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ESTUDIO SOBRE EL MECANISMO DE ACCION DE DIFENHIDRAMINA COMO ANTIDOTO
EN INTOXICACIONES AGUDAS POR ORGANOFOSFORADOS

Libardo Hernandez Esquivel*

Se presenta una posible explicacién del por qué la difenhidramina es
mds potente como antidoto de la intoxicacién por organofosforados
que la atropina. A bajas concentraciones (2 x 10-5M) la difenhidramina
es un inhibidor de la accion de carbamilcolina en la sinapsis neuromus-
cular del recto abdominal del sapo, siendo 10 veces mds potente que la
atropina. Ademds la difenhidramina muestra efectos estabilizantes de
la membrana conductiva semejantes a los presentados por los anestési-
cos locales. A concentraciones 100 veces mayores, la difenhidramina
produce contraccion del musculo.

INTRODUCCION

®
El uso de la difenhidramina (Benadril) en las intoxicacio-
nes por organofosforados en pacientes pedidtricos y la
obtencién de aparentemente mejores resultados que con
atropina’, motivo para investigar el mecanismo de accién
de esta droga a nivel molecular,

Los efectos toxicos caracteristicos de los organofosforados
son debidos principalmente a la inactivacién de la acetilco-
linesterasa?, con la consecuente acumulacién de acetilcoli-
na (Ach) en las sinapsis colinérgicas, especialmente a nivel
neuromuscular. Esta acumulacidén de Ach causa, entre otros
sintomas, pardlisis de los miisculos respiratorios, constitu-
yendo esto el signo mds serio de la intoxicacién.

El tratamiento usado en estas intoxicaciones3 estd basado
en la administracién de aldoximas, compuestos desarrolla-
dos en el laboratorio de Nachmansohn? como reactivadores
de las colinesterasas, conjuntamente con la aplicacién de
atropina como protector de los receptores colinérgicos
contra los efectos causados por la acumulacién de acetilco-
lina. Cérdoba y col.9 proponen un tratamiento a base de
difenhidramina, atropina y reactivadores de las colinestera-
sas.

En el presente reporte se comparan las acciones de la atro-
pina y de la difenhidramina sobre la contraccion del miiscu-
lo recto abdominal del sapo (Bufo marinus) producideo por
carbanilcolina (CCh),

* Direccidn actual: Facultad de Ciencias, Departamento de Far-
macia - Universidad Nacional, Bogotd (Colombia).
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METODOLOGIA

Misculos rectos abdominales de sapo fueron disecados cui-
dadosamente y montados en un bafio de érganos aislados,
de 10 ml de capacidad. Las contracciones fueron registra-
das isoténicamente por medio de un transductor FTOS3
GRASS y un poligrafo GRASS Modelo 79. La solucién
nutriente tenfa la siguiente composicién en micromoles
/ml: NaCl 111; CaCl, 1.8 KC1 2,5; NaHCO3 2,5; Cluco-
sa 10.

Los experimentos se realizaron a la temperatura ambiente y
a un pH de 7.3 a 7.5, La preparacién se burbujeé continua-
mente con oxigeno. Se usaron simultidneamente los dos
musculos homblogos de un sapo, uno para obtener la res-
puesta control a carbamilcolina y el otro en presencia de la
droga por ensayar. Unicamente los miisculos que daban una
contracciéon de 2 gr 6 mds en 30 segundos, después de que
se habia alcanzado una concentracién de 1 x 105M de
carbamilcolina, fueron utilizados.

Previamente a los ensayos las preparaciones se dejaron es-
tabilizar en la solucién nutriente por media hora como mi-
nimo. Los miutsculos se montaron de tal manera que estu-
viesen bajo una tensién de 1.5 gr. La determinacién del
efecto inhibitorio de las drogas ensayadas fué determinado
incubando las preparaciones por 15 minutos en presencia
de ellas y realizando luego una-curva dosis‘respuesta del
agonista en presencia de la misma concentracién del inhi-
bidor.

El valor del Ki aparente (constante de inhibicién aparente)
se calculd por el método de Gaddum basado en la ley de
accion de masas.
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Donde: (1) = Concentracién del inhidor
(A)= Concentracién del activador
que produce la misma res-
puesta en presencia del inhibi
dor.

