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La toxicidad de una sustancia depende de la dosis. La concentracion de un compuesto en
su lugar de accién es proporcional a la dosis, pero existen diferencias cinéticas los compuestos
en los cuales a una misma dosis dos compuestos generen concentraciones diferentes en un
organo o tejido. La disposicidon de un xenobidtico abarca los procesos de absorcién, distribucion
y excrecion. La Fig. 1 muestra las diferentes vias de absorcion, distribucién y excrecién de toxi-

cos en el organismo.
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Figura 1: Vias de absorcion, distribucién y excrecion de téxicos en el organismo.

Una sustancia toxica puede causar dafio solo después de ser absorbida por el organismo.

Absorcion
La absorcién se define como el pasaje de un toxico a través de una membrana hacia la cir-

culacién sanguinea. Esta puede ocurrir a través de la piel, tracto gastrointestinal, pulmones u

otras vias de menor importancia.
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La naturaleza de los efectos toxicos de un producto quimico depende de la concentracion en
los 6rganos objetivo. La concentracién depende no solo de la dosis administrada sino también de
otros factores: la absorcion, distribucion, union a proteinas transportadores y excrecion. Para ello,
las sustancias deben atravesar membranas celulares (estratos bimolecular lipid o-proteico).

El grado de absorcion, distribucion y excrecion de téxicos esta influenciado por las propie-
dades fisico quimicos de éstos y de las moléculas que influyen en ese transporte.

La absorcidon depende de ciertas caracteristicas de las sustancias quimicas como ser el
grado de ionizacion, la liposolubilidad. También depende del area en la cual se absorbe.

Existen conceptos importantes a tener en cuenta en este proceso. Los iones que forman hi-
dratos de gran tamafio impiden el paso a través de la membrana o forman complejos tipo muco-
polisacaridos. Las sustancias muy polares como las sales amonio cuaternario no se absorben.

Una molécula liposoluble se absorbe faciimente. Para acidos y bases débiles la absorcion
depende del grado de ionizacion que es funcion del pK de la sustancia y del pH del medio.

Existen diversos factores que influyen en estos procesos, entre ellos, la velocidad de absor-
cién o la fraccion de absorcion. Una baja velocidad de absorcidn no permitird alcanzar una
concentracion suficiente para causar toxicidad. Ademas, puede ocurrir que la distribucion de la
sustancia quimica no sea en el tejido blanco de accién y por ello, disminuye su toxicidad. Asi-
mismo, la biotransformacion del xenobiético puede dar lugar a un compuesto mas o menos
toxico con consecuencias en la concentracion y toxicidad en el lugar de accion.

Por otra parte, si la sustancia quimica es eliminada rapidamente, menor sera su concentra-
cion y por ende su toxicidad en el 6rgano. Si un compuesto se distribuye hacia el tejido adiposo
es probable que su eliminacion sea lenta dado que una concentracion en plasma muy baja
impide la eliminacion renal o por otra via rapida.

La piel, los pulmones y el tracto gastrointestinal son las principales barreras que separan al or-
ganismo del medio que contiene gran cantidad de sustancias quimicas. En los estudios toxicol6gi-
cos experimentales a menudo se eligen otras vias como la intraperitoneal o la subcutanea.

Entre las diferentes vias de ingreso encontramos la intramuscular, la inhalatoria, a través de

mucosas, la intraperitonial, la rectal, la subcutanea, la intramuscular, la oral y la cutanea.
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Figura 2: Absorcion de los toxicos
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Los toxicos atraviesan las membranas por mecanismos de transporte pasivo o activo.
Las moléculas organicas lipofilicas difunden a través de la membrana por difusién simple.
Las moléculas hidrofilicas pequefias difunden por canales acuosos dependiendo de su
gradiente de potencial quimico. Para moléculas grandes, se forma un complejo liposoluble
en la superficie de la membrana que difunde a favor de un gradiente de concentracién. El
mecanismo de transporte activo implica a un portador que desplaza células a través de una
membrana en oposicion a un gradiente de concentracion. Requiere gasto de energia meta-

bolica y puede ser inhibido por sustancias que interfieran en el metabolismo celular.

Sistema gastrointestinal (TGI)

El estbmago es un sitio de absorcion importante para acidos débiles que existiran en la for-
ma difusible no ionizada soluble de lipidos. La absorcion en el intestino se realiza también por
difusion y debido a su pH casi neutro, las bases y acidos débiles no ionizados se pueden ab-
sorber con facilidad.

También existe reacciones con sustancias contenidas en el estdmago (alimentos, medica-
mentos (gel de aluminio) o secreciones como mucina, pepsina, lipasa. Los metales toxicos se
absorben en baja cantidad.

El sistema digestivo puede visualizarse como un tubo que recorre todo el cuerpo. Su conte-
nido debe ser considerado como exterior al organismo: los toxicos no producirian dafio hasta
que no sean absorbidos por las paredes de algun tramo del TGI. La mayoria necesitara pasar a
la sangre para ejercer su efecto. La absorcién puede producirse en cualquier sitio a lo largo del
TG, desde la boca hasta el recto.

La nitroglicerina administrada sublingual se utiliza para tratar episodios de angina de pecho
en personas que padecen la enfermedad de las arterias coronarias. Si el téxico es un acido o
una base débil, se absorbera por difusion en aquella zona del tracto donde el pH asegure la
maxima concentracion de la forma no ionizada, la mas liposoluble. Considerando que el jugo
gastrico del estbmago es muy acido y que el contenido intestinal es practicamente neutro, ve-
remos que la absorcion de un téxico puede ser marcadamente distinta segun la zona del TGI.
Por ejemplo, la proporcién de acido benzoico o de anilina que existen en forma ionizada en el

estébmago y en el intestino se puede calcular asi:

Para acidos débiles Para bases débiles

[noionizada] [ionizada]

Ka-pH =1
pRa=e °8 [ionizada]

Ka—-pH=logr————+
P P 8 [noionizada]

Acido benzoico: pKa = 4 Anilina: pKa =5

Estémago: pH 2 Estémago: pH 2

4-2 = log [noionizada] 5-2=log [ionizada]
[ionizada] [noionizada]
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100 = log [nommzada] 1000 = log [10nlzada]
[10n1zada] [nomnlzada]
La relacion favorece la absorcion en el estomago
Intestino pH=6 Intestino pH=6
4-6=log [nomnlzada] 5-6 = log [1onlzada]
[lomzada] [nowmzada]
_2=log [nf)i()flizada] _1=1log [i(tniz.ada]
[1onlzada] [nomnlzada]
1/300 = log [n()lonlzada] 1/10 = log [10nlzada]
[10nlzada] [nomnlzada]

La relacion favorece la absorcion en el intestino

Podemos concluir que un acido débil alcanza su maxima proporcion de forma no-ionizada
en el estbmago (menor pH) y sera predominantemente absorbido en ese comportamiento. Por
otra parte, una base débil se absorbera preferentemente en el intestino (mayor pH). Debe con-
siderarse ademas la capacidad del intestino delgado para absorber acidos organicos débiles
debido a su gran area absortiva respecto a la del estdmago y por ello, la cantidad absoluta que
finalmente pasa de la sustancia es grande, aun cuando la forma no ionizada es proporcional-
mente menor.

El TGI de los mamiferos posee sistemas especializados de transporte para la absorcion de
nutrientes y electrolitos: conocemos que los azucares presentan un transportador particular; los
aminodcidos son absorbidos de tres maneras diferentes; hay un transporte activo para las piri-
midinas y los iones calcio, sodio y hierro tienen sistemas de transporte independientes. Los
téxicos aprovechan estos mecanismos fisioldgicos para absorberse. Asi es que 5-fluoruracilo
(utilizada en terapia contra el cancer) entrara como una pirimidina normal, el talio utiliza al
transportador de hierro y el plomo con el transportador de calcio. La absorcién de algunos me-
tales es un proceso en dos etapas: el hierro difunde en las células intestinales y luego es trans-
portado activamente a la sangre. El cobalto y el manganeso compiten con Fe en este sistema.

Pocos téxicos que se absorben de modo activo en el TG, la mayoria pasa por difusion sim-
ple. Debe considerarse que los mecanismos que regulan la absorcién de téxicos son de tipo
generales. Si un compuesto tiene baja liposolubilidad, no significa que no sera absorbido y por

ello no tendra efecto danino; aun la entrada de una pequefa fraccion de la dosis total puede
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resultar toxica. Los mecanismos que regulan la absorcion de compuestos no liposolubles no
estan aun bien entendidos.

El epitelio del TGI tiene capacidad para absorber también materia particulada. Ejemplos de
esto son ciertos colorantes azoicos o polimeros que pasan a las células intestinales como vesi-
culas (por pinocitosis), siguen a la capa conjuntiva (lamina propria), y pasan finalmente al sis-
tema linfatico.

La estabilidad quimica de las sustancias frente al pH acido del estémago, a las enzimas
digestivas de éste y del intestino y a la flora intestinal es de importancia crucial en la toxici-
dad resultante. Por ejemplo, un veneno de vibora no es demasiado téxico si es administra-
do oralmente, por la degradaciéon enzimatica que sufre en el TGl. En el estémago pueden
formarse nitrosaminas carcinogénicas cuando debido al bajo pH, los nitritos utilizados como
conservantes en chacinados reaccionan con aminas secundadas presentes naturalmente
en frutas y pescado. La ingestion de nitratos en el agua de consumo es mucho mas peli-
grosa en nifios que en adultos, ya que ambos difieren en la calidad y ubicacién de la flora
intestinal que puede metabolizar nitrato a nitrito, un agente metahemoglobinizante. La flora
intestinal es capaz también de realizar reducciones de grupos nitro-organicos, resultando
en un factor carcinogénico para el hombre.

Varios factores son capaces de alterar la absorcion gastrointestinal de téxicos. Por ejemplo,
el EDTA aumenta la permeabilidad de las membranas hacia todo tipo de compuestos debido a
que secuestra al calcio. La alteracion de la motilidad intestinal es otro factor importante pues a
mayor tiempo de residencia mayor sera la proporciéon absorbida y mas interacciones adversas
con la flora bacteriana pueden producirse. Las caracteristicas fisico-quimicas de las sustancias
influyen: la solubilidad en agua determinara qué proporcion esta efectivamente en soluciéon y en
contacto con el epitelio intestinal. A su vez el tamafio de particula influye sobre la cinética de la
disolucién. Debido a esto el mercurio metalico tiene baja toxicidad oral y el 6xido de As* varia
su toxicidad de acuerdo con el tamafo de la particula.

La velocidad de vaciamiento gastrico y la velocidad de transito intestinal también afectan la
velocidad de absorcion; si el xenobidtico pasa con rapidez por el intestino, no alcanza a entrar
en contacto con la mucosa y sale intacto del tubo digestivo.

Luego de la absorcion de un xenobidtico por via oral, éste llega a la circulaciéon general que
depende de la cantidad absorbida por las células intestinales y de la biotransformacion que ha
sido realizada en dichas células, asi como de la extraccién hepatica hacia la bilis. Este feno-
meno de eliminacién de las sustancias antes de su entrada a la circulaciéon general se denomi-
na efecto del primer paso. Es la inactivacion que sufren en el higado los xenobiéticos antes
de alcanzar el plasma.

Sistema respiratorio

El sitio de absorcién son los alvéolos de los pulmones. La absorcion se relaciona el area al-
veolar, el flujo sanguineo y la proximidad de la sangre al aire alveolar. La absorcién depende
de la solubilidad del gas en sangre. La absorcion de téxicos gaseosos también aumenta en

proporcion a la diferencia de su presion parcial entre los alvéolos y la sangre venosa pulmonar.
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En la Figura 3 se puede ver que cuando un toxico gaseoso es inhalado, los tejidos toman el
gas a partir de la sangre que los irriga. Los tejidos altamente vascularizados se saturaran rapida-
mente mientras que los poco vascularizados alcanzaran el equilibrio en mayor tiempo. La difusion
de gas hacia la sangre ocurre hasta que las moléculas de gas en la sangre se equilibran con las
moléculas de gas en el espacio alveolar. Una vez alcanzado el equilibrio la concentracién de
xenobidtico en sangre y en fase gaseosa es constante. Esta proporcién de solubilidad se deno-

mina coeficiente de reparto entre la sangre y el gas y es una constante de cada gas.
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Figura 3: Esquema de la absorcion y el transporte de sustancias quimicas por el tracto respiratorio

Los factores ventilacion, solubilidad, flujo sanguineo pulmonar y diferencia de presion
parcial alveolar sanguinea, pueden interaccionar entre si. Si un gas es relativamente inso-
luble en sangre, la concentracién alveolar iguala rapidamente la concentracion inspirada y
la absorcion depende, principalmente del flujo sanguineo a través del pulmoén. Si un gas es
muy soluble en sangre, la mayor parte del gas es retirado por la sangre hacia los tejidos y
la absorcién depende principalmente de la velocidad y profundidad de la respiracion. Ade-
mas, se absorben aerosoles (particulas sélidas o liquidas en fase gaseosa). Ej. Polvos,
vapores, humos, polenes y neblinas. El lugar de depdsito de un aerosol en el tracto respira-
torio es de gran importancia por combinacién de fuerzas de absorcién y mecanismos de
remocion con la anatomia del tracto respiratorio.

