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RESUMEN

Se determind, en ratas adultas, la distribucion sub-
celular de haloperidol-H> en dos regiones cerebrales,
después de la administracion de 2-2,8 mg/kg de la droga
marcada.

Los niveles ohtenidos en el homogeneizade total
estdn acordes con les valores reportados por otros au-
tores usande el mismo método isotépico o el de los
radiareceptores, Después del fraccionamiento subcelular
observamaos gue la concentracién de la droga fué similar
en los diferentes compartimientos, tanto en la corteza
como en el estriado. Sin embargo, los niveles alcanzados,
menos de 0,5 micromolar, podrian explicar Ia falta de
inhibicién de la dehidrogenasa glutémica que habia side
observada después de la administracidn in vivo de dosis
farmacoltgicas de la droga, ya que la concentracion
inhibitoria efectiva in vitro es practicamente diez veces
mayor,



INTRODUCCION

Algunas drogas que afectan el comportamiento, tales como la cloro-
promazina, derivados de las fenotiazidas y e! haloperido!, son in vitro
inhibidores de la dehidrogenasa glutdmica (EC 1.4.1.2, GDH) {7}, enzima
sintetizadora del giutamato y cuya actividad en cerebro es muy alta. La
inhibicién producida por estas drogas es debida, aparentemente, a su
fijacién sobre la enzima en un sitio distinto del activo. Ya que esta fijacion
incrementa el espectro de absorcidn y disminuye la fluorescencia y el
coeficiente de sedimentacion de la enzima, se cree que la inhibicién es
secundaria a un cambio conformacional de la proteina enzimética (2).

A pesar del efecto inhibitorio observado in vitre, estudios in vive
realizados por nosotros, no demuestran ningin efecto del haloperidol
sobre la actividad de la dehidrogenasa glutdmica en cerebro o en higado
de rata{s), cuando se usan dosis farmacol6gicas de esta droga. Esta falta
de efecto podria ser atriburda a que la asociacion de esta enzima con
otras, como la L-aspartato-2-oxoglutarato amino transferasa, forma un
complejo enzima-enzima que previene la modificacibn conformacional
que conduce a la inhibicién, tal como ha sido sugerido por Shemisay
Fahien {s), 0 a que no se logren alcanzar niveles tisulares suficientes de
la droga como para provocar la inhibicidn,

Janssen y Allewijn han descrito con bastante detalie la distribucién
v metabolismo de las drogas neurolépticas en cerebro de rata(4). Basados
en estas estudios nos propusimos medir 1a concentracién de haloperidol
en las mitacondrias, compartimiento subcelular donde estd localizada la
dehidrogenasa glutdmica, después de la administracion de dosis farmaco-
I6gicas de esta droga.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron ratas adultas de la cepa Sprague-Dawley de 250-350 g de
peso. La droga usada fue haloperidol (Haldel, Janssen Pharmaceutica,
Beerse, Bélgica), la cual se mezci6 con haloperidol H3-G (New England
Nuclear, Boston, USA) de tal forma que la solucidn a ser inyectada tenfa
una cancentracion final de 3,4 mg/ml, una actividad especifica de 5,26
microcuries por micromol y un pH de 5-5,2. Cada animal recibi, par via
ip, 10 microcuries de esta solucién, lo que correspond{a aproximadamente
a 2-28 mg/kg de peso, vy se sacrificaron por decapitacion a una y dos
horas después de la inyeccion. E! procedimiente experimental de diseccién
y fraccionamiento subcelular fue similar al descrito por Luengo-Borges
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y cal (s). De cada una de las fraccianes aisladas (nicleos y restos celulares,
postmicondrial y mitocondrial) se contaron alicuotas de 100 micralitros,

—~

con 10 ml de Aquasol-2 (NEN) en espectrometro de centelleo iquido
LKB Wallac, con una eficiencia para tritio del 53% (1, 4).

Los resultados se expresan en nanomoles por mi de suspensign (mM)
o por mg de proteina. La determinacién de proteinas se hizo por el mé-
todo de Lowry y col(s). Para el anélisis estadistico se aplico el test de
Student.

RESULTADGS

Los resultados presentados en la Tabla |, muestran que, tanto en
corteza como en estriado, la concentracién de haloperidol es menor de
05 micromolar, en cualquiera de las fracciones subcelulares. Expresada
en mg de proteina, estd en el orden de los 20-40 picomoles por mg, tam-
bién en cualquiera de las fracciones. Expresado en nanomoles por gramo de
tejido fresco, la concentracién en los homogeneizados estarfa en el orden
de 2-4, valores similares a los obtenidos por Campbell v col para cerehro
total usando el método de los radioreceptares {1).

También pudimos observar que la variacién en la concentracion de la
droga con el tiempo obtenida en los homogeneizados, es reflejo de una
disminucion en los restos celulares, no cbservandose variacidn significa-
tiva ni en la fraccidn postmitocondrial ni en la mitocondrial, en ninguna
de las zonas estudiadas,

La distribucién porcentual de la radioactividad total en las diferentes
fracciones se mantuvo constante por el periodo de tiempo sestudiado, a
excepcion de la fraccibn post-mitocondrial de la corteza donde se observo
un aumento significativo a las 2 horas (Tabla 11}, El porcentaje de recu-
peracién de la radioactividad en estas fracciones subcelulares fue un 80%
de la obtenida en el homogeneizado total.

