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METOCLOPRAMIDA - MEDICAMENT ANTIEMETIC SI GASTROPROKINETIC,
SUBSTRAT SI INHIBITOR AL CITOCROM P450 CYP 2D6
Tatiana Cotorobai, Tamara Cotelea
Catedra Chimie Farmaceutica si toxicologica a USMF *’N.Testemitanu’’

Summary
Metoclopramide —the gastroprokinetic and antiemetic drug,
substrate and inhibitor of Cytochrome P450 2D6

Based on a study of selective sciens was characterized the farmacokinetics of
metoclopramide monohydrochloride, the interaction between metoclopramide and Cytocrome
P450, the ability of the substance to inhibit drug — metabolizing P450 CYP 2D6 and CYP 3A.
There were made conclusions regarding the influence of isoform —specific inhibitors P450 drugs
on the metabolism of metoclopramide and formation of monodeethylmetoclopramide,
presumably causal factor of the toxic effects of this substances. These conclusions as a good
basis for further research in vivo and for an effective pharmacotherapy to patients.

Rezumat

In baza studiului literaturii stiintifice, s-a analizat caracteristica farmacocinetici a
clorhidratului de metoclopramida, interactiunea dintre metoclopramida si sistemul citocromului
P450, capacitatea substantei de analizat de a inhiba izoformele CYP 2D6 si CYP 3A a P450. S-
au facut concluzii despre influienta unor medicamente specific-inhibitoare de izoforme P450
asupra metabolismului metoclopramidei si formarii metabolitului monodietilmetoclopramida,
presupus factor cauzal al efectelor toxice ale acestei substante medicamentoase. Aceste concluzii
servesc ca o buna baza pentru cercetarile ulterioare in vivo si pentru o farmacoterapie eficienta a
pacientilor.

Actualitatea temei

Clorhidratul de metoclopramida [clorhidratul de 4-amino-5cloro-N-[(2-dietilamino)etil-2
metoxibenzamida] este substanta medicamentoasa ce se utilizeazd in greatd si varsdturi dupa
operatii, iradiere, medicamente (digitalice, citostatice, antibiotice);in practica gastorenterologica
si-a gasit utilizare in esofagita de reflux, dispepsie, sughit, meteorism. Metoclopramida este un
antivomitiv cu actiune centrald, ce actioneazea prin cresterea tonusului sfincterului inferior al
esofagului, prin stimularea peristaltismului gastric si relaxarea sfincterului piloric, favorizind
astfel golirea stomacului.

In literaturd sunt documentate cazuri de aritmie, bloc atrio-ventricular, hipertensiune,
distonie si dereglari de oxidare ale hemoglobinei (methemoglobinemie, sulthemoglobinemie). S-
a presupus formarea unor metaboliti toxici care duc la aparitia acestor efecte adverse severe.
Pentru a elucida aparitia acestor efecte adverse , in cadrul catedrei de Chimie Farmaceutica si
Toxicologica a USMF ”N.Testemitanu’’ s-a analizat izolarea si extragerea metoclopramidei din
lichidele biologice ,,in vitro”, s-a studiat si literatura cu anumite cercetari farmacocinetice ,,in
vitro” efectuate Tn SUA la catedra Farmacologie Clinica din Washington[1,3,5,7,].

Obiectivele lucrarii

De a studia literatura de specialitate si a prezenta calea de metabolizare a
metoclopramidei influientata de sistemul P450.
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Materiale si metode de cercetare

Substantele chimice utilizate a fost hidroclorura de metoclopramida, hidrobromura de
dextrometorfan, clorzaxona, sulfatul de chinidind, dietilditiocarbamat, troleandomicina, acetatul
de sodiu, EDTA, G-6-P, G-6-PDH si NADP.

Ca material biologic au fost utilizate preparatele a patru ficate inutile pentru
transplantare, cu prepararea ulterioara a fractiilor microsomale si resuspendarea lor in sloutie
tampon-fosfat. Procedura de obtinere a celulelor microsomiale, precum si a citocromului P450
au fost descrise 1n lucrarile unui sir de cercetatori, in echipa cu Zeruesenay Desta, care e cercetat
metabolismul hepatic al cisapridei si izoniazidei la nivel de izoformele P450. Fragmentele
microsomale au fost resuspendate in solutie-tampon fosfat cu concentratia de proteine 10mgml si
depozitate la -80°C pind la utilizarea ulterioara. Urmatoarea etapd a fost incubarea
metoclopramidei pentru analiza HPLC conform conditiilor optimale stabilite anterior. Incubarea
a fost facutd in prezenta sistemei NADPH generatoare, celulelor microsomale la 37 °C. Metoda
HPLC in UV a fost efectuata pentru a verifica prezenta metoclopramidei in incubatul de celule
microsomale. Faza mobild a fost compusa din acetat de sodiu acetonitril trietilamina 80:20:0.05,
iar pH 7,0 a fost mentinut de catre acidul acetic. Temperatura camerei a fost aleasd ca fiind
optimala, iar viteza de curgere 0.9 ml/ min la lungimea de unda 274 nm. Cromatograma tipica
obtinuta in urma analizei HPLC este prezentata in figura 1[1,2,4 ].
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Cu timpul de retinere a metabolitilor la 14 min, 10 min, fiind notate, respectiv: M I, M II.
Pentru a identifica metabolitul M I se analizeazd incubatul de metoclopramidd prin metoda
spectrofotometrica si se compara cu metabolitii moleculari ai metoclopramidei formati in urma
metabolizarii acesteea in organismul uman si animal. Avind ca bazd analiza masei moleculare,
concluzia este urmatoarea: M I corespunde metabolitului monodietilmetoclopramida, metabolit
prezent in urina animalelor de laborator, dar neidentificat in organismul uman (fig.2).
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Experientele ulterioare vin sd determine izoforma P450 responsabila pentru formarea M 1.
In urma efectudrii analizelor asupra monodietilarii metoclopramidei s-a constatat ca
metabolizarea se petrece cu ajutorul CYP2D6 in cea mai mare parte (V=4.5 +£0.3pmol/min/pmol)
si foarte putin cu CYP1A2 (V=0.97+0.15 pmol/min/pmol). Rezultatul a fost prezentat schematic
in diagramd(fig. 3). Alte forme de citocromi, ca CYP2A6, CYP2B6, CYP 2C9, CYP 2EI, nu
contribuie procesului de monodietilare.

