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RESUMEN

El Citocromo P-450 es una denominacidén inadecuada de una familia
de isoenzimas que se localiza en forma soluble en el citoplasma
de procariontes e integrado en la membrana interna de mitocon- -
drias y la de microsomas dé los eucariontes; su peso molecular -
fluctdia entre 45 000 y 55 000 daltones. Su nombre se debe a que
en condiciones reducidas se une al mondxido de carbono (CO) y ab
sorbe intensamente la luz del espectro en los 450 nm.

Los citocromos P-450 son hemoproteinas que pertenecen a una cla-
se de enzimas denominadas Oxigenasas de Funcidn Mixta, que actdan
como una oxidasa terminal aceptando electrones, procedentes de un
donador, los cudles pasan a través.de una cadena transportadora -
siendo aceptados por el oxigeno que se activa y libera originando
radicales que son muy reactivos que oxidan al sustrato hidrocarbg
nado,

Existen diversas mancras por las cudles un compuesto puede ser -
oxidado por el Citocromo P-450, sin embargo, también cataliza --
reacciones reductivas siendo las primeras (oxidativas) las mds -
estudiadas. Se ha reconocido que este complejo enzimitico desems
pefia un papel central en la biotransformacién de compuestos Endg
bidticos y Xenobidticos e interviene en diversos procescs metabd
licos: biosintesis de &cidos biliares, oxidacién de vitaminas 13
posolubles, biosintesis y metabolismo de hormonas, metabolismo -
de 4dcidos grasos y oxidacién de drogas. Muchas drogas son trans-
formadas quimicamente en el intestino, otras en el pulmén, rifidn
o piel; pero la gran mayoria de las transformaciones tienen lu--
gar en el higado.

La biotransformacidén en dicho érgano es un factor critico no sé-
lo en la terapeutica de drogas sino también en contra de los --



efectosutdéxicos de una amplia variedad de sustancias quimicas co
mo son insecticidas, herbicidas, fungicidas, colorantes, conser-
vadores de alimentos; asi como un gran nimero de sustancias de -
las que se ha demostrado son inductoras de cdncer.



INTRODUCCION (ANTECEDENTES HISTORICOS).

Los citocromos fueron descritos en observaciones espectroscédpicas
de’ tejido animal §or MacHunn1 en 1886, a lus que designd con el -
nombre de Histohematinas y les asigné funcildn respiratoria y de -
transferencia de oxigeno., No pudo convencer a sus contempordneos
de la importancia de su descubrimiento hecho que pasé inadvertido
hasta que en 1925, Keillin2 los redescubrié al observar en prepa-
raciones de misculo cardiaco tres bandas de absorcidn que designé
como citocromo a, b y c. Posteriormente, observd en preparaciones
de miocardio otro citocromo con caracteristicas semejantes al ci-
tocromo a, por presentar las mismas bandas de absorcién, pero, di
ferente por ser sensible al mondéxido de carbono y al cudl llamé -
citocromo oxidasa (a3). Este es idéntico a la enzima respiratoria
de Warburg o "Atmungsferment”.

A partir de 1954 Britton Chance3 desarrolld técnicas espectrofotg
métricas ripidas y precisas, este avance metodoldgico significd -
un gran impulso al estudio de los citocromos. Durante la década -
de 1950 también adquiridé mucho interés el metabolismo microsomal
de esteroides y compuestos aromdticos. La posible participacién -
de los citocromos en la hidroxilacién de esteroides recibid una -
considerable atencidn basada en el comportamiento de un sistema -
de sales de hierro en presencia de agentes quelantes, ascorbato y
oxigeno que favorecen reacciones de hidroxilacién, por lo que se
postuld que la hemina, componente del citocrome microsomal, forma
ba parte del sitio activo al que llegarian electrones procedentes
de las coenzimas NADH y NADPH, con la consecuente reduccidén del
oxigeno molecular4 y su incorporacién a sustratos bioldgicos.

Klingenberg5 perteneciente a la Johnson Foundation al estudiar en
1957 el comportamiento del citocromo b5, descubrié la presencia =~
de un nuevo pigmento microsomal en el higado de rata capaz de com
batirse con mondxido de carbono (CO) en condiciones reducidas con



ditionita de sodio (Hidrosulfito de Sédio; Naz'szo4 87NADPH que’ -
presentaba cuatro picos de absorcidn:’alfa 5725nmv,pefp 532 nm, -
gama 450 nm y 420 nm. SE

La hemoglabina es un contaminante frecuente en las preparaciones
microsomales y las absorbancias a 572 nm, 532 nm y 420 nm eran ex
plicadas por la formacidn de un complejo dé'manéxido de carBono -
{(Co) y hemoglobina, pero, el pico a 450 nm se conservaba con gran
nitidez al climinar la hemoglobina creyd que se trataba de un nug
vo pigmento microsomal.

El hallazgo de Klingenberg motivéd a todo el grupo de la Johnson -
Foundation, Garfinkel6 perteneciente a este grupo describié que -
el pigmento en estudio se identificaba en varios érganos y era re
ducido por el NADH y que el complejo con mondxido de carbono (CO)
era destruido por pH dcido y pancreatina, disminuyendo su absor--
cién por colato y digitonina. Asimismo observé la absorcidn a 450
nm, por lo que concluyé que no se trataba de una hemoproteina ya

que estas tienen la particularidad de absorber alrededor de los -
400 nm (Banda de Soret). Klingenberg y Garfinkel después de estu-
diar las propiedades desconcertantes del complejo con mondxido de
carbono (CO), no volvieron a ocuparse de este problema y su descu
brimiento pasé inadvertide hasta que R.W. Estabrook’ en 1959, in-
formé que la adicidén de mondxido de carbonc (CO) a microsomas de

higado de rata previamente reducidos con ditionita de sodio (Hi-

drosulfito de Sodio, Na,5,0,) producia una intensa absorcién en -
los 448 nm confirmando las observaciones que anteriormente hicie-
ran Klingenberg y Garfinkel.

