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> Abreviaturas.

B(a)P:
CH:

CYP450:
CYP1A1:
CYP2E1:

DAG:
GPCR:
HA:
HDC:
HPLC:
IP3:

Kd:
NADPH:
OPT:
PLC:

benzo(a)pireno

ciclohexanol

citocromo P450

citocromo P450 1A1

citocromo P450 2E1

1,2-diacilglicerol

G-protein coupled receptors (receptores acoplados a proteina G)
histamina

L-histamina descarboxilasa

High Pressure Liquid Chromatography.

inositol 1,4,5-trifosfato.

constante de disociacion espectral

fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina
o-ftaldialdehido

Fosfolipasa C



I INTRODUCCION.

l.i. Planteamiento del problema.

La histamina (HA) es una amina biogénica, la cual participa en una amplia gama de procesos
fisiolégicos (neurotransmision, liberacion de jugos gastricos, etc.) y patolégicos (inflamacion,
alergias, etc.) (1). Su actividad se encuentra mediada por receptores que se encuentran en la
membrana celular (H1, H2, H3, H4) y al interaccionar con sus receptores desencadena una

serie de sefiales quimicas al interior de la célula (1).

En la década de los 90 se propuso la existencia de un receptor intracelular de la histamina
distinto a los receptores ya conocidos (2), con estudios posteriores se determiné que la
histamina es capaz de interactuar con enzimas de citocromo P450 (CYP450), lo que permitio
proponer a estas enzimas como los receptores intracelulares de la amina (3-7). Sin embargo el

significado bioldgico de la interaccion HA-CYP450 aun no es claro.

CYP450 es una superfamilia de enzimas (780 genes diferentes distribuidos en todo el reino
biolégico (8)) que se encuentran mayoritariamente inmersas en la membrana del reticulo
endoplasmico liso, y son capaces de llevar a cabo el metabolismo oxidativo de una gran

variedad de agentes quimicos de origen enddgeno y exdgeno (9).

En nuestro laboratorio estamos interesados en caracterizar los efectos de la histamina en dos
isoformas de CYP450 con gran relevancia toxicolégica, CYP1Al (activacion de compuestos
aromaticos policiclicos) y CYP2EL (activacion de compuestos organicos volatiles y formacion

de radicales libres).

Por medio de técnicas de inmunoblot se observé que la histamina es capaz de inducir los
niveles de CYP1Aly CYP2EL1 en higado de rata (10, 11).

También se realizaron estudios de cinética enzimatica (10,11) utilizando enzimas expresadas
en células de insecto y altamente purificadas (supersomas) de CYP1Al y se observé que la
histamina actdia como un inhibidor de tipo mixto en la actividad de esta isoforma, ademas se
determind que la histamina no es metabolizada durante este proceso de inhibicién, ya que no
hay consumo de NADPH (cofactor indispensable para la actividad de CYP450) en presencia de

histamina.

Por otro lado, estudios realizados con supersomas de CYP2E1 indican que la histamina podria
ser metabolizada por esta isoforma debido a que existe oxidacion importante de NADPH en

presencia de la histamina (11).



Toda la evidencia colectada previamente en nuestro laboratorio nos indica que la histamina
presenta un efecto muy complejo sobre las isoformas CYP1Al y CYP2EL, ya que por un lado
la histamina es un inductor in vivo de estas isoformas, pero los estudios in vitro muestran que
la histamina es inhibidor de la actividad de CYP1ALl y que podria ser sustrato de CYP2EL. Para
proponer un mecanismo de accion de la histamina sobre estas isoformas de CYP450, es
necesario estudiar el tipo de interacciéon que se presenta entre la histamina y estas enzimas y
asi proponer las condiciones en las que sera posible la interaccion y que repercusiones

fisiolégicas se pudieran presentar.



Lii. Hipétesis

Si la histamina altera la actividad y los niveles de CYP1Al y CYP2E1, entonces la histamina

debe presentar algln tipo de interaccién con estas isoformas.

Si existe un consumo importante de NADPH en una reaccion enzimatica con CYP2E1 en

presencia de histamina, entonces la histamina debe ser metabolizada por esta isoforma.

Liii. Objetivos generales.

» Determinar el tipo de interaccion entre la histamina y microsomas inducidos para
CYP1A1ly CYP2E1 utilizando la técnica de diferencia espectral.

» Obtener constantes de disociacion de los complejos HA-CYP1Al y HA-CYP2E1
utilizando titulaciones con la técnica de diferencia espectral.

> Cuantificar a la histamina en una reaccion enzimatica con CYP2E1

l.iv. Objetivos particulares.

» Obtener fraccion microsomal de higado de rata tratada con benzo(a)pireno (inductor de
CYP1Al).

» Obtener la fraccion microsomal de higado de ratas tratadas con ciclohexanol (inductor
de CYP2EL).

> Establecer los niveles de proteina total y citocromo P450 totales en fracciones
microsomales enriquecidas con CYP1Al, CYP2EL, en comparacién con microsomas

de higado de rata no inducidos.

> Implementar una técnica con HPLC para la cuantificacion de histamina.



Il. ANTECEDENTES

ILi. HISTAMINA

Il.i.a. Historia.

La histamina o B-aminoetilimidazol fue descubierta en 1911 por Dale y Laidlaw (12), quienes
efectuaron estudios farmacoldgicos y descubrieron que estimulaba diversos tipos de musculo
liso y que tenia accién vaso depresora. Estos estudios se llevaron a cabo muchos afios antes
de que se descubriera la presencia de la histamina en el cuerpo. En 1927, Best y
colaboradores aislaron la histamina de muestras frescas de higado y pulmon, y de esta forma
intuyeron que dicha amina era un constitutivo natural del organismo (12). Pronto surgieron
evidencias de la presencia de histamina en otros tejidos y fue entonces que se acufid el

nombre de histamina con base en la raiz griega histos (tejido).

Por otro lado en 1927 Lewis (12) y colaboradores habian acumulado evidencia de que las
células de la piel después de estimulos lesivos liberaban una sustancia con las propiedades de
la histamina (“sustancia H"), incluida la reaccion antigeno y anticuerpo. Ante las pruebas
guimicas de la presencia de la histamina en el organismo, casi no hubo duda para suponer que
la “sustancia H” era la propia histamina. Se sabe ahora que dicha sustancia producida por el
organismo (enddgena) interviene en la respuesta alérgica inmediata y es una reguladora
importante de la secrecidon acida producida en el estomago; también se ha definido su
participacion como neurotransmisor en el sistema nervioso central. Desde hace algun tiempo,
surgieron sospechas de que la histamina actuaba a través de mas de un receptor y se sabe

ahora que tiene cuatro receptores membranales diferentes denominados H;, H,, Hz y Ha.

Il.ILb.  Propiedades fisicoquimicas.

- Nombres  alternativos  (13,14): 1H-imidazol-4-etanamina;  2-(4-imidazoil)etilamina;
B—aminoetilimidazol.

- Formula condensada (13,14): CsHgN3

- Peso molecular (13,14): 111.14.

La histamina es una molécula hidrofilica compuesta de un anillo de imidazol y un grupo amino

unidos por dos grupos metilenos (Fig. Il.i.b1.).

Figura Il.i.b1. Representacion gréfica de la histamina y la numeracion del anillo de imidazol.



Tiene un punto de fusién de 83-84° C (13, 14) y un punto de ebullicién de 209-210° C (13, 14),
es soluble en agua, alcohol y cloroformo caliente (13, 14). Practicamente insoluble en éter.

Posee dos constantes de acidez (15) como se muestra en la figura I1.i.b2
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Figura ll.i.b2. Constantes de acidez de la histamina y las especias existentes en los diferentes pH.

Los electrones en el anillo de imidazol se encuentran deslocalizados (16), por lo que la

histamina presenta varias formas resonantes (Fig. Il.i.b3).
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Figura Il.i.b3. Muestra las formas resonantes del anillo de imidazol en la histamina.

La histamina también posee dos posibles tautomeros (16, 17) como se muestra en la figura
ILi.b4.
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Figura Il.i.b4. Representacion grafica de los dos posibles tautdmeros de la histamina.



Il.i.c. Distribucién natural de la histamina

La histamina se encuentra distribuida ampliamente en todo el reino animal y forma parte de
muchos venenos, bacterias y plantas (12). Casi todos los tejidos de los mamiferos la contienen
en cantidades que van de menos de 1 ug/g a mas de 100 pg/g (12). Las concentraciones en
plasma y otros liquidos corporales por lo comun son pequefiisimas, pero en liquido
cefalorraquideo humano se halla en cantidades importantes (12). La célula cebada es el sitio
predominante de almacenamiento de la histamina en casi todos los tejidos; la concentracién de
esta amina es particularmente mayor en tejidos que contienen un gran nimero de células

cebadas, como la piel, la mucosa del arbol bronquial y de las vias intestinales (12).

Il.I.d. Sintesis, almacenamiento y metabolismo.

Todos los tejidos de mamiferos que contienen a la histamina son capaces de sintetizarla a
partir de la histidina, gracias a su contenido de L-histidina descarboxilasa (Fig. Il.i.d1) (12, 18-
20). El sitio principal de almacenamiento de histamina en casi todos los tejidos es la célula
cebada, y en la sangre, el basofilo (12, 18). Los dos tipos de célula sintetizan y almacenan a la
histamina en sus granulos secretores. Al valor de pH del granulo secretor (~ 5.5), la histamina
tiene carga positiva y puede unirse por enlaces iénicos a grupos acidos de carga negativa en

otros constituyentes del granulo secretor, principalmente proteasas y heparina (12).

La rapidez de recambio de la histamina en los granulos secretores es pequefia y cuando los
tejidos en que abundan las células cebadas agotan las reservas de la amina, se necesitan
semanas para que normalicen sus concentraciones de histamina (12). Los sitios de formacion o
almacenamiento de la histamina fuera de las células cebadas incluyen células de epidermis,
mucosa gastrica, neuronas en el sistema nervioso central y células de tejidos en regeneracién
o con proliferacién rapida (12). El recambio es acelerado en dichos sitios por lo que se libera
continuamente histamina en vez de almacenarla, contribuyendo asi en la excrecién diaria de
histamina y de sus metabolitos por la orina (12). Dado que la L-histidina descarboxilasa es una
enzima inducible, la capacidad de producir histamina en los sitios fuera de las células cebadas

estd sometida a regulacion por factores fisioldgicos (12).

Se conocen dos vias principales del metabolismo de la histamina (12, 18, 21) en seres
humanos; la principal de ellas incluye la metilacién del anillo imidazol, y es catalizada por la
enzima histamina N-metiltransferasa. Gran parte del producto (N-metilhistamina), es
transformado por la monoaminooxidasa a 1-metilimidazol-5-acetaldehido y posteriormente la
enzima aldehido deshidrogenada transforma a este producto en &cido-1-metilimidazol-4-
acético. En la otra via, la histamina es sometida a la desaminacion oxidativa que es catalizada
por la monoaminooxidasa; los productos son el &cido imidazol-5-acético y, al final, su ribosido.

Los metabolitos poseen poca o nula actividad y son excretados por la orina (Fig. Il.i.d1).
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Il.i.e. Funciones fisiolégicas.

La histamina tiene un amplio espectro de actividades fisioldgicas y patolégicas. Se ha
demostrado que esté involucrada en la neurotransmision aminérgica y en numerosas funciones
cerebrales (1, 12, 22), por ejemplo, aprendizaje, memoria, actividad motora, ingesta de
alimentos y comportamiento agresivo. La histamina también esta involucrada en la secrecion
de hormonas pituitarias (1), la regulacion gastrointestinal (1,20, 23) y funciones circulatorias,
asi como en la reaccién inflamatoria (1, 22, 23) y en la regulacion de la respuesta inmune (1).

Dado que la histamina es uno de los mediadores preformados almacenados en la célula
cebada, su liberacién como consecuencia de la interaccion de antigeno con los anticuerpos IgE
en la superficie de dicha célula interviene decisivamente en las respuestas de hipersensibilidad
inmediata y alérgicas (12, 20, 22, 23). Las acciones de la histamina en musculo liso de
bronquios y de vasos sanguineos explican en parte los sintomas de las reacciones alérgicas
(12, 23). Ademas, algunos farmacos de utilidad clinica actian directamente en las células

cebadas para liberar histamina, y asi se explican algunos de sus efectos adversos (12).

ILi.f. Receptores clasicos de histamina.

Hasta el momento se han descrito cuatro tipos de receptores para Histamina en humanos (H;,
H,, Hay Hy) (1, 23-25).
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Figura IL.i.f1. Forma béasica de acci6on de los cuatro receptores membranales de histamina, puede observase que
cuando la histamina se une al receptor, la proteina G se fosforila en su subunidad o y se une a una proteina blanco
(P.B.).

Los 4 tipos de receptores pertenecen a la familia de proteinas GPCR. Son proteinas integrales

de la membrana y estan formadas por una cadena en forma de serpentina que entra y sale 7




veces de la membrana. En su extremo extracelular se encuentra el sitio para acoplar a la
histamina, y en el extremo intracelular se encuentra asociado a una proteina G, la cual a su vez
esta formada por 3 subunidades (a, B y y) las cuales se pueden asociar (afy) o disociar (o -
By) dependiendo de la actividad del receptor. Acoplado a la subunidad alfa se encuentra una
molécula de GDP de baja energia, que se puede fosforilar a GTP de alta energia cuando se
disocia la subunidad alfa del heterodimero beta/gamma y actla sobre una enzima “blanco”

como se ilustra en la figura. I1.i.f1.

