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ENZIMSKA RAZGRADNJA KARBAMATA
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U ovom prikazu opisan je mehanizam hidrolize karbamata u vodenim
otopinama i metabolizam karbamata u sisavcima i insektima.

Poznato je da su esteri karbaminske kiseline inhibitori kolinesteraza.
Jedini prirodni spoj te grupe — eserin — izoliran je veé prije 100 godina,
a prije 40 godina identificiran je kao N-metilkarbamat (1). Od tog vre-
mena do danas sintetizirano je niz estera karbaminskih kiselina sa §iro-
kom primjenom u medicini, javnom zdravstvu i poljoprivredi (2, 3, 4).

Po kemijskoj strukturi su biolo$ki aktivni karbamati esteri N-alkil ili
N-dialkilkarbaminske kiseline opée formule (1):

o}

13 P (':' — N(R),

U spojeva koji se primjenjuju kao insekticidi jedan R je obitno metil,
a drugi je vodik; X je najle$ce supstituirani fenil. Kod spojeva koji po-
sjeduju veoma izrazena antikolinesterazna svojstva radikal X sadr#i
baznu duSikovu skupinu, kojoj je pH > 8, tako da je pri fizioloskom pH
takav spoj gotovo sasvim ioniziran. Karbamati koji sadrfavaju kvarterni
dudik u povoljnoj udaljenosti od esterske veze su naroéito jaki inhibitori
kolinesteraza (5), kao na primjer neostigmin i njegov monometilni ana-
log (6). Smatra se da pozitivni naboj u molekuli poveéava inhibitornu
mo¢ nekog spoja vezanjem inhibitora elektrostatskim silama na anionsku
stranu aktivnog centra kolinesteraza (7).

Toksiénost karbamata pripisuje se prvenstveno inhibiciji kolineste-
raze. Za razumijevanje mehanizma toksi¢nog djelovanja potrebno je,
medutim, poznavati i niz drugih svojstava i djelovanja tih spojeva, a
jedan od vaznih faktora je metabolizam karbamata i eventualno toksi¢no
djelovanje nastalih metabolita.
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MEHANIZAM HIDROLIZE KARBAMATA

Ve je Stedman (8) ustanovio da se neki karbamati razlazu u kipecoj
vodi uz razvijanje mirisa na izocijanat. Aeschliman 1 Reinert (9) su do
1stog rezultata doSli pri istraZzivanju stabilnosti nekih N-monosupstituira-
nih karbamata; miris izocijanata javljao se nakon nekoliko sati i bez
zagrijavanja, a trenutno pri temperaturi vrenja. N-metilkarbamati se
pri temperaturama iznad 100 °C vrlo lako razlazu u metilizocijanat i
fenol (10). ,

Hidroliza karbamata u alkalnom mediju slijedi kinetiku reakcije dru-
gog reda, a mehanizam hidrolize N-alkilkarbamata razli¢it je od meha-
nizma hidrolize N-dialkilkarbamata (11). Kod N-alkilkarbamata stvara
se kao meduprodukt izocijanat:
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Pri hidrolizi N-dialkilkarbamata meduprodukt je karbamatni ion:
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Karbamati su relativno stabilni u kiselinama, ali djelovanje solne ili
bromne kiseline na karbamate u ledenoj octenoj kiselini dovodi do ovih
reakcija (11): :
0 0
Il HBr | + HBr
XO—C-NHR ‘2= Br X0 — C — NH,R- *5— H,NR - HBr+C0O,+XR

U literaturi su objavljene mnoge vrijednosti konstanata brzine hidro-
lize karbamata (12, 18). Prema Kolbezenu i sur. (3) esteri N-etil, N-ben-
2il i N-fenilkarbaminske kiseline brze se hidroliziraju od odgovarajuéih
N-metil derivata: U drugom nizu karbamata stabilnost rasté u nizu ovih
alkilnih supstituenata karbamilne skupine (13): monoizopropil << mono-
etil << mono-n-propil << monometil << dimetil << dietil << di-n-propil <
< di-n-butil < di-izopropil.




ENZINISKA RAZGRADNJA KARBAMATA

258

METABOLIZAM KARBAMATA U SISAVCIMA
I INSEKTIMA

Hidroliza i oksidacija su najée$¢i mehanizmi razgradnje estera karba-
minskih kiselina in vivo. Izmedu metabolizma karbamata u sisavcima
i metabolizma u insektima nema bitne razlike, a slijed reakcija koji do-
vodi do razgradnje nekog spoja u organizmu nije moguée predskazati
na osnovu poznate bioloske sudbine sli¢nth molckula (5, 14, 15).

Kolinesteraze reagiraju s karbamatima tako da se stvara karbamili-
rani enzim, koji zatim reagira s vodom i daje odgovarajuéu karbamin-
sku kiselinu i slobodnu kolinesterazu (16, 17, 18):

: 9
| ki [
EH+X0—C—NHR —— E—0—C—NHR
(O 0
| ks |
E—0—C—NHR+H,0 —— EH+OH—C—NHR

LH predstavlja kolinesterazu, ki je konstanta brzine inhibicije, a kg je
konstanta brzine spontane reaktivacije. Prema toj reakcijskoj shemi, ko-
linesteraze hidroliziraju karbamate, ali s obzirom na to da je prijetvorni
broj, tj. ky konstanta, relativno malena, nije vjerojatno da kolinesteraze
igraju znacajnu ulogu u razgradnji karbamata in vivo.

