que al ser sales de amonio
cuaternario tendrdn mé&s dificultad para la absorcién y
entrada en los tejidos que estos ultimos, de mayor
caracter hidrofébico. Dé hecho, determinados autores
(104) describen que la metoclopramida estimula més la

motilidad intestinal que el bromuro de piridostigmina.

En esta misma linea, pasamos a discutir otra prueba
confirmatoria relacionada tanto con la accién
estimulante motora gastrointestinal de la metoclopramida
Yy bromopride, como con algunos de ‘sus efectos

secundarios.

Como se apuntd en un principio, al describir las
acciones de estos farmacos, a bajas concentraciones,
"in vitro", aumentan el tono basal vy la actividad
contractil, mientras que a altas concentraciones 1la
actividad mecénica es inhibida (95,129). Hecho que
pPresenta una explicacién légica si atendemos a nuestra

propuesta sobre el mecanismo de accién.
Ya que actuarian inhibiendo las colinesterasas, a

bajas dosis el efecto seria colinérgico, pero con

grandes cantidades la actividad enzimidtica quedaria tan
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disminuida que se produciria una gran acumulo de
acetilcolina en 1los receptores postsinapticos. La
ausencia de hidrélisis del neurotransmisor impediria que
éste fuese retirado, pdra asi dejar paso a otras
moléculas que, al interaccionar, diesen 1lugar a la
produccién de otros impulsos nerviosos. Se ocasionaria
una despolarizacién continuada y, por tanto, una
interrupcién de la transmisién nerviosa. Circunstancia
que se produce asimismo con los agentes anticolineste-

rasa, c¢itados anteriormente.

Acontece de forma similar con otro efecto suscitado
por la metoclopramida y bromopride, concretamente la
liberacién de prolactina, la cual es incrementada a
bajas concentraciones del farmaco (120,136,155,156),
mientras que a altas ocasionan una inhibicién en 1la

secrecidén de dicha hormona (121,137).

Ya que se desconoce el mecanismo exacto para el
citado fendmeno, su explicacidn se haria con un
razonamiento aceptable si atendemos al modo de
actuacién, como anticolinesterasas, que se sugiere para
estos fArmacos. Cuando mids, si se tiene en cuenta que

algunos autores apuntan hacia 1la posibilidad de otro
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mecanismo de componente central, no dopaminérgico, que
consiste en un aumento de la actividad de centros

nerviosos de caracter colinérgico (90).

conjuntamente, y siguiendo con esta hormona, se da
un ciclo muy curioso, a considerar. Por un lado, la
accién de la metoclopramida sobre la liberacién de
prolactina, resefiado anteriormente. Por otro, los
estudios de Ramaswamy Yy c¢o0l.(157) demuestran gque la
prolactina inhibe la CHE y sugieren que puede ejercer su
actividad colimimética por inhibicién de dicha enzima. Y
por tltimo, nuestros resultados ponen de manifiesto que

la CHE es inhibida por metoclopramida.

con todo esto, supongamos due un mecanismo
colinérgico en un compartimento cercano a la gléandula
pituitaria, es el responsable de 1la secrecién de
prolactina y que ésta constituye su propio factor de
inhibicién hormonal. Cuando 1la concentracién de ésta es
baja, la colinesterasa es inhibida y por estimulacién
colinérgica se libera hormona. Si _ésta aumenta
demasiado, la inhibicién de 1la enzima seria tal que se
acumularia gran cantidad de acetilcolina y el impulso

nervioso abolido por despolarizacién continuada, no
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liberandose prolactina. De igual modo, si la
metoclopramida tuviese capacidad para alcanzar esas
células reguladoras, su accidén a bajas concentraciones
segregaria hormona, mientras que a grandes dosis

provocaria el efecto contrario.

Finalmente, y volviendo al estimulo de 1la
motilidad en el tracto digestivo inducido por
metoclopramida y bromopride, reafirman muestra teoria
los ensayos realizados con otra benzamida antiemética,

el alizapride.

En nuestra linea de investigaciédn, que se
continuard con estos férmacos antieméticos, se han
efectuado algunas pruebas preliminares con el susodicho
medicamento. Los resultados obtenidos en ellas indican
que el alizapride, considerado un fuerte antagonista
dopaminérgico, no inhibe, en las concentraciones
utilizadas en nuestro trabajo, a la colinesterasa. Hecho
que c¢oincide con nuestra hipdtesis, pues en la
documentacién recibida sobre este principio activo (129)
se afirma que carece de accién estimulante sobre la

musculatura lisa gastrointestinal.
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En otro orden de cosas, ha quedado bien establecida
ia existencia de un sitio anidénico, un sitio esterédtico
y sitios hidrofdébicos en el centro activo de la CHE y
ACHE, como se vio en la Introduccién. Queremos hacer una
aportacién referente al modo en que la metoclopramida y
el bromopride van a interaccionar con estas enzimas y la

diferencia de inhibicién que presentan entre ellos.