- Receptores H;.

El receptor H; contiene 486, 488 o 487 aminoacidos en rata, ratdbn y humano respectivamente,
tiene siete dominios transmembranales de 20-25 aminoacidos en forma de hélices a (1). La
histamina se une al residuo de aspartato en el tercer dominio transmembranal y a los residuos

de asparagina y lisina en el quinto dominio transmembanal (1).

La unidn de la histamina a los receptores H; estimula a la Fosfolipasa C (PLC) (1, 12, 24) la
cual a su vez cataliza a los fosfolipidos de las membranas para obtener segundos mensajeros:
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG) (1, 12, 24). Estos mensajeros activan la
cascada de la proteincinasa C y la movilizacion del calcio intracelular, permitiendo que se
activen microtdbulos y microfilamentos del citoplasma para transportar granulos con diferentes
moléculas en su interior y eventualmente ser expulsados de la célula para ejercer algun efecto
sobre las células vecinas (1, 12, 24). También se ha encontrado que el receptor H; puede estar
asociado a otras fosfolipasas como la PLD e inclusive la PLA-2. Recientemente también se ha
encontrado que los receptores H; pueden activar a través de los segundos mensajeros al factor
nuclear kB (NF-xB) (1, 24) el cual a su vez desregula genes en el DNA permitiendo la sintesis
de varias citocinas y moléculas de adhesion para que se liberen o expresen sobre la membrana
de la célula blanco. Los efectos de los receptores H; se han relacionado facilmente con los
sintomas y signos de diferentes enfermedades alérgicas, por ejemplo, rinorrea, prurito,
estornudos, el edema que causa obstruccion nasal en la Rinitis alérgica, el lagrimeo, la
hiperemia y la quemosis en la conjuntivitis alérgica. En el asma los receptores H; pueden
ocasionar contraccion del muasculo liso bronquial y estimular la produccion de moco en las
glandulas. En la piel los receptores H; ocasionan contraccién de las células endoteliales de las
venas postcapilares causando la aparicién de ronchas y estimulan a las fibras C para ocasionar

prurito.

. Receptores H,,

El receptor H, contiene 358 y 359 aminodcidos en rata o ratdn y en humano respectivamente
(1). Cuenta con siete dominios transmembranales y la histamina se une al tercer dominio a
través de un residuo de aspartato y se une al quinto dominio a través de residuos de treonina y

aspartato (1).



Los receptores H, guardan relacién con la estimulacion de la adenil-ciclasa y por consecuencia,
con la activacion de la proteincinasa dependiente de cAMP en la célula blanco (12, 24). Las
células del aparato gastrointestinal contienen grandes cantidades de estos receptores por lo
que sus funciones se han relacionado con la secrecion de acido gastrico (18, 24), pero también
existen sobre linfocitos y otras células inmunolégicas pudiendo también tener participacion en

la regulacion de la respuesta inmunoldgica (24).

. Receptores H;.
A semejanza de los otros receptores de histamina, los Hs; son receptores acoplados a una
proteina G. Originalmente se describié al receptor H; como un receptor presinaptico que se
hallaba en las terminaciones de neuronas histaminérgicas y en el sistema nervioso central, y
que tenia por accion la regulaciéon de la sintesis y liberacion de histamina (1, 12). En la
actualidad se sabe que los receptores H3 actdan en muy diversos tejidos y que pueden regular
a otros neurotransmisores como dopamina, serotonina, noradrenalina y acetilcolina (1, 12, 24).

Receptores H,,
En el afio 2001 se descubri6 un nuevo tipo de receptores para la histamina (24, 25),
estructuralmente muy parecidos a los receptores Hj pero codificados en un sitio diferente y con
una distribucién mas amplia fuera del sistema nervioso central: médula 6sea, timo, monocitos,
linfocitos, granulocitos, bazo, higado y colon. Aunque aln existen pocos estudios acerca de sus
probables funciones se ha encontrado que estimulan la quimiotaxis directamente de eosindfilos
y células cebadas, e indirectamente, de neutréfilos (por estimular produccion de LTB4) y de

linfocitos T (estimulando produccién de IL-16).

Il i. g. Sitios de union no clasicos de histamina (interaccién con citocromo P450).

El citocromo P450 (CYP450) es una superfamilia de enzimas que contiene un grupo hemo en
su sitio activo. Estas enzimas estan involucradas en el metabolismo de una amplia gama de
sustancias exdgenas al organismo (xenobiéticos), y ademas juegan un papel importante en
diversos procesos fisiologicos al transformar o inactivar ligantes endégenos que participan en la

regulacion celular (1, ver seccién ILii.).

La unién de la histamina a CYP450 ha sido demostrada por L. Brandes, que propone un papel
de segundo mensajero para la histamina intracelular a través de la union con CYP450 (2-7, 26).
Esta teoria comenzd a desarrollarse desde la década de los 60s, cuando Kahlson propuso a la
histamina como un importante mediador del crecimiento celular (2). Este investigador encontro
gue la conversién de histidina a histamina (por accién de la histidina descarboxilasa),
aumentaba significantemente en tejidos de rapida proliferacion y la excrecidon urinaria de
histamina se elevaba durante el embarazo y en la implantacién de tumores. También determino

que dicha histamina no provenia de las células cebadas y formulé la hip6tesis de un origen



intracelular para la amina. Aunque la teoria de Kahlson estaba sustentada por evidencia
indirecta, no demostré la presencia de un receptor intracelular que explicara la accién

promotora del crecimiento celular por histamina.

En 1981 Watanabe asoci6 la accion promotora de tumores del forbol-12-miristato-13acetato
(PMA) a la produccion de histamina al mostrar un incremento en la actividad de la

proteincinasa C y en la actividad de la histidina descarboxilasa (HDC) (2).

En 1984 Brandes sintetizé el N,N-dietil-2-[4-(fenilmetil)fenoxiletanamina - HCIl (DPPE)
(Fig.l.i.g1), con la intencién de crear un ligante selectivo para los sitios de unién de
antiestrogenos (AEBS) en fracciones microsomales (2). EI DPPE, en concentraciones
micromolares, presentd actividad antiproliferativa y citotéxica para varias lineas de células
malignas in Vitro, e inhibié el crecimiento uterino in vivo; estos experimentos sugirieron un

papel importante para los AEBS en la proliferacion celular (2).

La estructura del DPPE es parecida a algunos antagonistas de los receptores H; de la
histamina como la feniltoloxamina y la difenhidramina (Fig. 1l.i.gl). Basandose en la teoria
original de Kahlson, L. Brandes planteé la hipétesis de que los sitios AEBS, podrian ser
receptores intracelulares de histamina (2), sin embargo con estudios posteriores utilizando [°H]
DPPE y [*H] histamina, se estableci6 que la histamina se unia a otros sitios (2, 26)
denominados en un principio como Hic y que esta union es capaz de promover el crecimiento
celular. El DPPE, de acuerdo con lo anterior, podria inhibir la uniéon de la histamina con los
sitios Hc y de esta forma actuar como agente antiproliferante (2). Estudios posteriores

revelaron que los sitios H,c correspondian a enzimas de CYP450.
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Figura Il.i.gl. (2) A) Estructura del DPPE, ligante especifico para los sitios AEBS y con actividad antiproliferante, B)

feniltoloxamina, C) difenhidramina. Los compuestos B y C son antagonistas de los receptores H; de histamina.
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Figura Il.i.g2. Hipotesis desarrollada por L. J. Brandes, se observa que el DPPE impide la formacién del complejo HA-

CYP450, lo que explicaria su accién antiproliferante.
Il.i. h. Ensayos para la cuantificacion de histamina.

- Medicién directa con el espectrofotometro UV — Visible.

La histamina puede ser detectada en la region del ultravioleta a 210 nm (27). Sin embargo, este
método no es conveniente cuando se utiliza HPLC para separar a la histamina de alguna
mezcla, ya que las fases moviles utilizadas en este instrumento absorben en la misma longitud
de onda (27).

- Ensayo fluorométrico (18, 28, 29).
Este ensayo se basa en la capacidad del o-ftalaldehido para acoplarse con la histamina a pH
alcalino y formar un producto de condensacion fluorescente, este producto se detecta en un

fluorémetro usando filtros a 340nm de excitacion y 425nm de emision.

- Formacion de derivados para la deteccion en laregion del UV (30, 31).

En este ensayo se hace reaccionar la histamina con cloruro de benzoilo en presencia de
hidréxido de sodio y el complejo se detecta a 254nm (30). Una alternativa es hacer reaccionar
a la histamina con cloruro de dansilo en presencia de bicarbonato de sodio y detectar el

complejo a 254nm (31).

- Ensayo inmunolégico (18).

Este ensayo esta basado en la interaccion de la histamina con un anticuerpo monoclonal
después de crear un derivado de la histamina con succinil-glicinamida. Este ensayo es
sumamente especifico y existen pocas probabilidades de la unién del anticuerpo con otra

amina.



ILii. Citocromo P450

IL.ii. a. El sistema de citocromo P450.

Las enzimas de citocromo P450 (CYP450) juegan un papel central en el metabolismo de
muchos xenobidticos (32, 33), catalizan reacciones tanto de desintoxicacion como de
bioactivacion. CYP450 puede introducir grupos hidroxilo en estructuras que no son reactivas
como cadenas hidrocarbonadas y anillos aromaticos, iniciando la biotransformacion de
compuestos que no poseen grupos funcionales, en compuestos aptos para la conjugacioén (9,
33, 34).

La capacidad de los tejidos de mamiferos para oxidar xenobidticos, incluyendo la hidroxilacion
de sustratos aromaticos, ya estaba bien descrita a mediados de los afios 1950's. La primera
clave para elucidar la naturaleza de estas enzimas se obtuvo en 1955 por G. R. Williams y M.
Klingenberg (35- 37) que se encontraban trabajando para la fundacion Johnson, en la
universidad de Pennsylvania al estudiar hemoproteinas microsomales por diferencia espectral.
Como muchas hemoproteinas formaban complejos caracteristicos con monéxido de carbono,
ellos trataron los microsomas con un agente reductor, ditionita de sodio (Na,S,0,4) en presencia
de CO. El complejo resultante CO-ferroso fue observado por diferencia espectral, este
experimento revel6 una banda de absorcion muy intensa en 450nm, la cual era diferente a
todas las bandas de absorcion obtenidas para otras hemoproteinas.

Omura y Sato que habian trabajado en la Fundacion Johnson al mismo tiempo de las primeras
observaciones, lograron purificar la proteina responsable de la banda peculiar en 450nm en
1964 y confirmaron que esta absorcion era producida por una nueva clase de hemoproteina
(38, 39). Estos investigadores japoneses propusieron el nombre de citocromo P450, basados
en el maximo de absorcién de estas enzimas. Omura y Sato también descubrieron que el
citocromo P450 era susceptible a la desnaturalizacion, convirtiendo a la enzima en una forma
menos activa donde el maximo de absorcién del complejo ferroso-CO se encuentra en 420nm
(39, 40). El sistema enzimético de CYP450 es responsable del metabolismo oxidativo de un
vasto nuamero de sustratos incluyendo xenobidticos o compuestos enddgenos, este

metabolismo oxidativo tiene tres funciones de gran importancia en el organismo (32):

1) CYP450 es una ruta principal por la cual un organismo puede convertir un agente quimico
lipofilico externo en un producto mas soluble en agua y de esta forma facilitar su
eliminacion. Sin este sistema de eliminacion muchos xenobioticos podrian acumularse y
provocar la muerte, y los efectos de algunos farmacos podrian persistir durante mucho
tiempo (32, 33, 41-43).

2) En contraste con la desintoxicacién, CYP450 puede convertir ciertos xenobiéticos en

productos mas téxicos. Muchos quimicos carcinégenos son activados metabdlicamente via



este sistema enzimatico, hacia metabolitos carcindgenicos que pueden unirse de forma

covalente a macromoléculas como el ADN (32, 33, 41-48).

3) Ademas de la importancia del CYP450 en el metabolismo de xenobibticos, estas enzimas
también metabolizan numerosos compuestos endégenos incluyendo algunos esteroides,
acidos grasos, vitaminas, acidos biliares, leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas (32,
48, 49).

La reaccion general de esta familia de enzimas es la siguiente (9, 33, 35):

2H"+0,+2e+RH —3 ROH+H,0

Donde RH representa un sustrato y ROH el metabolito oxidado, durante la reaccion dos
equivalentes reductores (2e) del NADPH son consumidos y un atomo del oxigeno molecular es

incorporado al sustrato, mientras que el otro atomo de oxigeno es reducido en agua.

ILii.b. Abundancia y distribucion.

CYP450 se encuentra ampliamente distribuido en practicamente todas las formas de vida (9),
ha sido caracterizado en mamiferos, aves, peces, reptiles, insectos, moluscos, artrépodos,
crustaceos, hongos, plantas y bacterias. En los mamiferos estas enzimas estan presentes en la
mayoria de los tejidos; una gran cantidad se encuentra en el higado, donde se localizan en la
membrana del reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos. La membrana del reticulo
endoplasmico es una estructura de gran superficie, lo que hace que este organelo sea ideal
como soporte para enzimas metabolizadoras de xenobidticos. También se sabe que entre el 12
y el 15% del reticulo endoplasmico se encuentra compuesto por CYP450 y se estima que estas

enzimas representan entre el 1y el 2% del peso neto de un hepatocito (9).

