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1. INTRODUCCION, JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

En 1970 se inicia en el departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense una linea de investigacion que se ocupa de estudiar el efecto
de los farmacos psicotrépicos sobre el metabolismo oxidativo del tejido cerebral de rata
“in vitro”, que da lugar a la publicacion de una serie de trabajos en revistas nacionales e
internacionales de reconocido prestigio (Velasco y col., 1972, 1973, 1974; Rabadan y
col., 1976). Esta linea de investigacion se continda en la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cérdoba (Gonzalez y col., 1977, 1978, 1979, 1980; Velasco y col.,
1977, 1978; Saiz y col., 1978) y posteriormente en Valladolid (Duefias y col., 1983;
Garcia y col., 1983, 1985; Alvarez y col., 1984; Velasco y col., 1989, 1991).

Una variante de esta linea de investigacion se inicié en Cérdoba en 1979 con la Tesis
Doctoral de Maria Adela Sanchez Garcia leida en la Universidad Complutense en Julio
de 1979. En este trabajo se analizo el efecto de agentes simpaticomiméticos de accién
directa e indirecta y sus antagonistas sobre el metabolismo oxidativo del cerebro de rata
“in vitro”, y fue publicado en inglés en la edicidn cientifica de la revista “Il Farmaco”.
Ya en Valladolid se estudi6 el efecto de histamina, serotonina y sus antagonistas sobre
el metabolismo oxidativo de cerebro de rata “in vitro” (Velasco y col., 1981, 1984,
1992).

El malato de pizotifeno es un farmaco antihistaminico H;, antiserotoninico,
antidepresivo, antiarritmico y manifiesta un notable isosterismo con los farmacos
antidepresivos triciclicos estudiados previamente en nuestro Laboratorio (Velasco,
1995) més detalles sobre su farmacologia sistematica se proporcionan en el capitulo de
“Estado actual del problema”; por ello, en este trabajo se va a estudiar el efecto del
malato de pizotifeno sobre el metabolismo oxidativo de cerebro de rata “in vitro”.

El consumo de oxigeno (QO,) se determina en cortes, homogeneizados y mitocondrias
de cerebro de rata “in vitro” mediante la técnica manométrica directa de Warburg
(Umbreit y col., 1972). Se emplearan cortes, homogeneizados y mitocondrias.

La utilizacién la homogeneizados tiene como finalidad determinar el papel que
desempefia la membrana celular intacta. Los cortes de cerebro de rata se incuban en
solucion Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10mM, Krebs con potasio 105mM
con o sin calcio y Krebs en el que se ha sustituido el cloruro de sodio por cloruro de

colina.



El homogeneizado al 10% se incuba con piruvato, malato, iones magnesio y adenosin
trifosfato (ATP) en sacarosa 0,15 M.

El efecto del malato de pizotifeno sobre la fosforilacion oxidativa mitocondrial de
cerebro de rata “in vitro” se estudia mediante el proceder de Velasco y col. (1985).

Se determina el efecto del malato de pizotifeno sobre la actividad ATPasa de
homogeneizados de corteza cerebral “in vitro” mediante la técnica de Wu y Phillis
(1979, 1981).

En este trabajo también se estudian las interacciones del malato de pizotifeno sobre las
modificaciones del metabolismo oxidativo cerebral inducidas “in vitro” por dopamina,
histamina y serotonina.

Teniendo en cuenta que la glucosa es el principal sustrato del tejido cerebral, se ha
procedido al estudio de las modificaciones que en su consumo pudiera inducir el malato
de pizotifeno, empleando el método de la glucosa-oxidasa (Sols y de la Fuente, 1957).
Los resultados se expresan mediante tablas y ocasionalmente graficas como valores
medios + E.S.M.; el contraste estadistico se realiza mediante un test para datos no

apareados.

El desarrollo de esta Tesis Doctoral es como sigue:

1- Introduccidn, justificacion e hipétesis del trabajo.

2- Estado actual del problema: Farmacologia sistematica del pizotifeno.
3- Objetivos.

4- Material y Métodos.

5- Resultados y Discusion

6- Conclusiones.

7- Resumen.

8- Bibliografia ordenada alfabéticamente.

Valladolid a 14 de Noviembre de 2011

Fd° Sara Garcia Catalina
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2. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA: FARMACOLOGIA SISTEMATICA
DEL PIZOTIFENO

El malato de pizotifeno es un farmaco antihistaminico Hs, antiserotoninico, débilmente
anticolinérgico y aperitivo. Se emplea fundamentalmente en la profilaxis de la jaqueca o

migrafia.

2.1. Origen y quimica

El pizotifeno o pizotilina es un farmaco de origen sintético. Quimicamente es el 9,10-
dihidro-4-(1-metilpiperidil-4-iliden)-4H-benzo (4,5) ciclohepta (1,2b) tiofen hidrogeno
malato. Su férmula empirica es C19H2;:NS. C4HgOs con un peso molecular de 429.5, es
un derivado benzocicloheptatiofeno, con gran similitud estructural con la ciproheptadina
y los antidepresivos triciclicos. Se presenta en forma de polvo blanco-amarillento,
cristalino, inodoro que funde con descomposicion a 261-263° C. Es muy poco soluble
en agua, poco soluble en alcohol, conviene protegerlo de la luz. Su pK; es de 7. Su
formula desarrollada se presenta en la figura 1.

2.2. Farmacocinética

El pizotifeno posee una buena absorcion oral, alcanzando sus niveles plasmaticos
maximos a las cinco-siete horas de su administracion oral. Se une a las proteinas
plasmaticas el 95%.

El pizotifeno tiene una semivida plasmatica de 26 horas, elimindndose principalmente
por via renal (70%) y en menor grado por heces (30%), aunque en tratamientos crénicos
se incrementa la eliminacion digestiva. Se biotransforma por conjugacién con acido

glucuronico (Speight y Avery, 1972).

2.3. Farmacodinamia

El pizotifeno es una sustancia anticolinérgica, antihistaminica Hy, y antiserotoninica con
efecto agonista parcial de receptores serotoninicos, no interfiere con las cininas o con
sus liberadores y carece de efecto bloqueante de adrenoceptores alfa y no es hipotensor
(Diener, 2003; Speight y Avery, 1972).

El pizotifeno posee un efecto sedante y antidepresivo, al igual que la ciproheptadina con
la que presenta notable isosterismo, es estimulante del apetito. Tiene gran semejanza

estructural con los farmacos antidepresivos triciclicos.



Al igual que la quinidina manifiesta efecto antiarritmico en los animales de
experimentacion (Ahmad y Achari, 1969; Speight y Avery, 1972), este efecto se explica
porque el pizotifeno tiene una gran semejanza estructural con los antidepresivos
triciclicos que son estabilizadores inespecificos de membrana al bloquear los canales de
sodio-dependientes de voltaje (Tamargo, 1995; Velasco, 2003).

2.4. Efectos no deseados. Toxicidad. Contraindicaciones. Precauciones e interacciones.
El pizotifeno puede provocar somnolencia, cefaleas, mareos, rubor facial, dolores
osteomusculares, pesadez de piernas, alteraciones gastrointestinales, retencion hidrica,
disminucion de la libido, desencadenamiento de crisis convulsivas e incremento del
apetito con aumento de peso (Peet, 1977).

En relacion con la toxicologia experimental, la Dosis Letalso (LDso) en el raton es de 43
+ 1,8 mg/kg por via intravenosa y 880 + 102 mg/kg por via oral. Los valores de LDsj en
rata y conejo eran de 17 £ 1,1 y 19 + 2,2 mg/kg respectivamente por via intravenosa y
1500 + 330 mg/kg y 700 + 252 mg/kg respectivamente por via oral (Speight y Avery,
1972).