Particulas entre 5 y 30 uy se depositan en la regiéon nasofaringea por impactacion. Particulas
entre 1 a 5 p se depositan en la region traqueobronquial por sedimentacién favorecido por la
menor velocidad de la corriente aérea que permite la depositar por gravedad. Las particulas
menores de 1y penetran en los alvéolos y se depositan por difusién. EI movimiento browniano
aumenta con la disminucién del tamafo de particula. La difusion es importante en los alvéolos.

La remocion alveolar se realiza por tres mecanismos:
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1) Transporte hasta la capa mucociliada y de alli al sistema gastrointestinal

2) Fagocitosis por los macrofagos

3) Sistema linfatico donde algunas particulas permanecen por periodos prolongados.

La eliminacién de particulas de los alveolos es muy ineficiente, el primer dia solo se elimina
un 20% de las particulas y la porcién que permanece mas de 24 horas se elimina muy lenta-
mente. La velocidad de depuraciéon puede inferirse a partir de la solubilidad del compuesto en

el liquido pulmonar, cuanto menor sea la solubilidad menor sera la velocidad de eliminacion.

Piel

La absorcién percutanea ocurre a través de la piel (epidermis epitelio queratinizado estrati-
ficado escamoso, dermis capa fibroelastica rica en vasos y nervios e hipodermis tejido conec-
tivo y adiposo). El espesor de la epidermis varia considerablemente dependiendo de su locali-
zacién. La permeabilidad de la piel depende de la capacidad de difusién como del grosor del
estrato corneo. Este es mas grueso en la palma de las manos (entre 400-600 y en zonas callo-
sas) que, en brazos y espalda, piernas y abdomen (8-15 p).

La piel es una barrera muy eficiente. Aparte de su funcion termorreguladora, protege al or-
ganismo de los microorganismos, la radiacion ultravioleta y otros agentes nocivos, y también de
la pérdida de agua excesiva.

El area de la epidermis representa un area de cien mil veces mayor que las otras vias
de absorcién. Los toxicos difunden por la piel segun sea su liposolubilidad. El tetracloruro
de carbono y cloroformo penetran facilmente por esta via y pueden producir dafio hepatico
severo. Los éteres glicdlicos se absorben rapidamente por esta via y producen toxicidad
sistémica. Trabajadores que aplican pesticidas indica que la ruta dérmica gran potencial
para la exposicion ocupacional. Fosfatos organicos, paratién, malation, insecticidas nicoti-
nicos pueden ser absorbidos por la via dérmica. Se ha informado efectos téxicos en nifios
que han estado en contacto con contenedores vacios de pesticidas toxicos.

En 1980 en Argentina la absorcién del derivado mercurial acetato de fenilmercurio por via
percutanea a través de pafiales de tela que habian sido tratados en lavanderias con este com-
puesto provocaron una serie de reacciones en lactantes como ser sudoracion, irritabilidad, alte-
raciones gastrointestinales, insomnio, mareos, anorexia y fotofobia.

Otras sustancias quimicas que producen quemaduras por contacto por piel en bajas
concentraciones son las mostazas nitrogenadas (B, p diclorodietil sulfuro o los analogos de
lewisita clorovinil diclorarsina. Ademas, los gases nerviosos como Sarin se absorben por
piel intacta.

El estrato cérneo juega un rol critico en la abrasién o remocién de esta capa provocando un
aumento abrupto en la permeabilidad de la epidermis. El contenido de agua desempefia un
papel importante en el proceso. El contenido normal (90 g agua/g tejido seco) aumenta la per-
meabilidad del estrato cérneo.

La permeabilidad cutanea depende de la especie. La piel de la rata y conejo es mas

permeable que la del conejo. La del humano es similar al cobayo, mono y cerdo.
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La absorcion por piel incluye la difusion de sustancias a través de las capas inferiores de la
epidermis (estrato granuloso, espinoso y germinativo) y de la dermis. Estas capas presentan un
efecto barrera menor al del sustrato corneo y contiene un medio de difusiéon acuoso poroso y
no selectivo. Los téxicos cruzan esta zona mediante difusion y alcanzan la circulacion general

mediante los capilares venosos y linfaticos de la dermis.

Otras vias de absorcion

Estas vias se utilizan en estudios de animales de laboratorio. Por la via enteral, los toxi-
cos ingresan directamente en el aparato gastrointestinal. Los toxicos administrados intrape-
ritonealmente se absorben a través de la circulacién portal y llegan primero al higado antes
de alcanzar los demas 6rganos y pueden incorporarse a la circulacion general y distribuirse

en otros érganos.

Distribucion

Después que una sustancia quimica entra en la sangre, se distribuye rapidamente por todo
el cuerpo. La velocidad de distribucion en cada 6rgano esta relacionada con el flujo sanguineo
a través del 6rgano, la facilidad con que el producto atraviesa la pared capilar local, la membra-

na celular y la afinidad de componentes del 6rgano con el xenobidtico.

Barreras

La barrera hematoencefalica esta ubicada en la pared capilar. No es un obstaculo abso-
luto para el pasaje de toxicos hacia el sistema nervioso central (SNC) pero es menor
permeable que otras zonas del cuerpo. Las sustancias tienden a pasar por el endotelio capi-
lar mismo. La accién de barrera hacia el pasaje de téxicos es debido a razones tanto fisiol6-
gicas como anatdmicas. Entre ellas podemos citar a la unién muy estrecha que presenta el
epitelio capilar del SNC dejando pocos poros entre las células. Ademas, las células endotelia-
les de los capilares contienen proteinas mdr dependientes de ATP. La proteina mdr expulsa
gran cantidad de sustancias fuera de la célula. Crea un flujo de expulsién de la célula depen-
diente de ATP con una amplia especificidad de sustrato. Existe como mecanismo de defensa
contra sustancias xenobidticas.

Otra causa es que los capilares estan rodeados por prolongaciones de células de la glia (as-
trocitos). Por ultimo, las concentraciones de proteinas en el liquido intersticial son mucho menor
que en otros liquidos del cuerpo que limita el movimiento de sustancias insolubles en agua
mediante transporte paracelular. En medio fundamentalmente acuoso el transporte es posible

cuando los compuestos estan unidos a proteinas.
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La baja concentracion de proteinas del liquido intersticial del cerebro y el enlace a pro-
teinas no sirve como mecanismo para la transferencia de sustancias téxicas de la sangre
al cerebro. Por ello, la penetracién de sustancias téxicas en el cerebro depende de su
liposolubilidad. El metil mercurio entra en el cerebro con facilidad y su toxicidad principal
se manifiesta en el sistema nervioso central. En contraste, compuestos inorganicos del
mercurio insolubles en lipidos no entran al cerebro con facilidad ejerciendo su efecto toxi-
co en el riién.

La barrera hematoencefalica estd poco desarrollada en el nifio al nacer por eso algunas
sustancias quimicas son mas toxicas en recién nacidos que en adultos. El plomo produce ence-

falopatias en ratas recién nacidas, pero en adultas debido al desarrollo de la barrera.

La barrera placentaria difiere anatdmicamente entre diversas especies animales. El nime-
ro de capas cambia a medida que progresa la gestacion. Posee sistemas de transporte activo y
enzimas de biotransformaciéon que protege al feto de ciertas sustancias. Las sustancias difun-
den desde la sangre de la madre al feto. La concentraciéon de las sustancias en los diversos
tejidos del feto dependera cada tejido para concentrar el toxico.

La concentracion de metil mercurio puede ser mayor en ciertos 6rganos fetales como cere-

bro debido a que la barrera sanguinea fetal es menos efectiva que en el adulto.

El eritrocito desempefia un papel interesante en la distribucién de ciertos téxicos. Su
membrana representa un obstaculo para el pasaje del mercurio inorganico, pero no para el
alquilmercurio. Existe afinidad en el citoplasma del eritrocito por alquilmercurio. Debido a
ello, la concentracion de compuestos inorganicos de mercurio en los eritrocitos es solo casi
la mitad que en el plasma mientras que la de metil mercurio en el eritrocito es casi 10 ve-

ces mayor que en el plasma.

Almacenamiento de sustancias toxicas en tejidos

La unién de un compuesto quimico a un tejido puede dar lugar a una mayor concentracién
en el tejido. Los téxicos se concentran en un tejido especifico que puede ser el lugar de accion
toxica o no. En la medida que los toxicos son biotransformados o excretados se iran liberando
desde los depdsitos. Por ello, la vida media del toxico puede ser muy larga.

Las proteinas del plasma unen constituyentes fisiolégicos normales en el cuerpo, asi como
compuestos extrafios. La mayoria de los xenobidticos se unen a la albumina y por lo tanto no
estan disponibles de inmediato para su distribucion al espacio extracelular.

La albumina puede unir Ca, Cu, Zn, bilirrubina, acido urico, vitamina C, adenosina, tetracicli-
na, cloranfenicol, digoxina acidos grasos, suramina, penicilina, salicilato, colorantes acidos,
sulfamidas, estreptomicina, rojo fenol, histamina, tiroxina, barbituricos, entre otros). Debido a la

reversibilidad del enlace, la sustancia quimica enlazada puede ser separada de la albumina. La
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importancia toxicolégica de esto se manifiesta con la posible induccion del estado de coma por
la administracién de farmacos de sulfonamida a pacientes que toman medicamentos antidiabé-
ticos. Estos medicamentos se unen a las proteinas, pero pueden ser reemplazados por las
sulfonamidas con mayor afinidad por las proteinas del plasma. Por lo tanto, los medicamentos
antidiabéticos liberados pueden provocar un coma hipoglicémico.

El higado y el rifion tienen una mayor capacidad de enlace de sustancias quimicas. Esta ca-
racteristica se puede relacionar con sus funciones excretorias y metabdlicas.

Ciertas proteinas se han identificado por sus propiedades de enlace especifico por ejemplo
las metalotioneinas que son importantes en el enlace cadmio en el higado y rifién y en la posi-
ble transferencia del metal del higado al rifidn. La unién de una sustancia a una proteina de un
organo puede aumentar su concentracion en un érgano con rapidez. El plomo luego de 30 mi-
nutos de administracién se encuentra 50 veces mas concentrado en higado que en plasma.

El tejido adiposo es un importante depdsito de almacenamiento de sustancias liposolubles
como DDT, bifenilos policlorados (PCB). Las concentraciones en plasma de las sustancias
almacenadas en grasas pueden aumentar marcadamente como resultado de la movilizacién de
la grasa que sigue luego de un adelgazamiento brusco.

Los huesos es el sitio principal del almacenamiento de sustancias téxicas como fluoruros,
plomo y estroncio. El almacenamiento se realiza a través de una reaccién de adsorcién de in-
tercambio entre los téxicos alojados en el liquido intersticial y los cristales de hidroxiapatita del
mineral 6seo. En virtud de la similitud de tamafio y carga, los iones fluoruro reemplazan facil-
mente al OH" y el calcio puede ser reemplazado por el plomo o estroncio. Estas sustancias
almacenadas pueden ser liberadas por el intercambio iénico y por disolucién de cristales 6seos

a través de la actividad osteoclastica.

Excrecion

Se excretan las sustancias quimicas originales o sus metabolitos y/o como conjugados
de ellas. La ruta principal de excrecion es la orina, pero el higado y los pulmones también
son importantes.

Excrecién urinaria se realiza por los mismos mecanismos que se utilizan en la eliminacién
de productos finales del metabolismo: filtracion glomerular, difusion tubular y secrecion tubular.

Los capilares glomerulares tienen poros grandes (40 A), la mayoria de las sustancias se fil-
traran en el glomérulo salvo aquellas que sean muy grandes 60000 de peso molecular o que
estén ligadas a proteinas plasmaticas. Luego, sera reabsorbida en forma pasiva por las célu-
las tubulares si tiene un alto coeficiente de particion lipido/agua o bien permanecera en el lu-
men tubular y sera excretada si se trata de un compuesto polar. El pH de la orina influye en la
reabsorcion de compuestos. En la Figura 4 se observa que el fenobarbital (barbitirico de carac-
teristicas acidas) es mas retenido en el organismo cuando la orina es acida. En cambio, si la

orina es alcalina la depuracion por el rifidn aumenta considerablemente.
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Un téxico se puede excretar también a través de los tubulos hacia la orina por difusién pasi-
va. Como la orina normalmente es acida, éste proceso desempefia un papel importante en la
excrecion de gases organicos. Los acidos organicos tienen poca probabilidad de ser excreta-
dos por difusién pasiva a través de las células tubulares. No obstante, a menudo los acidos
débiles se metabolizan en acidos mas fuertes y aumentar las formas iénicas que no se reab-
sorben a través de las células tubulares y son excretadas.