Osim sa kolinesterazama, karbamati reagiraju i sa drugim esterazama.
Tako je. na primjer, hidroliza fenilacetata i nekih estera glicerina inhi-
birana u miSeva i §takora trovanih nekim karbamatskim insekticidima;
inhibicija je reverzibilna i nije poznat mehanizam interakcije enzima i
inhibitora, pa prema tome niti uloga te reakcije u mehanizmu razgrad-
nje karbamata (19. 20). Hidrolizu p-nitrofenil N-metilkarbamata kata-
liziraju u neznatnoj mjeri ovi enzimi: arilesteraze ljudske plazme, kolin-
esteraze, kimotripsin, pepsin i lipaza (13).

Hidroliza 1-naftil N-metilkarbamata, koji je jo§ poznat i pod imenom
sevin, veoma je opsezno studirana. Augustinsson i Casida (21) mjerili su
brzinu hidrolize sevina u plazmi 15 Zivotinjskih vrsta. Najaktivnije su
bile plazme kuni¢a i svinje, a najmanje aktivna plazma mi$a. Plazma
kunica bila je 2-3 puta aktivnija od drugih tkiva kuni¢a, kao na pri-
mjer jetre, bubrega i mozga. Casida i Augustinsson (22) su elektroforet-
skom separacijom plazme 8 vrsta Yivotinja pokazali da se hidroliza se-
vina odvija u albuminskoj frakciji plazme, a da sevin ne hidroliziraiu
arilesteraze ni karboksilesteraze. Jednak rezultat dala je i separacija
proteina ljudske plazme metodom frakcioniranog talo¥enja etanolom
prema Cohnu i sur. (23): aktivnost prema sevinu bila je vezana uz albu-
minsku frakciju (22). Osim sevina, albuminska frakcija plazme hidroli-
zira i neke supstituirane fenil N-alkilkarbamate, ali ne katalizira hidro-
lizu derivata karbamilkolina (24).

Osim sevina, Augustinsson i Casida (21) studirali su takoder i hidro-
lizu N-dimetilkarbamilfluorida u 16 razli¢itih tkiva kuniéa i u plazmi



254 Mira Skrinjari¢-Sprorjar i Ersa REineRr

10 vrsta kraljeznjaka, ukljudivsi kunica; plazma kuniéa bila je najaktiv-
nija. Od istrazenih tkiva, spomenuti spoj hidrolizirao se u znatnijoj
mjeri samo u homogenatima jetre i bubrega. Na osnovu elektroforetske
separacije 1 djelovanja iona nekih metala autori su zakljutili da bi este-
raze plazme koje hidroliziraju N-dimetilkarbamilfluorid mogle biti iden-
tiCne s enzimima koji hidroliziraju diizopropil fluorofosfat.

Hassan, Zaved i Abdel-Hamid (25) studirali su metabolizam sevina
na Stakorima, kojima je jednokratno apliciran sevin oznacen sa C.
Unutar 48 sati nakon aplikacije nadeno je 75-80°0 aktivnosti u urinu
i izdisanom zraku. Hidrolizom sevina nastala je N-metilkarbaminska ki-
selina, koja se spontano raspala na uglji¢ni dioksid i metilamin. Ugljiéni
dioksid sacinjavao je 43.5% aktivosti 1*C. Nehidrolitskim putem elimi-
nirao se u urinu jedan metabolit sevina, koji je vjerojatno bio vezan na
glukuronsku kiselinu. Taj metabolit predstavlja 56.5%0 aktivnosti 4C.
Metabolit u urinu vjerojatno sadrzi N-hidroksimetilnu skupinu umjesto
N-metilne u molekuli sevina. Taj nalaz govori u prilog rezultata Do-
rougha, Leelinga i Caside (26) koji su nasli da se u mikrosomima jetre
Stakora uz dodatak nikotinamid-adenin dinukleotida (NAD) oksidira
metilna grupa sevina. Na osnovu svojih rezultata Hassan, Zaved i Ab-
del-Hamid (25) postavili su ovu shemu metabolizma sevina u $takorima:

(0}
I
O0—C—NHCH;,
HIDROLITSKA ‘ NEHIDROLITSKA
RAZGRADN]JA : : RAZGRADN]JA
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N-metilkarbamat
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|
7 ‘ - . .
1-naftol- v glukuronid 1-naftil
glukuronid CO,+NH,CH, hidroksimetilkarbamata
i l-naftol-sulfat metilamin
v
NH,+HCOH

amonijak formaldehid
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Metabolizam sevina u li¢inkama Prodania litura F. takoder se odvija
hidrolitskim i nehidrolitskim putem kao i u §takora (27), ali s tom razli-
kom §to hidroliza doprinosi svega 14% razgradnji, a nehidrolitski put
86%. Nehidrolitskim metabolizmom modificira se naftalenski prsten,
1 to vjerojatno hidroksiliranjem. Autori smatraju da se nastali metabolit
nije vezao na detoksicirajucu supstanciju i usporeduju svoje rezultate
s rezultatima Dorougha i Caside (28), koji su takoder ustanovili da de-
toksikacija sevina u insektima ne ukljutuje vezanje na glukozu, gluku-
ronsku kiselinu ili sulfat. Dorough i Casida (28) natli su 8 metabolita se-
vina u Zoharima i muhama, te u mikrosomima jetre $takora. Tri meta-
bolita su vjerojatno:

I i i
(I)—C—NHCHQOH (‘)—C—NHCH,1 (I)——C——NHCH:‘
| |
OH OH
1-naftil N-hidroksi- 4-hidroksi 1-naftil 5-hidroksi 1-naftil
metilkarbamat N-metilkarbamat N-metilkarbamat
Dva neidentificirana metabolita sadrzavaju intaktnu strukturu: — C —

— O — C(0O) — N — C —, a dva neidentificirana metabolita nisu kar-
bamati. Osmi metabolit je 1-naftol.

p-Nitrofenil N-dialkilkarbamati takoder se metaboliziraju u mikro-
somima jetre $takora uz prisustvo molekularnog kisika i NAD (29). Me-
taboliti nisu identificirani, ali daljom degradacijom metabolita dobiven
je 1 mol formaldehida na svaki mol p-nitrofenola. Autori smatraju da
je prvi stepen u metabolizmu istraZenih spojeva uslijedio na jednoj me-
tilnoj skupini.

Studij spojeva koji potenciraju toksi¢no djelovanje karbamata mnogo
je pridonio razja$njenju mehanizma djelovanja karbamata (1). Smatra
se da se jedan od glavnih putova sinergistickog djelovanja mnogih spo-
jeva sastoji u inhibiciji oksidacije koja detoksicira karbamate. Tako je,
na primjer, dokazano da SKF-525-A [(C,H;)N:CH, -CH,-0O-CO-
C(GgHj) (CgH,)] i piperonilbutoksid inhibiraju oksidaciju p-nitrofenil
N-dimetilkarbamata i p-nitrofenil N-dietilkarbamata u mikrosomima
(29). SKF-525-A takoder inhibira metabolizam neostigmina u mikroso-
mima jetre Stakora (30).

Pratenje metabolizma markiranjem jednog od atoma u molekuli stan-
dardni je postupak pri studiju razgradnje nekog spoja. Medutim, nakon
razgradnje se markirani atom ne mora nu’no naéi u metabolitu ishodne
supstancije, nego moZe posati sastavni dio prirodnih spojeva. Dorough
i Ivie (81) pratili su metabolizam furadana (2,2-dimetil 2,3-dihidro
7-benzofuranil N-metilkarbamat) u krava muzara kojima je “C-fura-
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dan apliciran oralno. Kada je furadan sadrzavao oznatenu karbonilnu
skupinu, nadeno je u mlijeku krava 2% doze *C. Radioaktivni materijai
u mlijeku nije bio metabolit furadana nego normalni sastavni dio mli-
jeka. Autori smatraju da je prekursor tog radioaktivnog spoja vjero-
jatno markirani ugljiéni dioksid, koji je nastao hidrolizom furadana.
Nakon markiranja furadana u benzofuranilnom prstenu autori su nash
u mlijeku 0.2%0 dodane *C doze. Ali ta aktivnost je potjecala od meta-
bolita furadana.

Metabolizmom karbamati ne gube uvijek svoje inhibitorno svojstvo
prema kolinesterazama, Sto su dokazali Hodgson i Casida (32) za meta-
bolite nekih N-dimetilkarbamata koje su dobili iz homogenata jetre $ta-
kora. U opseznom radu o metabolizmu veéeg broja metil- 1 dimetilkar-
bamata u mikrosomima jetre Stakora, Oonnithan 1 Casida (33) su doka-
zali da u pravilu hidrolizom karbamata i njihovih metabolita nastaju
spojevi koji nemaju antikolinesterazna svojstva, dok nehidrolitskim meta-
bolizmom (hidroksiliranjem, dealkiliranjem, sulfoksidiranjem) neki spo-
jevi zadrzavaju inhibitorna svojstva prema kolinesterazama, a neki me-
taboliti imaju dapale i jata antikolinesterazna svojstva od ishodnog
spoja. Isti autori su nadalje dokazali da se karbamati vezu na mikro-
some jetre Stakora, vjerojatno karbamiliranjem nekih proteina, a ta veza
je stabilnija nego karbamilirana kolinesteraza.

Brojni i medu sobom razli¢iti putovi metabolizma karbamata u sisa-
vaca i insekata vjerojatno su i vazan faktor koji uzrokuje razlike u
toksicnosti estera karbaminskih kiselina za razlidite Zivotinjske vrste (5,
34).
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Summary
CARBAMATE METABOLISM

In this review article the metabolism of carbamates in mammals and insects is
described. Special attention has been paid to the mechanism of carbamate hydrolysis.
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