El pizotifeno no debe asociarse al etanol, ni a otros depresores del Sistema Nervioso
Central porque potencia sus efectos sedantes, ni a los farmacos antihipertensivos
bloqueantes neuronales adrenérgicos porque al estar relacionado estructuralmente con
los antidepresivos triciclicos bloquea su incorporacion a la terminacion nerviosa
noradrenérgica (Bailey, 1976).

Se ha descrito un caso de posible hepatitis fulminante (Elouni y col., 2010) y de
sindrome confusional por terapia con pizotifeno (Martinez Vicente, 2007)

2.5 Aplicaciones terapéuticas

El pizotifeno esta indicado para el tratamiento profilactico de las cefaleas vasculares
recurrentes, provocando una reduccidn en la frecuencia y severidad de los ataques en un
60% de los pacientes, no siendo efectivo en el tratamiento de ataques agudos (Silcocks
y col., 2010; Stark y col., 2007; Pierangeli y col., 2006; Cuvellier y col., 2004; Weydert
y col., 2003; Pradalier y col., 2003; Goebel y Heinze, 2003; Goebel y col., 2002; Snow
y col., 2002; Friedman, 2002; Diener y Limmroth, 2001; Bellavance y Meloche, 1990;
Symon, 1992; Hockaday, 1992; Worawattanakul, 1999; Symon y Russell, 1986 y 1995;
Speight y Avery, 1972).



En el tratamiento de cefaleas de origen neuritico y postraumaticas es menos efectivo
que la metisergida, siendo muy poco eficaz en cefaleas de origen inflamatorio y en la
neuralgia del trigémino (Geraud y col., 2003; Goadsby, 2003; Vasconcellos, 2003;
Goebel, 2003; Becker, 1999).

El pizotifeno supone una alternativa a los derivados ergotaminicos cuando éstos no son
efectivos o estdn contraindicados (enfermedad coronaria) (Silberstein, 2004;
Rahimtoola y col., 2003; Ducros y Bousser, 2003; Garcia del Pozo y col., 2003; Marano
y col., 2003; Massiou, 2000).

El pizotifeno es también eficaz en el tratamiento de la anorexia, en pacientes con déficit
ponderal como complementos del tratamiento de la enfermedad subyacente, con el fin
de romper el circulo vicioso consistente en falta de apetito, insuficiente ingesta de
alimentos de origen enddgeno (Briars y col., 2008; Pierangeli y col., 2006; Maggioni y
col., 2005). El pizotifeno es eficaz en el tratamiento de la anorexia, tanto de origen
orgénico (enfermedades infecciosas y parasitarias, diarrea, durante las convalecencias,
etc.) como psicogeno (anorexia nerviosa, anorexia en pacientes seniles). Debe darse la
maxima prioridad a la identificacion y tratamiento de la causa subyacente.

El pizotifeno se ha mostrado eficaz en la profilaxis del dolor abdominal en nifios con
migrafia abdominal (d’Onofrio y col., 2006; Weydert y col., 2003; Russell y col., 2002;
Huertas-Ceballos y col., 2002).

El pizotifeno también se ha utilizado para el tratamiento sintoméatico del sindrome
carcinoide, enfermedad de Cushing, sindrome depresivo y cuadros alérgicos. También

parece ser eficaz en el tratamiento de sobredosis por éxtasis (Young y col., 2005).

2.6. Preparados, vias de administracion. Posologia.

El pizotifeno se presenta en grageas de 0,5 mg y en solucién, 5 ml contienen 0,25 mg de
pizotifeno.

Como terapeutica profilactica de la migrafia se utiliza entre 0,5-1,5 mg diarios
repartidos en tres tomas. Pudiéndose llegar hasta una dosis maxima de 4 mg/dia. Debe
comenzarse con dosis minimas e ir incrementandolas paulatinamente. El efecto
beneficioso se consigue al cabo de 10 a 20 dias de comenzado el tratamiento.

El pizotifeno se emplea como estimulante del apetito a la dosis de 0,5 mg tres veces al

dia durante cuatro semanas.
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3. OBJETIVOS

Siguiendo la linea de nuestro Departamento el presente estudio pretende completar el
perfil farmacodindmico del malato de pizotifeno, derivado triciclico con efecto
antihistaminico H; y antiserotoninico, con estructura triciclica que presenta un notable
isosterismo con la ciproheptadina y los antidepresivos triciclicos. Se van a investigar sus
efectos sobre el metabolismo oxidativo cerebral (consumo de oxigeno, consumo de
glucosa, fosforilacion oxidativa mitocondrial y actividad ATPasa cerebral) y su
interaccion con dopamina, histamina y serotonina en cortes de cerebro en rata “in vitro”.
Se tratara de establecer, en la medida de lo posible el tipo de antagonismo existente
entre pizotifeno y dopamina sobre el consumo de oxigeno cerebral y determinar si es
posible parametros cuantitativos.

El consumo de oxigeno se determina en cortes, homogenizados y mitocondrias de
cerebro de rata con objeto de establecer el papel de la membrana celular. Se determina
también el consumo de oxigeno ligado a la actividad ATPasa de membrana sodio-
potasio dependiente de acuerdo con el proceder de Gubitz y col. (1977), la actividad
ATPasa, la fosforilacién oxidativa mitocondrial y el consumo de glucosa.

Los resultados obtenidos se comparan con los obtenidos por otros derivados triciclicos

estudiados previamente en nuestro Laboratorio.
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4. MATERIAL Y METODOS

I- Determinacién del consumo del oxigeno

Para realizar esta determinacion se ha recurrido a la técnica manométrica (Umbreit y
col., 1972) utilizando un aparato de Warburg Brown a 37°C con oscilacion constante de
100/minuto, realizando las lecturas por el método directo, cada 15 minutos durante una
hora. En el pocillo central de cada frasquito de Warburg se afiadieron 0,2 ml de NaOH
al 40% con objeto de absorber el CO, desprendido y para aumentar la superficie de
absorcidn se introdujo un papel de filtro plegado. La cantidad de liquido en el frasquito
fue de 2,5 ml, que junto con el volumen de hidréxido sodico afiadido hace un volumen
total de 2,7 ml. Cada mandmetro corresponde a los dos frasquitos de un nimero de cada
una de las series, (cada uno de los frasquitos fue calibrado con el mandmetro
correspondiente) siendo las constantes de calibracion empleadas por nosotros, las que se

relacionan a continuacion.

Constantes de los frasquitos de Warburg

Ndmero Serie A Serie B
1 1.7484 1.8588
2 1.0556 1.0889
3 1.8718 1.8440
4 1.8825 1.8469
5 1.8018 1.6477
6 1.7710 1.7394
7 1.7652 1.7644
8 1.7580 1.6909
9 1.8194 1.8672
10 1.7103 1.8193
11 1.8151 1.7347
12 1.3622 1.8897
13 1.8638 1.6959
14 1.1202 1.1028

Por esta constante, resultante de la calibracion, se multiplicé cada una de las lecturas,
una vez restadas de la lectura inicial y realizada la correccién del mandmetro utilizado
como termobar6émetro, de lo que resulta el consumo de oxigeno expresado en
microlitros / 100 mg de tejido fresco. En ocasiones se expresara en microlitros / 100 mg
de proteina o en microatomos / 100 mg de proteina.

12




En todas las experiencias se pusieron 14 manometros con los frasquitos
correspondientes y el tejido a estudiar, un manémetro solo con el medio de incubacién,
para recoger las variaciones de presién y temperatura que modifican la columna
barométrica (termobarémetro).