De la férmula estructural, presentada al principio
para ambos fArmacos, se deduce que exhiben sendos
radicales tipo amina terciaria wunido al grupo amida,
cuyo nitrégeno a pH fisiolégico podria encontrarse, en
parte, cargado positivamente y unirse a la enzima por el
sitio aniénico, al igual que 1lo hace el grupo amonio
cuaternario de la acetilcolina. De la misma forma 1los
grupos etilicos serian acomodados por el sitio
hidrofdébico Al, segun el modelo que representdbamos en
la figura B, propuesto por Kabachnik y c¢o0l.(20). Lo
mismo ocurriria con 1la dibucaina, que presenta idéntico

radical, adherido al grupo amida.
La longitud de la cadena entre el nitrogeno aminico

y el carbono amidico, en los tres farmacos, es la misma

que la existente entre el primero y el carbono del grupo
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éster en la acetilcolina. Por tanto, el radical
aromdtico encajaria en el bolsillo de las A&reas
hidrofdébicas, situado en las inmediaciones del sitio
esterdatico (Fig. B). No se produciria unién entre éste y
la amida, debido a la necesidad de un grupo éster. Como
es légico, ninguno de los tres principios activos serian
hidrolizados por la CHE o 1la ACHE. No obstante, 1la
interaccién hidrofébica, cuya importancia fue indicada
(5,18,19), si tendr4d 1lugar, en mayor o menor grado,

dependiendo del radical aromatico que parte de la amida.

Segin se dijo, determinados estudios (23)
demuestran que la grieta situada en el sitio esterético,
rodeada de paredes hidrofébicas y encargada de acomodar
radicales aromdticos, es menor en la ACHE que en la CHE.
Esto nos explica porqué 1la dibucaina, con un anillo
quinolinico de tamafio mayor que el anillo de de las
benzamidas sustituidas (Fig. I), al no entrar en el
hueco de la ACHE, no inhibe su actividad enzimdtica. En

cambio con la CHE ocurriria lo contrario.
Ademds, por la misma razdén, el grado de interaccién

hidrofdbica de la metoclopramida y Dbromopride es de

menor intensidad con la ACHE. Al ser menor el tamafio de
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su bolsillo hidrofébico es menos inhibida por dichos

farmacos, como lo demuestran nuestros resultados.

Otros autores (21;22) encuentran una relacién
directamente proporcional entre 1la inhibicién de 1las
colinesterasas por determinados compuestos aromdticos y
su coeficiente de particién octanol-agua. Es decir,
cuanto m&s hidrofébico sea un farmaco, mayor capacidad

presentard para disminuir la actividad de ambas enzimas.

En nuestra parte experimental, '~ la potencia
inhibitoria obtenida para el bromopride es casi el doble
de la gque se calcula para la metoclopramida. Si
atendemos a sus respectivas férmulas (Fig. H), la Gnica
diferencia entre ambos es el atomo halogenado, cloro
o bromo, unido al anillo bencénico. El <cloro, més
electronegativo, posee un efecto inductivd negativo vy
desestabilizante del anillo, mayor que el bromo y por el
contrario, un menor efecto de resonancia, activador del
anillo. Segin lo cual cabe esperar que el bromopride sea
mas hidrofébico que la metoclopramida. Efectivamente, en
el estudio realizado por van Damme y col.(158), donde se
determina el coeficiente de particidén octanol-agua (P)

para diferentes benzamidas sustituidas, se obtiene para
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la metoclopramida un valor de P=416, mientras que para
el bromopride P=669. Por ello, aportamos dque 1la
diferente inhibicién que presentan se debe, solo vy
exclusivamente, a la distinta interaccién hidrofébica.
Asimismo, proponemos que la capacidad inhibitoria de las
colinesterasas, esperada para una benzamida sustituida,
podria preverse por el cardcter hidrofébico y el tamailo
que confiera un determinado radical wunido al anillo

bencénico, siempre que el radical aminico sea el mismo.