Rosenthala interesado en conocer el mecanismo de hidroxilacién de
esteroides y confirmar que el sistema microsomal oxidativo era de
tipo monooxigenasa de funcidn mixta, propuso a Cooper establecer

la estequiometria de la reaccidén de hidroxilacidén midiendo el con
sumo de oxigeno, la oxidacidén del NADPH y los productos hidroxila
dos en el C-21, pero, debido a la carencia de un electrodo de --



oxigeno de suficiente sensibilidad que determinara el consumo de
pequefias cantidades de oxigeno aplazé la realizacidén del experi-
mento. Posteriormente, R. W, Estabrook haciendo uso de un espec-
trofotbémetro Aminco-Chance, logrd determinar la egtequiometria -
de la reaccién de hidroxilacién analizando los cambios de oxido-
rreduccién y el consumo de. oxigeno.

Cooper y Estabrook repitieron las condiciones experimentales pa}a
identificar el complejo que formaban el pigmento y el mondxido de
carbono (CO) en microsomas adrenales, con la presencia de Klingen
berg en el laboratorio quien cobservd que el espectro informado an
teriormente correspondia en tipo y propliedades al gque &1 habia ob
servado.

Durante el desarrollo de estos eventos (1962) el grupo del "Insti
tute for Protein Research" de Japdn encabezado por Omura y Sat09
proporcionaron m&s pruebas acerca de la naturaleza hemoproteinica
del complejo al demostrar que el etilisocianuro se combinaba con
los microsomas previa reduccién y mostraba un espectro caracteris
tico anormal de hemocromdégenos por lo que se le bautizé con el -
nombre de Citocromo P-450.



OBJETIVOS.

El propdsito de esta revisidén consiste en resumir la extensa li-
teratura que existe sobre el Citocromo P-450 y exponer de manera
general y sistematizada la participacién que tiene en el metabo-
lismo de compuestos endobidticos y xenobidticos en higado humano.

Asimismo, trata de contribuir a su difusidn ya que la informacidn
que poseen los estudiantes de licenciatura y posgrado en Biologia,
Medicina y disciplinas afines es muy escasa; aspecto que contras-
ta con el creciente interés sobre este grupo de metaloenzimas y -
la abundante informacién especialmente en &reas concernientes a -
la Parmacologia, Toxicologia y Biologia Molecular.



PARTE I

DESCRIPCIOR.



DPEFINICION.

Los citocromos denominados P-450 representan un conjunto de heg
moproteinas constituido por una familia de isoenzimas polipep-
tidicas de peso molecular comprendido entre 45 000 y 55 000 --
daltones, poseen como grupo prostético Protoporfirina IX. Su -
funcién consiste en activar.el ox{geno tisular e incorporarlo

a sustancias endobidticas y xenobidticas a diferencia de otros
citocromos, por ejemplo, b y ©, que sSlo son transportadores -
de electrones. En condiciones reducidas y preséncia de mondxi-~
do de carbono absorben luz del espectro en la banda de los 450
nm, razén a la que deben su nombre. Sin embargo, el término Ci
tocromo P-450 tiende a desaparecer sustituido por una nomencla
tura mi&s especifica.

En células procariotes se encuentran en forma soluble en el ci
toplasma en cambio en eucariotes estdn integrados a la membra-
na interna de mitocondrias y microsomas, en donde mediante una
cadena transportadora de electrones generan oxigeno reducido:
superdxido (O;), perdxido (0;) y agua oxigenada (HZOZ). En ma-
miferos existe en altas concentraciones en gldndulas enddcri-
nas como gdnadas, suprarrenales y placenta participando en la
biosintesis de esteroides, prostaglandinas y omega-oxidacién.
En.concentraciones de gases, metales pesados, hidrocarburos --
aromidticos, terpenos, etc., las células incrementan la sinte-
8is de isoenzimas inducibles (induccidn enzimdtica o biosinte-
sls de novo) acrecentando su funcidn bioactivadora de oxigeno
transformando sustancias inocuas en verdaderos téxicos (sinte-
sis letal) o bien participando en la biosintesis de sustancias
vitales para la célula, Esta actividad oxidativa ha sugerido -
un papel fundamental en la evolucién de las eapecies bioldgie-
cas, ya que al generar radicales altamente reactivos favorecen
cambios mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos. Esta ex-
traordinaria versatilidad en nimero y funciones de enzimas y -



sustratos que participan en hidroxilaciones biolégicas, depen-
dientes del citocromo P-450 estimulan el interés por conocer -
el papel que desempefian en la fisiologia celular ya que se des
conoce en detalle su organizacidn estructural as{ como su regu
lacién genética.lo



NOMENCLATURA Y CLASIFICACION.

En las lltimas dos décadas los investigadores en el campo de -
los citocromos P-450 han usado diferentes nomenclaturas para -
un creclente nimero de isoenzimas aisladas y purificadas. Ha -~
sido tal el desorden qué cada grupo de investigadores ha desa-
rrollado su propio sistema de clasificacién. Por ejemplo, la -
isoenzima P-450 IAI ha sido designada con los siguientes sind-
nimos: P-450,,P-450 BNFB, p-u'az, P-450 MC™ I, P-450 MC, PCBP-
4481, P-450 isozima 6,P1 450 y P—dSUMc-.