Ciertas sustancias téxicas pueden ser secretadas por las células de los tubulos proximales
hacia la orina. Existen dos mecanismos distintos, uno para acidos organicos (conjugados con
acido glucurdnido y sulfato) y otro para bases organicas. Los tdxicos unidos a proteinas tam-
bién pueden ser excretados por orina siempre que el enlace sea reversible. Ademas, xenobidti-
cos de caracteristicas quimicas similares compiten por el mismo sistema de transporte. Ejem-
plo el promenecid aumenta el nivel sérico de la penicilina y prolonga su actividad bloqueando

su excrecion tubular.
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Figura 4: Eliminacion por orina del fenobarbital en orina acida y alcalina
Algunas sustancias se excretan por orina mediante secrecién activa. La Fig. 5 muestra

las diferentes familias de transportadores presentes en el rifidén. Los transportadores oat, se
sitlan en la membrana basolateral del tubulo proximal. La familia de oct capta determina-
dos cationes. Una vez que los xenobidticos se encuentran en las células tubulares seran
segregados hacia el lumen por las proteinas mdry mrp. El transportador de catidén organico
octn2 y el transportador de pépticos PEP2 reabsorben las sustancias quimicas desde el
lumen tubular. A diferencia de lo que ocurre en la filtracidon los toxicos unidos a proteinas

estos pueden acceder al transporte activo.

38



LIQUIDO EXTRACELULAR

LUMEN TUBULAR

DOatl .
CELULA DEL TUBULO

Oat2 PROXIMAL

Oat3

Octn2
Octl

> PEP2
oct2
Oct3

Figura 5: Modelo esquematico que muestra los sistemas de transporte en el tibulo proximal
del rifién. Transportadores de aniones organicos (oat), Transportadores de cationes organi-
cos (oct), proteina de multiresistencia (mdr) y transportadores de pépticos (PEP)

Muchas funciones de los rifiones no estan desarrolladas al nacer por ello algunos xenobidti-
cos se eliminan mas lentamente en los recién nacidos y puede resultar ser mas téxicos en
ellos. Es posible estimular el desarrollo del transportador de acidos organicos mediante la ad-
ministracion de sustancias que son excretadas por este transportador. En el tubulo proximal se
reabsorben las proteinas plasmaticas que se han filtrado en el glomérulo. Por ello un toxico

unido a estas proteinas puede ser transportado al interior de la célula y causar efecto téxico.

Excrecioén biliar

El higado es otro 6érgano importante para la excrecion de sustancias toxicas, en especial pa-
ra compuestos de alta polaridad (aniénicos y catiénicos) que se encuentran unidos a proteinas
plasmaticas,asi como para compuestos de pesos moleculares mayores de 300. Estos com-
puestos en la bilis no son reabsorbidos en la sangre y se excretan por materia fecal. Hay ex-
cepciones como los conjugados con glucurénido que se hidrolizan por la flora intestinal hacien-
do posible la reabsorcién de sustancias téxicas libres. Compuestos que se excretan por via
biliar son: digoxina, verde de indocianina, la oubaina y mas notable el dietilestilbestrol (DES).
En animales de laboratorio, es posible observar que si los conductos biliares se ligan la toxici-
dad puede aumentar 130 veces.

La Fig. 6 muestra los numerosos transportadores que contienen los hepatocitos que trasla-

dan las sustancias extrafias desde el plasma al higado y desde el higado hasta la bilis.

Higado
El péptido taurocolato dependiente de sodio (Ntcp), presente en la cara sinusoidal del
hepatocito transporta los acidos biliares como taurocolatos hacia el higado, mientras que la

proteina excretora de sales biliares (bsep) transporta los acidos biliares afuera de los hepa-
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tocitos hacia los canaliculos biliares. En la membrana sinusoidal del hepatocito existen
numerosos transportadores el oatp1 y 2, el transportadorespecifico del higado (1sp), los
transportadores de cationes organicos (oct), que introducen los xenobioticos en el higado.
Luego el xenobidtico en el hepatocito es transportado hacia la sangre o bilis o bien ser bio-
transformado hasta convertirse en un compuesto hidrosoluble que sera transportado hacia
la bilis 0 nuevamente a la sangre.

Las proteinas de multiresistencia (mdr1) y (mpr2) transportan los xenobioticos hacia la bilis
mientras que las mpr3 y mpr6 devuelven los xenobidticos hacia la sangre.

Una vez en la bilis alcanza el intestino y el compuesto puede reabsorberse o eliminarse por
heces. Muchos compuestos organicos se conjugan antes de ser excretados por la bilis. Sin
embargo, la flora intestinal puede hidrolizar los conjugados de glucurénico y sulfato proporcio-

nandole lipofilicidad para ser reabsorbido y acceder al ciclo enterohepatico.
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Lst
BILIS
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Figura 6: Modelo esquematico del sistema de transporte en el higado Péptido-
taurocolato dependiente de sodio (Ntcp), Polipéptido transportadores de aniones
organicos (oatp), Transportadores especifico del higado (1sp), proteinas secreto-
ras de sales biliares (bsep) Transportadores de cationes organicos (oct),proteina

de multiresistencia (mdr) y (mpr).

Pulmones

Las sustancias que existen en fase gaseosa a la temperatura del cuerpo, se excretan
por los pulmones. Los liquidos volatiles también se excretan en aire espirado. La excrecion
de sustancias toxicas por los pulmones se realiza por difusiéon simple a través de las mem-

branas celulares.

Otras vias de excrecion

Leche: la excrecion se realiza por difusion simple. Como la leche es ligeramente acida, los
compuestos basicos alcanzaran un nivel mas elevado en la leche que en el plasma mientras
que sucede lo contrario para los compuestos acidos. Los compuestos lipofilicos (DDT, PCB)
alcanzaran un nivel superior en leche que en plasma debido a su contenido graso. Otras vias

son el sudor y la saliva
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Niveles de sustancias toxicas en el organismo

La naturaleza e intensidad de los efectos téxicos de un producto quimico depende de su
concentracién en el lugar de accion es decir la dosis efectiva que difiere de la dosis administra-
da. Como el nivel del téxico en la sangre se determina con mayor facilidad, en especial en cier-
to intervalo de tiempo, es el parametro que se emplea a menudo en estudios toxicocinéticos. La
influencia en el nivel de excrecidon se visualiza en los ejemplos en los cuales la sacarina es
excretada con rapidez por lo que su nivel en sangre disminuye rapidamente aun después de
una administracién repetida. Por otra parte, el metil mercurio se excreta muy lentamente y su

acumulacion gradual culmina en un nivel casi estable solo después de 270 dias.

Biotransformacion de toxicos

Muchos productos quimicos sufren biotransformaciénes (transformacion metabdlica) mien-
tras estan en érganos vy tejidos. La biotransformacion se define como: la suma de procesos por
el cual los compuestos quimicos extrafios son sujetos a cambios quimicos por los organismos
vivos. El sitio mas importante para que ocurran las biotransformaciénes es el higado; otros
organos donde la biotransformacion ocurre son pulmones, estémago, intestino, piel, rifiones,
glandulas adrenales, testiculos, ovarios, placenta, etc. La capacidad hepatica para biotransfor-
mar toxicos, reside fundamentalmente en las células epiteliales.

Los organismos animales han desarrollado un nimero de procesos bioquimicos que
convierten a los compuestos lipofilicos en metabolitos mas hidrofilicos. Este aumento en la
hidrosolubilidad reduce su particion en membranas bioldgicas y su distribucion en tejidos,
reduciendo asi la reabsorcion de compuestos en los tubulos renales e intestino y promueve
la excrecién de los mismos por la orina heces y bilis. Se sabe que no siempre las biotrans-
formaciones de sustancias biolégicamente activas en el organismo conducen a la inactiva-
cion. El proceso de biotransformacién tiene importancia crucial en la manifestacion toxica
de un xenobiotico. En la mayoria de los casos la biotransformacién puede disminuir la toxi-
cidad de los compuestos, pero en otros casos, puede aumentarla. Muchas veces el com-
puesto original no es toxico, pero si lo es su producto de biotransformacion, ese es el caso
del metanol o el etanol donde su biotransformacién conduce a metabolitos téxicos como
formaldehido y acetaldehido respectivamente.

Muchas de las reacciones de biotransformacion metabdlica que culminan en la produccién
de metabolitos inactivos de compuestos enddgenos, generan metabolitos biolégicamente acti-
vos de compuestos exdgenos. La biotransformacion ocurre tanto sobre xenobidticos como en
diversos compuestos endégenos como esteroides, vitaminas y acidos grasos. El proceso de
biotransformacion se ha dividido en dos grandes grupos de actividad enzimatica: reacciones de
fase | y reacciones fase I, tal como se presenta en la Figura 7.

Luego, los metabolitos activados podran reaccionar con macromoléculas como los acidos

nucleidos, las proteinas, los lipidos, interactuar con receptores, enzimas y producir los efectos
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biolégicos que conduciran a la sintomatologia observada. Los productos de biotransformacion,
ya sea los metabolitos activos como los inactivos, asi como el téxico original pueden seguida-

mente ser eliminados mediante la excrecion siendo la via renal una de la mas importante.
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Figura 7: Integracién del proceso de biotransformacion de xenobiéticos

En términos generales podemos decir que la biotransformacién es la conversion de sustan-
cias quimicas endégenas y exdgenas en compuestos mashidrofilicos. En la biotransformacion
participan un pequefio grupo de enzimas que presentan una amplia afinidad por el sustrato.
Las reacciones bioquimicas llevadas a cabo por la biotransformacion permiten variar los efec-
tos bioldgicos de las sustancias. Algunas de las enzimas que participan en el este proceso son
inducibles, es decir se sintetizan en respuesta al xenobidtico, sin embargo, la mayoria de las
enzimas son constitutivas, es decir, responsables de los procesos vitales fundamentales, y su
sintesis se realiza en ausencia de un estimulo externo. La manera en la cual los compuestos se
vuelven mas hidrosolubles es mediante el proceso de biotransformacion que introducen grupos

polares en partes de la molécula de menor polaridad.
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Figura 8: Fases de la biotransformacion de téxicos
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Como se menciond anteriormente, este proceso ocurre en dos etapas:

e En fase | cursan con transformacion de determinados grupos funcionales en otros
nuevos. Por ejemplo un alcohol se puede transformar en un aldehido, o un éster se
hidroliza para dar un acido y un alcohol, o un resto no polar de un hidrocarburo ali-
fatico o aromatico se oxida para dar un alcohol o un fenol de naturaleza polar, etc.

e Enlafase Il ocurren reacciones de conjugacion donde se combinan los xenobidti-
cos o los metabolitos que resultan de la fase I, con moléculas endégenas de bajo
peso molecular, como el sulfato, el acido glucurénico, la glicina, el agua, grupos
metilo, etc.

Es importante la existencia de estas dos etapas ya que, no siempre la biotransformacion
que ocurre en la etapa |, produce una pérdida de actividad biolégica indeseable para el orga-
nismo o en el grado de hidrosolubilidad que permite la excrecion rapida.

Las reacciones de biotransformacion de los xenobidticos se clasifican segun sean de fun-
cionalizacion (fase 1) o de biosintesis (fase ).

Las reacciones de fase | exponen o introducen un grupo funcional (-OH, -NH2, -SH2, o
COOH) al xenobiostico original y comprenden reacciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis.
Estas reacciones pueden dar origen a un pequefio aumento de hidrofilia.

La biotransformacién de fase Il abarcan reacciones de glucuronizacién, sulfonacion (sulfata-
cion), acetilacién, metilacion, conjugacion con glutation (sintesis de acidomercapturico), conju-
gacién con aminoacidos como la glicina, taurina y el acido glutdmico. La mayoria de las reac-
ciones provocan un importante aumento en la hidrofilia del xenobiético y ello favorece la excre-
cion. Los productos de estas reacciones de conjugacion, son en general, mas polares y de
menor actividad biolégica. Esta reaccién de conjugacion ocurre sobre un grupo funcional del
xenobidtico o en sus metabolitos, por ejemplo, un alcohol, un fenol, un resto carboxilo de un
acido, un amino, etc.

Las reacciones de la etapa | se denominan reacciones de funcionalizacion donde a los xe-
nobidticos se exponen los grupos funcionales. Estas reacciones son de oxidacién, reduccion o
procesos de hidrdlisis.

Las reacciones de la etapa |l presentan reacciones de sintesis que conducen a la for-
macién de glucurdnidos, acetamidas, acidos mercapturicos, acidos hipuricos, metil ami-
nas, etc.

Dentro de la célula en particular, gran parte de la actividad metabolizante reside en el reticu-
lo endoplasmico y en el citosol, aunque también pueden efectuarse biotransformaciones en
mitocondrias, cubierta nuclear y membrana plasmatica. La mayor parte de las reacciones co-
rrespondientes a la etapa |, se producen en el reticulo endoplasmico, tanto en su componente
rugoso como en el liso. Una fraccion menor de esos procesos pueden realizarse en la mem-

brana externa de la envoltura nuclear.
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Las enzimas que catalizan los procesos en la etapa Il ocurren predominante en el citosol,
como la sulfotransferasa, la metil transferasa, mientras que la enzima glucuronil transferasa y la
epoxidohidratasa estan ubicadas en el reticulo endoplasmico. Las reacciones de acetilizacion

ocurren fundamentalmente en las mitocondrias y en el citosol.