Tras un periodo de calentamiento de 10 minutos para que el contenido del frasquito
tome la temperatura del bafio, se pone a 150 la columna de la rama del manémetro que
comunica con el frasquito, realizandose las lecturas posteriores cada 15 minutos.

Se ha utilizado el liquido manométrico de Brodie. La fase gaseosa ha sido aire y

oxigeno.

a)- Homogeneizado de cerebro de rata.

Se han utilizado 6rganos procedentes de ratas machos, de 150 a 200 gr de peso, muertas
por decapitacion.

Se ha homogeneizado con un aparato de Potter-Elvehjen entre 2 a 4°, utilizando como
medio de suspensién sacarosa 0,25 molar, tamponada con buffer de fosfatos 0,1M a pH
7,4 (Romo y col., 1969).

Se han realizado experimentos de determinacion del consumo de oxigeno del
homogeneizado afiadiendo diferentes sustratos (piruvato, malato) y cofactores (ATP,
iones Mg).

Cuando se emplearon homogeneizados con sustratos y adicion de cofactores, las
concentraciones finales de los distintos reactivos en los frasquitos de Warburg fueron

las siguientes:

Sacarosa 0,15M
Buffer de fosfatos pH 7,4 0,012 M
Malato sodico 0,002 M
Piruvato sodico 0,002 M
Cloruro magnésico 0,0048 M
ATP sodico 0,0012 M

La molaridad, hasta limites fisiolégicos, se completd con sacarosa 0,5 M. De suspension
de homogeneizado al 10% se pusieron 0,4 ml en cada frasco.
Las concentraciones de farmaco estudiadas se exponen en el capitulo de resultados, y se

expresa el consumo en pu1/100mg de tejido fresco.
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b)- Cortes de cerebro de rata.

Los cortes se han obtenido utilizando la técnica de Mcllwain and Buddle (1953),
eliminando los nicleos basales y la sustancia blanca.

El peso de los cortes oscilé entre 80 y 120 mg. Se ha empleado como medio de
incubacion la solucién de Krebs-Ringer fosfato, pH de 7,4 con glucosa 107 M.

El pH del medio de incubacion se ha controlado siempre. Los farmacos y sus
concentraciones finales aparecen en el capitulo de resultados.

II- Técnica de aislamiento de mitocondrias de cerebro de rata.

La obtencion de mitocondrias se realiz6 de acuerdo con la técnica descrita por Umbreit
y col. (1972), empleando como medio de suspension sacarosa 0,25 M que contiene
EDTA 1 mM (Kadenbach and Liihr, 1961).

I11- Fosforilacion oxidativa en mitocondrias de cerebro de rata.

La fosforilacion oxidativa se determind de acuerdo con la técnica de Brody y Bain
(1952), incubando durante 30 minutos en fase aire.

Las concentraciones finales de los distintos reactivos en los frasquitos de Warburg,

fueron los siguientes:

Buffer de fosfatos 0,016 M
Piruvato sodico 0,006 M
Malato sodico 0,006 M
Buffer de tricina 0,012 M
Fluoruro sédico 0,012 M
ATP sodico 0,0024 M
Sulfato magnésico 0,0004 M
Sacarosa 0,25 M 0,06 M
Hexoquinasa 0,02 mg
Glucosa 0,02 M
Citocromo C 1,2x10° M

El consumo de fosfato inorganico se determind al cabo de 30 minutos, mediante el
metodo de Fiske y Subbarow (1925).

La cantidad de proteinas que se ponen en cada frasquito se determina por medio de la
reaccion de Biuret (Gornall y Bardawill, 1949). EI consumo de oxigeno se calculd

mediante la técnica manométrica.
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Los resultados se expresan asi:

El consumo de oxigeno, en microatomos/100 mg de proteina.

El consumo de fosforo, en micromoles/100 mg de proteina.

Ademas, se determina la relacion P:O (cociente de micromoles de fosfato inorganico

esterificado a microatomos de oxigeno consumido).

IV- Determinacion de la actividad ATPasa

a) determinacion del consumo de oxigeno correspondiente a la actividad ATPasa (Na-
K) dependiente, en cortes de cerebro de rata “in vitro”.
El consumo de oxigeno se determina por el método manométrico directo en cortes de
cerebro de rata incubados en:

e Krebs-Ringer fosfato (Na-K) conteniendo: CINa a 131,8 mM; CIK a 105,4
mM; SO,Mg a 1,3 mM; buffer fosfato sodico (pH 7,4) a 20 mM vy glucosa
12,8 mM como concentraciones finales.

e Krebs-Ringer fosfato sin sodio, con las mismas concentraciones finales,
sustituyendo el CINa por cloruro de colina, y el buffer de fosfato sédico por
buffer de fosfato potasico.

El consumo de oxigeno se expresa en u1/100mg/60minutos en ambos medios, y se
calcula la diferencia entre ellos: Krebs-Ringer fosfato (Na-K) menos Krebs-Ringer
fosfato sin sodio; que representa el consumo de oxigeno (QO) del tejido,
correspondiente a la actividad ATPasa (NaK) de membrana (Gubitz y col., 1977).

b) determinacion de la actividad ATPasa (NaK) dependiente en homogeneizado de
cerebro de rata “in vitro” (Phillis y Wu, 1979).
El homogeneizado de corteza cerebral de rata se realizd en una aparato Potter-
Elvejhem entre 0 y 4°C, con 50 voliumenes de agua destilada, tamponada a pH 7,5,
dando 10 golpes en 2 minutos a 1.000 revoluciones por minuto.
En cada uno de los tubos de incubacion se disponen 50 pul de homogeneizado (1 mg
de tejido). Se preparan dos series de tubos: serie A para determinar la actividad
ATPasa total, y serie B para calcular la actividad ATPasa Mg*-dependiente, no
sensible a ouabaina. En los tubos de la serie A, el medio de incubacién contiene,
como concentraciones finales: Tris C1H a 75 mM, CINa a 100 mM, C1K a 5 mM,
CIMg a 5 mM. En los tubos de la serie B el medio de incubacion contiene, como
concentraciones finales, Tris CIH a 150 mM, CIMg a 5 mM, ouabaina a 1 mM. El

volumen final de ambas series es de 1 ml, los farmacos se afiaden, a las
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concentraciones adecuadas, en el medio de incubacién, como se indica en el apartado
de resultados.

La incubacién se realiza a 37° C, con agitacién constante. Existe un periodo de
preincubacion de 10 minutos, al cabo de los cuales se afiade el sustrato, ATP sddico
(Sigma grado 1) a una concentracion final de 4 mM. La reaccion se detiene al cabo de
10 minutos por adicion de 1 ml de &cido tricloroacético al 12% helado en un bafio de
hielo.

En experimentos previos se comprobo la linealidad de la reaccion en los primeros 15
minutos de incubacion.

La actividad ATPasa en los tubos se estima a partir de la concentracion de fosfato
inorganico en el sobrenadante, que se mide por el método colorimétrico de Fiske y
Subbarow (1925), expresandose en pumoles por hora y por miligramos de proteina.

La estimacion de la actividad ATPasa (NaK) dependiente se obtiene de la diferencia
de actividad de la ATPasa total con respecto de la actividad de la ATPasa no sensible

a ouabaina.

V- Determinacién del consumo de glucosa

El consumo de glucosa se determind por el método de la glucosa-oxidasa (Sols y de la
Fuente, 1957), basado en la oxidacién de la glucosa a delta gluconolactona, se
desprende peroxido de hidrégeno que al reaccionar con el colorante forma un
compuesto inestable de color verde con una banda de absorcion maxima entre 510 y 550
nanémetros.