Bsta plétora de nombres, nimeros y fsiglas ha incrementado la -
confusidn; para poner orden a este caos se creé un comité inte
grado por siete investigadores de este campo para unificar cri
terios y establecer un sdlo sistema de clasificacidn, en el --
cual las diferentes protefinas P-450 son agrupadas en una super
familia de genes, subdivididas en familias, estas a su vez en
subfamilias y finalmente en genes. El criterio utilizado se ba
sa en la secuencia de amincfcldos identificados al examinar 65
polipéptidos de diferentes iscenzimas citocromo P-450,

Los patrones de esta clasificacidn son los siguientes:

Las familias de genee deben ser.decsignadas por nimeros romanos
comenzando con el ndmero I, las subfamilias por letras capita-
les comenzando con A y continuando alfabéticamente llegando ag
tualmente hasta la H y los genes individuales con nimeros ard-
bigos. Desde 1986 a la fecha se han identificado 13 familias -
de genes que incluyen B de vertebrados (P-450 I,P~450 II,P-450
I1X,P-450 IV,P-450 XI,P-450 XVII, P-450 y P~450 XXI) 2 de bac-
terias, 2 de levaduras y 1 de inseciosll.

- 10 -



ESTRUCTURA MOLECULAR.

Las hemoprotelngs semejan una micela en donde la parte hidrofd
bica es el drea en la cual se encuentra insertado el grupo he-
mo portador del centro activo de la enzima, es decir, la protg
porfirina IX, El grupo hemo forma sels enlaces coordinados, -
cuatro de los cudles interaccionan con los dtomos de nitrdégeno
correspondientes a los grupos pirrdlicos y presentan una dispo
‘'sicién coplanar, Las dos uniones restantes denominados ligan-
dos axiales son perpendiculares al plano coplanar antes mencig
nado y son el quinto y sexto ligandos, que determinan las ca-
racter{sticas fisicoquimicas de la hemorpoteina. El quinto li-
gando interacciona con un Atomo de azufre perteneciente a un -
residuo de una cisteina (Fig. 1). Esta unién es fundamental en
las propiedades andmalas del citocromo P-450 respecto de los =
citocromos b y ¢ en sus interacciones espectrales con Bus sus—
tratos. El sexto ligando, aunque no siempre presente, puede --
ser de campo débil o fuerte dependiendo del tipo de ligante --
(4,0, CO, OH, SH, NH & CN)., Cuando el sexto ligando ests pre-
sente se forma un complejo octaédrico y cuando falta da lugar
a uno piramidal de base cuadradalz (Pig..2).

-.11 -
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Fig. 1.- ORGANIZACION TOPOGRAFICA EN LA MEMBRANA MICROSONAL =
DEL CITOCROMO P-450. EL GRUPO HEMO ESTA UNIDO A UNA
CISTEINA (436) DE LA APOENZIMA.



Fig. 2.~ ESTRUCTURA MOLECULAR DEL CITOCROMO P-450., EN 1 SE EN-
CUENTRA PRESENTE EL SEXTO LIGANDO EN ESTE CASO AGUA.
EN 2, EL SEXTO LIGANDO ESTA AUSENTE ORIGINANDO UNA &
PIRAMIDE INVERTIDA DE BASE CUADRADA CON EL QUINTO LI
GANDO (Fe-S) UNIDO A UNA CISTEINA..

- 13 -



PARTE II

CICLOS
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CICLO CATALITICO DE OXIDO-REDUCCION.

Semejante a todas las enzimas los citocromos P-450 llevan a ca
bo su funcién catalitica uniéndose al sustrato, modificindoloc
y liberando posteriormente el producto final. Para que el sus-
trato sea oxidado los citocromos P-450 deben ser reducidos, es
decir, la reduccidn involucra que el hierro del hemo pase del
estado férrico (Fea*) al ferroso (Fe2+). Estos eventos que se
inician con la unidn del sustrato y terminan con la liberacién
del producto es llamado Ciclo Catalitico. Todos los citocromos
P-450 emplean el mismo ciclo catalitico aunque es probable que
tengan modificaciones que permitan algunas variaclones, segin
la naturaleza de la reaccidn catalizada.

La reaccidén modelo en la hidroxilacidn de sustratos lipoffli-
cos es:

RH40, +NADPH+1t "~ .R_OH+NADE* +1,0

2
Es importante subrayar que la enzima sdlo utiliza oxigeno mole
cular ¥y no el del agua. Un &tomo de oxigeno aparece en el sus-
trato y el segundo e¢s reducido para formar agua; la estequiome
tria de gsta reaccién de monooxigenacién requiere: 1 mol de -~
oxigena, 1 mol de NADPH y 1 mol de sustrato; obteniéndose 1 mol
de productoc hidroxilado, 1 mol de napet y 1. mol:.de agua. El ci
clo catalitico puede ser considerado como una secuencia de --
seis etapas, dos de las cuales consisten en la adicidén de dos

electrones a la enzima:

ETAPA 1.- FORMACION DEL COMPLEJO ENZIMA - SUSTRATO:
+
rel4RH ———s Fe RH

L.a enzima oxidada ea representada por FeJ+ y RH es el sustrato
el cual se convertird posteriormente en producto hidroxilado,

R-OH. La unién es promovida por atracciones hidrofébicas entre

- 15 -~



el sustrato y el 4rea del hemo rodeada por los polipéptidos apo
lares del centro catalitico. Con sustratos endobtidticos como eg
teroides, vitaminas liposolubles y 4dcidos grasos dicha unidn --
muestra gran especificidad, pero, con xenobidticos esta especi-
ficidad disminuye de tal forma que un tipo de isoenzima citocro
mo P-450 puede reaccionar con una amplia variedad de sustratos,

3+ 2+

ETAPA 2.- PRIMER: ELECTRON: Fe RH+e____\ Fe’_._RH. Durante el
proceso de interaccidn enzima-sustrato se promueve el flujo del
primer electrdn procedente del NADH & NADPH hacia el hierro a -
través de los acarreadores electrdnicos. El mecanismo intimo de

este proceso se desconoce aunque dos hechos cruciales ocurren -
en este estadio: el sexto ligando probablemente agua serid ocupa
do eventualmente por el oxigeno y el sustrato se une al sitio -
activo de la enzima de tal suerte que permita una interaccién -
de oxigeno-enzima-sustrato; esto implica que el sustrato se una
al hemo en el lado opuesto al quinto ligando del ion tiolato.