En esta linea, el alizapride, que como aludiamos
antes no disminuye 1la actividad de la colinesterasa,
presenta en el susodicho trabajo un coeficiente de
particién muy bajo, de tan solo de P=8.§, y su radical
aromdtico se compone de dos nuUcleos ciclicos wunidos,

hecho que consolida nuestros argumentos.

Una herramienta fundamental para 1la deteccidn de
variantes genéticas de la CHE la constituye la
dibucaina, desde que Kalow y Genest (49) pusieron de
manifiesto la resistencia que mostraban a ser inhibidas,
por este anestésico 1local, 1las variantes atipicas de

dicha enzima.
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Al observar 1la igualdad del radical hidrocarbonado
unido a 1la amida, existente en la dibucaina,
metoclopramida y Dbromopride, decidimos ver el
comportamiento que demostraban estos dos dltimos

con las mencionadas variantes.

En la Tabla XXXVI se contempla como los tres
farmacos, mediante la determinacién de sus NQD, NeM y
NoB, encuadran con valores similares a todas 1la
colinesterasas procedentes de distintas muestras, dentro
de la variante normal o usual con <cifras por encima de

70. O sea, la conducta de los tres es idéntica.

En la Tabla XXXVII, con CHE anormales, la actitud
es muy parecida clasificdndolas, por 1los valores de
referencia citados con anterioridad, dentro de 1las
variantes atipicas heterocigéticas. Lo cual indica
que, en un principio, exhiben 1la propiedad de poder
diferenciar, al menos, las CHE de este tipo, pudiendo

ser de gran de utilidad en este sentido.
Nuestra idea en lo sucesivo es tratar de conseguilr

el mayor numero posible de variantes genéticas, e

investigar la inhibicién producida por metoclopramida y
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bromopride a estas concentraciones. También se
llevarian a cabo ensayos con otras CHE procedentes de
pacientes que presentaron apneas prolongadas tras la
administracién de succinilcolina y cuyas CHE no han
podido ser definidas genéticamente por 1los inhibidores
diferenciales existentes. Como aludiamos en la
Introduccién, tanto el wuso del <cloruro (57) como del
butanol (58), contribuyeron a 1la deteccidén de nuevas
variantes anormales de la CHE, luego podriamos estar
antes dos nuevos inhibidores diferenciales. Ademés,
potencialmente el nimero de variantes genéticas de la
CHE puede ser muy amplio, y verdaderamente, es indudable
que existe un namero de ellas previsiblemente no

identificadas (5).

Desde siempre ha sido sostenida la creencia de que
la diferencia estructural de las distintas variantes
genéticas radica en el sitio anidénico, y no en el
esteratico (42), ya sea por la diferencia de tamafio y
forma en la variante atipica (159), o bien por 1la
variabilidad de las distancias con el sitio activo
serina (160). Son razonables, por ello, que los
resultados obtenidos en las dos tablas citadas para los

tres fArmacos sean similares, debido a que todos
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comparten el mismo radical encargado de interaccionar

con el sitio anidnico,

Pero adicionalmente, Lockidge (47) afirma que, si
bien la mutacién de la colinesterasa anormal afecta al
sitio aniénico disminuyendo su carga negativa, también
existe una repercusién sobre - el sitio de unién
hidrofébico. En este sentido, es légico pensar que
la metoclopramida vy bromopride podrian tener un
comportamiento distinto a la dibucaina, a este nivel,
frente a otras colinesterasas anormales, adan sin
detectar, va que, como hemos demostrado, el tipo de
unién hidrofébica es diferente dependiendo de los

diversos radicales aromaticos.

Como sefialan algunos autores (149,152) se han
observado casos de prolongacién del bloqueo muscular
causado por succinilcolina en pacientes gque recibian
metoclopramida a nivel preoperatorio. Teniendo en cuenta
que el Dbromopride, mAds reciente Yy menos empleado
todavia, puede ser prescrito con 1la misma finalidad
farmacoldégica que la metoclopramida en anestesia e
inhibe en mayor grado la CHE, sugerimos, por primera vez

seglin la bibliografia revisada, una precaucién a la hora
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de administrar este farmaco Jjunto con succinilcolina u
otros inhibidores de dicha enzima, de utilidad en

intervenciones quirdirgicas.

Finalmente y como colofén a este apartado queremos
resefiar que dejamos una puerta abierta en el campo de la
interferencia analitica, motivo en un futuro de

sucesivos estudios en nuestro Departamento.

son muchos los medicamentos que afectan las pruebas
que determinan pardmetros en el laboratorio, haciéndolo
por distintas vias. Dia a dia son descubiertas nuevas
perturbaciones en diferentes etapas del proceso
analitico por principios activos de uso terapéutico

(161).