Se determind la concentracion de glucosa en el medio de incubacion al principio y al

final de la misma expresandose el resultado en mg/100 mg de tejido fresco/hora.

VI- Farmacos utilizados

Los farmacos empleados han sido: malato sédico (Merck), piruvato sédico (Merck),
ATP sodico (Sigma), malato de pizotifeno (Sandoz), histamina diclorhidrato (Merck),
oubaina octahidrato (Sigma), clorhidrato de dopamina (Sigma), clorhidrato de 5-

hidroxitriptamina (Sigma).
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Figura 1. Pizotifeno
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VI1I- Contraste estadistico de los resultados

Se ha realizado el analisis de significacion de promedios en todos los tiempos de la
totalidad de las concentraciones, empleando la t de Student, comparando testigos y
experimentales (Tamarit, 1942; Lamotte, 1965; Snedecor, 1964; Fisher and Yates,
1963). Con los valores medios + E.S.M. (error standard de la media) se han
confeccionado las tablas y la representacion grafica.

Las formulas utilizadas en los diversos célculos han sido las siguientes:

* Media aritmética:

x =X

siendo la suma de los X x la suma de los valoresy n el nimero de datos de la
poblacién o muestra.

= Desviacion estandar (s):

Siendo X x?> la suma de los cuadrados de cada uno de los valores, X x la suma de los
valores, X la media aritméticay n el namero de datos.

* Error standard de la media ( E.S.M.):

ES.M.=s//x

= Diferencia de medias:

d= x1-X>»

= Error standard de la diferencia de medias (Sg):

Sd=Sc . 1/n +1/n,

18



= Desviacion standard comun a las dos muestras (Sc):

S. = J(fo S S K-S K%,

n+n, -2

t de Student
t=d/sd

Los valores limites de t se leen en la tabla correspondiente para unos grados de libertad
v =n1+ n2 - 2, obteniéndose unos valores con una significacion de 95 0 99 %.

El calculo de la Dosis Eficazso (DEsg) Molar y de la Concentracion Inhibitoriasy (Clso)
se calculara de acuerdo con el proceder Litchfield y Wilcoxon (1949).

VI11- Elaboracion de bibliografia

Las referencias bibliograficas que aparecen en el texto se citan mediante el sistema
nombre-afio, llamado también sistema Harvard (Day, 1990, Comité Internacional de
Revistas Médicas, 1991). El apartado Bibliografia recoge una relacion de referencias
completas ordenadas alfabéticamente.

Para completar y actualizar las referencias, se ha realizado una busqueda bibliogréafica
automatizada en la base de datos MEDLINE CD-ROM (1985-2011) con el descriptor
pizotifeno.

XIV- Soporte informéatico

La redaccion y composicion del texto se ha realizado con el programa de tratamiento de
textos LOTUS-AMIPRO, con licencia de propietario.

La representacion gréafica de los resultados se ha obtenido con el programa
SIGMAPLOT 4.02 con licencia de usuario.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se exponen los resultados de los experimentos por medio de tablas y
graficas. En cada una de ellas se indica la concentracién de farmaco empleado, el
namero de experimentos realizados y los valores medios + E.S.M. (error standard de la
media) a los 15, 30, 45 y 60 minutos; se expresa la significacion estadistica de los
valores obtenidos con el tratamiento de los distintos farmacos comparando con los
valores controles. En los experimentos de estimacién directa de la actividad ATPasa en
preparaciones de homogenizado de corteza cerebral de rata los valores se expresan en
micromoles de fosfato inorganico liberado/hora/mg de proteina. En el encabezamiento
de cada tabla se indica el farmaco empleado, el tipo de preparacion y el medio de

incubacion.

5.1. EFECTO DE LA COMPOSICION IONICA DEL MEDIO DE INCUBACION
SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”

En la Tabla | se presenta el efecto de la variacion de la composicion ionica del medio de
incubacion sobre el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro”. El
incremento de la concentracion de potasio hasta 105 mM, o la sustraccion de calcio del
medio, asi como la combinacion de las dos posibilidades anteriores incrementa
significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata, sin embargo,
cuando en un medio con exceso de potasio, carente de calcio se sustituye el cloruro de
sodio por cloruro de colina, no se observan diferencias significativas de consumo de
oxigeno en relacion con los valores controles incubados en Krebs-Ringer fosfato con
glucosa 10 mM.

En la Tabla Il se presenta una curva dosis respuesta que relaciona concentracion de
potasio en el medio de incubacion con el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de
rata “in vitro”, observandose que a partir de una concentracion de potasio 20 mM se
incrementa significativamente el consumo de oxigeno de la preparacion. En la Fig. 5 se
representa graficamente esta curva dosis respuesta. Siendo la Dosis Eficazsy (DEso) 37,5
mM.

En la Tabla Il se observa el efecto de ouabaina sobre el consumo de oxigeno de cortes
de cerebro de rata incubados en Krebs-Ringer fosfato con potasio 5 mM y glucosa 10
mM, comprobandose que este inhibidor de la actividad ATPasa de membrana sodio-
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potasio dependiente no modifica significativamente el consumo de oxigeno cerebral; sin
embargo cuando el medio de incubacién contiene potasio 105 mM la ouabaina a la
concentracién de 10 M inhibe significativamente el consumo de oxigeno de cortes de
cerebro de rata “in vitro” (tabla 1V).

Los resultados obtenidos en cortes de cerebro de rata incubados en Krebs-Ringer fosfato
con glucosa 10 mM utilizando oxigeno como fase gaseosa proporcionan unos valores de
consumo de oxigeno homogéneos y concordantes con los descritos en la literatura en
situaciones experimentales similares (Skolnik y col., 1966). Los consumos de oxigeno
son superiores a los descritos utilizando aire como fase gaseosa en el mismo medio de
incubacion (Velasco y col., 1972; Arévalo y col., 1970). Cuando en la solucion de
Krebs-Ringer fosfato con glucosa 10 mM se sustituye el cloruro de sodio por cloruro de
colina disminuye significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata
“in vitro” (Hertz y Schou, 1962), ya que la ausencia de sodio anula la actividad ATPasa
de membrana sodio-potasio dependiente.

En cortes de cerebro de rata, la adicién de un exceso de potasio al medio de incubacion
incrementa el consumo de oxigeno; este efecto es especifico y no se debe a la hipertonia
de la solucion; confirmando los resultados de Ashford y Dixon (1935); Dickens y
Greville (1935); Tamarit y Méndez (1963); Tamarit (1959) y Velasco y Gonzalez
(1978). La ausencia de calcio en el medio de incubacion conduce a resultados similares
que concuerdan con los hallazgos de Buchel (1953). Estos incrementos de consumo de
oxigeno cerebral obtenidos por cambios en la composicién idnica del medio de
incubacion, denominados estimulacion cationica, se atribuyeron inicialmente a un
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa mitocondrial (Rossiter, 1957; Ghosh y
Quastel, 1954; Bassi y Bernelli-Zazzera, 1960); posteriormente, gracias a los trabajos de
Hertz y Schou (1962) el incremento de consumo de oxigeno inducido por el exceso de
potasio o el déficit de calcio se supuso debido a un incremento de la actividad de la
enzima ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente, siendo este efecto abolido por
la ouabaina, conocido inhibidor de dicha enzima (Nakazawa y Quastel, 1968; Gubitz y
col., 1977). El ion calcio es un conocido inhibidor de la actividad de membrana sodio-
potasio dependiente (Hertz y Schou, 1962; Whittam y Blond, 1964; Tobin y col., 1973;
Gubitz y col., 1973) han estimado que aproximadamente el 40 por ciento de la
respiracion cerebral est asociado a la actividad ATPasa de membrana de sodio-potasio
dependiente y que esta actividad puede estimarse muy exactamente determinado la

diferencia entre la respiracion de cortes de cerebro incubados en un medio carente en
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calcio con un alto contenido en potasio (105 mM) y un medio carente de sodio con un
contenido en potasio normal o elevado (Gubitz y col.,, 1977; Akera y col., 1979;
Quastel, 1975).