En esta ctapa el acarreador de electrones es representado por -
NADPH citocromo P~450 reductasa a través del citocromo P-450 en
estas condiciones el hierro es reducido de férrico (Fe3+) a fe-
rroso (Fez*).

ETAPA 3.- UNION DEL OXIGENO:.FGZZ_RH+02____~YGE:_RH. En esta fa

2
se se incorpora el oxigeno por la pérdida del sexto ligando.

0

ETAPA 4.- SEGUNDO ELECTRON: Fe ' RH + eT___aFel' _ R, Este -
- 2-
2 02

segundo electrdn procede del NADPH-citocromo P-450 reductasa o
de la NADH-citocromo by reductasa a través del citocromo by el
cuul reduce al oxigeno formando radicales altamente reactivos
{superéxidos y perdxidos) de mancra que el rearreglo internc de
electrones restaura el estado férrico (F03+) del hierro.

- 16 -



ETAPA 5.- ROMPIMIENTO DEL OXIGENO: Fe ' mu+2u!’ Jre3* o41,0)

. %
2 RH

Los dos dtomos de oxigeno se éeparan uno ‘de los cuales se redu
ce formando agua y el otro permanece asociado al hierro del --
grupo hemo.

ETAPA 6.- INSERCION DEL OXIGENO EN EL SUSTRATO: Fez:.o__;;FeB+

LH LOH

Los detalles de esta estado de transicidén no son muy claros, -
pero, una interpretacién razonable propone la siguiente expli-
cacidn: la enzima elimina H del sustrato hidrocarbonado, este
hidrdgeno forma una radical hidroxilo con el dtomo de oxigeno
que a su vez se combina con el radical de carbono del sustrato
para que finalmente se forme el sustrato hidroxilado,

ETAPA 7.~ DISOCIACION DEL PRODUCTO: Pei:_ROH___hPe3++ROH El -
sustrato hidroxilado se libera manteniendo el estado férrico -
(Pe3+) del complejo que tendrd que ser reducido para reiniciar
el ciclol3 (Fig. 3).

CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES EN MITOCONDRIAS, BACTERIAS
Y MICROSOMAS.

Los electrones requeridos para cada cambio de ciclo proceden -
de los nucledtidos de piridina reducidos, NADH y NADPH.

En los citocromos mitocondriales (membranales) 6 bacterianos -
{solubles) la transferencia de electrones requiere de flavopro
teinas especificas, NADPH-adrenoxina reductasa y NADH-putidado
xina reductasa, respectivamente. As{ como de ferroprote{nas --
sulfuradas denominadas adrenoxina y putidadoxina, respectivamen
te. En contraste en los citocromos microsomales se requiere co
mo acarreacdor sdlo una simple flavoproteina, NADPH-citocromo -
P-450 reductasa, carsciendo de proteinas hiecrro-azufre. Los --

- 17 -



Pig. 3.~ CICLO CATALITOCO DE OXIDO~REDUCCION DEL CITOCROMO

P-450. EL SEXTO LIGANDO APARECE CON DISTINTOS GRU

POS FUNCIONALES (H;,O,NH2 y €0).

- 18 -



dos sistemas (mitocondrial/bacteriano)} y {microsomal) mon espe
cificos para donar sus electrones a los citocromos P-450 ya --
que los primeros no pueden sustituir a los segundos y vicever-
sa.

Bl sistema mitocondrial (membranal)) involucra la reduccién --
del FAD mediante la NADPH-adrenoxina reductasa, gue transfiere
un electrdn a la proteina hierrc-azufre y de aqul al citocromo
P-450 componente terminal de la cadena. (Fig. 4).

En el transporte de electrones bacteriano (soluble) la secuen-
cia es la misma sdlo que en este caso el FAD es reducido por -
la NADH-putidadoxina reductasa, de aqui pasa un electrén que -
reduce a la ferroproteinasulfurada, y finalmente al citocromo
P-450,

En el sistema microsomal (membranal) la NADPH-citocromo P-450
reductasa, reduce directamente al citomocromo P-450 (Fig. 5)

La reduccidn estequiométrica molar entre NADPH-citocromo P-450
reductasa y su correspondiente citocromo P-450 tiene un valor
de 1:20 en condiciones fisioldgicas normales, pero, bajo la in
fluencia‘de inductores esta relacidn se incremente a 1:35, es-—
to significa que que una flavoproteina reducida alimenta y con
trola a cuando menos 20 moléculas de citocromo P-450 en las --
condiciones antes establecidasl‘.

El prefijo de la palabra doxina indica el origen de las ferro-
proteinas sulfuradas, asi tenemos que para las adrenoxinas la
proteina es de procedencia adrenal mientas que la proveniente
de la bacteria Pseudomona putida se llama putidadoxina, cada -
una con su correspondiente reductasa, por consiguiente su nom-
bre completo serd: adrenoxina reductasa y putidadoxina reducta
sa, respectivamente (Fig. 6).

- 19 -



0 EN MITOCONDRIAS.

4.~ CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONIC

Fig.
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Fig. 5.- CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO EN MICROSOMAS.
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CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES
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CITOCROMO b5

El citocromo b5 ed otra hemoproteina anfipitica que se encuen~
tra presente en la estructura microsomal de pesoc molecular ==
igual a 16 700 daltones, sus flavoreductasas dependientes de -
NADH y NADPH, son capaces de mantener un flujo de electrones -
necesarios en diversos sistemas microsomales, participando en

las siguientes funciones:

I.- En la formacién de 4cidos grasos insaturados como ejemplo
es la formacidn de oleil Co A, a partir de estearil Co A, con
insaturaciones en los C-6 y C-9.