Biotransformaciones de fase | y fase Il

Con la homogenizacién y la centrifugacién diferencial de los tejidos, el reticulo endo-
plasmatico y los fragmentos de membrana, forman microvesiculas llamadas microsomas.
Los microsomas son artefactos del reticulo endoplasmatico formadas artificialmente a tra-
vés ruptura de las células eucariotas. Se aislan por centrifugacion diferencial a 10000 g y
100000 g.

cf
100000g
cf S enzimas
10000 g solubles
microsomas

Figura 9: Separacién de los microsomas

En el primer paso, las enzimas y los microsomas solubles permaneceran en el sobrena-
dante. En el segundo paso, solamente enzimas solubles permanecen en el sobrenadante y
los microsomas sedimentan. Los microsomas son herramientas para el estudio de metabo-

lismo in vitro.

Caracterizacion de enzimas microsomales de fase |

La Fig. 10 muestra las transformaciones que provocan los procesos de oxidacion, re-
duccion e hidrdlisis, que productos se forman y se mencionan algunos ejemplos de com-
puestos que son procesados de ese modo. Se conocen los siguientes procesos: oxidacion
alifatica, hidroxilacién aromatica, epoxidacién, desaminacién oxidante, N-desalquilacion, O-
desalquilacién, S-desalquilacién, N-oxidacion, N-hidroxilacion, P-oxidacidn, sulfoxidacion,
desulfuracion. Las reducciones de sustancias toxicas pueden llevarse a cabo por enzimas

reductasas que llevan a cabo reacciones de nitroreduccién, azoreduccion.
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Figura 10: Reacciones de biotransformacion

Oxidaciones

Existen una gran variedad de enzimas que realizan oxidaciones, se describiran solo las de
mayor relevancia toxicologica. Entre ellas podemos nombrar: Alcohol deshidrogenada (ALD),
aldehido deshidrogenada (ALDH), monoaminoxidasa (MAQ), la cooxidacion dependiente de

peroxidasas y flavinmonoxigensas y el citocromo P-450.

Alcohol deshidrogenasa

El alcohol se metaboliza en el organismo fundamentalmente por dos enzimas hepéticas, la
alcohol deshidrogenasa (ADH) y la acetaldehido deshidrogenasa (AIDH). La acumulacion del
primer metabolito de la degradacion del alcohol, el acetaldehido, es el responsable de impor-
tantes efectos en la intoxicacién tanto aguda como crénica (Fig. 11).

La enzima alcohol deshidrogenasa es una enzima citosélica presente en diversos tejidos
como el higado, rifiones, pulmones, mucosa gastrica. Existen 4 clases de ADH, las de
clase | ( —ADH, B-ADH y -ADH) son las responsables de oxidacion del etanol y otros
alcoholes alifaticos pequefios. La de clase Il ( -ADH) se expresa sobre todo en el higado
donde oxidan preferentemente alcoholes aromaticos y alifaticos mayores. ILa de clase Il (x-
ADH) oxidad preferentemente alcoholes de cadena larga (pentanol y mayores) y alcoholes
aromaticos. Las de clase IV ( -ADH y y-ADH) no se expresan en el higado y son activas

para la oxidacion del retinol.
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Figura 11: Oxidacion de alcoholes a aldehidos y a acidos carboxilicos por /la alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehido
deshidrogenasa (ALDH)

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) presenta diversas isoenzimas, codificadas por
al menos, cinco genes diferentes. Se clasifican en tres clases de acuerdo con: su movilidad
electroforética, sus propiedades inmunologicas, la especificidad de sustrato y su sensibilidad

frente a inhibidores.

La enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) oxida los aldehidos para formar &cidos car-
boxilicos utilizando NAD+ como cofactor. Tienen también actividad estearasa.

Las distintas ALDH se distinguen por su secuencia primaria de aminoacidos y por su estruc-
tura cuaternaria. La ALDH es una enzima microsomal y gracias a su elevada afinidad por los
aldehidos simples como el acetaldehido.

Esta ademas ampliamente demostrado el caracter heredable del desarrollo de alcoholis-
mo mediante estudios epidemiolédgicos realizados en gemelos di- y monocigéticos y en hijos
de padres alcohdlicos adoptados por familias no alcohdlicas. No obstante, el establecimiento
de un patron genético de riesgo debe tomar en consideracion el polimorfismo de la ADH, el
de la ALDH, el del CYP-450IIE1 (responsable del MEOS) y quizas también los de la transfe-
rrina y la GGT (gamma glutamil transpeptidasa), ambas polimorficas y afectadas por la inges-
ta crénica de alcohol.

La ALDH2 es una enzima mitocondrial que, en virtud de su alta afinidad, es principal-
mente responsable de la oxidacién de aldehidos simples, tales como acetaldehido (Km
para acetaldehido <5 uyM a pH 7,4). Un polimorfismo genético para ALDH2 se ha documen-
tado en humanos. Un alto porcentaje (45 a 53 %) de la poblacidn japonesa, china, coreana,
taiwanesa y vietnamita son deficientes en actividad de ALDH2 debido a una mutacién pun-
tual. Este alélico inactivo, la variante de ALDH2 se conoce como ALDH2*2, para distinguirla
de la enzima activa, de tipo salvaje, ALDH2*1. Esta misma poblaciéon (es decir, los asiati-
cos del Pacifico) también tiene una alta incidencia de la forma atipica de ADH (es decir,
ADH2*2), lo que significa que rapidamente convierten el etanol en acetaldehido, pero solo
convierten lentamente el acetaldehido en acido acético. También tienen una prevalencia
relativamente alta de una deficiencia de actividad de ADH clase IV, que afecta el metabo-
lismo gastrico del etanol). Como resultado, muchos asiaticos experimentan un sindrome de

rubefaccion después del consumo de alcohol debido a una rapida acumulacién de acetal-
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dehido, que desencadena la dilatacion de los vasos sanguineos faciales a través de la libe-
racion de catecolaminas. Los nativos americanos también experimentan un sindrome de
rubor después de consumir alcohol, aparentemente porque expresan otra variante alélica
de ALDH2 y / o porque la oxidacion de acetaldehido en los eritrocitos de la sangre se ve
afectada en estos individuos, posiblemente debido a la expresion de una forma variante de
ALDH1. Las variantes genéticas funcionales de ADH que rapidamente convierten el etanol
en acetaldehido (es decir, ADH2*2) y las variantes genéticas de ALDH que desintoxican
lentamente acetaldehido, protegen contra el consumo excesivo y el alcoholismo.

La inhibicion de ALDH por disulfiram (Antabuse) provoca una acumulacién de acetal-
dehido en alcohdlicos. El efecto desagradable (nauseas) del acetaldehido sirve para disua-
dir el consumo continuado de etanol. Sin embargo, es importante tener en cuenta que una
predisposicion hacia el alcoholismo no esta simplemente determinada por factores que
afectan la farmacocinética del etanol y sus metabolitos. Estudios en humanos y roedores
implicados en el receptor de serotonina 1b, receptor de dopamina D2, triptéfano hidroxilasa
y neuropéptido han sido propuestas como dianas candidatas de susceptibilidad genética en
la accion farmacodinamica de etanol. Las deficiencias genéticas en otras ALDH afectan el
metabolismo de otros aldehidos, que es la base subyacente de ciertas enfermedades. Por
ejemplo, deficiencia de ALDH4 perturba el metabolismo de la prolina y causa hiperproli-
nemia de tipo Il, cuyos sintomas incluyen retraso mental y convulsiones. Una deficiencia de
ALDH10, que desintoxica los aldehidos grasos, perturba el metabolismo de los lipidos de la
membrana. Esta es la base subyacente del sindrome de Sjérgen-Larson, cuyos sintomas
incluyen ictiosis (retraso mental y hemiplejia o tetraplejia espastica progresiva).

Las consecuencias toxicolégicas de una deficiencia heredada o adquirida de ALDH (in-
ducida por farmacos) ilustran que los aldehidos son mas citotdéxicos que los alcoholes co-
rrespondientes. Esto es especialmente cierto para el alcohol alilico (CH, = CHCH,OH), que
se convierte por ADH en la acroleina altamente aldehido hepatotéxica (CH, =CHCHO) La
oxidacion de etanol por ADH y ALDH conduce a la formacion de acido acético, que se oxi-
da rapidamente a diéxido de carbono y agua. Sin embargo, en ciertos casos, los alcoholes
se convierten en acidos carboxilicos toxicos, como en el caso de metanol y etilenglicol, que
se convierten a través de intermedios de aldehido en &cido férmico y en acido oxalico, res-
pectivamente. Los acidos férmico y oxalico son considerablemente mas toxicos que el aci-
do acético. Por esta razon, el envenenamiento con metanol y etilenglicol es comunmente
tratado con etanol, que inhibe competitivamente la oxidacién de metanol y etilenglicol por
ADH y ALDH. EI potente inhibidor de ADH, el 4-metilpirazol (fomepizol) también se usa

para tratar el envenenamiento por metanol y etilenglicol.

La monoaminoxidasa (MAO): interviene en la desaminacién oxidativa de aminas pri-
marias, secundarias y terciarias como las catecol aminas y de numerosos xenobidticos. La
desaminacién oxidativa de aminas primarias produce amoniaco mas un aldehido mientras

que la de una amina secundaria da lugar a una amina primaria y un aldehido. Los aldehi-
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dos formados por la MAO suelen luego seguir oxidandose por otras enzimas para producir
los acidos carboxilicos correspondientes. La MAO se localiza en el cerebro y en la mem-
brana externa de las mitocondrias en el higado, los rifiones, intestino y plaquetas. El sus-
trato es oxidado por la MAO la cual a su vez se reduce mediante FAD. El oxigeno incorpo-
rado procede del agua. El ciclo catalitico se completa mediante la reoxidacion de la enzima
reducida FADH2-> FAD por el oxigeno lo que genera peroxido de hidrogeno.

Otros dos sistemas enzimaticos oxidativos son de importancia en la biotransformacion de

xenobidticos son el sistema flavinmonooxigenasa y el citP-450.

El sistema flavinmonooxigenasa se ubica en el higado, rilones y pulmones y presenta
una o mas monooxigenasa que contienen FAD (flavinmonooxigenasa FMO o aminoxidasa)
las cuales oxidan los heroatomos nucleofilicos de nitrégeno, azufre y fosforo de diversos
xenobidticos.

El grupo prostético flavin es caracteristico de este tipo de enzima y es especialmente versa-
til en su funcionamiento como ciclo redox. El ciclo catalitico se muestra en la Fig. 12.

Este sistema microsomal cataliza el ataque oxidativo sobre grupo nucleofilicos (heteroato-
mos N y S) de varios xenobioticos. Las reacciones catalizadas por este sistema son oxidacio-
nes de aminas alifaticas, aromaticas, asi como amidas entre otras. La familia de genes de la
FMO de los mamiferos consta de cinco enzimas microsdmicas que requieren NADPH y O,
siendo muchas de las reacciones catalizadas por FMO son también llevadas a cabo por el sis-
tema citocromo P-450. Una vez que la molécula de FAD se reduce a FADH, mediante NADPH
el cofactor NADP+ oxidado permanece unido a la enzima. El FADH, se une a continuacion al
oxigeno para formar un peréxido que es relativamente estable. Durante la oxidaciéon de los
xenobidticos se transfiere perdxidos X—->Xo. El ultimo paso del ciclo catalitico implica la recon-
version del FAD a su estado oxidado y la liberacion de NADP”. Este paso final es la etapa limi-

tante de la velocidad y ocurre tras la oxidacion del sustrato.

NADP*
H0 i NADPH
FAD
%
H2
FMO
FADHOOH FMO
NADP* FADH,
NADP*
FMO
FADHOOH
NADP*

Figura 12: Ciclo catalitico de la flavinmonooxigenasas
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Citocromo P-450

Entre las enzimas de biotransformacion de fase |, el sistema del citocromo P-450 ocupa
el primer lugar en términos de versatilidad catalitica y el gran nimero de xenobidticos des-
intoxica o activa a intermediarios reactivos. La actividad catalitica del sistema monooxige-
nasaes capaz de llevar a cabo una variedad de diferentes reacciones con un gran numero
de sustratos. Esta capacidad esta basada en la presencia de una variedad de isoenzimas
del citocromo P-450. La mayor concentracién de enzimas P-450 involucrado en la biotrans-
formacion xenobiotica se encuentra en el reticulo endoplasmico del higado (microsomas),
pero las enzimas P-450 estan presentes en practicamente todos los tejidos. En el higado,
las enzimas microsémicasP-450 juegan un papel muy importante en la determinacion de la
intensidad y la duracién de la accion de los farmacos, y también juegan un papel clave en
la desintoxicacion de xenobidticos. Las enzimas P-450 en el higado y los tejidos extrahepa-
ticos desempefian un papel importante en la activacién de los xenobidticos a los metaboli-
tos toxicos y/o tumorigénicos.

Las enzimas mitocondriales del P-450 desempenan un papel clave en la biosintesis o el ca-
tabolismo de las hormonas esteroides, los acidos biliares, las vitaminas liposolubles, los acidos
grasos Y los eicosanoides, lo que indica la versatilidad catalitica del citocromo P-450.