A pesar de que la mayor cantidad de CYP450 se encuentra en el higado, existen también
varias formas de CYP450 expresadas en otros organos Yy tejidos, por ejemplo rifidn, prostata,
piel, epitelio nasal, gbnadas, placenta, cerebro, pulmén, bazo, pancreas y tracto gastrointestinal
(9, 33). La distribuciéon de CYP450 en los diferentes 6rganos depende de los requerimientos de
cada érgano, por ejemplo, las enzimas de CYP450 involucradas en la biosintesis de esteroides
se encuentran en membranas de reticulo endoplasmico liso de 6rganos esteroidogénicos,

como testiculos, ovarios y placenta (35).

ILii.c. La familia de genes y nomenclatura.

Los estudios de purificacion de P450 revelaron la existencia de miltiples formas de esta

enzima, con diferencias en su actividad catalitica. Con estos descubrimientos se pudieron



formular las siguientes preguntas: ¢cuantos tipos de enzimas de P450 existen en un tejido
dado?, ¢cual es la relacién entre ellas? y ¢ cual es el papel que juega cada una de ellas en el

metabolismo?.

La gran dificultad para purificar las enzimas de citocromo P450 (particularmente, por ser formas
muy parecidas), hace estas preguntas dificiles de responder por los procedimientos clasicos de
purificacion enzimatica. Las herramientas de biologia molecular proporcionaron la clave. Los
cDNA's para enzimas de citocromos P450 en roedores inducidos con agentes como
fenobarbital o B-naftoflavona se obtuvieron en los afios de 1980’'s y los cDNA’s de nuevas
formas de citocromo P450 ahora son aislados rutinariamente. Ademas, ya se han determinado
las secuencias de genes de 780 isoformas de citocromo P450 distribuidas en todos los reinos

bioldgicos y 36 isoformas en humano (8).

El analisis de secuencias permitié el desarrollo de una nomenclatura universal para CYP450.
Los sistemas previos de nomenclatura estaban basados en la movilidad electroforética relativa,
en su Amax, O en la especificidad por un sustrato, dependiendo del laboratorio, asi que la misma
enzima podia ser identificada con muchos nombres. Esta nomenclatura azarosa se reemplazé
por un proceso sistematico molecular y de evolucién. Este sistema se basa en que la
semejanza de secuencias entre dos enzimas es menor cuando existe una mayor distancia con
un antecesor comun (35, 50). De esta forma, dos enzimas que difieren muy poco en su
secuencia, como P450 2B1 y 2B2, se espera que sean similares en estructura y en funcion,
mientras que las enzimas que sean marcadamente diferentes en su secuencia se espera que
muestren mayores diferencias en estructura y funcion. Las enzimas que tienen mas de un 40%
de similitud en su secuencia son asignados (arbitrariamente) en una misma familia, aquellas
enzimas con mas de 55% de semejanza son miembros de la misma subfamilia (35, 50). A una
sola enzima se le asigna un numero de familia, una letra de subfamilia y finalmente otro
namero que indica especificamente el miembro de una subfamilia (tabla Il. ii. c1). Por ejemplo,
P450 3A4 es el cuarto miembro de la subfamilia A de la familia 3. Una forma mas abreviada de
nomenclatura se obtiene al reemplazar citocromo P450 por las letras CYP, por lo que el

ejemplo anterior se escribiria CYP3A4 (ver tabla Il.ii.c1).

La funcién enzimatica usualmente correlaciona con la similitud en la secuencia. Por ejemplo,
todas las enzimas de citocromo P450 4A catalizan la o-hidroxilacion de los acidos grasos. Los
nameros de familia por debajo de 100 estan reservados para eucariontes, asi que para las
enzimas microbianas se utilizan nameros mayores de 100. Aunque este sistema esta basado
en valores arbitrarios para la similitud en las secuencias, se ha obtenido méas orden que con la
nomenclatura previa. En algunos casos el nombre trivial se sigue usando, por ejemplo, la
aromatasa (CYP19A) remueve el metilo del carbdén 19 y aromatiza el anillo-A de la
androstenediona, en la biosintesis del estradiol: citocromo P450cam (CYP101) cataliza la

hidroxilacién del alcanfor.



Nombres anteriores
Familia P450 | Enzima | Rata |Ratén | Conejo | Sustrato tipico o actividad Tipico agente inductor.
EROD PAH, TCDD,
1A1 C P, LMg aril hidrocarboén B-NF
1 hidroxilasa (receptor Ah)
1A2 D Ps LM, 2-AAF, 1Q isosafrol
N-hidroxilacién TCDD
Testosterona, 7a-hidroxilasa,
2A1 A PB
(metabolismo de esteroides)
2 2B1 B LM, hexobarbital, PB PB , constitutivo
2D6 UT-H debrisoquinona, esparteina No inducible.
2E1 J LM3, dimetilnitrosamina etanol, isoniazida
3 34 p nifedipina esteroides, dexametasona
4 4A1 | P-452 w-hidroxilasa peroxisoma, proliferadores

Abreviaciones:2- AAF= 2-acetilaminofluoreno; EROD= 7-etoxirresorufina O-deetilasa; PB= fenobarbital;
PAH= hidrocarburos aroméaticos policiclicos; TCDD= 2,3,7,8- tetraclorodibenzodioxina; B-NF= p-naftoflavona;

1Q= 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]quinolina.

Tabla Ilii.cl. En esta tabla se muestra la homenclatura actual y los nombres anteriores de algunas isoformas de

CYP450 hepaticos involucradas en el metabolismo de xenobidticos (35)

I.ii.d. Ciclo catalitico.

Como ya se ha mencionado, CYP450 tiene la capacidad de metabolizar una gran variedad de
compuestos tanto xenobidticos como endogenos (seccion ll.ii.a). Para explicar la gran
capacidad metabdlica de estas enzimas es importante conocer su ciclo catalitico (Fig. Il.ii.d1),
asi como los cambios conformacionales que sufre la enzima durante todo el ciclo. Mucho de lo
que se sabe del ciclo catalitico, deriva de estudios cristalograficos en enzimas de CYP450
solubles de Pseudomonas putida denominadas CYP450cam (51), y se han podido proponer
nueve pasos generales (34, 52) para dicho ciclo, sin embargo es importante notar que no todas
las isoformas pasan necesariamente por todos los pasos del ciclo y que también existen

reacciones laterales que pueden modificar el ciclo de manera importante (34, 53).



Esquema generalizado del ciclo de CYP450 (34, 52, 53)

9 1
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(o transferencia directa de la reductasa al complejo Fe2*-05)

Figura Ilii.d1. En este esquema se representa el ciclo catalitico de CYP450, y se muestra el estado de oxidacion del

hierro, asi como la entrada y salida de las moléculas necesarias para que el ciclo funcione (34, 53)

Paso 1. El ciclo catalitico (Fig. Il.ii.d1) comienza con el &tomo de hierro del CYP450 en estado
férrico (Fe3+). En este paso, el sustrato se une a la enzima, en alguna parte distal a la region
del grupo hemo, desplazando una molécula de agua que actia como sexto ligante (54, 55)
(Fig. 1L.ii.d2). Este paso puede involucrar un cambio en el estado de espin del &tomo de hierro
(algunos CYP450 tienen bajo espin en el estado libre de sustrato, por ejemplo, y algunos se

encuentran en alto espin), y también puede cambiar el potencial redox del sistema proteinico.
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Figura Il.ii.d2. En este esquema se representa la entrada de un sustrato en el sitio catalitico de CYP450, la mayoria de
los sustratos se unen al dominio hidrofébico de la bolsa catalitica (representada con un cuadro amarillo); esta unién
provoca el desplazamiento de una molécula de agua que se encuentra unida al &tomo de hierro y cambia el espin de

este ultimo.

Paso 2. El segundo paso es la reduccién del complejo a un estado ferroso (Fe?"). La forma en

la que el electron es transferido depende del tipo de célula y del tipo de CYP450; en



eucariontes la forma mas comun es que el donador de electrones sea el NADPH, y que los
electrones sean transferidos a una enzima conocida como NADPH-P450reductasa (33, 54, 56)
Fig. 1L.ii.d3 (A).Esta enzima es una flavoproteina con dos grupos prostéticos, el FAD y el FMN
(Fig. 1Lii.d3 (B)); el FAD es el aceptor inicial de los electrones provenientes del NADPH,

mientras que el FMN sirve para reducir al atomo de hierro del CYP450 (56).
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Figura ILii.d3. (A) Cadena de transporte de electrones en CYP450 de reticulo endoplasmico. (B) Estructuras de FAD y
FMN, los grupos protéticos de la NADPH-CYP450 reductasa (33).

El paso 1 puede o no facilitar el paso 2, dependiendo de la isoforma de CYP450; el paso 1 se
muestra antes que el paso 2 porque es mas rapido, aln cuando la cinética del paso 2 es

independiente de la union del sustrato (34).

Paso 3. El tercer paso es la unién del oxigeno molecular al CYP450 en estado ferroso. Este
complejo es inestable y puede generar hierro férrico y un anion superéxido, O, . El complejo

Fe®* .0, ha sido observado en P450's microsomales, pero después de este paso, la

caracterizacion de los intermediarios es incierta (Fig. Il. ii. d4.).
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Figura Il.ii.d4. Representacion grafica del complejo superéxido en el tercer paso del ciclo catalitico.

Paso 4. El cuarto paso es una segunda reduccién, la cual origina especies activas de oxigeno.
Este electrén puede provenir de la NADPH-P450 reductasa o en algunos casos, del citocromo
bs (el citocromo bs es ineficiente para proveer el primer electrén probablemente porque la
primera reduccion es termodindmicamente mas dificil que la segunda). La participacién de
citocromo bs para proveer de equivalentes reductores depende de la isoforma de CYP450 y del

sustrato presente en la reacciéon de oxidacién (37).

Paso 5. En este paso se adiciona un proton a la molécula de oxigeno Fig. Il.ii.d5.
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Figura IL.ii.d5.
Paso 6. En este paso el enlace O-O es disociado, generando H,O (con la adicion de un protdn)

y la especie representada como FeO*. Este complejo de alta valencia también puede ser

escrito como Fe'=0 pero la configuracion electrénica exacta se desconoce (34).

Paso 7. Se proponen varios mecanismos para este paso, por ejemplo, se propone que el
complejo deficiente de electrones, puede abstraer un proton del sustrato o que puede tomar un

electréon o formar un complejo sigma con el sustrato.
Paso 8. Un subsecuente colapso de este intermediario causa la generacion del producto en el
paso 8. (En el caso de que el mecanismo del paso 7 sea la abstraccion de un hidrogeno del

sustrato, al paso 8 se le conoce como “oxigeno rebotado”).

Paso 9. En el paso 9 el producto es disociado de la enzima, y ésta vuelve al estado Fe** inicial.



II. ii. e. Propiedades espectroscépicas.

El grupo hemo (Fig. Il.ii.el) es un cromo6foro muy potente y sus propiedades espectroscépicas
son sensibles a la naturaleza de los ligantes unidos al atomo de hierro del grupo hemo, al
estado de oxidacion del hierro y al ambiente proteinico en el que el grupo hemo se encuentra
inmerso. La caracteristica de las enzimas de CYP450 que permitié su descubrimiento y por el
cual recibe su nombre, es que el hierro en su forma reducida (ferroso, Fe®") forma con el
monoéxido de carbono (CO) un complejo que presenta un maximo de absorcién a 450nm (Fig.
Il.ii.e2). Las diferentes formas de CYP450 tienen un rango de absorcion de 447nm a 452nm.
Complejos anélogos de Fe**CO de las hemoproteinas tipicas tienen un maximo de absorcion
alrededor de a 420nm (37); la mioglobina por ejemplo tiene una Anax €n 423nm.

El valor de Anmax para el complejo Fe**CO en una hemoproteina, esta fuertemente influenciada
por la identidad del ligante coordinado al atomo de hierro en el lado opuesto al que esta
ocupado por el CO. Este ligante axial en la mioglobina y en la mayoria de las hemoproteinas,
es un atomo de nitrogeno proveniente del anillo de imidazol de una histidina. El inusual
cromoéforo P450 sugiere la presencia de un ligante poco comun, la evidencia de modelos
guimicos fueron consistentes para un ligante tiolato (Fig. Il. ii. €2), y la estructura cristalina de
CYP450,,, reveld directamente que el ligante axial era un sulfuro desprotonado de una cisteina
(57). Solo las proteinas con un ligante tiolato forman complejos reducidos con CO que tienen

una Amax Cercana a 450 nm.

HsC CHg

CH,

Figura Il.ii.el. Estructura de la protoporfirina 1X, dos de los nitrégenos del anillo se encuentran coordinados al atomo

de hierro (enlaces en flechas) (61).



CH,

Cisteina

A B

Figura Il.ii e2. A) estructura de la protoporfirina IX en CYP450 donde el atomo de hierro se encuentra unido al atomo

de azufre proveniente de una cisteina. B) Complejo responsable de la Amax de 450nm

. ii. f. Diferencia espectral (58-60).

La espectroscopia en la regién UV-visible ha sido ampliamente utilizada para la deteccién y
caracterizacion de los diferentes tipos de CYP450, y se ha observado que la unién de un
sustrato tiene un efecto muy marcado en el espectro de absorcion (9, 58, 59). La primera
demostracién de cambios en la absorbencia como resultado de la interaccién entre CYP450 y
un sustrato fue reportado en 1965 cuando Narasimhulu (60) y colaboradores adicionaron 17-
hidroxiprogesterona a una solucion clarificada con Tritbn N-101 de microsomas
adrenocorticales de res. El espectro optico consistia en un pico de absorcion a 388nm, con un

punto isosbéstico a 407nm y un minimo de absorcién a 420nm.