A causa de la evidente inhibicién de las
colinesterasas por metoclopramida y bromopride, se prevé
una incidencia de este efecto en la determinacién de las
mencionadas enzimas, sobre todo de 1la CHE. Pues, como
indicédbamos en los estudios farmacodinamicos dev ambos
farmacos los niveles plasméaticos estéan sujetos a
importantes variaciones y se describen algunos casos

anormalmente altos. Asimismo, cabe esperar que los
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valores sanguineos estén mucho mAs elevados durante 1la
administracién de estos principios activos a dosis muy
superiores a las wusuales, como es el caso del
tratamiento de vémitos inducidos por antineopléasicos.
Adicionalmente, 1la alteracién analitica'® de 1la CHE
tendria mayor incidencia si el sustrato base para la
determinacién fuese la acetiltiocolina, con el cual la
inhibicién producida por metoclopramida vy bromopride es
unas diez veces mayor que la resultante para la

butiriltiocolina.

Sugerimos, por todo ello, una posible alteracién
analitica en la determinacién de las colinesterasas y se
pretende realizar una investigacién segin 1las lineas
directrices para estudiar y definir una interferencia
analitica (161), propuesta por 1la Comisién "Effets des

médicaments sur les examens de laboratoire".
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VI . ——CONCLUSITONES
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Conclusiones

De la exposicidén y resultados de este trabajo,
junto con los razonamientos que se han llevado a cabo,

se pueden extraer la siguientes conclusiones:

la.- Los fArmacos antieméticos y estimulantes de la
motilidad gastrointestinal, metoclopramida y bromopride,
inhiben de forma considerable 1la actividad de 1la

colinesterasa sérica y eritrocitaria humanas.

23.- El bromopride inhibe la actividad de dichas enzimas
en mayor grado que la metoclopramida, casi el doble, y
ambos superan en este sentido al anestésico 1local

dibucaina.

38.~ Se puede considerar que 1la dibucaina no inhibe
prdcticamente, a las concentraciones empleadas en este

trabajo, la actividad de la enzima eritrocitaria.
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43.- La disminucién de 1la actividad enzimética de la
colinesterasa sérica producida por 1los tres farmacos
citados es notablemente mayor con la acetiltiocolina,

como sustrato, que con Ia butiriltiocolina.

583.- La inhibicién de 1las colinesterasas provocada por
metoclopramida, bromopride y dibucaina es de caréacter

reversible y competitivo.

63.- Se propone, sin invalidar ninguna de 1las hipétesis
en vigor, un mecanismo de accidédn colinérgico basado en
la inhibicién de la colinesterasas por metoclopramida y
bromopride a distintos niveles del organismo, que
contribuye a comprender mejor los efectos desencadenados
en el tracto gastrointestinal y sus propiedades como

antieméticos de amplio uso terapéutico.

72.- La falta de inhibicién de 1la ACHE por parte de la
dibucaina se debe posiblemente a un mayor tamafic de su
radical aromdtico, siendo dificultada la interaccién en
el pequefio bolsillo hidrofdébico del sitio esterédtico de

la enzima.
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83.~ E1 hecho de que el bromopride disminuya 1la
actividad de las colinesterasas con mayor intensidad que
la metoclopramida, dada su similitud estructural, puede
ser debido al aumento dél caracter hidrofébico de aquel,
como consecuencia de la sustitucidén de un Atomo de cloro

por uno de bromo en el radical aromatico.

9a.- Dado el similar comportamiento de la metoclopramida
y el bromopride frente a variantes genéticas usuales vy
atipicas de la colinesterasa sérica, se sugiere el
empleo de estos farmacos como posibles * 1inhibidores

diferenciales de otras colinesterasas anormales.

10a.- Se aconseja precaucién en el uso conjunto del
bromopride, al igual que la metoclopramida, .con el
relajante muscular succinilcolina, vya que al inhibir 1la
colinesterasa sérica se podria prodﬁcir apneas

prolongadas en pacientes anestesiados.

11a.~- Debido al wuso terapéutico de dichas benzamidas a
nivel sistémico y 1la permisividad de poder ser
utilizadas a dosis muy altas se prevé una interferencia
analitica en la determinacién de 1las colinesterasas

provocada por la metoclopramida y el bromopride.
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