Todas las enzimas P-450 son proteinas que contienen hemo. El hierro hemo en el citocromo
P-450 esta usualmente en el estado férrico (Fe3+). Cuando se reduce al estado ferroso (Fe2+),
el citocromo P-450 puede unirse a ligandos como el O, y el mondxido de carbono (CO). El
complejo entre el citocromo ferroso P-450 y el CO absorbe la luz al maximo a 450 nm, de la
cual el citocromo P-450 deriva su nombre.

La familia de enzimas del citocromo P-450 constituye el principal catalizador de las
reacciones de fase |. Las enzimas del citocromo P-450 son proteinas de membrana con
grupo hemo. Dichas hemoproteinas estan en estrecha relacién con una segunda proteina
de membrana, la NADPH-citocromo P-450 reductasa a una razén aproximada de diez mo-
Iéculas de citocromo P-450 por una de reductasa. La flavoproteina reductasa contiene can-
tidades equimolares de flavina-adenininadinucleétido (FAD) y es la fuente que provee uno
o dos electrones, necesarios para la reaccién de oxidacion. La interaccién entre las protei-
nas del citocromo P-450 y su reductasa se ve facilitada por la bicapa lipidica en la que es-
tan incluidas.

El citocromo P-450 y su reductasa, forman un acople multienzimatico que presenta cierta
movilidad en las membranas del reticulo endoplasmico. EI componente lipidico del sistema, es
un fosfolipido, la fosfatidilcolina. Otros fosfolipidos y algunos detergentes no idnicos pueden
reemplazar a este componente. La funcion de estos fosfolipidos parece ser que facilitan la
transferencia de electrones al citocromo P-450. También se observé que el componente lipidico
aumenta la afinidad de los sustratos y del citocromo P-450 reductasa por el citocromo P-450. El
citocromo P-450 esta ampliamente distribuido en la naturaleza, se lo ha encontrado en: bacte-
rias, insectos, animales y en plantas. Participa activamente en el metabolismo de sustratos

enddégenos como, por ejemplo, acidos grasos, prostaglandinas y esteroides (ej., colesterol,
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hormonas esteroides, vitamina D, acidos biliares). Basicamente, este sistema agrega grupos

oxidrilos a los xenobidticos.

Ciclo catalitico del citocromo P-450 dependiente del Sistema monooxigenasa
La reaccion catalizada por el citocromo P-450 es la monooxigenacién donde se incorpora un
atomo de oxigeno en un sustrato, designado RH, y el otro es reducido a agua con equivalentes

reductores derivados de NADPH, de la siguiente manera:
RH + O+ NADPH + HY  ——— > ROH + H,0 + NADP*

Durante la catalisis, el citocromo P-450 se une directamente al sustrato y al oxigeno mo-
lecular, pero no interactua directamente con NADPH o NADH. El mecanismo por el cual el
citocromo P-450 recibe electrones de NAD(P)H depende de su localizacion subcelular. En
el reticulo endoplasmico, que es donde la mayoria de las enzimas P-450 involucradas en la
biotransformacién xenobidtica estan localizadas, los electrones son transmitidos desde
NADPH al citocromo P-450 a través de una flavoproteina llamada NADPH-citocromo P-450
reductasa. Dentro de esta flavoproteina, los electrones se transfieren del NADPH al cito-
cromo P-450 a través de FMN y FAD.

Los fosfolipidos y el citocromo bs también desempenan un papel importante en las reac-
ciones del citocromo P-450. El citocromo P-450 y NADPH-citocromo P-450 reductasa se
encuentran en la bicapa fosfolipidica del reticulo endoplasmico, lo que facilita su interac-
cioén. El citocromo bs puede donar el segundo de los dos electrones requeridos por el cito-
cromo P-450. El citocromo bs también puede aumentar la afinidad aparente con la cual
ciertas enzimas P-450 se unen a sus sustratos; por lo tanto, el citocromo bs puede aumen-
tar Vmax y/o disminuir la Km aparente de las reacciones del citocromo P-450. En ambos
casos, el citocromo bs aumenta Vmax / Km, que es una medida de la eficiencia catalitica y
aclaramiento intrinseco

Los microsomas hepaticos contienen numerosas formas de citocromo P-450 pero solo una
forma unica de NADPH-citocromo P-450 reductasa y citocromo bs. Para cada molécula de NA-
DPH-citocromo P-450 reductasa en microsomas de higado de rata, hay de 5 a 10 moléculas de
citocromo bs y de 10 a 20 moléculas de citocromo P-450.

La reductasa P-450 puede transferir electrones mucho mas rapido que el citocromo P-450
puede usarlos, lo que explica la baja proporcion de citocromo NADPH P-450 reductasa para el
citocromo P-450 en microsomas hepaticos.

El ciclo catalitico del citocromo P-450 se muestra en la Fig. 13. La primera parte del ci-
clo implica la activacién del oxigeno y la parte final involucra la oxidacién del sustrato, lo
que conlleva la abstraccion de un atomo de hidrégeno o un electrén del sustrato seguido de
rebote de oxigeno (radical recombinacién). Después de la unién del sustrato a la enzima P-
450, el hierro hemo se reduce del estado férrico (Fe*) al ferroso (Fe**) mediante la adicion

de un electréon Unico de NADPH-citocromo P-450 reductasa. La reduccién del citocromo P-
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450 se ve facilitada por la unién del sustrato. El oxigeno se une al citocromo P-450 en su
estado ferroso, y el complejo Fe** O2 se convierte en un complejo Fe** OOH mediante la
adicion de un protén (HY) y un segundo electrén, que se deriva del NADPH-citocromo P-
450 reductasa o citocromo bs. La introducciéon de un segundo proton divide el complejo
Fe? OOH para producir agua y un complejo (FeO)3+, que transfiere su atomo de oxigeno al
sustrato La liberacién del sustrato oxidado regenera el citocromo P-450 en su estado ini-
cial. Si el ciclo catalitico se interrumpe (desacopla) luego de la introduccién del primer elec-

trén, el oxigeno se libera como anién superoxido (Oy).

0\;.\ /S
P-450
[Fe*]
0 s )
0 2
2 g \
P-450
P-450 +3
+2 (Fe*] Cyt b, Flavoprot
NADPH Flavoprot [Fe*?] 5 (Oxid] NADH
Oxid] [e] [Red] Xl
Cyt P-450 Cyt bs
reductasa ] reductasa
+
NADP* Flavoprot 0, 5\ Cyt b, Flavoprot
(Red) N (Oxid] [Red]
P-450
[Fe]
P-450
s [Fe*) H,0
(Sustrato) S —OH (Producto)

Figura 13: Ciclo catalitico en el cual se utiliza oxigeno y NADPH, produciéndose agua, NADP" y el sustrato es oxidado.

El citocromo P-450 cataliza varios tipos de reacciones de oxidacion, que incluyen:
1. Hidroxilacién de un carbono alifatico o aromatico.

Epoxidacion de un doble enlace

Heteroatomo (S-, N- e I-) oxigenacion y N-hidroxilacion

Desalquilacion de heteroatomo (O-, S-, N- y Si-)

Transferencia grupal oxidativa

Escision de ésteres

N o o bk~ Db

Deshidrogenacion

Las enzimas del citocromo CYP-450involucradas en la oxidacién de los pro-carcinégenos a
formas carcinogénicas, esta codificado por una superfamilia de genes. La expresion de estos
genes, se encuentra regulada por factores ambientales, genéticos y a menudo, presentan
grandes variaciones individuales.

Las enzimas constitutivas del sistema CYP-450 constituyen una gran superfamilia de protei-

nas hemo-tiolato involucradas en el metabolismo de una amplia variedad de compuestos endo-
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genos y exogenos. Generalmente, actian como oxidasas terminales en la cadena de transfe-
rencia de electrones.

Los sistemas enzimaticos aislados, han sido usados para definir los roles de enzimas indivi-
duales en varios procesos metabdlicos. La oxidacidon se puede llevar a cabo en diversas reac-
ciones y con frecuencia se forma mas de un metabolito.

La superfamilia de los CYP se divide en familias y subfamilias definidas en base de la homo-
logia de secuencia aminoacidica.

Existe una nomenclatura para las isoenzimas del citocromo CYP-4505. Las letras mayuscu-
las CYP indica que la isoenzima es de origen humano. Estas van seguidas de un niumero ara-
bigo que indica la familia de la isoenzima o isoforma: CYP1. Las subfamilias se designan po-
niendo a continuacion una letra mayuscula: CYP1A. El ultimo numero arabigo caracteriza la
isoenzima individual: CYP1A1. En humanos se han identificado 12 familias y 20 subfamilias del
gen del citocromo P-450, y a menudo en una sola célula existen diversas isoformas. La mayo-
ria de los procesos de biotransformacion es llevada a cabo por 3 familias de: CYP1, CYP2 y
CYP3; dentro de estos la subfamilia CYP3A4 es la mas abundante en humanos. La CYP3A4 es
la principal isoforma metabolizadora de muchos de los medicamentos. Existe considerable
variacion entre individuos en cuanto al contenido de cada isoforma de CYP, habiéndose obser-
vado diferencias de hasta 6 veces para el CYP3A4, de hasta 10 veces para el CYP2A6 y de
hasta 50 veces para el CYP2DG6.

Este ultimo polimorfismo divide a la poblaciéon en fenotipos: metabolizadores rapidos y me-
tabolizadores lentos. Entre el 5% y el 10% de la poblacion caucasica y entre el 1% y el 2% de
la asiatica pertenece al segundo fenotipo. Algunos individuos son metabolizadores ultrarrapidos
de la debrisoquina, lo cual correlaciona con el grado de amplificacién del gen CYP2D6. En el
caso del CYP2C19, la incidencia de metabolizadores lentos varia entre el 2% y el 6% en los
caucasicos y entre el 18% y el 22% en los asiaticos.

Las enzimas CYP1A1, CYP2C, CYP2D6 y CYP2E1 son las enzimas polimérficas mas im-
portantes. Se describen a continuacion las principales caracteristicas de algunas de las enzi-

mas de fase I.

CYP-4501A1 (actividad Arilhidrocarburo hidroxilasa, (AHH)

Son enzimas inducibles que interactian con moléculas de estructura planar como
TCDD, 3-metilcolantreno, benzo-a-pireno o naftoflavona. Se encuentran en placenta, piel,
linfocitos y pulmén y parecen estar ausentes en el higado. Su importancia radica en que
ser las enzimas responsables de la activacion metabdlica de sustancias cancerigenas y
teratdgenas. Su actividad basal es baja y la presencia del xenobidtico induce su sintesis.
Su actividad esta regulada por el gen Ah que codifica la sintesis de un receptor citosélico
AHR al que se une el xenobidtico. EI complejo receptor-xenobidtico es transferido al nu-
cleo, lo que induce la sintesis de CYPIA1. Existen dos alelos del locus Ah de forma que su
expresion da lugar a individuos con actividad alta, intermedia y baja de la enzima. Los de

actividad alta e intermedia son susceptibles al efecto carcinogénico por producir con facili-
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dad el metabolito reactivo (epdxido), mientras que los de actividad baja son resistentes. La
mutacién, que da lugar al incremento de la actividad, consiste en un cambio de adenina a
guanina en la regién 3’ lo que origina un polimorfismo de restriccion (RFLP) detectable con
la restrictasa msp1.

Asociadas a estas enzimas, la epéxido hidroxilasa (EH), catalizan la transformacion de
los epdxidos a metabolitos mas polares, jugando un papel importante tanto en la inactiva-
cién como en la activacién de xenobiéticos, dependiendo de los casos. Asi, por ejemplo,
inactiva los epdxidos de los hidrocarburos policiclicos generados por el sistema citP-450
formando dioles, o dihidrodioles, pero en ocasiones estos dihidrodioles son metabolizados
de nuevo por el citP-450 a diol epdxidos altamente reactivos. Se encuentran en todos los
tejidos. Se han caracterizado en mamiferos cinco clases de EH, inmunoldgica y estructu-
ralmente diferentes, de las cuales dos participan en el metabolismo de xenobidticos, una
soluble citosdlica y otra microsémica polimoérfica (EHm), cuyo gen se ha localizado en el
brazo largo del cromosoma 1. Se induce por diferentes sustancias, como el fenobarbital, el
2-acetilaminofluoreno o la aflatoxina B. El polimorfismo de la EHm es complejo, habiéndose
detectado sustituciones de bases en la region codificante del gen, lo que determina distin-
tos polimorfismos de restriccion (RFLP) que afectan a la secuencia de aminoacidos de la
enzima en dos lugares diferentes y otras, en la region flanqueante no codificante, que afec-
tan a la regulacion de la sintesis. La distribucion de las frecuencias de los distintos polimor-

fismos, varia segun las poblaciones.

CYP-4502C

Son enzimas responsables del metabolismo de numerosas sustancias entre ellas el dia-
zepam, el omeprazol y el proguanil. El 2-3% de los individuos caucasicos y el 13 % de los no
caucasicos son metabolizadores pobres, con un riesgo mayor a fallo terapéutico con la admi-

nistracion de estos medicamentos.