Poco tiempo después Remmer y colaboradores (1966) (60) reportaron la formacién de dos
tipos de cambios espectrales, seguidos por la adicidon de sustratos en microsomas hepaticos de
rata. Estos cambios espectrales fueron categorizados y descritos en detalle por Shenkman (58,
60) y colaboradores en 1967. En microsomas hepéticos de rata estos cambios espectrales
fueron denominados como tipo I, teniendo un cambio en la diferencia espectral que esta
caracterizada por la aparicion de un pico maximo de absorcién de 385-390nm y un minimo en
420nm (Fig. ILii.f1) y tipo Il, que son cambios espectrales caracterizados por un maximo de
absorcion en 425-435nm y un minimo en 390-405nm (Fig. I1.ii.f1).

Los cambios espectrales causados por compuestos como el butanol con un méaximo de
absorcién a 420nm y un minimo a 388-390nm, fueron originalmente designados como tipo Il
modificado (59) pero poco después fueron nombrados como tipo | reverso (60). Los cambios
espectrales tipo | y tipo Il han demostrado ser espectros de unién reversibles (58) y dependen
de la cantidad de compuesto adicionado, al graficar A Abs. vs [sustrato] se observa un modelo
de saturacion del tipo Michaelis — Menten (Fig. 11.ii.f2). Si se grafica el doble reciproco de 1/A
Abs. vs 1/ [sustrato], simulando un modelo tipo Linewever-Burk, es posible calcular una

constante de disociacion espectral (Ks) (55) (Fig. 1L.ii.f3).




Como la constante Km y la constante espectral Ks eran similares en magnitud, se sugirié que el
espectro de tipo | era la manifestacion de la formacién del complejo enzima-sustrato. Sin
embargo debe notarse que la correlacion entre la constante Km y la constante de disociacion
espectral Ks para sustratos de tipo | es fortuita ya que la Ks se obtiene a partir de cambios
espectrales determinados con la proteina en estado férrico en ausencia de cualquier agente

reductor, mientras que Km se obtiene a partir de un sistema de metabolismo activo.

Los cambios espectrales de tipo Il se han observado en compuestos que contienen una amina
primaria como la anilina, la piridina, n-octilamina, etc. y aparentemente éstos compuestos son
capaces de unirse a la forma férrica de la hemoproteina a través de un par electrénico
disponible de la amina y ocupar la posicion como sexto ligante del atomo de hierro. El criterio
utilizado para determinar la interaccion con el hierro se basa en la habilidad que poseen estos
compuestos para desplazar al monéxido de carbono de la sexta posicién de coordinacién en la
forma reducida de CYP450 (58, 60).

En el espectro tipo | reverso se piensa que puede ocurrir el desplazamiento de un ligante distal
(como una molécula de agua o posiblemente un ién hidroxilo) combinado con la unién de un

sustrato en la region hidrofébica de la bolsa catalitica (9, 60).
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Figura ILii.f1. Tipos de cambios espectrales. Tipo | (punto--linea), revetlsb tipo | (puntos), Tipo Il (linea continua) (59).
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Figura ILii.f2. Representacion gréfica del comportamiento Michaelis-Menten que se observa al graficar A Abs. vs

concentracion de sustrato.
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Figura ILii.f3. Representacion del grafico tipo Lineweaver-Burk (doble reciproco) para el célculo de la constante de

disociacién espectral (Ks).

En las tablas ILii.f4, 5 y 6 se enlistan algunos ejemplos de compuestos que generan cambios

espectrales de tipo I, tipo Il y tipo | reverso.

Tabla Il.ii.f4. Compuestos que producen espectros tipo I.

Acido araquidénico | Tolueno
Benzo(a)pireno R-warfarina
Benzfetamina 2-heptanona
Alcanfor Metionina
DDT a-naftoflavona
Hexano B-naftoflavona
Hexobarbital n-octano
Naftaleno Acido oleico
Pentobarbital Paration
Fenobarbital Triton X-100
Testosterona Tween 80

Tabla ILii.f5. Compuestos que producen espectros tipo Il.

Anilina

Imidazol

Piridina

Oxido nitrico

n-octilaminaBenzilamina

Nicotina

Triptofano (altas concentraciones)




Tabla Il.ii.f6. Compuestos que producen tipo | reverso

Cafeina

Teofilina

Butanol

Etanol

Metanol

2-propanol

Alcohol bencilico

Acetanilida

Referencias para las tablas lii.r4,5y 6 (9, 60)

l.ii.g. Estados de espin.

Para un entendimiento méas profundo de la interaccion de sustratos con CYP450 y su
importancia en el mecanismo de accién de estas enzimas, es necesario examinar la quimica de
coordinacion del atomo de hierro en el grupo hemo. Este problema puede ser visualizado de
una forma simple utilizando la teoria de campo cristalino (33, 35, 60, 61), esta teoria esta

basada en la interaccién electrostatica entre los ligantes y el ibn metalico.

Se identifican los 26 electrones del &tomo de hierro y sus niveles de energia principales 1s°,
2s%, 2p° 3s? 3p° 3d° 4s? donde el superindice indica el nimero de electrones, las letras
designan los estados de energia y los coeficientes indican el nUmero cuéantico principal. El
atomo de hierro en la protoporfirina se encuentra en estado férrico (Fe*"), y contiene cinco
electrones distribuidos en los cinco orbitales 3d (3d°), estos orbitales se denominan dxy, dxz,
dyz, dx*y?, dz” (Fig. 1.i.g1l A). Si el ion se encuentra en estado libre, todos los orbitales tendran
la misma energia, y los electrones se distribuiran uno en cada orbital. Los orbitales que tienen
la misma energia se denominan degenerados (Fig. Il.ii.gl B). Cuando el atomo de hierro es
colocado dentro de un anillo de protoporfirina y después es unido a una proteina, se pierde la
simetria del ambiente de enlace provocando diferencias en los niveles de energia

transformando a los orbitales en estados no degenerados (Fig. Il.ii.g1 C).

Cuando un ligante se encuentra cercano a un metal de transicion, la carga del ligante perturba
a los orbitales d debido a la repulsion entre los electrones del metal y los del ligante. Mientras
mas cercano se encuentre el ligante, mayor sera la energia del orbital. Para el caso del
CYP450 en estado basal, el &tomo de hierro se encuentra en un estado hexacoordinado con
cuatro atomos de nitrégeno de la protoporfirina, un azufre de una cisteina que lo mantiene
unido al resto de la enzima y un oxigeno de una molécula de agua, estos seis ligantes se

acomodan en una simetria practicamente octaédrica.



Este arreglo hace que el orbital que se encuentra en el plano xy (dx*-y?) y el orbital ubicado en

el eje z (dz?) suban en energia, y provoca que los electrones se apareen al maximo y quede un
electrén desapareado; a este estado se le conoce como de bajo espin (S = %2 ). Por estudios
cristalogréficos y de resonancia paramagnética electronica (EPR) en CYP450 ., se sabe que
el atomo de hierro se encuentra en equilibrio con la forma pentacoordinada de alto espin
(S=5/2) debido a la pérdida de la molécula de agua (51, 62) (Fig. Il.ii.g1).

Estudios de resonancia paramagnética electrénica (EPR) revelaron que al interaccionar un
sustrato con enzimas de CYP450, hay un incremento en las sefiales de alto espin (62), esto

significa que de alguna forma el hierro aumentaba en su forma pentacoordinada.

Por otro lado, al interaccionar una amina primaria con CYP450, las sefiales de alto espin
desaparecen y solo se observaban las de bajo espin (62), esto significa que el &tomo de hierro

aumenta en su forma hexacoordinada.

Estudios cristalograficos (7) con CYP450cam revelaron que la unién de un sustrato al dominio
lipofilico de la enzima provoca el desplazamiento de una molécula de agua coordinada al
atomo de hierro, lo que conduce al &tomo de hierro a su forma pentacoordinada. Los estudios
espectrofotométricos mostraron que las aminas primarias son capaces de modificar el espectro
de CYP450 en su forma reducida con monoéxido de carbono (58), lo que sugiere que las aminas
primarias compiten por el mismo espacio que el monéxido de carbono, es decir, las aminas
primarias podian unirse al &tomo de hierro y evitar la formacién del complejo con CO, esta
union era posible gracias al par electronico disponible del nitrégeno en las aminas. Estos
mismos experimentos fueron realizados con un sustrato (hexobarbital) de CYP450, el cual no
modificd los espectros con monéxido de carbono lo que sugiere que no se une al mismo sitio
que el monoxido, es decir, este sustrato no se une al &tomo de hierro, lo que estaba acorde con
los estudios cristalograficos ya mencionados.

Con todas estas evidencias se ha podido plantear que las diferencias espectrales de tipo |y de
tipo Il son causadas por el cambio en el estado de espin del a&omo de hierro en la
protoporfirina, donde un espectro tipo | significa que el atomo de hierro se encuentra en estado
pentacoordinado de alto espin y el espectro de tipo Il se encuentra en estado hexacoordinado
de bajo espin y es el compuesto quimico el que estd ocupando la sexta posicion de
coordinacion.
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Figura ILii.g1. A) Se muestran la forma de los orbitales d del Fe. B) Cuando el ion Fe®* se encuentra en estado libre
los orbitales atémicos tienen la misma energia y se denominan degenerados. C) Estado hexacoordinado del Fe* en
CYP450, se tiene un estado de bajo espin (S=1/2). D) Estado pentacoordinado del Fe*" en CYP450, muestra un estado
de alto espin (S=5/2).

ILii.h. Tipos de reacciones catalizadas por citocromo P450.

Las reacciones mas comunes llevadas a cabo por CYP450 (34, 52) son (a) hidroxilacion de
carbono, (b) oxigenacion de un heteroatomo, (c) liberacion de un heteroatomo (desalquilacion),
(d) epoxidacion y (e) migracion oxidativa. Con un mecanismo catalitico general que involucra
un “oxigeno rebotado” se pueden explicar las aparentemente diversas reacciones oxidativas de
CYP450.




Esquema Ilii.h1l. Mecanismos unificados para la mayoria de las reacciones de CYP450

Hidroxilaciéon de carbono

3+ | 3+ I |
[Feo] HG= —> [FeOH]  oc- —= Fe¥! HoG-

Oxigenacion de un heteroatomo

3+ 2+ . |
[Feo] ox_ — [Feo] e X— e Fe3+ O._X_
®
Liberacién de un heteroatomo (desalquilacién)
3+ , 2+ , 3+ l .
[FeO] :I\II—CHZR —= [FeO] ".‘I\II-CHZR — [FeOH] -l\|l=CHR ~ l\ll—CHzR
o] I OH
CHR + SN—H ——— Fed* :I\II—CHR

Epoxidacion y migracién oxidativa

R R
w3 =
S

A continuacidn se muestran ejemplos de cada tipo de reaccion:

(@) Hidroxilacién de carbono. La hidroxilacion de carbono (o C-oxidacién) es una reaccién
muy comun. El caso méas simple es la formacion de un alcohol. EI mecanismo es la

abstraccion de un hidrégeno y el rebote de un oxigeno.

Esquema Ilii.h2. Posibles mecanismos para la oxidacion de etanol y acetaldehido por
CYP2EL1 (34, 42).

Fe3+
3+

. (FeOH) OH H,0 o

/\ (FeO)

H,C OH — & . ——=  H,C
? PN > Z
tanol H3C OH H5C OH H
etano
etano-1,1-diol acetaldehido




(b) Oxigenacion de un heteroatomo (34). Los heteroatomos son aquellos atomos diferentes

de carbono. Las enzimas de CYP450 son capaces de adicionar oxigenoa N, S, Py I.

Esquema Il.Il.Lh3. N-oxidacion de 3-metilpiridina.

CH
\ CHjy \ 3
CYP450
—_— +/
N/ ’\I'
A
3-metilpiridina N-6xido-3-metilpiridina

Existen dos mecanismos propuestos para este tipo de reaccién

Mecanismo homolitico para la N-oxigenacion.

R S
.o +e — | l
FeO3* + RN— — FeV—0 + Rl\ll— — Fe'”—o—r\llGi — Fed 4 R'\ll@
N-oxigenacion (2 X 1-transferencia de electrén / rebote de oxigeno)
©
. .. .. ® o
FeO + Rl\ll— —> FeO?" , RN— —>» FeO™ + RN— —= [e3+ . RI\IIQ
I I

(c) Liberacion de un heteroatomo (desalquilacién). Este proceso resulta de la hidroxilacién
formal de un carbono adyacente a un heteroatomo para producir un compuesto inestable,

lo que provoca la ruptura del carbono con el heteroatomo.

Esquema ll.ii.h4. N-desalquilacion de 7-etoxicumarina (31).

x AN o
- c R
H3CH,CO o o HO o o HsC H

7-etoxicumarina 7-hidroxicumarina acetaldehido

(d) Epoxidacion. La epoxidacién es de interés particular en toxicologia, en este proceso los
productos pueden ser inestables y reaccionar con grupos nucleofilicos en macromoléculas

(proteinas, acidos nucleicos) para iniciar el efecto biolégico.




Esquema ll. ii. h5. Epoxidacion de benzo[a]pireno (28).

OGS e D OO

(o)
. OH
benzo[a]pireno (+)-7,8-ep6xido ()-7,8-diol
CYP1A1 l

Formacioén de
aductos con ADN

OH

(+)-anti-7,8-diol-9,10-
epoéxido

ILii.i. Inhibicién (63, 64).