En esta situacion experimental, el efecto de los farmacos inhibidores de la actividad
ATPasa de membrana de sodio-potasio dependiente es muy evidente, deprimen el
consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata incubados en un medio carente en
calcio con un alto contenido en potasio y no modifican dicho consumo cuando en este
medio de incubacion se sustituye el cloruro de sodio por cloruro de colina (Duefias,
1981; Garcia Roldan, 1981; Velasco y Gonzélez, 1982) y estos resultados se
correlacionan estrictamente con las estimaciones de la actividad ATPasa de membrana
sodio-potasio dependiente determinada en preparaciones de homogenizado de corteza
de rata mediante el proceder de Wu y Phillis (1979,1981).

Cuando se trabaja con homogenizados se pueden realizar dos tipos de experimentos:

1. Determinacion del consumo de oxigeno de homogeneizados de cerebro
incubados en sacarosa 0.25 M tamponada a pH 7,4 para evitar aglutinaciones de
mitocondrias (Umbreit y col., 1972).

2. Determinacion del consumo de oxigeno de homogeneizados de cerebro de
rata incubados en sacarosa tamponada a pH 7,4 con sustratos y cofactores.

En ambos tipos de experimentos la fase gaseosa ha sido siempre aire, ya que como
demostré6 Mardomingo en su Tesis Doctoral en 1974, los consumo de oxigeno de
homogeneizados empleando oxigeno como fase gaseosa son menores que los obtenidos
empleando aire como fase gaseosa, siendo dificil explicar el por qué. La adicién de
sustratos y cofactores incrementa de forma considerable el consumo de oxigeno de
homogeneizados confirmando estos resultados los obtenidos por Velasco y Gonzélez en
1978, por ello basados en esta experiencia previa del Laboratorio, en nuestra Tesis
Doctoral se han realizado Unicamente experimentos de homogeneizados afiadiendo al

medio de incubacion sustratos y cofactores.
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5.2. EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE
OXIGENO Y LA ACTIVIDAD ATPasa DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”

El malato de pizotifeno a la concentracién de 10° M disminuye significativamente el
consumo de oxigeno de homogeneizado de cerebro de rata incubado en sacarosa pH 7,4
con sustratos y cofactores (tabla V). Este farmaco disminuye significativamente el
consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata incubados en solucién de Krebs-
Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM (tabla V). EI malato de pizotifeno disminuye
el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata incubados en solucion de Krebs-
Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM, potasio 105 mM y carente en calcio (tabla
VII), sin embargo no modifica el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata
cuando el medio de incubacion carece de sodio (tabla VIII). EI malato de pizotifeno
incrementa a la concentracién de 10° M la actividad ATPasa total y la actividad
ATPasa no sensible a ouabaina, pero no modifica la actividad ATPasa Na'-K"
dependiente de membrana (tabla IX).

En mitocondrias de cerebro de rata “in vitro”, el malato de pizotifeno a la concentracion

de 10° M disminuye la relacién P/O (Figura 6).

5.3. INTERACCION DE PIZOTIFENO CON DOPAMINA, HISTAMINA Y
SEROTONINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA “IN VITRO”.

La dopamina incrementa el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro”
incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM, siendo
mayor este incremento de consumo de oxigeno a los 30 minutos de incubacién, por lo
que éste sera el valor que se utilizara para establecer la relacion dosis-efecto
concentracion molar de dopamina-incremento de consumo de oxigeno en cortes de
cerebro de rata “in vitro” (tabla X). La dosis eficaz de dopamina es 1,99 x 10 M con un
intervalo de confianza del 95% comprendido entre 1,32-2,62 x 10° M. La tabla
recoge el efecto de la dopamina sobre el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de
rata.

El malato de pizotifeno a la concentracion de 10° M, concentracién a la que no

modifica el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro”, antagoniza el

26



incremento de consumo de oxigeno inducido por dopamina en cortes de cerebro de rata
“in vitro” (Figura 7).

El diclorhidrato de histamina no modifica el consumo de oxigeno de homogenizados de
cerebro de rata “in vitro” (Tabla XI), pero a la concentracién de 10® y 107 M
incrementa significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in
vitro” a los 30 minutos de incubacién (Tablas XII y XII1). EI malato de pizotifeno a la
concentracion de 10° M mantiene el incremento de consumo de oxigeno inducido por el
diclorhidrato de histamina a la concentracién de 107 M (Tabla XI11).

El clorhidrato de serotonina a ninguna de las concentraciones ensayadas modifica
significativamente el consumo de oxigeno de homogeneizados y cortes de cerebro de
rata (Tablas X1V y XV), pero en presencia de malato de pizotifeno a la concentracion de
10°® M produce un significativo incremento de consumo de oxigeno con una
concentracion de serotonina de 10® M en los treinta primeros minutos de incubacién
(Tabla XVI).

5.4. EFECTO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE GLUCOSA DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”.

El malato de pizotifeno a las concentraciones ensayadas no modifica el consumo de
glucosa de cortes de cerebro de rata incubados en solucion de Krebs-Ringer fosfato con
glucosa 10 mM (Tabla XVII), Krebs con exceso de potasio (Tabla XVIII) y Krebs
carente en calcio (Tabla XIX). ElI comportamiento del malato de pizotifeno sobre el
consumo de glucosa en cortes de cerebro de rata es muy semejante al obtenido con otros
psicétropos estudiados previamente en nuestro Laboratorio (Velasco y col., 1973;
Velasco y col., 1985; Garcia y col., 1985; Velasco, 1995).

El comportamiento del malato de pizotifeno sobre el consumo de oxigeno de cortes y
homogeneizados de cerebro de rata “in vitro” es muy semejantes al de otros farmacos
psicotropicos estudiados previamente en nuestro Laboratorio (perfenacina,
trifluoperacina, haloperidol, sulpirida, pipotiacina, pimocida, tiaprida, clozapina,
clotiapina, droperidol, tiotixeno, loxapina, clordiacepoxido, diazepam, medacepam,
meprobamato, alprazolam, dibencepina, maprotilina, nomifensina, mianserina,
viloxacina, trazodona, doxepina, amoxapina, meclocualona, hemineurina, clonacepam,

carbamazepina).
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Hay numerosas referencias, pero se van a recoger dos que tienen un caracter
panoramico y recogen resultados a lo largo de un periodo dilatado de tiempo. (Velasco
y col., 1989 y Velasco, 1995).

El efecto de malato de pizotifeno sobre la relacion P/O en mitocondrias de cerebro de
rata “in vitro” es muy semejante al obtenido con algunos neurolépticos y antidepresivos
heterociclicos como clorpromazina, loxapina, tiotixeno, dibencepina, maprotilina,
trazodona, doxepina, amoxapina (Velasco y col., 1980, 1978, 1977, 1985 y 1995). En
un apartado posterior se insistira en el isosterismo existente entre el pizotifeno y muchos
farmacos neurolépticos y antidepresivos triciclicos (ver figura 4).