DISCUSION

Los estudios de inhibicion in vitro de la DGH por el haloperidol re-
portan concentraciones efectivas en el medio de ensayo de 10-100 micro-
molar. Chee vy col(z), usando enzima purificada de cerebro de rata, obtie-
nen un 50% de inhibicién, con una concentracion 10 micromolar equiva-
lente a 50 micromoles por mg de proteina. Collins reparta, con la enzima
purificada comercial, una inhibicién de un 40%, usando una concentracion
100 micromolar de haloperidol en el medio de incubacion (s). Nosotros,
en estudios in vitra, realizados con fraccion mitacondrial cruda de cerebro
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TABLA i

DISTRIBUCION DE LA RADIOACTIVIDAD TOTAL EN LAS
DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES

Corteza Estriado

1h 2h. 1h. Z2h.
Homogeneizado
total 100 100 100 100
Restos Celulares 39+3 336 42 + 4 394+ ]
Fraccidon
Post-Mitocondrial 35+3 42 + 2% 32+4 3134
Mitocondrias 26 £ 0.5 25+ 4 26+5 28+ 4

Los valores representan el promedio + E.S. de 4 experimentos.

* p < 0.05 en relacién al tiempo inmediatamente anterior.

de rata, consequimos un 60% de inhibicién, usando una concentracion
20 micromolar y en una proporcién de aproximadamente 40 micromales
por mg de proteina enzimética {s).

Al obtener, in vivo, niveles inferiores a 1 micromolar en la suspension
mitocondrial, correspondiente a una concentracion de apenas 40 pico-
males por mg de proteina mitogcondrial, es explicable la falta de inhibicién
de la GDH abservada por nosotros después de ia administracion de dosis
farmacoldgicas de haloperidol (s).

La elevacion de los niveles del 4cido dihidroxifenilacétice (DOPAC)
y del acido homovanilico (HVA) reportados por Wilk y col en el estriado
de ratas tratadas con haloperidol (s}, se manifiesta a dosis muy bajas de la
droga. Con 0,25 mg/kg de peso, el incremento fue de 250% para DOPAC
y 350% para HVA, dos horas después de la administracion de la droga. Por
lo tanto, la concentracion de {a droga, efectiva para atectar el metabolismo
de la dapamina, seria bastante inferior a Ia necesaria para inhibir la GDH.

Los experimentos de Janssen y Allewijn (4} y Campbell y col {1) re-
velan, que si se eleva progresivamente la dosis de haloperidol, se obtiene
un aumento proporcional de la concentracion cerebral de la droga. Asi,
para alcanzar una concentracidn de 10 micramolar, efectiva para inhibir
ia enzima, tendriamos que administrar al animal una dosis 10 veces su-
perior a las dosis farmacoldgicas de haloperidol.
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La disminucion de la concentracin de la droga a la mitad, observada

en los homogeneizados totales a las 2 horas, concuerda con los resultados
de Janssen y Allewijn para cerebro tofal {4}, Nosotros demaostramos que
esta caida se produce a expensas de una disminucién de la fraccién de los
restos celulares, va que en las otras fracciones no se modifica en forma
significativa en dicho periodo de tiempo.

La distribucion porcentual de la radioactividad total en las diferentes
fracciones se mantuvo constante, a excepcidn de la fraccion post-mitocon-
drial de la corteza donde se observd un ligero incremento. Esta modifica-
cion en la distribucion porcentual a nivel de la fraccién postmitocondrial
parece ser realmente importante, ya que, resultados preliminares obtenidos
al repetir las inyecciones de la droga marcada hasta por 4 dias consecuti-
vos, siguiendo el esquema de tratamiento crénico de nuestro trabajo an-
terior {¢) nos muestran que al 5° dia, habiendo pasado 24 horas después
de la Gltima inyeccian, existe un incremento de la radioactividad por mg
de proteina en ambas zonas del cerebro, a expensas de la fraccion post-
mitocondrial, fa cual presenta ahora un 75% del total presente en el homo-
geneizado total; la fraccién de los restas celulares representaun 17% vy en
las mitocondrias aparece solo un 10%.

Janssen y Allewijn (4) encuentran que la proporcion de la droga que
no es metaholizada depende de la dosis usada: a menor concentracion,
menor velocidad de transformacién. Para una dosis cercana a la usada por
nosotros (2,5 mg/kg de peso) la proporcion de la droga no metabolizada
a la hora, en el cerebro, alcanzd a un 70% y a las 16 horas es adn de un
50%, aunque en otros Organos, como en el higado, ésta se metaboliza mas
rapidamente llegando a un 50% en apenas 4 horas{4). Por o tanto, la dis-
trikucién de la radiactividad reportada en este trabajo, probablemente
corresponda en muy buena proporeion a droga no metabolizada.

ABSTRACT

*H-Haloperidol concentration in rat brain subcellular fractions after the
administration of pharmacological doses of the drug. Ryder E., (Instituto
de Investigaciones Clinicas. Facultad de Medicina. Universidad del Zulia.
Apartado 1151. Maracaibo 4001-A, Venezueln), Luengo Borges E., Cam-
pos G. lnvest Clin 23(1): 23.29, 1982.— The subcellular distribution of
3H-haloperidol in two brain regions was determined after administration
of 2-2.8 mg/kg of the labelled drug to adult rats. Levels attained for the
crude homaogenate are in accordance with the values reported by other
authors using either the same isotopic method or the radioreceptors assay.
After the subcellular fractionation, we observed that the concentration
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of the drug was similar in the different compartments, in the cortex as
well as in the striatum. However, the low level reached, less than one
micromolar, might explain the lack of inhibition of glutamate dehydro-

genase observed after the in vive administration of pharmacological doses
of the drug.
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