En el ciclo catalitico de CYP450 se han identificado al menos tres pasos limitantes que pueden
ser afectados por un inhibidor: (a) la union del sustrato, (b) la unidon del oxigeno molecular
subsecuente a la primera transferencia de electron y (c) el paso catalitico en el que el sustrato
es oxidado. Los inhibidores de CYP450 se dividen en tres categorias mecanisticas: (A) agentes
que se unen reversiblemente, (B) agentes que forman complejos cuasi-irreversibles con el
atomo de hierro, y (C) agentes que se unen irreversiblemente a la proteina o al grupo prostético
hemo, o que aceleran la degradacion del grupo prostético sin aparentemente unirse a él. La
mayoria de los inhibidores que interfieren antes del evento oxidativo son generalmente
reversibles y son inhibidores competitivos 0 no competitivos. Los agentes que actlan durante o
después de la transferencia de oxigeno son generalmente irreversibles o quasi-irreversibles, y

en muchos casos caen en la categoria de inhibidores suicidas.

Inhibidores reversibles (63).

Los inhibidores que compiten con sustratos por la ocupacion del sitio activo incluyen sustancias
gue se unen al dominio hidrofébico, que se coordinan con el &tomo de hierro del grupo hemo, o
gue participan en enlaces de hidrégeno especificos o interacciones ionicas con residuos
especificos del sitio activo. El primer mecanismo, una simple competencia para unirse al
dominio lipofilico del sitio activo, es evidenciado por la competencia que existe entre los
sustratos de una isoforma de CYP450. Este tipo de inhibicidon es éptima cuando el inhibidor se
une fuertemente pero no es un buen sustrato. La inhibicion por este mecanismo no es
particularmente efectiva pero en situaciones apropiadas pueden provocar cambios metabdlicos
importantes. Un ejemplo claro de este tipo de inhibidores es la inhibicibn metabdlica causada

por el benceno o el tolueno.



- Coordinacién al hemo férrico.

La fuerte coordinacién entre un ligante y el hierro pentacoordinado, o el desplazamiento de un
ligante débil de un hemo hexacoordinado por un ligante fuerte, cambia a la enzima de un
estado de alto espin a uno de bajo espin y da como resultado un espectro de “tipo 11" con un
maximo en aproximadamente 430nm (59). Este cambio de espin es acompafiado por un
cambio en el potencial redox de la enzima lo que hace que su reduccion por la citocromo P450
reductasa sea mas dificil. Este cambio en el potencial de reduccién, mucho mas que la
ocupacion fisica del sexto sitio de coordinacion, es responsable de la inhibicién asociada con la
unién de ligantes fuertes. Los ligante iénicos como el cianuro se unen preferencialmente a la
forma férrica de P450. Las tres cargas positivas férricas se encuentran neutralizadas en la
enzima por las cargas negativas de sus tres ligantes (dos nitrégenos de la porfirina y el tiolato),
pero las cargas negativas exceden las dos cargas positivas del hierro ferroso. El cianuro se une
mejor a la enzima neutral (estado férrico) que a la enzima negativa (estado ferroso). De hecho
el cianuro se une mas débilmente al P450 férrico que a la mioglobina férrica porque el ligante
tiolato del P450 ubica una mayor densidad electronica en el hierro que el ligante imidazol en la
mioglobina. La quelaciéon de ligantes iénicos es desfavorecida ademas, por la naturaleza
lipofilica del sitio activo de CYP450.

- Coordinacién al hemo ferroso.

El mondxido de carbono, el ligante no cargado mas simple. Se une exclusivamente a la forma
ferrosa (reducida) del CYP450. La uniéon del monéxido de carbono al hemo ferroso provoca una
donacion de electrones del carbén al hierro a través de un enlace o, asi como una
retrodonacion de electrones de los orbitales d ocupados del atomo de hierro a los orbitales zde
antienlace vacios del monéxido de carbono (65). Las enzimas de CYP450 son nombradas de
esta manera debido a que el complejo con monéxido de carbono presenta una absorcion
maxima en 450nm. El descubrimiento de que la absorcion en 450 nm podia ser reproducida al
modelar ferroporfirinas, sélo con un ligante tiolato trans al monodxido de carbono fue la
evidencia clave para proponer un ligante tiolato como quinto ligante en el CYP450. La inhibicién
por monéxido de carbono es una caracteristica particular en todos los procesos catalizados
por CYP450.

- Coordinacion al grupo hemo y unién lipofilica.

Los inhibidores que se unen a la region lipofilica de la proteina, y que simultaneamente se unen
al hierro del grupo hemo, son mas efectivos que los agentes que dependen sélo de una de
estas interacciones. La actividad de estos agentes como inhibidores de CYP450 esta
gobernada por su cardcter hidrofébico y por la fuerza de unién entre un par electrénico

disponible de su heteratomo vy el hierro del grupo prostético hemo. Los inhibidores menos



efectivos incluyen alcoholes, éteres, cetonas, lactonas y otras estructuras en las que el atomo
que se coordina con el &tomo de hierro es un oxigeno, el cual se coordina muy débilmente. Los
inhibidores reversibles mas efectivos, en contraste, interactian fuertemente con la proteina y
con el grupo prostético. La union de inhibidores que son fuertes ligantes del hierro, dan como
resultado una diferencia espectral de tipo Il con un maximo de Soret en 430nm. La mayoria de
estos poderosos inhibidores son compuestos alifaticos y aromaticos que contienen nitrégeno.

Derivados de piridina e imidazol son particularmente Utiles como inhibidores de CYP450. La
metirafona (Fig. Il.ii.il) es uno de los inhibidores de CYP450 mas utilizados, y los factores que
determinan su potencia inhibitoria asi como para otros heterociclos que contienen nitrégeno,
son vélidos para la mayoria de los inhibidores reversibles: (1) la intrinseca afinidad de un par
electrénico del ligante por el &tomo de hierro en el grupo prostético hemo, (2) el grado en el que
esta afinidad intrinseca es moderada por interacciones estéricas por sustituyentes en el
inhibidor, (3) la lipofilicidad en la porcién no ligante del inhibidor, (4) la congruencia entre la
geometria del inhibidor y la del sitio activo. El sinergismo entre la unién del dominio lipofilico y
la coordinacion con el hierro, esta ilustrada por el hecho de que el imidazol y el benceno
individualmente son inhibidores débiles, pero unidos en el fenilimidazol constituyen un potente
inhibidor. Las elipticinas (Fig. Il.ii.il), una clase de heterociclos inhibidores de CYP450,
interactian con las formas férrica y ferrosa de la enzima. Las constantes de inhibicion se
encuentran en el rango de 1-10uM pero la inhibicibn es competitiva en microsomas hepéaticos
de rata inducidos con fenobarbital y no-competitiva con microsomas hepaticos de rata

inducidos con aroclor.
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Figura ILii.il. Diagrama esquematico de dos puntos de unién de inhibidores con un dominio lipofilico y un nitrégeno

coordinante. También se dan dos ejemplos de este tipo de agentes inhibidores.



Unién covalente a la proteina (63).

Los agentes que inactivan a CYP450 por la union covalente a la proteina después de ser
activados oxidativamente por la misma enzima, incluyen una gran variedad de compuestos
sulfurados (por ejemplo paratidn, dietilditiocarbamato, isotiocianatos, tio-ureas, etc.) y
estructuras halogenadas como cloranfenicol. Los detalles del mecanismo por el cual estos
compuestos inactivan al CYP450 no han sido totalmente definidos, sin embargo el mayor
progreso se ha hecho en elucidar el mecanismo de accion del paration (Fig. 1L.ii.i2) y el
cloramfenicol (Fig. ILii.i3). Se ha demostrado que la proteina queda marcada radiactivamente
cuando se utiliza [*°S] en el paration, pero no es asi cuando la radioactividad se encuentra en el
“C de los grupos etilo. EI 90% de proteinas microsomales que estan enlazadas
covalentemente con *°S son precipitadas con anticuerpos contra CYP450. Aproximadamente el
75% del grupo prostético hemo se pierde al incubar la enzima de CYP450 con paration. Entre
el 50 y el 75% del sulfuro marcado radiactivamente es removido de la proteina con cianuro o
ditiotreitol, y esto es consistente con la sugerencia de que se encuentra en forma de
hidrosulfitos (RSSH), pero la actividad de las enzimas no es recuperada. La unién covalente
con el azufre, la bien establecida oxidacién de compuestos con azufre para formar S-6xidos, y
la formacién de metabolitos en los cuales el azufre es reemplazado por un oxigeno, sugieren el

siguiente mecanismo de activacion oxidativa:
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Figura ILii.i2. La activacion oxidativa del paration. No se tiene evidencia experimental directa de los intermediarios

encerrados en corchetes.

En el caso del cloranfenicol, no sélo la unién del cloranfenicol [**C] a la apoproteina esta
correlacionada con la pérdida de actividad, también con la digestion proteolitica. La hidrdlisis
del aminoacido modificado da como resultado un fragamento de lisina y cloramfenicol. El
cloranfenicol es oxidado al intermediario oxamil cloruro, que es hidrolizado al metabolito acido
oxamico o acilan una lisina critica en la proteina (Fig. ILii.i3). La acilacion de la lisina

aparentemente interfiere con la transferencia de electrones al grupo hemo.
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Figura I1.ii.i3. Mecanismo propuesto para la inactivacion de CYP450 por el cloramfenicol. El residuo acilado de la

proteina ha sido aislado y caracterizado.

Coordinacién cuasi-irreversible al grupo prostético hemo (63).

Un gran nuimero de farmacos que incluyen metilendioxibencenos, alquilaminas, e hidrazinas,
pueden formar metabolitos inhibitorios después de una activacion metabdlica por CYP450.
Estos metabolitos pueden formar complejos estables con el grupo prostético hemo del
CYP450, denominado complejo intermediario metabdlico, de tal forma que el CYP450 es
secuestrado en un estado funcionalmente inactivo. La complejacién de este tipo de inhibidores
puede revertirse, y la funcién catalitica del CYP450 puede restablecerse por una incubacion in
vitro con compuestos altamente lipofilicos, que desplazan al intermediario metabdlico del sitio
activo. Otros métodos in vitro incluyen la disociacién del complejo por medio de una radiacion
en un rango de 400 a 500nm o la oxidacién al estado férrico por la adicion de ferricianuro de
potasio. La disociacién o el desplazamiento del complejo metabdlico intermediario resultan en
la reactivacion de la actividad de CYP450. Sin embargo en situaciones in vivo, este complejo
es tan estable que el CYP450 es incapaz de realizar su actividad metabdlica, y la sintesis de
nuevas enzimas de CYP450 es la Unica forma de restaurar la actividad. Por estas razones se
considera a este tipo de complejacion como quasi-irreversible.

El piperonil butéxido, un derivado de metilendioxibenceno, ha sido utilizado por muchos afios
como un inhibidor del metabolismo oxidativo de farmacos. Este compuesto actia formando un
complejo intermediario metabdlico, presumiblemente un complejo hierro-carbeno (Fig. Il. ii. i4).
La formacion del intermediario metabélico por las aminas terciarias esta mediada por CYP450

en muchos pasos. La secuencia de N-desmetilacion, N-hidroxilacion y N-oxidacion produce un



metabolito nitroso que se une fuertemente al CYP450 ferroso, y da como resultado un espectro
con un maximo de absorbancia en la region de 445 a 455nm (Fig. IL.ii.i4).

Los derivados de hidrazina son otra clase de compuestos que pueden formar el complejo
intermediario metabolico con CYP450. Las hidrazinas monosustituidas son oxidadas por

CYP450 a intermediarios nitreno que se unen fuertemente al hierro del grupo prostético hemo

para formar un complejo hierro-nitreno (Fig. Il.ii.i4).
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Figura ILii.i4. Estructuras propuestas para complejos de intermediarios metabdlicos (1) compuestos

metilendioxibenceno forman complejos hierro-carbeno (2) alquilaminas forman complejos hierro-nitroso (3) las 1,1-

dialquilhidrazinas forman complejos hierro-nitreno.

Inactivacion irreversible de CYP450

Algunos farmacos contienen ciertos grupos funcionales que pueden ser oxidados por el
CYP450 para producir intermediarios reactivos que pueden provocar la inactivacion irreversible
de la enzima, principalmente si se ve afectado el sitio catalitico. Ya que se requiere de la
activacion metabdlica para la inactivacion de CYP450, éstos farmacos se denominan sustratos
suicidas. Este tipo de inhibicidon puede resultar en la alteracion irreversible del grupo hemo o de
la proteina, o una combinacion de ambos. En general, la modificacion del grupo hemo inactiva
al CYP450, mientras que la alteracion de la proteina puede resultar en la pérdida de actividad
catalitica si se afecta a aminoacidos esenciales para la unién del sustrato, la transferencia

electrénica o la activacion del oxigeno.
- Alquilacién del grupo hemo
Los farmacos que contienen un doble enlace terminal (olefinas) (Fig. 11.ii.i5) o un triple enlace

(acetilenos) (Fig. IL.ii.i6) pueden ser oxidados por CYP450 y formar radicales intermediarios que

pueden alquilar al grupo prostético hemo e inactivan a las enzimas.
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Figura IL.ii.i6. Mecanismo propuesto para la alquilacién del grupo hemo por acetilenos.

Al igual que las olefinas y los acetilenos, las dihidropiridinas pueden ser oxidadas por CYP450
y dar como producto un metabolito reactivo que alquila al grupo prostético hemo. Por ejemplo
las 4-alquil-1,4-dihidropiridinas son oxidadas por las enzimas de CYP450, lo que provoca la
formacion de intermediarios radicales cationicos que N-alquilan al grupo prostético hemo. No
todas las dihidropiridinas provocan la alquilacién del grupo hemo; la sustitucion en la posicion 4
del anillo de dihidropiridina es un aspecto muy importante. La alquilacién del grupo hemo se
lleva a cabo si la sustitucién en la posicion 4 es de un grupo no conjugado (metil, etil, propil).