CYP-4502D6

Fue el primero de los polimorfismos oxidativos descrito al observar una eliminacion lenta
y un efecto farmacodinamico prolongado del farmaco hipertensivo debrisoquina. Este efec-
to aparece en aproximadamente un 8% de la poblacion caucasica. Poco después se des-
cubrié la oxidacién defectuosa de la esparteina. Se demostré que tanto la 4-hidroxilacién
de la debrisoquina como la oxidacion de la N-esparteina estaban determinadas por un
mismo locus con dos variantes alélicas. La codeina, la mayoria de los farmacos antiarritmi-
cos de clase |, algunos antagonistas de los receptores b-adrenérgicos y del Ca”" entre
otros, se metabolizan por CYP2D6, siendo estas enzimas hepaticas las responsables de la

mayoria de las reacciones adversas a medicamentos.
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CYP-4502E1

En humanos este citocromo se encuentra en el higado y en los linfocitos de sangre periféri-
ca. Forma el sistema oxidativo microsémico del etanol (MEOS) y esta codificado por un gen
que presenta varios polimorfismos de restriccion detectables con las restrictasas Pst1 y Rsa1.
Este sistema enzimatico es responsable del metabolismo del etanol, de anestésicos volatiles
como el halotano, y del relajante muscular cloroxazona, asi como de la activacién del aceta-
minofeno (paracetamol) a su metabolito arilado.

Todas estas enzimas comparten las siguientes caracteristicas:

1. Poseen un grupo hemo;

2. Son enzimas de membrana unidas firmemente a la porcion intracelular;

3. Utilizan para oxidar los sustratos al NADPH o al NADH y un atomo de oxigeno de-
rivado del O, atmosférico y, los hidrogeniones se transfieren al citP-450 mediante
una segunda enzima acoplada, la NADPH-citP-450 reductasa;

4. Estan codificadas por una super familia de genes, dispersos por todo el genoma,
que a su vez se agrupan en distintas familias, de las cuales, las mas importantes

sonlalylall

Cooxidacion de xenobidéticos por prostaglandina H sintetasa

Otros caminos diferentes pueden ser involucrados en la oxidacion de xenobidticos. La pros-
taglandina H sintasa (PHS) es la enzima responsable de la biosintesis de prostaglandinas y es
capaz de oxidar a benzopireno (BP) a quinonas. Dos actividades cataliticas copurificadas con
la PHS (4cido graso ciclooxigenasa y prostaglandina peroxidasa).

La enzima ciclooxigenasa cataliza la oxidacion de araquidonico a prostaglandina G2 (tam-
bién llamado hidroxiendoperoxido) y la prostaglandina peroxidasa cataliza la reaccion prosta-
glandina G2 correspondiente alcohol (prostaglandina H2). Prostaglandina sintasa en la mayor
fuente de alquil hidroperoxidos producido durante el metabolismo normal.

La oxidacion de xenobidticos mediante peroxidasas implica una transferencia directa del pe-
réxido de hidrogeno al xenobidtico, como se muestra en la Fig. 14 para la conversion del sus-
trato X al producto XO. Durante la reduccion de un hidroperédxido por las peroxidasas, los xe-
nobidticos que pueden actuar como donantes de electrones como las aminas, y los fenoles
también pueden oxidarse y formar radicales libres.

La mayoria de los tejidos que tienen actividad prostaglandina sintetasa son capaces de
oxidar ciertos xenobidticos aun si los tejidos tienen bajo contenido de cit P-450. El aceto-
minofeno, el cual es activado a un intermediario reactivo por P-450 puede ser activado por
prostaglandina sintasa en la medula del riAdn. Este tejido es bajo en actividad cit P-450
pero en presencia de acido araquiddnico activa al acetoaminofeno a un intermediario reac-
tivo que se une a macromoléculas

La vejiga posee alta actividad prostaglandina sintasa. Se ha propuesto que varios carciné-

genos de vejiga o de rifidn son metabolizados activamente por protaglandina sintasa.
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Por. €j. el carcinégeno de vejiga 2-amino 4-5 nitrofuriltiaxzol puede ser activado por la pros-
taglandina sintasa por el mecanismo de cooxidacion en el epitelio de la vejiga a metabolitos
capaces de unirse al RNA o DNA. Alimentando a ratas con aspirina la lesiéon producida en la
vejiga por el carcindgeno 5 nitrofuran es inhibida, lo que sugiere que prostaglandina sintasa

esta involucrada en la activacion metabdlica del 5 nitrofuran debido a que la aspirina inhibe la

prostaglandina sistetasa.
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Figura 14:Co-oxidacion de xenobiéticos durante la conversion de acidoaraquidénico a PGH2 por la prostaglandina sintasa

Hidrolisis
La hidrdlisis de esteres, amidas y tiesteres del acido carboxilico estan catalizadas por las

carboxilestearsas y dos estearasas la acetilcolinesterasa de la membrana de los eritrocitos y
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las pseudocolinesterasas conocida también como butirilcolinesterasa encontradas en suero.
Las estearasas son importantes en limitar la toxicidad de los organofosforados los cuales que
inhiben la acetilcolinesterasa e impiden la accién del neurotransmisor acetilcolina.

Las carboxilestearasas son glicoproteinas presentes en suero y en la mayoria de los tejidos.
Estas enzimas hidrolizan numerosos compuestos lipidicos enddgenos y xenobidticos, esteres,
amidas, y generan metabolitos activos. Ademas, pueden transformar a los xenobidticos en
metabolitos téxicos o carcinogénicos.

La enzima epdxido hidrolasa cataliza la adicién de agua a epéxidos de alquenos o 6xidos de
areno. La enzima se encuentra en todos los tejidos. En mamiferos existen 5 variedades micro-
somica, hidrolasa soluble, la epdxido hidrolasa del colesterol y la hepoxilina hidrolasa. Estas
ultimas tres parecen catalizar epoxidos enddgenos. Es una enzima inducible de los microsomas

hepaticos. Su indiccion esta asociada a la del P-450.

Reduccion

Algunos metales y xenobidticos con grupos aldehido, cetona, disulfuro, sulfoxido, quinona,
noxido, alqueno, azo, o nitro pueden sufrir reacciones de reduccion.

La reduccion de grupos azo y nitro esta catalizada por la flora gastrointestinal y dos enzimas
hepaticas el citocromo P-450 y la NADPH-quinona oxido reductasa conocida como DTdiafora-
sa. Estas reacciones requieren NADPH y son inhibidas por oxigeno, por ello el ambiente anae-
robio del tubo digestivo distal es adecuado para la reduccion de grupos azo y nitro.

La reduccién de grupos carbonilos como los aldehidos son reducidos a alcoholes primarios
y las cetonas a alcoholes secundarios por la alcohol deshidrogenasa y una familia de carbonilo
reductasa. Esta enzima depende de NADPH y se encuentra en sangre y otros tejidos. La hepa-
tica se encuentra en el citosol.

La reducciéon de grupos disulfuros a partir de glutation y esta catalizado por la glutatidon
reductasa.

Reduccién de grupos sulfoxidos y N-oxidos: la enzima tioredoxina se encuentra en el citosol
de las células hepaticas y renales y reducen los grupos sulfoxidos formados por el P-450.
Cuando la tension de oxigeno es baja, la reduccion dependiente de NADPH de los grupos N-
oxido puede ser catalizada por el citocromo P-450 o por la NADPH citocromo P-450 reductasa
en los microsomas.

La reduccién de grupos quinonas se realiza por la NADPH quinonaoxidoreductasa (DT dia-
forasa) a hidroquinonas. Esta enzima es una flavoproteina citosodlica y opera en ausencia de
consumo de oxigeno. Esta via no genera stress oxidativo. Una segunda via de reduccion de
grupos quinona llevados a cabo por la NADPH citocromo P-450 reductasa produce la formacion
de radicales libres semiquinona. El estrés oxidativo que acompania la autooxidacién del radical
libre genera anion superoxido, peroxido de hidrogeno, y otras especies reactivas de oxigeno
que son citotoxicos.

Deshalogenacion. Existen tres grandes mecanismos para deshalogenar: 1) deshalogena-

cion reductiva en el que se sustituye el halégeno por hidrogeno, la deshalogenacién oxidativa

56



donde se sustituye el halégeno por oxigeno, y deshalogenacién doble donde se sustituye dos

halégenos de carbonos adyacentes y formar un doble enlace.

Reacciones enzimaticas de fase Il

Las reacciones biotransformacion de fase Il son reacciones de sintesis. Requieren energia y

cofactores de alta energia.

Glucuronosiltransferasas

Representa una de las principales reacciones de fase Il en la conversion de xenobiéticos y com-
puestos enddgenos apolar y compuestos solubles en agua. El resultante glucuronido es eliminado
del cuerpo en la orina y en la bilis. Esta reaccion ocurre con para un amplio rango de sustratos y en
una gran variedad de especies. La enzima UDP glucuronosiltransferasa cataliza la reaccion entre

UDP-acidoglucuronido y el grupo funcional sobre la molécula aceptora (Fig. 15).
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Figura 15:Glucuronizacion del fenol

La enzima esta ubicada en el reticulo endoplédsmico de diversos tejidos. El higado es cuanti-
tativamente el tejido mas importante que la contiene, pero la actividad esta presente también
en riidn, intestino, piel, cerebro.

Grupos funcionales que conjugan con el glucurénido son: alcoholes alifaticos, alcoholes
aromaticos, acidos carboxilicos, aminas alifaticas, aromaticas primarias y secundarias y grupos

funcionales sulfihidrilos. Se forman O- N y S glucurénido.
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Los conjugados son excretados por orina o bilis dependiendo del tamano del aglicon (com-
puesto original o metabolito de fase I). Los conjugados glucuronisados pueden ser sustratos de
la glucuronidasa presente en lisozomas de algunas células de mamiferos y en la flora intestinal.
Asi esta enzima puede liberar el aglucon que puede reabsorberse y entrar en el ciclo denomi-
nado circulacion entreohepatica. Compuestos en esta via tienden a tener alta vida media y
tener una biotransformacion mas intensa antes de ser eliminados.

Debido a su susceptibilidad a ser degradados facilmente, los glucurénidos pueden servir como
potencial transporte de compuestos activos del higado hacia el rgano blanco. El ejemplo mas cita-
do es el N-glucuronido de N-hidroxiarilamina. Estos derivados han sido implicados en cancer de
vejiga producido por 2- naftil-amina, 4 aminofenilo y compuestos relacionados. El compuesto es
primero hidroxilado en el higado para luego subsecuentemente formarse el derivado N-glucuronido
de la hidroxilarilamina. Este compuesto se acumula en la orina y es luego hidrolizado a pH acido a
N-hidroxylamina. Este compuesto espontaneamente se convierte en el electrofilico idn nitronio co-

mo se muestra en la siguiente reaccion (Fig. 16).

Glucuronido OH OH,*
Ve 7 pH<7 Ve
Ar--N —> Ar--N «<——— Ar--N
pH>7
\, \. .
Ar- -N*

I16n arilnitronium \
H

Figura 16: Activacion metabdlica de aminas aromaticas via glucuronizacion.

Sulfotransferasa
En mamiferos la reaccién de sulfatacion se realiza sobre grupos hidroxilicos. La enzima se
encuentra predominantemente en higado, rifion, intestino, pulmén.Su funcion primaria es trans-

ferir sulfatos inorganicos a los grupos hidroxilos presentes en fenoles y alcoholes alifaticos.

0
I

R-OH + PAPS —)O—ﬁ—OR

O sulfato eteral

Figura 17: Transferencia de grupos sulfatos a grupos hidroxilos por sulfatacion

PAPS (fosfoadenosinfosfo sulfato). Como detoxificacion, la sulfatacién es considerada de impor-
tante significado. Los productos de sulfataciéon son sulfatos organicos ionizados mas facilmente
excretados que los compuestos originales. Numerosos compuestos de bajo peso molecular como

catecolaminas, hidroxi esteroides y acidos biliares son sulfatados (Fig. 17).
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La actividad de estas enzimas varia con el sexo y la edad.

En estas reacciones el grupo SO3 del PAPS involucra un ataque nucleofilico del oxigeno
fenodlico o del nitrégeno amina sobre el atomo de S con el subsecuente desplazamiento de
adenosin -3-5 difosfato (Fig. 18).
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(PAPS) (PAP)

Figura 18: Sintesis de un sulfato conjugado por sulfotransferasa

La sulfonacion tiene alta afinidad, pero baja capacidad para conjugar fenoles.
La principal reaccion alternativa para fenoles es la glucuronizacion tiene baja afinidad, pero

alta capacidad.

Tabla 1: Capacidad de biotransformacion llevada a cabo por enzimas de fase I

Capacidad Reaccion

Glucuronizacion
Alta
Media Amino acido conjugacion
Baja Sulfato, glutation conjugacion
Variable Acetilacién

Luego de la administracién de bajas dosis de fenol, el principal conjugado fendlico puede

ser el éster sulfato (Fig. 19).

OH
- PAPS

ST aril sulfotransferasa

CH, CH,0H CH,0—S0,"
[oz] PAPS

( / cit P 450 arlI sulfotransferasa

T

Tolueno Alcohol bencilico

Figura 19: Catalizacion de la sulfatacién del fenol por la enzima sulfotranferasa
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Sin embargo a dosis de fenol mayores aparece un desproporcionado incremento en la can-
tidad de glucuronizado conjugado. La posible explicacion del hecho es, una posible inhibicién
por substrato de la transferasa observado in vitro con preparaciones purificadas de acilsulfo-
tranferasa. Debido a que la glucuronizacion es la via principal de conjugaciéon en la mayoria de
las especies animales, la sulfonaciéon es una via de menor importancia para facilitar la excre-
cion de alcoholes hidrofébicos y fenoles. Sin embargo, la ruta preferencial puede ser influen-
ciada por la dosis.