NADH FAD*X Fez;X Fe“-sxioxeu Co-A+R,0
3+ 2+

NAD: FADH, Fe Fe® -8 Estearil Co A+0,

Citocromo b5- citocromo b5 desaturasa .

reductasa. ’

FORMACION DE ACIDOS GRASOS INSATURADOS CON b5

II.- Posible estimulacidén, inhibicidn & carecer de efecto sobre
algunos tipos de hidroxilacién dependientes de citocromo P-450.
Los resultados dependerdn del tipo de isoenzimas P-450 y sustra
tos empleados (Fig. 7).

ROOH
\ROH
+

ll20

NADH NADH~citocromo b, reductasa—pcit.boe—pcit,P-450
— 5 5
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III.- Donacidén de electrones para un sistema de lipoperoxidasa
microsomal. )

IV.- sintesis de colesterol a partir de lanosterol en el proce

so se desprenden 3 grupos metilos angulares, se reducen los -2
dobles enlaces y se crea uno huevo 15 (Fig. 8).
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Reductasa

Fig. 7.- CADENA DE TPRANSPORTE ELECTRONICO EN CITOCROMO b5
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FUNCIORES DEL CITOCROMO P-450
EN EL METABOLISMO.

Biosintesis y metabolismo_de hormonas esteroides.

Metabolismo del dcido
araquiddnico: Omega -~
oxidacidén.

Oxidacién de vitaminas
hidrofdbicas (D,A,K,E)

CITOCROMO

P-450

Mctabolismo de dcidos
grasos insaturados.

Oxidacidén de drcgas

Biosintesis de A&didos biliares.
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METABOLISMO DE DROGAS:

Las reacciones de biotransformacidn de drogas se realiza funda
mentalmente en los microsomas hepdticos, E1 reticulo endoplds-
mico es el sistema primario de oxidacidén de xenobidticos exis-
tiendo un sistema andlogo en tejidos extrahepdticos como es en
piel, pulmén, rifiédn, cuerpo liteo, placenta, menocitos, linfo-
citos, macréfagos y tejido adrenal.

Las difersas isoenzimas dependientes de citocromo P-450 reali-
zan dos tipos principales de reacciones de biotransformacidn -
de drogas: oxidativas y reductivas. Es condicidn necesaria que
las reacciones reductivas deben realizarse en anaerobiosis. --
Sin embargo, en condiciones de isquemia favorecidas por esta-

dos de "choque” ¢ anestesia quirdrgica profunda el higado pre-
senta condiciones de anoxia variable, que propicia reacciones

reductivas y por lo tanto la generacidén de radicales libres --
{Ver reacciones adjuntas).

REACCIONES:
Oxidativas, Reductivas.
a) Hidroxilacién alifética a) Nitroreduccién
b). Oxidacién aromdtica b) Azoreduccién
¢) Epoxidacién de alquenos ¢) Reduccidn de Sxidos
d) bDeaminacidén oxidativa de nitrégeno.
e} Dealquilacién de nitrédgeno d) Reduccidn de aminas
£) oxidacidn de nitrégeno terciarias.
g) Dealquilacién de oxigeno e) Reduccidn de Sxidos
h) Desulfuracién oxidativa de arene.
i) Dchalogenacidn oxidativa f) Dehalogenacidn reduc
j) Denitrificacidn oxidativa tiva.

Se ha demostrado que una sola isoenzima P-450 realiza hasta —-
seis diferentes reacciones: hidroxilacién de carbonos, oxigena
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cién de heterodtomos, liberacidn de heterodtomos, epoxidacidn,
transferencia de grupo oxidativo e inactivacidén suicida del --
grupo hemo.

Cuatro criterios han sido establecidos para demostrar la parti
cipaciédn del citocromo P-450 en la biotransformacidn de drogas
en microsomas hepdticos:

1.- Estudio in vivo, analizando el incremento o la inhibicién
del citocromo P-450 tisular después de la aplicacidn de induc-
tores o inhibidores.

II.- Estudios in vitro, utilizando inhibidores que interaccio-~
nen con el grupo hemo o la apoenzima,

IIXI.~ Estudios espectrales in vitro, incubando compuestos hi-
drofébicos que interaccionen con el citocromo P-450; la pertur
bacidn con la proteina y el grupo hemo resulta en cambios es-
pectrales caracteristicos que han sido denominado espectro ti-
po I, espectro tipo II, espectro inverso del tipo I y espectro
andmalo.

1v.- Estudios in vitro, utilizando sistemas reconstituidos con
teniendo fracciones purificadas de los componentes del sistema
microacmal'l

METABOLISMO DE VITAMINAS:

VITAMINA D.

En higado, piel o mucosa intestinal el colesterol se transfor-
ma a 7 dehidrocolesterol el cual con luz ultravioleta se¢ con--
vierte en un compuesto‘triénico, después de la ruptura de las
uniones C-9 y C~10, denominado colecalciferol o vitamina Dar;el
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8 BE LA BIBLOTEGK




cual es hidroxilado en las mitocondrias hepdticas por la enzi
ma D3-25 hidroxilasa; el producto 25 (OH) D3 es transportado

al rifidn en donde se efectia una doble hidroxilacidn en posi-
cién C-1 y C-24 por la enzima 25 (OR) Dy I-alfa hidroxilasa -
en las mitocondrias de la corteza renal dependiente del siste
ma P-450 7.

VITAMINA A.