Pero no ocurre con grupos arilo (fenil) secundarios (isopropil) o conjugados (benzil).

ILIL.j. Ensayos enzimaticos.

Con el objetivo de caracterizar la actividad de una isoforma de CYP450 en particular, se han
desarrollado ensayos enziméticos practicamente especificos. En el presente trabajo sélo se
examinan las isoformas CYP1Al y CYP2EL, por lo que en esta seccion se expondran los

ensayos enzimaticos correspondientes a dichas isoformas.
- CYP1A1l (66)
El ensayo para determinar la actividad enziméatica de CYP1Al se basa en la capacidad de ésta

isoforma para realizar la O-desalquilacion de la 7-etoxirresorufina y producir resorufina (Fig.
ILii.j1).
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Figura Il.ii.j1. o-desalquilacion de la 7-etoxirresorufina, reaccion para medir la actividad de CYP1A1

La resorufina puede ser detectada con un fluorémetro utilizando ajustado a una A de excitacion

de 530nm y A de emisién de 590nm.

- CYP2EL (67, 68)

En ratas tratadas con etanol se observo que el p-nitrofenol (PNF) es rapidamente metabolizado
a 4-nitrocatecol (4NC). A partir de estas observaciones se determiné que la enzima encargada
de la transformacion de PNF a 4NC era CYP2EL; desde entonces se considera a esta reaccion

como especifica para esta isoforma.

OH OH
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NO, NO ,
p-nitrofenol 4-nitrocatecol
Figura ILii.j2. La hidroxilaciéon de p-nitrofenol para producir 4-nitrocatecol se utiliza para determinar la actividad de

CYP2EL.

Al terminar la reaccion se mide la cantidad de 4NC producido ajustando el espectrofotometro
de UV-visible a 510nm.



Ill. Material y técnicas experimentales.

lll. i. Reactivos y sistema biolégico.

e Marca Sigma: Reactivo de Bradford, benzo(a)pireno, histamina, TRITON X-100.

e Marca Baker: Cicohexanol, acido sulfurico, acido féormico, glicerol.

e Ditionita de sodio (Na,S,0,) (Merck), o-ftaldialdehido (Fluka), Metanol (Burdick & Jackson).
e Ratas macho Wistar de 9 semanas de edad y peso promedio de 240g (adquiridas en el

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas)

IIl. ii. Material y equipos.

e Cubetas desechables de metacrilato con un rango de utilidad de 285 a 750nm y un
volumen maximo de 1.5mL Plastibrand ®.

e Espectrofotometro de doble haz UV-visible Camspec modelo M350.

e HPLC marca Perkin Elmer con un volumen de inyeccién fijo a 100uL y un detector de

fluorescencia.

III. iii. Tratamiento en ratas para la induccion de CYP1A1y CYP2E1.

Las enzimas de CYP450 utilizadas para los estudios del presente trabajo fueron obtenidas de
fracciones microsomales hepaticas de rata. Se realizaron dos tratamientos diferentes a ratas

Wistar macho para obtener una mayor cantidad de las isoformas de interés.

Para obtener fracciones enriquecidas con CYP1A1, se trataron ratas con benzo(a)pireno
(inductor de CYP1A1) disuelto en DMSO, durante tres dias en dosis de 20 mg/Kg, después de
la ultima administracion se retir6 el alimento durante 24 hrs, posteriormente los animales fueron

sacrificados por dislocacion cervical y se extrajo su higado.

Con el objeto de obtener fracciones microsomales enriquecidas con CYP2E1, se trataron ratas
con ciclohexanol (inductor de CYP2E1) en el agua de beber de las ratas en una concentracion
de 2.5% (V/V) durante 3 dias, al finalizar el tratamiento se retird el alimento durante 24 hrs y

posteriormente las ratas fueron sacrificadas por dislocacion cervical y se extrajo su higado.

l1l. iv. Obtencion de microsomas hepaticos de rata.

Una vez extraido el higado de las ratas, se llevd a cabo una perfusién con KCI 150 mM frio, se
peso y luego se corté en pedazos y se homogenizé en un volumen de 3mL de KCI por gramo
del peso del higado. Posteriormente, el homogeneizado se centrifugé a 9000g, a 4°C durante

10 min, y se trabajoé con el sobrenadante (S-9), que luego es centrifugado a 100,000g durante



60 min a 4°C a 100 000g a 4°C durante 1hr; se desecho el sobrenadante y se recuperd el botdn
el cual se resuspendid en amortiguador de fosfatos de potasio 0.1M pH 7.4 y 0.25M de
sacarosa en un volumen igual al obtenido en el S-9 y se centrifugd nuevamente a 100 000g
durante 1hr a 4°C. Por ultimo se desechd el sobrenadante y el botdn se resuspendié en
amortiguador de fosfatos de potasio 0.1M pH 7.4 con 1TmM DTT, 1TmM EDTA y 20% de glicerol
(v/v) en un volumen de 1/3 el volumen inicial. La fraccién microsomal obtenida se almacené a -

70°C en alicuotas de 100uL (ver esquema lll.iv.a) (69)

Extirpacién Homogeneizado Centrifugacion Recuperacion de
del higado a 9000g sobrenadante (S-9)
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Esquema lll.iv.a. Diagrama de flujo para la obtencién de microsomas hepaticos de rata, para detalles ver texto.

lll.v. Cuantificacién de proteina.

Una vez obtenida la fraccion microsomal, se cuantificd la concentracion de proteina por el
método de Bradford (70), para lo cual se realizd una curva patron de albumina en
concentraciones conocidas (4, 8, 12, 16, 20uM) y se hizo reaccionar con 1mL de reactivo de
Bradford, la reaccion entre el reactivo de Bradford y las proteinas produce un color azul, y las

muestras son leidas en el espectrofotdmetro a una A = 595nm.

I1l. vi. Cuantificacion de CYP450 totales.

Para la cuantificacion del CYP450 presente en las fracciones microsomales de higado, se
utilizé el método descrito por Omura y Sato (38, 39), en el cual se usé 1Tmg/mL de proteina en
amortiguador de fosfatos de potasio 0.1M pH 7.4, EDTA 1mM, 20%(v/v) glicerol y 0.4% (v/v)
TRITON X-100, se prepararon 2mL de solucion en un tubo de ensayo y se mezcla hasta que
este homogénea, se divide el contenido del tubo de ensayo en dos celdas con un volumen de
1mL cada celda. Posteriormente se corre una linea base de 400 — 500nm, se sacan las dos
celdas del espectro y se vierten en dos tubos de ensayo diferentes, a uno de los tubos se le

burbujea CO a una velocidad de 1 burbuja /seg aproximadamente durante 3min, rapidamente

<
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se le vierte una pizca de ditionita de sodio (Na,S,0,) a los dos tubos y se corre un espectro de
400-500nm.

El mondxido de carbono fue producido al hacer reaccionar el acido férmico con acido sulfurico:

H,SO, (conc) + H,CO, (conc) ——» H,S0O4H,0 (dil) + CO

La reaccion de produccion de CO se llevo a cabo en el siguiente sistema:

Ac. Sulfirico ———»

<4+—— CO producido
Ac. Férmico

Agitacién

Esquema lll.vi.a. Esquema de generacion de mondéxido de carbono para la cuantificacion de CYP450 totales. Este

sistema se trabaja en una campana de extraccién

Para este ensayo se utilizé el detergente TRITON X-100 con el objetivo de solubilizar las
membranas microsomales y disminuir la turbidez de la solucidn en la celda, también se utiliza

glicerol para evitar la desnaturalizaciéon de CYP450 debido al detergente (52).

Los estudios de cuantificacion de CYP450 totales se llevaron a cabo en microsomas de ratas

tratadas con benzo(a)pireno (B(a)P), ciclohexanol (CH) y sin tratamiento (CT) por triplicado.

CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE CYP450 Y CYP420 (52).

[CYP450] ceiga = (Absys0 — Abs,gg) / 0.091

[CYPA450] sol. stock = [CYP450] 42 * Factor de dilucion
[CYP420] tesrico = [CYP450] * (-0.041)

[CYP420] ceida= ( [CYP420] Tedrico — (Abs 420 —AbS 499) ) / 0.11
[CYP420] sol. stock = [CYP420] cei4a * Factor de dilucion.

Los calculos para determinar la concentracion de CYP450 totales utilizan la absorbencia a

490nm (punto isosbéstico) como punto de referencia y se utiliza un coeficiente de extincion



molar de (Ae 450-490) 91mM™ cm™, el cual ha sido calculado utilizando preparaciones de
CYP450 altamente purificadas (52).

Los calculos para establecer la concentracion de CYP420 también utilizan la absorbencia a
490nm como punto de referencia, en este caso se utiliza un coeficiente de extincién molar de -
41 mM " cm 7 y ademdas se hace una correccion por la posible contaminacion con
methemoglobina en la obtencién de microsomas hepaticos, para lo cual se considera en los

calculos un coeficiente de extincion de 110 mM ™ cm™.
lll.vii. Estudios de diferencia espectral.

El tipo de unién de la histamina y CYP450 puede caracterizarse utilizando la técnica de
diferencia espectral. Para este experimento se prepararon 2mL de una solucién de microsomas
con una concentracion final de 1Tmg/mL en amortiguador de fosfatos de potasio 0.1M pH 7.4,
con EDTA 1mM, 20%(v/v) glicerol y 0.4% (v/v) TRITON X-100 y se incub6 a 37°C durante 3
min, posteriormente se dividié esta soluciéon en dos celdas de metacrilato (1mL por celda) y se
colocaron en un espectro de doble haz luminoso. Una vez colocadas las celdas en el espectro,
se corrié una linea base de 350 a 500nm, luego se agregé a una de las celdas un volumen de
5ulL de una solucién 0.15 M de histamina para tener una concentracion final de 0.781mM de
histamina, en la celda de referencia se agregaron 5uL de amortiguador y se corrié el espectro.
Posteriormente se siguidé incrementando la concentracion de histamina agregando siempre un
volumen de 5uL, al final se obtuvieron cinco espectros de cinco diferentes concentraciones de
histamina (0.781, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5mM).

Los estudios de diferencia espectral se llevaron a cabo con microsomas inducidos con B(a)P y

con CH por duplicado.
Notas importantes:

i. El amortiguador para diferencia espectral lleva el detergente TRITON X-100 para aclarar la
solucion de microsomas y facilitar su lectura en el espectrofotémetro, sin embargo el
exceso de detergente puede desnaturalizar a la enzima, para evitar esta situacion se
agrega glicerol al mismo amortiguador, el cual es capaz de estabilizar las membranas de
CYP450.

i. En la mayoria de los reportes de estudios de diferencia espectral en CYP450 no se lleva a
cabo una pre-incubacion a la enzima, sin embargo creemos que es importante hacerlo
debido a que la conformacion estructural de la enzima es diferente dependiendo de la
temperatura de trabajo y este es un factor, que puede influir en los valores reales de las
constantes de disociacion espectral (Kd). Debido a que la temperatura fisiolégica normal se

encuentra alrededor de 37°C se decidié incubar a la enzima a esta temperatura, ademas



dentro del espectrofotometro se ajustd un sistema regulador de la temperatura que nos

permiti6 mantener una temperatura constante de 37°C dentro del espectrofotometro.

iii. Otro factor importante es el pH de trabajo, debido a dos factores fundamentales, el primero
es que la carga de los aminoacidos contenidos en las proteinas varian con el pH, y por
tanto la Kd puede variar dependiendo del pH de trabajo, el segundo es que la carga de la
histamina también varia segun el pH y por tanto la capacidad de interaccién de la histamina
con enzimas de CYP450 se ve afectada por las variaciones de pH. En el presente trabajo

se utilizé un pH de 7.4.

iv. Es importante que la adicion de reactivo (en este caso histamina) no incremente el volumen
final de reaccion en mas del 1%, ya que un mayor incremento puede causar variaciones en

las lecturas del espectrofotdmetro y provocar errores en los calculos de Kd (71).
lll.viii. Metabolismo de histamina por CYP2E1.

Para estudiar el posible metabolismo de la histamina por CYP2E1 se llevaron a cabo
reacciones in vitro en presencia de NADPH, las concentraciones de los reactivos y las

condiciones de reaccion fueron las siguientes:

[CYP2E1] (Para supersomas y microsomas) = 1pmol / mL

[HA] = 2umol / mL

[NADPH] = 0.5 pmol / mL

Amortiguador TRIS-HCI 50mM, MgCl, 25mM pH = 7.6

Temperatura = 37°C

Tiempo de reaccion = 1hr

Volumen final de reaccion = 1mL

La reaccion fue protegida de la luz para evitar la degradacién de alguno de los componentes de

la reaccion.

Al terminar la reaccion se agregaron 250uL de HCIO, 12% para precipitar la proteina, luego se
centrifugé a 14 X 1000 min™' durante 5 minutos y el sobrenadante se recuperd por decantacion.
El sobrenadante recuperado fue guardado a 4°C para su posterior analisis. En este
experimento se llevaron a cabo reacciones para supersomas de CYP2E1, microsomas
inducidos con CH y como control negativo, reaccién sin enzima. Todas las reacciones se

hicieron por triplicado.



I1l.ix. Cuantificacion de histamina en reacciones con CYP2E1.