Fig.3: Influienta izoformelor P450
asupra metabolizarii
metoclopramidei cu formarea
monodietilmetoclopramidei.
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O alta etapa in cercetarea in vitro a metabolismului metoclopramidei a avut drept scop
evaluarea influientei asupra gradului de metabolizare a unui sir de medicamente luate in
concentratii diferite, despre care se stie cd sunt inhibitori ai sistemelor de enzime P450: furfulind
pentru CYP1A2, troleandomicind pentru CYP 1A2, sulfofenazol pentru CYP2C9, omeprazol
pentru CYP 2C19, chinidind pentru CYP 2D6,troleandomicina pentru CYP 3A, ketoconazol
pentru CYP 3A. Cercetarea a fost efectuatd pentru doua ficate diferite, cu cod de identificare HL
161 si HL 09-14-99. Rezultatul obtinut a fost prezentat in diagrama (fig.4). Dupd cum observam,
chinidina cu concetratia de doar 1uM inhiba in primul caz metabolismul cu 78,7%, in cazul al 2-
lea cu 38%, ceea ce desemneaza o dependentd dintre rata inhibitiei si starea functionald a
ficatelor. Troleandomicina cu concetratia 50uM inhiba in primul caz metabolismul cu mai putin
de 4%, in cazul al 2-lea cu 22,8%. Aceastd inhibitie e evidentd pentru chinidind si
troleandomicind pentru ca, cum am mentionat mai sus, sunt inhibitori specfici ai CYP 2D6 si
CYP 3A. Efectele inhibitoare ale chinidinei si troleandomicinei s-au studiat pe ficatul cu codul
de identificare HL 09-14-99. Rezultatele sunt prezentate in graficele de mai jos. Acestea
sugereaza implicarea in metabolismul metoclopramidei cu 70%, si 30% respectiv CYP 2D6 si
CYP 3A.
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Fig.4 : Inhibitia monodietilarii metoclopramidei in doud sisteme hepatice microsomale(HL 161
si HL 09-14-99) de catre inhibitori specifici ai izoformelor P450

In cursul cercetdrilor in vitro s-a observat si fenomenul invers: efecul inhibitor al
metoclopramidei asupra diferitor forme enzimatice ale P450. Pentru aceasta s-au inhibat 25uM
de metoclopramida cu diferite straturi izoform-specifice: phenacetin (50 uM) pentru CYP1A2,
flurbiprofen (5 uM) pentru CYP2C9, omeprazole (50 uM) pentru CYP2C19, dextromethorphan
(25 uM) pentru CYP2D6, chlorzoxazone (25 pM) pentru CYP2E1 si midazolam (10 uM) pentru
CYP3A4. Metoclopramida este un puternic inhibitor al CYP 2D6 in celulele hepatice
microsomale, iar inhibarea ei cu sistemul microsomal dupd aditionarea anterioard a
dextrometorfanului mareste inhibitia formarii dextrorfanului pina la 44% - 37% in primele 20-
30 minute, ceea ce sugereaza posibilitatea inhibitiei totale (fig. 5)[2,3].
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Fig.5: Inhibitia diferitor forme enzimatice ale P450. Vitezele reactiilor au fost exprimate in
raport cu vitezele de control (fara adaugarea inhibitorului)
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Concluzii

S- a efectuat un studiu de evaluare a cercetarilor ,,in vitro” in baza datelor din literatura
despre interactiunea metoclopramidei cu sistemul P450 unde se explicd prezenta unui nou
metabolit al metoclopramidei- monodietilmetoclopramida care ne demonstreaza ca: CYP 2D6
este izoforma principald ce catalizeazd formarea metabolitului nou, avind specificitate de
functionare hepaticd; existd medicamente care pot deregla formarea monodietilmetoclopramidei
— metabolit toxic la toate tipurile de ficat; metoclopramida este insusi inhibitor al CYP 2D6.

Numarul pacientilor cérora li se administreazd metoclopramida este in continua crestere,
de aceea este importanta analiza efectelor adverse si interactiunile medicamentoase ale acestui
medicament. Rezultatele acestei cercetiri necesitd confirmare prin teste in vivo. Insi pini
atunci, e necesar de a recomanda medicilor i farmacistilor-clinicieni sd informeze pacientii
despre aparitia efectelor adverse posibile din cauza interactiunilor medicamentoase la nivel
microsomal sau din cauza unor modificari ereditare la nivel de sistem enzimatic CYP 2D6.
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Summary
Diclofenac study in the biological liquids

We used Diclofenac and phisico-chemical methods in the pure substance for its analysis
in the blood plasma. The identification ofMarquis and Liebermann reaction. Chromatography on
the thin layer in the ethylacetate-metanol-ammonia 25 % (85:10:5) Was also used. FeCls is used
as an eluent, obtaining Rf = 0,12 cm. There was used UV spectrophotometric method in the
hydroxide for identification and obtaining of maximum absorption on 275 nm.

The used methods were applied according to chemico-toxicological analysis conditions
of Diclofenac in the biological liquids
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