El malato de pizotifeno a la concentracién de 10°M, a la que no modifica el consumo
de oxigeno y glucosa de cortes de cerebro de rata “in vitro”, antagoniza el incremento
de consumo de oxigeno inducido por dopamina en cortes de cerebro de rata “in vitro”.
Como la dopamina es sustrato de la monoamino-oxidasa mitocondrial se ha elegido el
incremento de consumo de oxigeno a los treinta minutos de incubacion, en que este
incremento es maximo (Gonzélez y col., 1980; Sanchez y col., 1979, 1980; Martin y
col., 2006). Los resultados obtenidos con malato de pizotifeno no han permitido calcular
la Concentracion Inhibitoriaso M (Clsp), pero la representacion grafica de la figura 7
sugiere un antagonismo de tipo no competitivo (Gonzalez y col., 1980, Martin y col.,
2006).

El incremento de consumo de oxigeno inducido por la dopamina en cortes de cerebro de
rata “in vitro” parece deberse a una activacion de la actividad ATPasa sodio-potasio de
membrana, ya que es abolido por la ouabaina (Sanchez y col., 1980, Gonzalez y col.,
1980, Velasco y col.,, 1989; Velasco, 1995; Harris y Sthal, 1978; Hexum, 1978;
Velasco, 1997).

Las interacciones de histamina, serotonina, farmacos psicotrépicos sobre el consumo de
oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro” han sido analizadas por Velasco y col.,
en 1992 y son bastante inespecificas. (Velasco, 1995).

Los farmacos neurolépticos y antidepresivos triciclicos son estabilizadores inespecificos
de membrana y bloguean los canales de sodio dependientes de voltaje (Seeman, 1972,
1974; Velasco y col., 1989; Palatini, 1977; Weatherall, 1968; Velasco, 1996, 2003;
Catterall, 1988; Soria y Cefia, 1998; Tamargo, 1995; Tamargo y col., 1993).

La ciproheptadina y el pizotifeno tienen una estructura triciclica y presentan notable
isosterismo con los neuroléticos y antidepresivos triciclicos como puede comprobarse

examinando la figura 4.
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En el estado actual del problema al comentar la famacodinamia del malato de pizotifeno
se insiste en el efecto antiarritmico de tipo quinidinico del malato del pizotifeno
(Speight y Avery, 1972; Ahmad y Achari, 1969). A pesar de este efecto el malato de
pizotifeno a las dosis habituales puede decirse que carece de cardiotoxicidad (Speight y
Avery, 1972).
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TABLA |

EFECTO DE LA COMPOSICION IONICA DEL MEDIO DE INCUBACION SOBRE EL CONSUMO
DE OXIGENO (QO,) DE CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”.

MEDIO DE INCUBACION | N° DE QO, EN 1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (*)

CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Krebs normal 11 390+£24 73,5+3,9 111,6+4,7 147,1+7,3
Krebs K* 105 mM 11 53,7+25() 1115+39(a) 162,0+x45() 2152+53(a)
Krebs sin calcio 12 48,0+4,5(b) 91,2+38(b) 127,4+116(b) 178,9+7,6(b)
Krebs K™ 105 mM sin calcio 12 66,3+3,6(a) 131,4+7,7(d 210,0+17,7(a) 257,9+22,7(a)
Krebs K* 105 mM sin sodio 10 36,8+5,4 83,1+54 120,5 + 10,7 155,2+ 12,3

(*) Valores medios * Error Standard de la Media.

(a) P<0,01; (b) P <0,05
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TABLAII

EFECTO DEL POTASIO SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (Q0,) DE CORTES DE CEREBRO
DE RATA “IN VITRO. (El medio de incubacién es solucién Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa
10 mM y concentraciones variables de potasio).

CONCENTRACION DE | N°DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (%)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN

K 5mM 10 328+24  710+38 107.8+56  144,6+89

K 10 mM 12 369+29  789+45 1190+51  156,9+7.0

K 20 mM 13 379+23  850+35(a) 131,0+47(b) 1723+6,1(a)

K 50 mM 11 437+3,6() 987+7.6(b) 1464+108(b) 207,2+ 14,8(b)

K 100 mM 10 503+29(b) 1163+50(b) 169,7+71(b) 2251+ 11,6(b)

(*) Valores medios * Error Standard de la Media. La Dosis Eficazs, (DEsp) es 37,5 mM
(@) P<0,05; (b) P<0,01
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TABLA 111

EFECTO DE OUABAINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (El medio de incubacion es solucion de Krebs-Ringer fosfato a

pH=7,4).
CONCENTRACION DE | N°DE QO, EN pl/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO ()
FARMACO (Molar)
CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 9 3144+579  8391+845  13401+1381 18450 +19,39
10* 9 37,88+ 8,44(a) 88,85+ 11,04 133,39+11,93 177,52+ 14,90

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P > 0,05 en todos los casos.
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TABLA IV

EFECTO DE OUABAINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA “IN VITRO” ESTIMULADO POR POTASIO 10 mM. (EIl medio de incubacion
es solucion de Krebs-Ringer fosfato a pH=7,4 con K" = 105 mM).

CONCENTRACION DE | N°DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (%)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 10 68,66 +328 13266+455 19591+586 25513 +7.67
10 13 56,76+ 4,60 114,44+ 6,41(a) 170,37 +8.42(a) 221,85 + 9,90(a)

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P <0,05.
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TABLA YV

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE
HOMOGENEIZADO DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”.

CONCENTRACION DE N° DE QO; EN 1/ 100mg DE TEJIDO FRESCO/HORA
FARMACO (Molar) | EXPERIMENTOS (MEDIA + E.S.M.)
Control 12 345,9 + 15,3
10° 9 176,8 + 35,9(a)
10 9 357,3+20,2
10° 10 342,4+12,6
10° 9 365,2 +11,1
10" 9 355,4 + 11,4

La composicién del medio de incubacion es sacarosa tamponada a pH 7,4 con sustratos y cofactores (ver
Material y Métodos).
(@) P <0,01.
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TABLA VI

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de incubacion es solucion de Krebs-
Ringer fosfato a pH=7,4).

CONCENTRACIONDE | N°DE QO, EN pl/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (*)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN

Control 9 35,7+2,8 78,9+ 3,4 120,1+5,86  162,0+6,7
10° 9 272+19@) 48,1+28(b) 64,5+39() 70,2+5,0(b)
10* 9 36,3+ 2,4 74,5+ 3,9 115+ 6,1 148,6 + 8,2
10° 9 40,3+ 2,5 82,5+4,1 123,5+ 6,3 163,4 8,2
10°® 9 34,1+0,7 72,3+2,0 110,6 +2,8 148,3+5,0
107 9 35,5+ 3,2 74,2 +3,8 115,3 + 4,6 155,1 + 7,6

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P<0,02; (b) P<0,01.
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TABLA VII

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO2) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de incubacion es solucion de Krebs-
Ringer fosfato a pH=7,4 con K" 105 mM sin Ca™).

CONCENTRACION DE | N° DE QO, EN pl/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (%)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 8 50,80 +8,6 11070+17,7 14923+309 22876+ 33,0
10° 7 2843+1,7(a) 580+24(a) 80,83+2,7() 103,50 +2,8(a)
10* 6 5333+4,3 102224911  1500+138 19560197
10° 7 53,63+32  10224+65  15540+124 19561 + 14,0
10° 9 5653+50  11493+102 180,45+135  22525+219

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P <0,01.
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TABLA VIII

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de incubacion es solucion de Krebs-

Ringer fosfato a pH=7,4 con cloruro de colina, sin Na").