Para saber si la histamina es metabolizada por CYP2E1, se decidié cuantificar la histamina
presente en las reacciones con CYP2E1, para este objetivo se realizé una reaccién entre la
histamina y o-ftaldialdehido la cual da como resultado un producto fluorescente (Fig. lll.ix.a)

que puede ser detectado a 350 nm de excitacion y 450nm de emision (28, 29, 72, 73).

Figura llLix. a. Reaccion entre la histamina y o-ftaldialdehido, donde el producto formado es un fluoréforo que puede

ser detectado a 350 nm de excitacion y 450nm de emision

La reaccion con OPT se realiz6 de la siguiente manera:

Del sobrenadante recuperado en las reacciones con CYP2E1 se tomaron 10uL y se disolvieron
en H,O miliQ en un volumen final de 1.6mL, de esta nueva soluciéon se tomaron 30uL y se
disolvieron en NaOH (0.05M) en un volumen final de 1.7mL (pH = 12), esta solucion se realizé
en bafo de hielo con frascos ambar y fueron herméticamente cerrados con tapones de hule y
anillo de metal, posteriormente se burbujed nitrdgeno durante 3 min cada frasco para desplazar
el oxigeno contenido. Una vez burbujeado el nitrégeno, se agregaron 0.3mL de una solucion de
OPT 1%. Los frascos de reaccion se dejaron toda la noche a -20°C y protegidos de la luz. Para
detener la reaccién entre HA y OPT y formar el fluoréforo se agregaron 0.5mL de H,SO,
(1.4mM) (pH = 2).

Notas importantes:

» La solucién de OPT 1% se prepara a partir de OPT recristalizado en n-heptano caliente y
se disuelve en metanol en un frasco color ambar (72-74).

» La dilucién de la histamina de una concentracion 2mM (inicial en las reacciones con
CYP2E1) a una concentracion aproximada de 120nM (final en la reaccion con OPT), es

importante por dos razones:

1) Las sales contenidas en el amortiguador afectan la formacion del complejo HA-OPT

inhibiendo por completo la fluorescencia. Entonces si se diluye la concentraciéon de histamina



inicial, también se diluyen las sales del amortiguador, a una concentracion tal que no afecte la

formacioén del complejo HA-OPT.

2) Debido a que la fluorescencia del complejo HA-OPT es muy intensa, la sefial en el HPLC

puede saturarse a concentraciones altas de histamina y dificultar su cuantificacion.

I1l.x. Sistema de HPLC.

Una vez formado el fluoréforo, éste fue analizado por HPLC, el instrumento utilizado fue marca
Perkin Elmer con un volumen fijo de inyeccion de 100uL y un detector de fluorescencia
ajustado a 350nm ex / 450nm em. Se utiliz6 una columna C18 marca Alltech Alltima, con una
longitud de 250mm, un diametro interno de 4.6mm y un tamafo de particula de 5um. La fase
movil que se utilizé fue una mezcla de Agua 75% y Metanol 25% con 1g / L de H,SO, (pH = 2)

(74). Se utilizé un flujo de 1mL por minuto.



IV. Resultados.
IV.i. Cuantificacion de CYP450 en microsomas inducidos con B(a)P, CH y sin induccion

Cuando se burbujea monéxido de carbono en microsomas hepaticos reducidos, se obtienen
espectros como los de la figura IV.i.a. donde se presenta un maximo en 450 nm que se debe la
forma activa de CYP450 y otro maximo en 420 nm que es producto de la forma desnaturalizada
de CYP450, a esta especie también se la conoce como CYP420. Esta metodologia es la mas
ampliamente utilizada para cuantificar CYP450 totales. Los resultados de cuantificacion

derivados de estos espectros se resumen en la tabla IV.i.b.
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Figura IV.i.a. Espectros producidos de la unién entre el grupo hemo de CYP450 y monéxido de carbono en

microsomas inducidos con B(a)P, CH y no inducidos.



Tipo de induccién [CYP450] (nmol/mL)prom | Desv. Est.
Benzo(a)pireno 19.87179487 1.38275356
Ciclohexanol 20.53502054 1.386390942
Control 14.1025641 0.964803457

Tabla IV.i.b. Resultados de la cuantificacion de CYP450 totales en los tres tratamientos de induccién. Se puede notar

que las ratas no inducidas presentan menor cantidad de CYP450 que en las ratas inducidas.

IV.ii. Diferencia espectral con microsomas inducidos con benzo(a)pireno.

Como se menciond en la seccién Lii.f.,, los espectros derivados de la técnica de diferencia
espectral, son reflejo de los cambios en el estado de espin del atomo de hierro contenido en el
grupo hemo de CYP450, y esta clase de estudios se utilizan para analizar el tipo de interaccion

entre CYP450 y alguna molécula de interés.

En la figura IV.i.a. se muestran las diferencias espectrales obtenidas cuando microsomas

hepaticos de rata tratadas con B(a)P interactdan con diferentes concentraciones de histamina.

Diferencia espectral utilizando microsomas inducidos con
benzo[a]pireno
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Figura IV.ii.a. Diferencia espectral incrementando las concentraciones de histamina, se muestra un minimo en 409nm
y un maximo en 430nm, estos espectros se clasifican como tipo Il (ver seccion I. 1l. f.), lo que significa una transicion de

un estado de alto espin a una de bajo espin.

Cuando se grafica el A Abs (Absy.x — Absyin) contra la concentracion de HA (mM), se obtiene
un grafico de saturacién del tipo Michaelis — Menten y aunque los estudios de diferencia
espectral no involucran ningun tipo de cinética, el modelo matematico de Michaelis — Menten se
puede aplicar para estos estudios.

En la figura IV.ii.b. se observa claramente un comportamiento de saturacion al graficar A Abs vs

HA en microsomas inducidos con B(a)P.
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Figura IV.ii.b. Al graficar el A Abs (Abs max — Abs min) contra concentracién de histamina se obtiene una curva de

saturacioén similar a un modelo unireactante de cinética, como el modelo de Michaelis — Menten.

Con el objeto de cuantificar las constantes de disociacion espectral del complejo HA-CYP450
con los diferentes tipos de microsomas, se hace un gréfico tipo Lineweaver-Burk o de doble

reciproco, este grafico nos permite hacer lineales a las gréficas de saturacion.

En la figura IV. ii. c. se muestra la grafica de doble reciproco (1 / AAbs vs 1 / HA) con

microsomas inducidos con B(a)P.

Gréfico tipo Lineweaver-Burk para microsomas
inducidos con B(a)P
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Figura IV. ii. c. Gréafico de doble reciproco tipo Lineweaver-Burk, permite linearizar la curva de la figura IV. I. b. y
calcular la constante de disociacion espectral (Kd).
IV.iii. Diferencia espectral con microsomas inducidos con ciclohexanol.

En la figura IV.iii.a. se muestran los espectros obtenidos de la diferencia espectral cuando
microsomas hepéticos de rata tratadas con CH interactlan con diferentes concentraciones de

histamina.



Diferencia espectral usando microsomas inducidos
con ciclohexanol.
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Figura IV.iii.a. Diferencia espectral en microsomas inducidos con ciclohexanol incrementando las concentraciones de

histamina, se muestra un minimo en 410nm y un maximo en 432nm..

En la figura IV.iii.b. se observa un comportamiento de saturacién al graficar A Abs vs HA en

microsomas inducidos con CH.
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Figura IV.iii.|b. Grafico A Abs contra concentracion de histamina se obtiene una curva de saturacion similar a un

modelo unireactante de cinética, como el modelo de Michaelis — Menten.

En la figura IV.ii.c. se muestra la grafica de doble reciproco (1 / AAbs vs 1 / HA) con

microsomas inducidos con CH.
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Figura IV.iii.c. Grafico de doble reciproco tipo Lineweaver-Burk, permite linearizar la curva de la figura IV. Il. b. y

calcular la constante de disociacion espectral (Kd).

IV.iv. Comparacion de constantes de disociacion espectral (Kd) en microsomas
inducidos con B(a)P y CH.

En la figura IV.iv.a. se presentan los valores de Kd obtenidos con el gréafico tipo Lineweaver —
Burk, y se observa que los microsomas inducidos con B(a)P muestran un mayor valor de Kd

que los microsomas inducidos con CH.
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Grafico IV.IV.a. Constantes de disociacion del complejo HA-CYP450 obtenidas a partir de los graficos tipo Lineweaver-

Burk.



IV.v. Cuantificacién de HA en reacciones enzimaticas con CYP2EL.

Como ya se mencion6 en los capitulos IllLviii, llLix y lll.x, se llevaron a cabo reacciones para
estudiar el metabolismo de HA por CYP2EL, para este objetivo se llevé a cabo una reaccién
entre HA y OPT para formar un fluoréforo el cual fue analizado por HPLC.

Los cromatogramas obtenidos en el HPLC del fluoréforo muestran tres picos, los cuales

corresponden a tres isdmeros del complejo HA-OPT (74) (Fig. IV.v.a)

Cromatograma del derivado HA-OPT
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Figura IV.v.a. Cromatograma del derivado HA-OPT, donde se sefiala la identidad de los isémeros responsables de los

picos en el cromatograma. 1 isémero cis mayoritario, 2 isémero trans, 3 isémero cis de minoritario.

Para la cuantificacién de histamina se tomoé el area del pico mayoritario (Tabla IV.v.b). El area
del pico mayoritario en el control negativo de la reaccion con CYP2E1 (HA en ausencia de
CYP2EL); los valores obtenidos con supersomas y con microsomas inducidos con CH se
corrigieron con respecto al control, cuyos valores se tomaron como 1y a partir de este valor se
calcularon concentraciones en unidades relativas (Tabla IV.v.c y Fig. IV.v.d). Cada experimento
se hizo por triplicado y cada triplicado fue inyectado dos veces en el cromatograma, de tal
manera gque se obtuvieron seis valores de area de pico para cada experimento.



Medicién | Medicién | Medicién | Medicion | Medicion | Mediciéon | Medicion
Sistema 1 2 3 4 5 6 prom Desv. Est.
HA + Am 845096.5| 899400 813395 |856645.13|834755.5| 817175 |844411.19| 31530.79
HA + CYP2E1 | 800984 |731359.64|778665.09| 795615 778931 824777 |785055.29 | 31319.67
HA + Mic. (CH) | 707502 | 719045.9 | 745949 776525 799970 |736103.33|747515.87 | 35035.17

Tabla IV.v.b. En esta tabla se muestran los seis valores del area para el pico mayoritario en el cromatograma del complejo HA-

OPT. Todos los valores fueron obtenidos directamente del HPLC. HA+Am = histamina en amortiguador sin enzima, HA+CYP2E1

= histamina en presencia de supersomas de CYP2E1l, HA+Mic. (CH) = histamina en presencia de microsomas inducidos con

ciclohexanol.

Medicién | Medicion |Medicién | Medicion | Mediciéon | Medicién| Medicidn
Sistema 1 2 3 4 5 6 prom. Err. Est.
HA + Am 0.99 1.05 0.95 1.02 0.99 0.97 1 0.014
HA + CYP2E1 0.93 0.85 0.91 0.95 0.93 0.98 0.925 0.017
HA + Mic. (CH) 0.82 0.84 0.87 0.92 0.95 0.88 0.88 0.019

Tabla IV.v.c. Se muestran los valores de area de pico en unidades relativas, tomando como unidad el &rea promedio del sistema

HA en amortiguador en ausencia de CYP2EL.
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Figura IV.v.d. Gréfica de la tabla IV.v.c entre el tipo sistema de reaccién y las unidades relativas. En HA + Amort., el

tubo de reaccion sélo tenia histamina resuspendida en el amortiguador. En HA + CYP2EL1 se tenia una reaccion

completa en presencia de supersomas de CYP2E1 y NADPH. En HA+Mic. (CH) se tenia una reaccion completa en

presencia de microsomas inducidos con ciclohexanol y NADPH.

Los valores de P y de error estandar (Err. Est.), fueron obtenidos con una prueba de t de

student de una cola y una significancia del 95% utilizando el programa estadistico de STATA™
7.0 (Statistics /Data Analysis)




V. Discusion.

V.i. Tipo de interaccion de la histaminay CYP450.

Los resultados de diferencia espectral muestran que la histamina produce espectros tipo II,
esto significa que hay un incremento en el estado de bajo espin en el atomo de hierro de
CYP450 (35, 60), este fendbmeno se puede asociar con la coordinacién de un par electrénico de
la histamina con el atomo de hierro en el grupo hemo de CYP450 (35, 60), de tal forma que la

histamina podria actuar como sexto ligante del atomo de hierro.

Los donadores de pares electrénicos en la molécula de histamina son los atomos de nitrégeno
contenidos en esta molécula. Al pH de 7.4, en el que se llevaron a cabo los experimentos de
diferencia espectral, existe la posibilidad de interaccion de dos pares electrénicos con el atomo
de hierro, pertenecientes a los nitrégenos en las posiciones 1y 3 del anillo imidazol, ya que el

grupo amino de la cadena lateral del anillo se encuentra protonado al pH de trabajo.

Nitrogeno en
la posicién 3

v

Nitrogeno en
- la posiciéon 1

Figura V. i. a. Conformacién de la molécula de histamina al pH de trabajo, se sefiala con un circulo los pares

electrénicos libres del anillo imidazol que podrian interactuar con el atomo de hierro de CYP450.