Existen ejemplos en que la sulfatacién resulta en una intoxicacion.

Ciertos compuestos sulfatos conjugados son quimicamente inestables y se degradan a potentes

especies electrofilicas. Ejemplo: N-O sulfato éster de N hidroxi- 2- acetilaminofluoreno(Fig. 20).
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Figura 20: Activacion metabdlica del 2 acetilaminofluoreno a metabolitos reactivos capaces
de unirse covalentemente a macromoléculas.



El sulfato conjugado es excretado por orina. Algunos de estos conjugados pueden ser de-
gradados enzimaticamente por las arilsulfatasas presentes en la microflora, pero alguna activi-

dad esta asociada el reticulo endoplasmico y lisosomas.

Conjugacion Glutation S- transferasas

Glutation S transferasa (GST) es una familia de enzimas que catalizan el paso inicial en la
formacién de N-acetil cisteina (acido mercapturico). GST esta ubicada en el citoplasma y en el
reticulo endoplasmatico. Su concentracion en el citosol es 4 a 40 veces mayor que en el reticu-
lo endoplasmatico. Se hallé actividad enzimatica de GST en testiculo, higado, rifidén y glandulas
adrenales. La enzima presenta gran numero de isoformas que presentan sobre solapamiento
en la selectividad del substrato.

El cofactor para la reaccion es el glutation (GSH), compuesto por glicina, acido glutamico y

cisteina (Fig. 21).
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Figura 21:Estructura del glutation reducido

La enzima cataliza la reaccion del grupo nucleofilico sulfidrilo del GSH con compuestos con-

teniendo grupos de carbono electrofilicos(Fig. 22).
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Figura 22: llustracion del sitio activo de la enzima glutation transferasa

El glutation es sintetizado en el citosol en la mayoria de las células via ciclo gamma glutamil.

Los xenobidticos que actuan como sustratos para Glutation S transferasa se han descripto
en cuatro categorias:

- Reaccion con: a) carbonos electrofilicos, b) nitrégeno, c) azufre y d) oxigeno (Fig. 23).
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Figura 23: Ejemplos de reacciones catalizadas por la glutation S-transferasa

Los compuestos sustratos de GST deben tener las siguientes caracteristicas:
o Debe ser hidrofébico en algun grado
e Contener algun carbono electrofilico

e Debe reaccionar no enzimaticamente con el GSH a una velocidad medible

Los conjugados GST son luego clivados a derivados cisteina por enzimas localizadas en el
rindn. Estos derivados son luego acetilados para dar N-acetil cisteina conjugados (mercapturi-
co) que son facilmente excretados por orina.

Existe considerable evidencia indicando que la glutation S-transferasa acttia para detoxificar
intermediarios reactivos producidos por el sistema P-450. Por ejemplo: bromobenceno, cloro-
formo, y acetaminofeno son biotransformados por P-450 a productos altamente reactivos. Estos
compuestos pueden interactuar con macromoléculas o unirse con GSH y prevenir la unién co-
valente de intermediarios reactivos vitales para la célula. Intermediarios reactivos pueden dis-
minuir las reservas celulares del GSH. Mientras el GSH es el cofactor para glutation peroxida-
sa, esta disminucién puede promover la peroxidacién de lipidos. La conjugaciéon con glutation,
no siempre produce metabolitos inocuos y facilmente excretables. En algunos casos, el tiempo
de residencia del conjugado con glutatiéon en el cuerpo es prolongado. Esto puede resultar en la

formacion metabolitos que son mas tdxicos que los compuestos originales.

Metilacion

Es reaccion comun para el metabolismo de compuestos endégenos, pero no es cuantitati-
vamente importante en biotransformacion de xenobidticos.

La metilacién difiere de otros tipos de conjugacion en que, se enmascaran grupos funciona-
les. Esto puede reducir la solubilidad en agua de los quimicos y pueden participar en otras

reacciones de conjugacion. Los grupos funcionales involucrados en la metilacion son aminas
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aromaticas y alifaticas N-heterociclos, mono y polihidrofenoles, compuestos conteniendo sul-
fihidrico, metabolitos aromaticos y alifaticos.

En reaccién de metilacion, el grupo metilo es transferido al xenobiotico con un enlace de alta
energia. SAM (S-Adenosin metionina). El grupo metilo se une al ion sulfonio en SAM y presenta
caracteristicas de iéncarbonio, es transferido por un ataque nucleofilico del oxigeno del alcohol,
el nitrégeno amino o el grupo sulfotiol al grupo metilo, dando S adenosihomocisteina y el sus-
trato metilado como producto.

La O- metilacién es de primera importancia y es catalizada por la COMT (catecol orto metil
transferasa). Esta enzima soluble esta en higado y rifidn, cataliza la reaccion solo con catecol y
fenoles monohidrometilado.

Varias transferasas especificas han sido descriptas, las transferasas especificas (histamina
e indol) y las transferasas no especificas (N metil transferasa). La transferasas no especificas N
metil transferasa es capaz de reaccionar con una variedad de aminas exdgenas y enddgenas
primarias, secundarias y terciarias como serotonina, benzilamina, anfetamina vy piridina.

La S- Metil transferasas cataliza la reaccion en la cual el SH, es metilado a metanotiol que
es luego metilado a dimetil sulfuro. Una gran fuente de sustratos para S-metil transferasas pa-
recen ser ahora el tioeter de glutation conjugados, el glutatién es hidrolizado a cisteina y conju-

gados en el rifidn previo acetilarse y excretarse.

O-metilacion
CH OCH,4 OH
OH OH OCH3
Catecol O-metiltransferasa _ ”
R R R

S-metilacion
H o] H o}
N—< N <
< jol S-metiltranst
HS—< Tiol S-metiltransferasa H3C—S—<

n—"

=
L
Y

Tiouracilo S-metil tiouracilo
X N
1 Tiol S-metiltransferasa
(H5C5),—N—C—SH > (H5C2)—N—C—S—CH;,

Sulfuro de dietiltiocarbamilo

Fig. 24: Reacciones de Metilacion
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N- acetil transferasas

Es la principal ruta de biotransformacion de las arilaminas. Los substratos de la enzima N-
acetil tranferasas incluyen: aminas aromaticas primarias, hidrazinas, hidrazidas, sulfonamidas y
ciertas aminas alifaticas aromaticas.

Las enzimas que catalizan la acetilacion de las aminas son designadas como acetil CoA:
amina N-acetil transferasas. El cofactor en acetilCo A N-acetil tranferasa es una enzima citoso-
lica de numerosas especies. Se conocen muchas formas de las transferasas. El perro y otras
especies relacionadas son deficientes N-acetil transferasas y son incapaces de acetilar un am-
plio nimero de substratos.

El polimorfismo de la acetilacion ha sido informado en humanos, ratones, conejos, y algunos
monos. El polimorfismo es de origen genético. Es la aparicién simultanea en la poblacion de
genomas que muestran las distintas variantes alélicas de un mismo gen.

Estos individuos han sido clasificados como acetiladores rapidos (heterocigota y homozigota
dominante) y acetiladoreslentos (homozigota recesivos) basados en su capacidad para acetilar
isoniazida (antituberculoso), hidrazina (antihipertensivo), procainimida (antiarritmico), fenelzina
(inibidor de la Monoamino Oxidasa) y fenacetina (analgésico).

Se han identificado varias mutaciones que suponen un fallo en la expresion de la enzima.
Existen grandes variaciones raciales en la distribucion de los fenotipos. El alelo responsable de
la acetilaciéon lenta es maxima en oriente medio, llegando a 90% en algunas poblaciones ara-
bes y minima en esquimales y japoneses (5-10%). Ademas de los dos fenotipos descriptos se
ha demostrado la existencia de un fenotipo con velocidad de acetilacion intermedio.

La Fig. 25 presenta ejemplos de O acetilacion de N-hidroxi-2AF acetoaminofloreno) y ade-

mas sustratos de N acetitlitransferasa NAT1 y NAT1.
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Figura 25: Reaccion de la enzima N-acetiltransferasa en la O-acetilacion del N-hidroxi-2aminofluoreno
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La acetilacion de las arilaminas ocurre en dos pasos secuenciales. Inicialmente el grupo
acetilo de la Acetil CoA es transferido N-acetiltransferasa a la forma acetil- N-acetil transfe-
rasa como un intermediario. El segundo paso es acetilacién del grupo amino de la arilami-
na sustrato con regeneracion de la enzima. La interaccion entre el grupo amino y grupo
acetilo resulta en la formacion de una unién amida. La amida es relativamente estable a
deacetilasas, amidasas. Asi, la produccion de N-acetil conjugado dependera de la veloci-
dad relativa de acetilacion y deacetilacion.

La acetilacién es otro ejemplo de reacciones de conjugacion que enmascara grupos funcio-
nales. Algunos N- acetil derivados son menos solubles en agua que los compuestos originales.
N-acetil derivados de ciertas sulfonamidas has sido informadas que precipitan en el tubulo del

rindn pudiendo resultar en dafio al rifion.

Rodanasa
Reaccion de detoxificaciéon del CNH esta catalizada por una enzima mitocondrial del hi-
gado. El tiosulfato actia como donor de azufre asi el producto de reaccidn tiocianato es

menos téxico que CNH:

CN- + $,0,5 — SCN" + SO’

Conjugacion con aminoacidos

Una importante reaccion de xenobioticos con grupos carboxilicos es la conjugacion con va-
rios aminoacidos. Esta reaccion resulta en la formacion una amida (péptido) entre el acido car-
boxilico del acido y el grupo amino del aminoacido.

Substratos incluyen: acidos organicos, arilacético, acido aril sustituido acrilico.

La reaccién mas comun involucra glicina, conjugacion con glutamina (mas predominante en
humanos y ciertos monos) y conjugacion con ornitina (reptiles y pajaros). La Taurina sirve como
acil aceptor para la conjugacion con acidos biliares.

La reaccion se realiza en dos pasos. El primer paso involucra la activacién del acido a
tioester derivado de coenzima A. La energia de esta reaccion esta como ATP. La enzima
que cataliza esta reaccion ATP dependientes la CoA ligasa. La coenzima A tioester es tran-
ferida al grupo amino del amino acido aceptor. La ligasa de N acyltransferasa es una enzi-
ma soluble, pero es también activa con la matrix de higado y mitocondrias. La conjugacién
con aminoacido es un sistema con alta afinidad y media a baja capacidad. Cuando la dosis
se incrementa el sistema comienza a saturarsey predomina otra forma de eliminar (glucu-
ronizacién). Los amino acidos conjugados son eliminados primariamente por orina. La adi-
cién de aminoacidos a los enddgenos puede facilitar la eliminacién de xenobibticos porque
incrementa su capacidad para interactuar con el sistema anioénico de transporte organico

en el tubulo del rifién
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Figura 26: Conjugacién de acido carboxilico con aminoacidos

Biotransformacién extrahepatica

Los principales tejidos extra hepaticos donde ocurre la biotransformacion, se encuentran in-
volucrados en la absorcion y excrecién de quimicos. Estos tejidos son: pulmén, rifidn, piel y
mucosa gastrointestinal. La velocidad de biotransformacion puede no ser tan rapida como en el
higado y la capacidad total es generalmente baja. El higado es una mezcla de células homo-
géneas con igual capacidad de biotransformacion. En los tejidos extra hepaticos, las enzimas
de la biotransformacién son generalmente concentradas en una o dos células, que correspon-

den a un pequefio porcentaje del total de células en un érgano.

Tabla 2. Principales células de érganos involucradas en la biotransformacion

Organo Células

Higado Hepatocito (células parenquima)

Rifién Células del tabulo proximal (segmento S3)
Pulmoén Células Claras, tipo Il, células nasales
Intestino Mucosa

Piel Células epiteliales

Testiculos Células Serton, tibulos seminiferos
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Biotransformacién por microflora intestinal

Las células microbianas presentan un potencial de biotransformacion semejante al higado.
Mas de 400 bacterias del intestino difieren como resultado de las dietas y dafos que influyen
en la modificacién de los xenobidticos. Las biotransformaciones en el intestino generalmente
producen metabolitos menos solubles en agua y debido al estado anaerdbico del intestino se
producen reacciones de reduccién. Ademas, la presencia de enzimas de conjugacién (beta
glucuronidasa y arilsulfatasa), las modificaciones producidas por el higado hacen que se excre-

ten en la bilis. Tal desconjugacion promueve la recirculacion enterohepatica.

Factores que afectan la velocidad de biotransformacion de Xenobioticos

Factores intrinsecos relacionados al quimico. Un factor que controla la biotransformacién de
compuestos extrafios al organismo es la concentracion del compuesto en el centro activo de la
enzima involucrada en la biotransformacion. La concentracion en el sitio activo depende de
propiedades fisicoquimicas de los compuestos tanto como de la dosis. Entre los factores que
afectan la concentracion intracelular de xenobioticos se encuentra la lipofilicidad del xenobidtico
que controla la absorcién, la dosis, la unién a proteinas, asi como la ruta de administracion.