CONCENTRACION DE | N°DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (%)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 13 5349+78  9718+130 15339+191  192.1+16,0
10° 11 4222+50  7738+74  11017+99  18532+114
10* 11 5023+43  9101+77  13086+111 167.81+117
10° 12 5379+68  9463+108 13083+117 1643 +138
10° 12 5847+42  9955+73  14871+131 183.36+13.9

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
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TABLA IX

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE LA ACTIVIDAD ATPasa DE

HOMOGENEIZADO DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”.

ACTIVIDAD CONCENTRACION | N°DE FOSFATO INORGANICO LIBERADO
DE FARMACO EXPERIMENTOS | EN umol/hora/mg DE PROTEINA (*)
(MOLAR)
Actividad total Control 6 6,50 £ 0,28
10° M 6 8,94 + 0,19 (a)
10* M 6 6,90 + 0,30
10°M 6 6,64 +0,10
10° M 6 7,65+0,18
Actividad ATP-asa Mg Control 6 3,51+0,13
dependiente 103 M 6 6,93 + 0,21 (a)
10* M 6 2,12+0,14
10°M 6 2,60+0,12
10° M 6 3,83+0,43
ctividad ATP-asa Na-K
dependiente Control 6 2,98 + 0,25
10° M 6 2,00+ 0,35
10* M 6 4,78 +0,35
10°M 6 3,72+0,18
10° M 6 5,73+ 0,59

(*) Valores medios = E.S.M., (a) P < 0,01
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Figura 6. Efecto de malato de pizotifeno sobre la relacion P/O en mitocondrias de
cerebro de rata “in vitro”. El medio de incubacion contiene: sacarosa 0,05 M; ATP
sodico 0,0024 M; malato sédico 0,006 M; piruvato sodico 0,006 M; tampon de tricina
0,012 M; tampon de fosfatos 0,016; sulfato de magnesio 0,004 M; fluoruro de sodio
0,012 M; glucosa 0,02 M; citocromo ¢ 1,2 x 10°M y 0,2 mg de hexoquinasa. 0,5 ml de
preparacion de mitocondrias contenian aproximadamente 40 mg de proteinas totales. El
pocillo central del frasquito de Warburg contenia 0,2 ml de NaOH 10M. La fase gaseosa
es aire y la temperatura de 30°C. El volumen final de cada frasco es de 2,7 ml.

* P menor de 0,01
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TABLA X

EFECTO DE DOPAMINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de incubacion es solucion de Krebs-Ringer fosfato a
pH=7,4).

CONCENTRACION DE | N°DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (%)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 13 6203+419 101,03+696 13944+794 178,98 +9,96
10° 10 6015+312 9680+730 14298+570 182,75 +7,08
10° 11 8477+708 13216+964 17578+1062 21588 +11,73
(P <0,02) (P <0,02) (P <0,02) (P < 0,05)
107 11 8527 +856 13058+733 17521+807 221,73 +8,59
(P < 0,05) (P <0,01) (P <0,01) (P <0,01)
10° 11 68,82+527 11510+7,08 157.96+957 198.92 +11,55

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
P > 0,05 en todos los casos no sefialados.
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Figura 7. Curva dosis-efecto que relaciona la concentracién molar de dopamina (DA)
con el porcentaje de incremento de consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in
Vitro” en ausencia y en presencia de malato de pizotifeno a la concentracién de 10° M:

= control
- pizotifeno 10° M

*P<0,01
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TABLA XI

EFECTO DE DICLORHIDRATO DE HISTAMINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QOy)
DE HOMOGENEIZADO DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (El medio de incubacion es solucién
de sacarosa 0,15 M con sustrato y cofactores).

CONCENTRACION N° DE QO; EN pl/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (*)
DE EXPERIMEN-
FARMACO (Molar) TOS 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 9 212+27 448+31  70,8+4,6 90,9 5.2
10°® 9 234+37() 503+43 74,6 £54 96,9 +6,3
107 9 224+30 466+31  731+45 936 +5.1
10°® 9 205+37 434+35  693+5,2 887+55

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P mayor de 0,05 en todos los casos.
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TABLA XllI

EFECTO DE DICLORHIDARATO DE HISTAMINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (Q05)
DE CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de incubacion es solucion de Krebs-
Ringer fosfato a pH=7,4 con glucosa 10 mM).

CONCENTRACION DE | N°DE QO; EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (*)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 9 31,1+35 73+23 1125+29 156,3 +4,2
10° 9 345 +5,1 79,8 +5,1 116,9+7,3 159,3+ 3,1
107 9 35,1+ 3,0 80,2 + 3,1 116,1 + 4,7 163,1+7,3
107 9 35,6 + 5,3 86,0+51(a) 121,7+8,6 165,4 + 10,8
10°® 9 419+35() 909+61(a) 119,7+85 164,4 +9,4
10° 9 32,0+4,7 794+73 111,7+5,9 160,5 +5,4

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P <0,05.
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TABLA X111

EFECTO DE DICLORHIDARATO DE HISTAMINA SOBRE EL CONSUMO DE
OXIGENO (Q0,) DE CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO” EN PRESENCIA DE
MALATO DE PIZOTIFENO 10°. (El medio de incubacién es solucion de Krebs-Ringer

fosfato a pH=7,4 con glucosa 10 mM).

CONCENTRACION DE | N°DE QO EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (*)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 10 401+ 4.4 931+53 1364+7.8 178,9+ 8,5
10° 9 49,0 + 3,0 98,0 + 6,6 1404+ 48 183,5 + 6,2
107 10 519+19(a) 1099+35(a) 1561+52(b) 199,8 +6,2
10°® 10 421 +4.4 91,9+4.4 1445+76 1771+57

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.

(@) P <0,02.
(b) P <0,05.
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TABLA XIV

EFECTO DE CLORHIDRATO DE SEROTONINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO
(QO,) DE HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de
incubacion es solucion de sacarosa 0,15 M con sustrato y cofactores).

CONCENTRACION N° DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (¥)
DE EXPERIMEN-
FARMACO (Molar) TOS 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 11 74.0+50 1187+96  1440+109  1553+115
10° 12 732+6,4(a) 1175+91  1406+11,0  149,1+11,0
107 11 100,6 £ 9.3 1514+136 1757+151  179.4+150
10° 11 845+71 1275+97  1551+115  178.8+13.1

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
(@) P mayor de 0,05 en todos los casos.
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TABLA XV

EFECTO DE CLORHIDARATO DE SEROTONINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO
(QO,) DE CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (ElI medio de incubacion es
solucion de Krebs-Ringer fosfato a pH=7,4 con glucosa 10 mM).

CONCENTRACION DE | N°DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (%)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 10 536+24  1039+37 1480+50  1959+6.0
10° 10 498+17 98,4+ 25 1455+27  191.9+41
10° 11 505+17 99,4 + 4.4 1379+31  1855+52
107 11 493+33 96,1+ 2.4 1435+31  189.8+42
10° 11 498+15 949+ 26 1445+29  188.4+35
10° 11 452+2.9 923+38 1414+39  1845+37

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.
No se observan diferencias significativas con respecto a los controles.
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TABLA XVI

EFECTO DE SEROTONINA SOBRE CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA “IN VITRO” EN PRESENCIA DE PIZOTIFENO 10° M. (El medio de
incubacion es solucion de Krebs-Ringer fosfato a pH=7,4).