Se usé CCh en preferencia a Ach debido a que ella no es
hidrolizada por las colinesterasas evitando asi la necesidad
de usar un anticolinesterdsico que podria alterar el efecto
de las drogas ensayadas.

RESULTADOS

La Grafica 1 muestra un registro de la respuesta del maiiscu-
lo 2 CCh expresada como fuerza en gramos desarrollada
por el misculo a concentraciones crecientes de CCh en el
bafio. En esta grafica se puede observar que a medida que se
aumenta la concentracién de CCh en el bafio, aumenta la
fuerza de contraccién hasta un minimo.

Cada concentracién de CCh se dejé actuar hasta obtener un- -
estado estacionario de la contraccién que se utilizo para

hacer las curvas dosisrespuesta (Ver Grifica 2 y 4). En
general el umbral fué de 4 x 106M.

Se estudid el efecto det curare sobre la respuesta contrictil
de CCh, encontrandose que el curare inhibe competitiva-
mente la contracciéon producida por GCh, como en el recto
abdominal de la rana y en la electroplacaS. El valor de Ki
aparente encontrado es aproximadamente de Z x 10°6M, 10
veces mas alto que los reportados para las reunijones neuro-
musculares de la electroplaca y de la rana.
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Grifica 1. Efecto de diferentes concentraciones de carbamilcolina

sobre la concentracién del recto abdominal de sapo. Se muestra
el registro de un experimento, donde se puede ver que cada
concentracién de CCh causa un estado estacionario.

En la Gréafica 2 se pueden ver curvas dosis-respuessa.de -

carbamilcolina sola y en presencia de 3 diferentes concen-
traciones de difenhidramina. Se observa que la difenhidra-
mina~ inhibe el efecto de carbamilcolina y reduce la res-
puésta maxima,
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Grdfica 2. Curvas dosis-respuesta de carbamilcolina en presencia
de diferentes concentraciones de difenhidramina.

Abscisa: Concentraciones de CCh.

Ordenada: Estado estacionario de fuerza de contraccion (Ver
grifica 1).

® = CCh

&k ° = Difcohidraming ¥ ». 108 + CEh
- = Difenhidramisa, 4, x 165+ CCh
o = Difenhidramina ! x 104+ CEh

Si se aumentr k. concéntracion de difenmhidramina a 1 x

10-3M se produce conttacciénr det musculo (Grifica 3A y -
B). El curare no tiene ningin efecto sobre la respuesta

méxima, aunque si podemos ver al comparar las graficas

3a. v 3b un pequeiio retardo en la accién de la difenhidrami-
na. Para eliminar la posibilidad de que la contraccién pro-

ducida por difenhidramina pudiera ser debida 2 la alta os-

molaridad presente, en el bafio se usé sucrosa a 5 x 102M

no obteniéndose contraccion.

La Grafica 4 muestra los datos de 4 musculos de dos sapos,
usandose en cada uno un misculo como ¢ontrol y el otro
en presencia de difenhidragina y atropina respectivamente.
Se puede verla diferencia emla respuesta de CCh en presen- .
cia de ambas drogas y se observa que con atropina se obtie-
ne el mismo méximo de contraceion cuando se¢ aumenta la
concentracion de CCh a-F x }0-4M, mientras que ¢n presenr
cia de difenhidramina el maximo se encuentrs dismingido.

Las curvas dosis-respuesta muestran que la difenhidramina
es 10 veces mis potente como. bloqueador de la accion de
carbamilcolina que atropina. El tiempo de recuperacion
(lapso necesario para que el milsculo retorne a su estado
inicial) con curare y atropina es mds ripido que con difen-
hidramina. :

DISEUSION

Es bien conocidb .que la contracciém causada por Ach &
€Ch es debidavela unidn derla Ach con los receptores coli-
nérgicos dé¢ las membranas post-sindpticas. Esta unién
causa uma despolarizacian de las membranas post-sinap
ticas, iniciando potencialeés de accién responsables de la
contracciom. Se ptesume que la, fuerza registrada es una
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funcion directa de la concentracion de carbamilcolina

unida con el receptor.
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Gréfica 3. Contraccién producida por concentraciones altas de
difenhidramina,
A, Efectos de difenhidramina sola 1 x 10-3M y 5 x 10-3M.