Compuestos inductores que estimulan el metabolismo de drogas
también disminuyen el contenido de vitamina A. Esta en dosis
elevadas estimula su propio metabolismo y los inhibidores de
citocromo P-450 del tipo ketoconazol, clotrimazol y miconazol
lo inhiben. Esto sugiere que la ‘hidroxilasa que oxida al &ci-
do ol-transretinoico es dependiente del Citocromo P=-450.

Recientemente se ha comunicado que el beta-caroteno precursor
de vitamina A, también es sustrato del citocromo P-450 ya que
se ha demostrado oxidar el anillo y epoxida formando hidroxi
y cetoderivadoslg.

VITAMINA K.

Esta vitamina sufre una oxidacién mediante la filoquinona epo-
xidasa (Ky ) que la convierte en vitamina K 2,3 epéxido. Es ne-
cesario inveatlgar si es dependiente de citocromo P-450

VITAMINA E.

En estudios in vitro utilizando alfa-tocoferol y su derivado -
sintético PMC (2,2,5,7,8 penta metil 6 hidroxi-cromanol) en —--
presencia de microsomas hepdticos inhibe la 7 etoxi-coumaril -
deetilasa ¢ incrementa la oxidacidén de NADPH, estas evidencias
indican la posible participacidn del sistema citocromo P—4502°
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METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS: (OMEGA OXIDACION DEL ACIDO
ARAQUIDONICO) .

La mayoria de los tejidos principales del organismo entre ellos
el hepdtico, el muscular (incluido el cardiaco) y el adiposo --
pueden oxidar 4cidos grasos. El mecanismo mds importante es el
Beta-Oxidacién sin embargo, existen datos que demuestran que al
gunos animales ¢omo los conejos y probablemente humanos, pueden
catabolizar varios Acidos grasos hasta clerto limite mediante -~
la Omega Oxidacidn.

La oxidacidn del &cido araquidénico se lleva a cabo en los mi-
crosomas de la corteza renal y hepdtica de conejos mediante la
Omega Oxidacién, la cual consiste en que este &cido graso es -
oxidado en el extremo metilo, C-20, originando un &cido dicar-
boxilico. Para que este proceso se realice se necesita NADPH,

oxigeno molecular y Citocromo P-450. El &cido dicarboxilico --
formado es oxidado a su vez por Beta-Oxidacidén hasta ¢l 4cido

suecinico el cual podria oxidarse en el Ciclo de los Acidos --
Tricarbox{licos. En esta serie de reacciones estdn incluidas -
las epoxidaciones de lasg cuatro doble ligaduras del Acido ara-
quiddénico: 5,8,11 y 14, Estos epdxidos pueden ser convertidos

a sus respectivos dioles por fracciones citosélicas que contie

nen epéxido hidrolasaZL.

METABOLISMO DE ESTEROIDES HORMONALES:

Las hormonas esteroides son sintetizadas a partir de coleste-
rol en las siguientes gldndulas: corteza suprarenal, testicu-
los, ovarios y placenta., Los anillos A y B del colesterol de-
ben ser cambiados, ya que la doble ligadura del anillo B debe
ser reubicada al anillo A, el cual a su vez se¢ transformard -
en un sistema fendlico mediante la participacidén de la llama-
da aromatasa dependiente del Citocromo P-450.
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En la conversidn de colesterol a glucocorticoides, mineralocor
ticoides, andrégenos y estrdgenos es necesario la ruptura de -
la cadena lateral mediante la participacidén de una desmolasa -
que rompa la unién de los carbonos C-20 y C-22 del colesterol.
La cadena lateral de esteroldes con 21 &tomos de carbono es --
también separada por otra enzima Citocromo P-450 dependiente.

Los glucocorticoides durante su biosintesis adquieren 3 grupos
hidroxilos (11 beta, 17 alfa y 21) catalizados por citocromos
P-450 conocidos con el nombre de hidroxilasas. Otra desmolasa
rompe el metilo en posicién 27 y se ha demostrado ser citocro-
mo P-450 dependiente, finalmente, el aldehfdo localizado en el
carbono 18 de la aldosterona es resultado de la oxidacién de -
una 11 beta Hidroxilasa. En resumen, se ha identificado seis -
citocromos P-450 dependientes siendo: las desmolasas C-27 y -
c-21 y las hidrolasas 11 beta, 17 alfa y 21:; as{ como la aroma
tasa.zz' 23 (Pig, 9}.

METABOLISMO DE ACIDOS BILIARES:

Diversas modificaciones de los anillos y de la cadena lateral
del colesterol son necesarios para la formacidén de dcidos bi-
liares. Batos cambios en los anillos requieren de: 7 alfa hi-
droxilacién, 3 beta oxidacidén, isomerizacién, 12 alfa hidroxi-
lacién y la delta 4 reduccidn para producir el 5 beta Colesta-
no, 3 alfa, 7 alfa, 12 alfa triol; las subsecuentes hidroxila-
ciones ocurren en el C-26 del esterol posterior oxidacién pro-
duce el dcido correspondiente. Las hidroxilaciones son actual-
mente objeto de investigacién para tratar de demostrar la par-
ticipacién del Citocromo p-45024,
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INHIBICION REVERSIBLE E IRREVERSIBLE DEL
CITOCROMO P-450:

El estudio de diferentes sustratos con distintas isoenzimas --
P-450 ha evidenciado dos tipos de inhibidores: reversibles e -
irreversibles.

Las inhibiciones reversibles se comportan como inhibidores com
petitivos y no competitivos {alostéricos) del citocromo P-450
frente a sustancias como mondxido de carbono, alcoholes, feno-
les, quinonas, lactonas, benzoflavonas, etc., ejemplos de este
grupo son el cloranfenicol y el parathién.

En presencia de compuestos nitrogenados y mediante reduccidn -

del citocromo P-450 se forman complejos metabdlicos como: aril-
alquilaminas, aminas aromdticas, hidrazinas e hidroxilaminas,-

En tanto que con compuestos no nitrogenados forman complejos -

como el dioxibenceno.