CONCENTRACIONDE | N°DE QO, EN p1/ 100mg. DE TEJIDO FRESCO (*)
FARMACO (Molar) | CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 10 420+18 83,9+34 131,1+3,8 172,0+4,9
10 10 448+18 88,0+3,4 131,9+55 164,8 +5,8
107 10 472 +31 93,8+5,0 138,3+7,2 179,8 + 8,6
1078 10 51,2+26(a) 101,8+43(a) 1437+61,15 1815+7,7

(*) Valores medios £ Error Standard de la Media.

(a) P < 0,02

49




TABLA XVII

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE GLUCOSA DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA INCUBADO EN KREBS-RINGER FOSFATO CON

GLUCOSA 10mM.
CONCENTRACION N° de Consumo de glucosa
DE FARMACO cortes En n1/ 100mg de tejido fresco/hora (*)

(Molar)

Control 11 059+0,1
10° 11 0,58 + 0,04
10 9 0,56 + 0,09
10° 10 0,55 + 0,08
10° 10 0,55 + 0,05
10” 10 0,63 £ 0,08

(*) Valores medios = E.S.M.

P mayor de 0,05 en todos los casos
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TABLA XVIII

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE GLUCOSA DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA INCUBADOS EN KREBS-RINGER FOSFATO CON
K" 105Mm Y GLUCOSA 10mM.

CONCENTRACION | N°de Consumo de glucosa
DE FARMACO Cortes en microlitros/100mg de tejido fresco/hora (*)
(Molar)
Control 10 0,76 £ 0,09
10* 10 0,69 + 0,04
10° 9 0,74 0,06
10° 9 0,69 +0,03

(*) (Valores medios + E.S.M.)
P mayor de 0,05 en todos los casos
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TABLA XIX

EFECTO DE MALATO DE PIZOTIFENO SOBRE EL CONSUMO DE GLUCOSA DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA INCUBADOS EN KREBS-RINGER FOSFATO
CARENTE DE Ca™ CON GLUCOSA 10mM.

CONCENTRACION | N°de Consumo de glucosa
DE FARMACO cortes en microlitros/100mg de tejido fresco/hora (*)
(Molar)
Control 8 0,59 £ 0,30
10* 8 0,55 + 0,05
10° 7 0,66 + 0,04
10° 7 0,65 + 0,11

(*) (Valores medios + E.S.M.)
P mayor de 0,05 en todos los casos
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6. CONCLUSIONES

12, El malato de pizotifeno a la concentracién de 10° M disminuye significativamente el
consumo de oxigeno de homogenizados de cerebro de rata “in vitro” incubados en
sacarosa tamponada a pH 7,4 con sustratos y cofactores.

22 El malato de pizotifeno a la concentracion de 10° M reduce significativamente la
relacion P/O en mitocondrias de cerebro de rata “in vitro”, lo que sugiere un
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa mitocondrial.

32 El malato de pizotifeno a la concentracion de 10° M disminuye significativamente el
consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro” incubados en solucion de
Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM.

48 El malato de pizotifeno a la concentracién de 102 M disminuye el consumo de
oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro” incubados en solucion de Krebs-Ringer
fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM, potasio 105 mM y carente en calcio; sin embargo a
ninguna de las concentraciones ensayadas modifica el consumo de oxigeno de cortes de
cerebro de rata “in vitro” cuando en este medio de incubaci6n se sustituye el cloruro de
sodio por cloruro de colina.

52 El malato de pizotifeno a la concentracién de 10° M incrementa la actividad ATPasa
Mg dependiente no sensible a ouabaina, sin modificar la actividad ATPasa sodio-
potasio dependiente de membrana en homogeneizados de corteza cerebral de rata “in
Vvitro”.

6% El malato de pizotifeno a las concentraciones ensayadas no modifica
significativamente el consumo de glucosa de cortes de cerebro de rata “in vitro”
incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato con potasio 5 0 105 mM y glucosa
10mM.

73 El malato de pizotifeno a la concentracion de 10° M antagoniza el incremento de
consumo de oxigeno inducido por dopamina en cortes de cerebro de rata “in vitro”
incubados en solucién Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10mM, siendo este tipo
de antagonismo no competitivo.

82 El malato de pizotifeno a la concentracion de 107 M no antagoniza el incremento de
consumo de oxigeno inducido por histamina en cortes de cerebro de rata “in vitro”
incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10mM.

92 La serotonina a la concentracion de 10 M produce un significativo incremento del

consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata “in vitro” incubados en solucién de
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Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10mM en presencia de malato de pizotifeno a
la concentracién de 10° M.

102 Las modificaciones de consumo de oxigeno de cortes y homogeneizados de cerebro
de rata “in vitro” se obtienen a una concentracion de malato de pizotifeno muy elevada
(10 M), asi como el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa mitocondrial. Las
interacciones con dopamina y serotonina se obtienen a una concentracion de 10° M de
malato de pizotifeno, lo que sugiere un efecto estabilizador inespecifico de membrana
blogueando los canales dependientes de voltaje de sodio al igual que muchos
neurolépticos y antidepresivos triciclicos estudiados previamente en nuestro
Laboratorio. El pizotifeno tiene una estructura triciclica y presenta isosterismo con

muchos neurolépticos y antidepresivos triciclicos.
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7. RESUMEN

El malato de pizotifeno es un fa&rmaco antihistaminico H,, antiserotoninico, débilmente
anticolinérgico y aperitivo. Se emplea fundamentalmente en la profilaxis de la jaqueca o
migrafia. Presenta un notable isosterismo con la ciproheptadina y con los neurolépticos
y antidepresivos triciclicos, al igual que estas sustancias se comporta como estabilizador
inespecifico de membrana bloqueando los canales de sodio dependientes de voltaje.

En el presente trabajo se estudia el efecto del malato de pizotifeno sobre el consumo de
oxigeno (QOy), consumo de glucosa, fosforilacion oxidativa mitocondrial, actividad
ATPasa y la interaccion con diversos neurotransmisores (dopamina, histamina y
serotonina) en cortes de corteza cerebral de rata “in vitro”.

En relacion con el MATERIAL Y METODOS se determiné el consumo de oxigeno en
cortes, homogeneizados y mitocondrias de cerebro de rata “in vitro” mediante técnica
manométrica. La actividad ATPasa se determind estimando el fosfato inorganico
liberado a partir del adenosin trifosfato (ATP) en ausencia y en presencia de ouabaina.
Se determind el consumo de glucosa mediante el proceder de la glucosa-oxidasa y
también se estudid la fosforilacién oxidativa mitocondrial. Para el estudio de las
interacciones con los neurotransmisores se recurrié a los cortes de corteza cerebral de
rata “in vitro”.

El malato de pizotifeno a la concentracion de 10° M disminuye el consumo de oxigeno
de cortes y homogeneizados de cerebro de rata “in vitro” y desacopla la fosforilacién
oxidativa mitocondrial. A la misma concentracion incrementa la actividad ATPasa Mg
dependiente no sensible a ouabaina.

El malato de pizotifeno a la concentracién de 10° M antagoniza el incremento de
consumo de oxigeno inducido por dopamina en cortes de cerebro de rata “in vitro”
incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM . La
serotonina a la concentracion de 10®M incrementa el consumo de oxigeno de cortes de
cerebro de rata en los treinta minutos de incubacion en presencia de pizotifeno a la
concentracion de 10°M.

Estos resultados se han obtenido a concentraciones elevadas y sugieren un efecto toxico
inespecifico estabilizador de membrana, bloqueando canales de sodio dependientes de
voltaje; como hemos podido constatar con neurolépticos y antidepresivos triciclicos
estudiados previamente en nuestro Laboratorio sobre metabolismo oxidativo cerebral e

interacciones con neurotransmisores en preparaciones de 6rgano aislado.
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