Un importante factor que controla la solubilidad en agua de compuestos extrafios son los
grupos ionizables en la molécula. Los compuestos que contienen amina, carboxilos, fosfatos,
sulfatos, hidroxil fendlicos y otros compuestos que a pH fisiolégico son generalmente mas solu-
bles en agua y menos facilmente transportados a través de la membrana que, los compuestos
gue no contienen esos grupos.

Si el xenobidtico se encuentra unido a proteinas, la concentraciéon de sustancia en el sitio
activo sera menor. La capacidad de unién resulta de la presencia en la proteina de regiones
hidrofébicas que uniran grupos lipofilicos capaz de formar uniones puente hidrogeno y de tipo
electrostatico. La albumina tiene la capacidad de unir en forma no especifica a xenobiéticos. La
unién resulta en una disminucion en la biotransformacion y produce un efecto definido en el

clearence del xenobidtico por las enzimas de biotransformacion.

Dosis o concentraciéon de exposiciéon

Ciertas enzimas tienen alta afinidad, pero baja capacidad para biotransformar compuestos
xenobidticos. Estos caminos metabdlicos rapidamente se saturan al incrementar la dosis. Asi,
el porcentaje de dosis para biotransformar por este camino puede decrecer.
Sin embargo, una baja capacidad y alta afinidad puede biotransformar un gran porcentaje de la
dosis administrada. El acetominofeno es un excelente ejemplo: a bajas dosis (15 mg/Kg) mas
del 90% de la dosis se excreta como sulfato. Altas dosis (300 mg/Kg) el 43% se excreta como
sulfato, pero también se excreta como glucurénido o mercapturico en orina. Existen una gran

variedad de factores que dependen del huésped, entre ellos mencionaremos:
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Tabla 3.Variables del huésped que afectan la biotransformacion de xenobiéticos

Variables del huésped que afectan la biotransformacion de xenobioticos

Inhibidores Embarazo

Inductores Estrés

Especie Hipofisectomia

Cepa Adrenalectomia

Edad Tiroidectomia

Sexo Diabetes

Dieta Hepatitis

Ayuno Castracion

Hora del dia Ictericia obstructiva, Cirrosis
Epoca del afio Hepatomas

Cualquier factor que modifique el contenido del P-450, la actividad de la P-450 reductasa o
los niveles de NADPH, tendria efecto sobre la biotransformacién de xenobidticos y por ello
sobre la duracion y la intensidad de sus acciones biolégicas. Como consecuencia de la relativa
baja especificidad, gran cantidad de compuestos pueden competir por los sitios activos y asi
alterar sus respectivas biotransformaciones.

Las diferencias individuales pueden ser muy grandes y facilmente observables en el hom-
bre. Ellas han sido verificadas para el metabolismo de anticoagulantes como la warfarina y el
dicumarol, asi como para farmacos como la fenilbutazona, la antipirina o la difenilhidantoina.
Estas variaciones también se deben a factores cuantitativos.

El sexo es otra variable importante. La rata macho tiene mayor capacidad para la biotrans-
formacion y ello parece deberse a una mayor afinidad a los sustratos por el CYYP-450.

La edad puede tener influencia en la biotransformacioén. El feto humano tiene mas capaci-
dad metabdlica para xenobidticos que el equivalente de los animales, siendo el P-450 un 60-70
% y su P-450 reductasa un 30 % del de los adultos. Existe también un decaimiento en los con-
tenidos de P-450 y P-450 reductasa en la vejez.

El desbalance hormonal influye profundamente sobre la biotransformacién de xenobiéticos.
En animales adrenalectomizados, tiroideclomizados, hipofisectomizados o con diabetes aloxa-
nicacursan con una biotransformaciéon de muchos sustratos enlentecida. También el sexo influ-
ye en el proceso. Las hormonas modulan, ya sea el contenido de P-450 o la actividad de la P-
450 reductasa o la afinidad del P-450 por el sustrato. Ademas, el ritmo circadiano modula los
niveles de corticosterona y ello influye en la biotransformacion durante el dia.

La dieta influye en la biotransformar xenobiéticos; dietas pobres en proteinas y altas en hi-
dratos de carbono y grasa disminuyen el proceso mientras que dietas ricas en proteinas la
aumentan. Enfermedades hepaticas influyen en la biotransformacién. En la ictericia obstructiva

y en los canceres hepaticos, también hay disminucién de esta actividad.
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Distintas especies pueden presentar diferencias en la biotransformacién tanto cualitativas
como cuantitativas. Las cualitativas son principalmente en las reacciones de fase Il mientras
que en los procesos de fase | existen diferencias cuantitativas en particular en el contenido de
P-450 y de P-450 reductasa. Existen también variaciones entre las cepas de una misma espe-
cie. Estas diferencias pueden ser de dos a tres veces en ratas o ratones, mientras que puede

presentarse diferencias de veinte veces en cepas de conejo.

Induccién de las enzimas de biotransformacion

El sistema P-450 resulta ser facilmente inducido. La induccién es una respuesta adaptativa
que protege a las células de los xenobidticos tdxicos al aumentar la actividad de detoxificacion.
Entre los inductores encontramos farmacos (hipnoéticos, sedantes, gases anestésicos, estimu-
lantes del SNC, anticonvulsivantes, tranquilizantes, antipsicéticos, hipoglicémicos, alcaloides,
hormonas, esteroides, etc.), contaminantes ambientales (plaguicidas, herbicidas, hidrocarburos
policiclicos provenientes de procesos de combustion, aditivos alimentarios, etc,).

Los inductores aumentan el contenido de P-450 hepatico y algunos también la actividad de
la P-450 reductasa. Los citocromos CYP1A1, CYP2C9, CYP2E1 y CYP3A4 humanos son indu-
cibles. Aunque en algunos casos la induccion es producida por el aumento en la transcripcion
del gen correspondiente. También se han descriptos mecanismos no transcripcionales. La tro-
leandomicina, por ejemplo, no incrementa la sintesis de CYP3A4 sino que reduce su tasa de
degradacion. La induccién de CYP2E1 por etanol, acetona e isoniazida también es mediada
por mecanismos no transcripcionales. La inducciéon de enzimas metabolizantes puede producir
una reduccion de la toxicidad al facilitar la eliminacion del xenobiético o puede llevar a un au-
mento de la misma al incrementar la formacion de metabolitos reactivos.

El proceso de induccién involucra tanto un aumento de la sintesis como una disminucién de
la degradacion proteica. La proporcion en que cada uno de estos factores participa en la induc-
cion varia con cada compuesto. Estos procesos suelen ir acompafiados de efectos en el turno-
ver del RNA y de los fosfolipidos y a su vez por proliferacién del reticulo endoplasmico liso de
las células epiteliales hepaticas.

La induccién enzimatica y requiere de sintesis de novo. Cientos de quimicos han mostrado
que inducen actividad monooxigenasa y se llaman agentes microsomal inductores. La magni-
tud, duracion del incremento en la actividad monoaminoxidasa es conocida que varia con el
agente inductor y la dosis y el substrato usado para evaluar la actividad de la enzima, la espe-
cie, la cepa, el sexo del animal, la duracion de la exposicion y el tejido en el cual la actividad
enzimatica es medida. Cuando la induccion ocurre en el higado, el proximo efecto es un au-
mento en la excrecién del quimico del cuerpo.

La mayoria de los estudios incluyen al fenobarbital e hidrocarburos aromaticos policiclicos
como inductores. Ellos inducen ciertas actividades de la monoaminoxidasa y producen diferen-

tes efectos morfolégicos y bioquimicos en el higado.
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También pueden ser inducidos otras enzimas microsomales. Las enzimas microsomales
UDP glucuronil transferasa y la epdxido hidrolasa son inducidas por fenobarbital, 3 metilcolan-
treno y compuestos relacionados. Stilbeno oxido, acetilaminofluoreno y ciertos bifenilos policlo-
rados son buenos inductores de epdxido hidrolasa. Antioxidantes como BHT butilhidroxi to-
lueno y BHA son potentes inductores de epdxido hidrolasa en ratones, pero no en ratas.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son efectivos en inducir enzimas extrahepaticas
principalmente en pulmon, rifidn, tracto intestinal y piel.

Entre las enzimas inducibles citosdlicas la Glutation S- transferasa es inducible por metilco-
lantreno, fenobarbital y oxido de stilbeno. La induccién puede ser entre 2 a 3 veces.

BHA es el mas efectivo inductor de transferasa citoplasmatica en ratones y menos efec-

tivo en ratas.

Inhibicién de la biotransformacion de enzimas

Existen inhibidores con alta afinidad por P-450, el mejor conocido es el difenilpropilacetato
de dietilaminoetanol (SKF 525) que ha demostrado un 100% de inhibicidon de varias isoformas
del CYP-450. También existen compuestos como el CCly, la alil-isopropilacetamida y otros que
in vivo destruyen al P-450. Un efecto similar, puede ser logrado con inhibidores de la sintesis
del hemo como el 3-amino-1,2,-4-triazol o el cloruro de cobalto. Es posible disminuir el proceso
global de la hidroxilacion de la P-450 reductasa con sustancias como la cistamina.

La inhibicién del metabolismo ocurre cuando decrece la capacidad de una enzima o sistema
enzimatico de metabolizar compuestos exdgenos. Esto incluye todos los posibles mecanismos
inhibitorios tales como competicion por sitios activos o cofactores de las enzimas, inhibicién del
transporte de componentes en sistemas multienzimatico, disminucién de la biosintesis o incre-
mento en la ruptura de enzimas o cofactores tanto como en cambios alostéricos en la confor-
macién enzimatica aun pérdida de la funcion tejido (necrosis hepatica).

Agentes que afecten la sintesis de proteinas inhiben la biotransformacién de enzimas tanto
como las enzimas necesarias para la produccion de cofactores.

Administracion aguda de cloruro de cobalto, disminuye sintesis de CYP-450 por inhibicion
de sintesis de hemo tanto como su efecto inducible sobre hemo oxigenasa enzima que convier-
te hemoproteina en biliverdina. .

Existen muchas sustancias quimicas que afectan los niveles de cofactores necesarios o es-
pecies conjugadas. Ej.: L metionina S.sulfoxine y butioninasulfoximina inhibe sintesis glutation.
Dietil maleato, glicidol, reduce los niveles de almacenamiento de GSH en tejidos.

La galactosamina inhibe la sintesis de UDP-glucuronido y disminuye los niveles hepaticos de
uridina, mientras que el borneol y la salicilamina conjuga con acido glucuronido. El efecto de es-
tos quimicos puede ser la reduccién en la capacidad formar glucurénido o gutation conjugados.

La inhibicion enzimatica, causada por macrélidos, antifungicos azoles, bloqueadores de los

canales de calcio, farmacos antivirales y el jugo de pomelo, produce una menor actividad de
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CYP3A4, provocando un aumento en los niveles plasmaticos y toxicidad de los medicamentos
metabolizados por este, como por ejemplo, la ciclosporina A.

El CO vy el etilisocianide actuan como ligando del hemo reducido y compiten con el ligando
enddgeno oxigeno. CO es un potente inhibidor de reacciones oxidativas. ElI CO inhibe CYP-450
mediante reaccioén reductiva.

La inhibicién competitiva de dos xenobioticos por la unién por unién al sitio del CYP50 es
bastante frecuente. Esta competicién resulta en una mutua inhibiciéon del metabolismo. El grado
de inhibicion depende de la relativa afinidad de xenobioticos por el sitio de union con drogas
que contienen nitrégeno, tales como imidazoles, piridinas y quinolonas, los cuales no sélo pue-
den unirse al grupo hemo de los CYP, sino a las regiones lipofilicas de la proteina. La quinidina
y la quinina son inhibidores reversibles de la hidroxilacion de la debrisoquina catalizada por la
subfamilia CYP2D. Varios agentes antimalaricos son inhibidores reversibles del CYP, pero no
actian a través de su anillo de quinolona sino por sus grupos amino sustituyentes. Muchas
drogas, incluyendo alquilaminas, antibiéticos macrélidos e hidrazinas, son metabolizados por
enzimas CYP para dar metabolitos que forman complejos estables con el grupo hemo de los
CYP, inactivandolos.

Diferentes formas P-450presentan diferentes sensibilidades a la accién inhibitoria de quimi-
cos. Algunos quimicos actuan como inhibidores suicidas del P-450. Luego que el xenobiotico
activa al CYP-450, el metabolito reactivo se une covalentemente al N pirrol del grupo hemo y
produce la destruccion del hemo y pérdida de la actividad CYP-450. Varios halégenos alcanos
(CCly), alquenos (cloruro de vinilo), el secobarbital inhiben reacciones catalizadas por CYP-450.

In vivo la evaluacion resulta mas complicada. Muchos quimicos producen multiples efectos, ta-
les como inhibicion de reacciones de fase | y Il. La inhibicién puede ser mas pronunciada en al-

gunas isoenzimas P-450 y variar en animales tratados con inductores respecto a los controles.
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