Los inhibidores irreversibles se unen covalentemente a la apo-~
enzima o al grupo prostético {(protoporfirina I1X) del citocromo
P-450 o ambos. Son inhibidores irreversibles: el acetileno, --
las hidrazinas y fenilhidrazonas. Igualmente inhiben la sinte-
sS; o aceleran la degradacidn del grupo hemo del citocromo --—
P-450 los iones metdlicos: cobalto, manganeso, cadmio, niquel
y plomo y los grupos orgdnicos peréxidos,benzotiazol y tetra-
cloruro de carbono 5.

INHIBICION SUICIDA:
Se denomina inhibicidn suicida al proceso de bicactivacién --
cuando un sustrato es cataliticamente convertido en un electrd
filo de gran reactividad o radical libre que se combina irre-
versiblemente con el sitio activo o con dreas moleculares pré-

ximas a éste.
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En el caso del citocromo P-450 puede ocurrir que el producto -
activado se fije covalentemente a algunos de los aminodcidos -
de la apoenzima por ejemplo, con la cistefna del quinto ligan-
do convirtiendo el citocromo P-450 a citocromo P-420 (inactivo)
(Fig. 10). en otras circunstancias el producto puede unirse co
valentemente al grupo tetrapirrol destruyendo su estructura y
acumuldndose pigmentos fluorescentes de color verde derivado -
de las porfirinas. Tal es el caso del Danazol un esteroide ace
tilénico que disminuye el contenido de citocromo P-450 y acumu
la pigmentos verdes, es un ejemplo de inhibicién suicida, La -
destruccién del citocromo P-450 por etinilesteroides, princi-
pio activo de anticonceptivos, requiere NADPH y oxi{geno., Indi-
ca una clara evidencia que el metabolismo oxidativo estd rela-
cionado con estos procesos

NECROSIS HEPATICA:

Numerosos estudios han demostrado que diversos medicamentos du
rante su biotransformacién se convierten en compuestos bicacti
vados muy reactivos de vida media corta que alquilan, arilan o
acilan componentes estructurales de las células. Debido a que
el higado es el principal &rgano de biotransformacién de dro-
gag y recibe gran cantidad de sustancias ingeridas diariamente
en la dieta, por lo tanto se halla mids expuesto a lesiones por
este tipo de reacciones.

Como las vias metabélicas responsables de la activacién de car
cinégenos estin localizadas en las oxidasas microsomales, con-
dujeron a sospechar gque muchas drogas causaban lesiones tisula
res hepdticas iniciadas por la bioactivacidén y unién covalente
a protei{nas y nucledtidos produciendc alteraciones funcionales.

En el caso de necrdsis-hepitica inducida por halobencenos, com
puestos quimicamente inertes, se transforman en muy reactivos
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en presencia de NADPH, oxigeno y citocromo P-450,

En microsomas hepdticos se forman epdxidos que se unen covalen
temente a macromoléculas existiendo una correlacidn entre la -
concentracidén de metabolitos y sus efectos hepatotdxicos. Tam-
bién existen evidencias'de efectos tdxicos del tetracloruro de
carbono que se incrementa con la induccidén de fenobarbital y -
DDT, pero, disminuye con el cloruro de cobalto. La unién cova-
lente del tetracloruro de carbono al higado es mds intensa en
condicdiones anaerdbicas indicando que se trata de un proceso -
reductivo y forma radicales libres. Otros ejemplos de bioacti-
vacidén se han reportado en alcaloides de pirrolicidina en infu
siones de Té. Asimismo, la bioactivacidn de parathidn a parao-
xon produce severos efectos hcpatotéxicoszv.

HEPATOCARCINOGENICIDAD POR APLATOXINAS:

Las aflatoxinas son un conjunto de compuestos producidos por -
hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, que son -
hepatotéxicas en diferentes especies animales como ratas, pe-
rros y primates incluido el hombre pudiendo causar hepatitis,
cirrosis y hepatomas; dependiendo de la dosis y tiempo de ex~
posicién. Estas toxinas frecuentemente contaminan alimentos --
destinados al consumo humano especialmente el mafz y cacahuate.
Envenenamientos severos han ocurrido en poblaciones de Africa
y la India en donde se presentaron verdaderos cuadros con ca=~
racteristicas epidémicas, provocando ascitis e hipertensidén -~
portal y como resultado una alta mortalidad,

La aflatoxina By es la micotoxina mds potente que produce efegc
tos mutagénicos, hepatitis y hepatomas. Sin embargo, este téxi
co por si mismo no es el mutdgeno activo sino gue requiere una
activacidn previa para.convertirse en agente mutagénico y car-
cinogénico. Diferentes citocromos P-450 han sidc involucrados
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en la conversidn de aflatoxinas inactivas en activas. La 7,8 -
benzoflavona y el 3-metilcolantreno también son potentes induc
tores en la biocactivacién de aflatoxinas, Los sistemas enzimi-
ticos para la activacién de aflatoxinas se han localizado en -
la fraccidén microsomal y mitocondrial de ratazs.

HEPATITIS AUTOINMUNE Y ANTIGENICIDAD DEL CITOCROMO P-450:

El principal cometido del sistema inmunoldgico es la distincién
entre lo propio y lo ajeno. Lo propio se conserva y todo aque-

llo que resulta extrafio al organismo lo destruye como sucede -

con virus, hongos, bacterias, etc. Sin embargo, esta distincién
no es estricta y en ocasiones ocurre que las células de defen-

sa del organismo atacan érganos y tejildos normales. Este compor,
tamiento aberrante degenera en una serie de patologias entre -

las que se incluye la hepatitis activa crénica, que es un pro-

ceso inflamatorio que generalmente progresa a cirrosis e insu-

ficiencia hepdtica y se le atribuyen tres causas: viral, téxi-

ca y autoinmune. Esta idltima se caracteriza por la presencia -

de autoanticuerpos organcespecificos en el sucro de los pacien

tes.