B. La misma que A en presencia de curare 1 x 104M. El
misculo fué incubado en curare 1 x 104M durante 15
minutos antes de la aplicacién de difenhidramina.

Hay pocos trabajos sobre la accion de atropina’, como
inhibidor del receptor nicotinico y solo se reporta esta
accion a dosis muy altas. Posiblemente esta sea la explica-
cidn de la necesidad de usar grandes dosis de atropina en las
intoxicaciones por organofosforados3. Esta observacion
esta de acuerdo con nuestros resultados ya que las concen-
traciones de atropina usadas son de 5 x 10-4M; dosis mas
pequefias no protegen el receptor colinérgico en musculo
esquelético.

En estos experimentos se demostrd que la difenhidramina
es 10 veces mis potente que la atropina como inhibidor de
la accion de carbamilcolina. Si comparamos las estructuras
quimicas de la atropina y la difenhidramina con la de Ach
(Cuadro No. 1) podemos ver que la de la difenhidramina es
més semejante a la de Ach que la de la atropina, por lo
tanto puede presentarse una mayor afinidad de la difenhi-
dramina por el receptor neuromuscular esquelético que la
presentada por atropina.

Valencia y Goll han informado que la difenhidramina es el
anico antihistaminico efectivo en intoxicaciones por orga-
nofosforados y aparentemente esa accién no tiene relacién
con la accién antihistaminica.

Tanto curare como atropina se comportan en forma muy
semejante; ambos son aparentemente inhibidores competi-
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tivos sobre la preparacion ensayada, ya que se obtiene la
misma contraccién mdxima con carbamilcolina en presen-
cia 0 en ausencia de los inhibidores nombrados.
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Grafica 4, Comparacién de la accibén inhibitoria de atropina y de
difenhidramina sobre la contraccion producida por CCh.
Abscisa: Concentraciones de CCh.

Ordenada: Estado estacionario de fuerza de contraccion

(ver grifica
1) :

O -- @O = Control carbamilcolina

X .. M = CCh + Difenh. 4 x 10-5M

® . .e = Control CCh

A" " A = CCh + Atropina 5 x 104M.

Por el contrario con la difenhidramina la maxima contrac-
cién se encuentra disminuida Si observamos la accién inhi-
bitoria de los anestésicos locales sobre el potencial de mem-
brana en la electroplaca® y la comparamos con las curvas
dosis-respuesta para difenhidramina se puede observar simi-
litud en ambos resultados. Tanto la mayor potencia como
la recuperacion mds lenta presentada con difenhidramina
cuando se las compara con la obtenida con atropina se pue-
den explicar por esta accién sobre la membrana conductiva.

CUADRO 1

Estructuras Quimicas de los Compuestos Ensayados

CH5C1- 0

H i

ACETILCOLINA H3C-1\[I-CH2-CH2—0-C-CH3
CHa
CH5Cl- @
# :
DIFENHIDRAMINA H-N-CH,-CH,-0-CH
| t
L8
CH, - CH — CH, CH,OH
ATROPINA

HTN-CHj fH —0— (ff CH -&)s0
CH, — CH — CH, 0 2



DIFENHIDRAMINA EN INTOXICACIONES.

No podemos ofrecer en este momento una explicacién a la
despolarizacion causada por difenhidramina a altas concen-
traciones, aunque si{ podemos decir que dicha accidon no es
a nivel del receptor colinérgico, ya que no es bloqueada
por curare.

El hecho de que se necesite una sola dosis diaria de difen-
hidramina en caso de intoxicaciones por organofosforados,
y no varias dosis como sucede con atropina, esta posible-
mente fundamentado por los hallazgos aqui reportados en
los cuales se demuestra que la difenhidramina es mds
potente, tiene mayor afinidad debido a su estructura qui-
mica més semejante a Ach y su efecto estabilizante sobre
la membrana conductiva en bajas concentraciones hacen
que antagonice mas efectivamente los efectos toxicos de
los organofosforados a nivel neuromuscular.
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