Se ha llegado a identificar en nifios dos subgrupos de autoanti-
cuerpos: uno que es antimisculo liso incluyendec algunas veces =
la presencia de anticuerpos antinucleares y otro subgrupo repreg
sentado por autoanticuerpos antimicrosomas hepéticos y renales
LKM {Liver Kidney Microsomal)} identificadc como una proteina de
50 kilodaltones.

Mediante técnicas inmunoelectrdnicas se ha llegado a la conclu-
8idén que estos anticuerpos se unen al reticulo endopldsmico o -
ribosomas. Estos hallazgos sugieren que el antigeno de anticuer
pos anti-LKM, corresponde en el cuadro de la hepatitis activa -
crénica autoinmune a uno o mds Citocromos P-450 perteneciente a



la familia IAI, aunqgue otros investigadores sefialan que codifi
ca con el IID ya gue los autoanticuerpos se dirigen coantra epi
topes del Citocromo P-450 DBI.

El mecanismo que dispara autoanticuerpos LKM en contra del Ci-
tocromo P-450 no estd bien esclarecido pero, una explicacién -~
1égica sugiere que gendticamente se altera la isoforma del ci-
tocromo P-450, Esta suposicién es sustentada debido al hecho -
de que autoanticuerpos dirigidos contra 4cido tinilico favore-
ce la hepatitis e interactia con el Citocromo P-450 VIII, que
normalmente hidroxila drogas esto sugiere que la unidén covalen
te de%gproducto lo transforma en una protef{na antigénica (Hap-
teno) 7.
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CONCLUSIONES.

Las marcadas diferencias individuales en el metabolismo de com
puestos endobidticos y xenobidticos son originadas por facto-
res ambientales y genéticos influyendo en los niveles de isocen
zimas P~450 (inducibles y constitutivas) por mecanismos ain --
desconocidos de induccién y represidn selectiva.

Diversas drogas, hidrocarburos aromdticos policiclicos y muchas
sustancias quimicas inducen isocenzimas especificas. Asimismo, -
factores dietéticos modifican el metabolismo de sustancias endg
bidticas y xenobiéticas en animales y en seres humanos.

Una alimentacidn alta en proteinas, basada en ingestién de car-
nes asadas (chamuscadas), y baja en carbohidratos o una dieta -
rica en coliflor ¢stimulan el metabolismo de drogas y aumentan
las hidroxilaciones en posicién 2 del estradiol,

Los citocromos P-450 constitutives (adrenal, gdénadas y rifién) -
biocactivan-hormonas esteroides, esteroles, 4cidos grasocs y prog
taglandinas de gran importancia en los cambios fisioldgicos y -
farmacoldgicoas asi como en patoleogia humana. Un reto de igual -
importancia en el futuro serd el desarrollo de métodos no inva-
sivos para cuantificar las diferentes isoenzimas en diferentes
células y tejidos, Es posible que con los avances en la informa
cién y la gran complejidad de las decenas o centenas de isoenzi
mas que deberdn ser identificadas y purificadas se inicie una -
nueva subespecialidad en la medicina que estudie los mecanismos
de regulacidn en las biomembranas celulares de todos los teji-
dos con excepcidén de glébulos rojos y misculos en donde hasta -
la fecha no han sido identificadas, sin excluir la posibilidad
de encontrarlas aunque sea an pequefias cantidades.

Individuos que ingieren grandes cantidades de aflatoxinas By en
cereales utilizados en la alimentacidn y contaminades por hongos
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(Aspergillus flavus) como sucede en Africa y América Latina =--
{México), estdn més expuestos a la formacidn de hepatocarcind-
mas ocasionados por la bioactivacidn producida por hidroxila-
sas dependiente; de citocromo P-450 en el higado humano, en es
tas condiciones en estos individuos deberd modularse la concen
tracién de iscenzimas biocactivadoras con inducteores o represo-
res selectivos,

En contaminaciones quimicas po} plaguicidas organohalogenados
y organofosforados deberd regularse la concentracidén de cito-
cromo P-450.

Esto adquiere fundamental importancia en sociedades actuales -
ambientalmente muy contaminadas, en donde serd necesario indu-
cir isoenzimas detoxificantes que favorezcan la inactivacién y
eliminacién de estos tdéxicos.

Otra drea adicional de gran promesa scrd el control de enferme
dades en donde participa una excesiva expresién de genes cito-
cromos P-450 involucradeos en la patogénesis de hipertensidn ar
terial o en sujetos con deficiencias en hidroxilasas vitales =~
en la supervivencia y sano desarrollo del individuo. También -
sexd posible reducir los niveles de colesterol incrementando -
la actividad de enzimas quc metabolicen el colesterol a 4cidos
biliares. Ademds, la purificacién y disponibilidad de la infor
macién de los citocromos P-450 en la especie humana nos permi-
tir4d en forma rutinaria mediante sus genes clonados predecir -
estudios de metabolismo de drogas y sintetizar nuevos compues-—
tos farmacéuticos con la idea de manipular y "domesticar” la -
Farmacologia y Toxicologia Melecular.

La extraordinaria esterecespecificidad de algunas isoenzimas -
nos permitird sintetizar moléculas orgdnicas en beneficic de -
dreas agricolas, industriales y farmacéuticas., As{ como en la
transformacidén de desechos téxicos a productos inactivos y reu
tilizables.



Este sera el reto para los cientificos del siglo XXI, en el --
vasto campo de los citocromos P-450. Por lo que en la medida ~
que este modesto trabajo logre despertar la inquietud de los -
estudiantes entonces se habrd cumplido el fin propuesto.
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