Sin embargo, el par electrénico en el nitrégeno de la posicién 1 se encuentra en resonancia en
el anillo de imidazol como se observa en la figura V.i.b. Por otro lado el par electrénico del

nitrégeno en la posicién 3 se encuentra en el plano del anillo imidazol siempre disponible.
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Figura V.i.b. Formas resonantes de la histamina, donde se observa que el nitrégeno en la posicién 1 tiene su par
electrénico en resonancia en el anillo de imidazol, lo que provoca que este par electrénico no esté disponible para la

interaccién con el atomo de hierro en CYP450



Estas observaciones son congruentes con estudios anteriores que han servido para sustentar
la teoria de union de los anillos imidazol, donde el par electrénico del nitrégeno 3 es el

responsable de la interaccién con CYP450 (75-80).
V.ii. Constantes de disociacion.

Con la técnica de diferencia espectral se pudieron realizar titulaciones y calculos de constantes

de disociacion espectral (Kd), los valores de estas constantes reflejan dos cosas:

1) El valor de la constante de disociacién en microsomas dependera de las isoformas que se
encuentren inducidas, en estos experimentos obtuvimos valores de 0.99 mM para
microsomas inducidos para CYP2E1 y 1.44 mM para supersomas inducidos para CYP1A1,
esto nos dice que aparentemente la histamina es més afin por CYP2E1 que por CYP1Al
(recordar que mientras mas pequefia es la constante de disociacion mas afinidad existe
entre la enzima y la molécula de estudio), lo cual es congruente con lo que se sabe de los
sitios activos de estas isoformas, donde el sitio activo de CYP1Al es grande ya que
metaboliza compuestos aromaticos policiclicos de relativamente altos pesos moleculares
(89, 90), mientras que el sitio activo de CYP2El1l es pequefio ya que metaboliza
compuestos de bajo peso molecular como compuestos organicos volatiles (91). Al ser la
histamina una molécula pequefia, entonces hay mas probabilidades de que interactie con

isoformas afines a moléculas pequefias como CYP2EL1.

2) La magnitud de las constantes de disociacion son del orden de 1X10° M, esto quiere decir
que se necesitan estos ordenes de concentracion para que la histamina pueda interactuar
con CYP450. En condiciones normales la histamina se encuentra en concentraciones muy
bajas (12), sin embargo su concentracion aumenta en condiciones patolégicas como en la
inflamacion (94) o en una respuesta alérgica (1), esto sugiere que los efectos de la
interaccion entre histamina y CYP450 podran ser perceptibles en condiciones donde se

liberen grandes concentraciones de la amina, como en las condiciones mencionadas.

Pensamos que la histamina presenta poca afinidad por CYP450 por dos razones

principalmente:

a) La histamina es una molécula muy polar y por tanto muy hidrofilica, mientras que el sitio
activo de CYP450 es primordialmente hidrofébico, esto dificulta la interaccion del par

electrénico de la histamina con el a&tomo de hierro de CYP450.

b) La histamina presenta dos formas tautoméricas en equilibrio, como se expuso en la secciéon
Il. i., donde el tautbmero t posee un par electrénico libre en el nitrégeno impedido

estéricamente, ya que la cadena hidrocarbonada se encuentra adyacente a ese nitrégeno,



este impedimento puede dificultar la interaccion con CYP450 (76-78). Por otro lado el
tautdmero = no tiene tal impedimento estérico, por lo tanto proponemos que es esta forma

tautomeérica la que puede interactuar con CYP450.

/ / NH
N
H

Tautémero © Tautémero 7

Figura V. ii. a Formas tautoméricas de la histamina sefialando la posicion del nitrégeno con el par electrénico libre

V.iii. Consumo de histamina en reacciones enzimaticas con CYP2EL1.

La formacion del fluor6foro entre HA y OPT y su posterior analisis en el HPLC nos permitié
determinar el consumo de histamina en una reaccion enzimatica con supersomas de CYP2E1 y
microsomas inducidos con CH.

Lo que se observé en estos experimentos es que existe consumo de histamina en supersomas
de CYP2E1 y en microsomas inducidos con ciclohexanol, sin embargo el consumo de HA en

microsomas inducidos con ciclohexanol es mayor y esto se puede deber a dos razones:

1) Probablemente en los microsomas inducidos con CH existan otras isoformas de CYP450
afines a la histamina y que sean capaces de metabolizar histamina y por esta razén vemos

un mayor consumo.

2) Las enzimas de CYP2EL se encuentren mas activas en microsomas que en supersomas y
esto es congruente con experimentos realizados en nuestro laboratorio, donde existe
mayor consumo de NADPH basal (en ausencia de sustrato) en microsomas inducidos con

CH que en supersomas de CYP2E1 (datos no presentados).

También es importante notar que en los cromatogramas de las muestras de las reacciones
enzimaticas no se presenta ningun pico diferente a los correspondientes complejos de HA-
OPT, esto puede deberse a que el metabolito producido no forma un complejo con OPT y por

tanto no sea detectable en el fluorobmetro.



V.iv. Congruencia entre los resultados obtenidos en este trabajo y los resultados

obtenidos en el laboratorio con anterioridad.

La interaccion del anillo imidazol de la histamina con el atomo de hierro en CYP450 puede

explicar algunos de los resultados obtenidos con anterioridad en nuestro laboratorio (ver tabla

V.iv. a):
Induccion por HA in vivo | Oxidacion de NADPH en presencia de HA Actividad
CYP2E1 Hay induccion Incremento en la oxidacion de NADPH inhibe la actividad
CYP1A1 Hay induccion No hay oxidacion de NADPH inhibe la actividad

Tabla V. iv. a. Resultados del efecto de la histamina sobre CYP1A1 y CYP2E1 obtenidos con anterioridad en nuestro

laboratorio.

1)

2)

Induccidon de CYP2EL. Esta isoforma tiene varios mecanismos de induccién, dentro de los
gue se encuentra la induccién por estabilizacion de la enzima (81-83); en este tipo de
induccion el inductor se une a la enzima y la estabiliza evitando su degradacion, de tal

forma que en este tipo de induccién no se incrementan los niveles de RNAm.

Se sabe que el imidazol puede inducir a CYP2E1 por el mecanismo de estabilizacion de la
enzima (81-83) y también se sabe que produce un espectro tipo Il con la técnica de
diferencia espectral (60), por lo que al unirse el imidazol al atomo de hierro en CYP450

estabiliza a la enzima y evita su degradacion.

Con estos antecedentes y sabiendo que la histamina es estructuralmente muy semejante al
imidazol y que se une a CYP450 de la misma forma, podemos proponer que el mecanismo
de induccidn es via estabilizacién de la proteina, sin embargo es necesaria la cuantificacion

de RNAm para comprobar esta teoria.

Induccidon de CYP1Al. De esta isoforma se tiene bien caracterizado un solo tipo de
induccién, donde un receptor citosolico puede interactuar con el inductor y a través de
varios pasos producir mayor cantidad de la expresion de la enzima (84-86), este tipo de

induccion incrementa los niveles de RNAm.

Con estos antecedentes se pueden plantear dos posibilidades, que la histamina sea capaz
de interactuar con los receptores citosélicos y asi incrementar la transcripcion de la enzima,
lo cual no ha sido descrito, y otra posibilidad es que el mecanismo de induccién sea por

estabilizacion de proteina como lo proponemos para CYP2E1.



3) Oxidacion de NADPH por supersomas de CYP2EL. El incremento en la oxidacion de
NADPH denota la existencia de alguna actividad catalitica y clasicamente, los sustratos de
las isoformas de CYP450 incrementan la oxidacion de NADPH al ser transformados. Sin
embargo, los compuestos que producen cambios con espectro del tipo I, normalmente no
se consideraban sustratos (63), ya que se coordinan con el atomo de hierro y no permiten
la union del oxigeno ni el paso de electrones. Entonces ¢por qué si la histamina es un
compuesto que produce un espectro tipo Il puede ser metabolizada por CYP2E1?. Para dar
respuesta a esta pregunta hay que explorar mas sobre la naturaleza de la bolsa catalitica

de esta isoforma:

e Se piensa que CYP2E1 es una isoforma con la bolsa catalitica un poco reducida (91) ya

gue metaboliza agentes quimicos de bajo peso molecular (91, 92).

e El atomo de hierro en CYP2EL se encuentra en equilibrio entre el estado de alto espin y el
de bajo espin, mostrando una gran cantidad en un estado de alto espin en ausencia de
sustrato (91, 92), a diferencia de otras isoformas que se encuentran predominantemente en
estado de bajo espin (92). Esta propiedad le permite oxidar NADPH sin necesidad de un
sustrato, lo que puede generar especies reactivas de oxigeno (92, 93). Entonces la
oxidacion de NADPH puede ser reflejo de formacion de especies reactivas de oxigeno y no
de transformacion directa de un sustrato. Cabe notar que si existen sustratos clasicos para
esta isoforma, como el p-nitrofenol, donde la oxidacion de NADPH si es atribuible a la

transformacion del sustrato.

e CYP2E1 puede metabolizar anilina (92), que es un compuesto que genera un espectro tipo
Il en microsomas hepaticos (60), lo que hace sospechar que en la bolsa catalitica de
CYP2E1 existen aminoacidos que permiten la union de aminas, lo que facilita el

metabolismo de estos compuestos.

Con toda esta informacién podemos plantear las siguientes hipétesis que explicarian la

oxidacion de NADPH dependiente de la presencia de histamina:

» La histamina podria unirse a la bolsa catalitica de CYP2E1 de la misma forma en que lo

hace la anilina y ser metabolizada de una forma clasica

CYP2E1
CYP2E1l O, CYP2E1
— — HA -0
HA NADPH HA (O]
+H H,0

Esquema V. iv. b. Esquema de bloques donde se representa el metabolismo de la histamina (HA) como un sustrato

clasico.



» La histamina produce un desacoplamiento en el ciclo catalitico de CYP2E1 y se forman
especies reactivas de oxigeno, por lo que la oxidacion de NADPH no se debe a la

transformacion de la histamina.

CYP2E1 (O CYP2E1
CYP2E1
I — > I N H20,
HA NADPH HA 0O, HA
+H"

(Genera especies
reactivas de oxigeno)

Esquema V. iv. c. Esquema de bloques donde se representa un desacoplamiento del ciclo catalitico de CYP2ELl y

donde la histamina no es metabolizada pero se producen especies radicales de oxigeno.

> Se producen especies reactivas de oxigeno que pueden reaccionar con la histamina y

formar un producto, de tal forma que existiera un metabolismo indirecto por CYP2EL1.

0O, CYP2E1
2 (HA)
CYP2E1 . —_— > H,O,
E—— 2 (HA — OH)
NADPH 0,
+H*

Esquema V. iv. d. Esquema de blogues donde se representa un metabolismo indirecto de la histamina, donde son las

especies reactivas de oxigeno las que transforman a la histamina.

Con los experimentos de HPLC se pudo evidenciar el consumo de histamina en reacciones
enzimaticas con supersomas de CYP2E1 y microsomas inducidos con CH, lo cual es un fuerte
indicativo de una actividad metabdlica sobre la amina. Sin embargo los detalles en el
mecanismo de la reaccion, la identidad de los metabolitos formados y el significado bioldgico

de este metabolismo, son cuestiones que quedan por contestar.

4) Ausencia de oxidacion de NADPH en supersomas de CYP1A1l. Como se observa en la
tabla V.iv.a., no hay oxidacién de NADPH en supersomas de CYP1Al en presencia de
histamina, y esto lo podemos explicar con el hecho de que la histamina se esta uniendo al
atomo de hierro de CYP450 y esto produce un incremento en su estado de bajo espin, y se
sabe que la conformacion de bajo espin afecta el potencial redox de CYP450 (51, 88),
provocando que el paso de electrones sea desfavorable termodinamicamente, como el
NADPH es el donador de electrones entonces no habra no se oxidara este cofactor. Es
importante hacer notar que estudios en enzimas purificadas han demostrado que esta

isoforma se encuentra en equilibrio entre alto y bajo espin, y que la configuracién de alto



5)

6)

espin es bastante considerable (100). Entonces los efectos de la histamina sobre CYP1A1l
y CYP2E1, seran determinados por la estructura catalitica de estas isoformas mas que por

el estado de espin del atomo de hierro.

Inhibicion de la actividad de CYP2EL. La histamina inhibe el metabolismo del p-nitrofenal

en supersomas de CYP2EL1, y esto puede deberse a dos razones primordialmente:

Al unirse la histamina al &omo de hierro en CYP450 podria evitar la entrada del p-

nitrofenol a la bolsa catalitica por impedimento estérico y asi inhibir el metabolismo.

Se puede dar el caso de que coexistan la histamina y el p-nitrofenol en la bolsa catalitica,
pero la histamina al estar unida al atomo de hierro, puede evitar la entrada de oxigeno y el

paso de electrones, lo que provocaria la inhibicion del metabolismo.

Inhibicion de la actividad de supersomas de CYP1Al. La histamina actia como un
inhibidor del tipo mixto en la actividad de CYP1Al. La inhibicién tipo mixta denota la
interaccion del inhibidor en un sitio diferente al sitio de union del sustrato, ademas se puede
formar el complejo enzima-sustrato-inhibidor (87). Los resultados de diferencia espectral
muestran que la histamina se une al atomo de hierro en CYP450, ademas se sabe que los
sustratos clasicos como la etdxirresorufina se unen en la region hidrofébica de CYP450
(54).

V.v. Esquema propuesto para la interaccién entre la histamina y CYP450.

Con los resultados de interaccién y las constantes calculadas a partir de la técnica de

diferencia espectral y en conjunto con los estudios previos llevados a cabo en nuestro

laboratorio y toda la teoria de unién de ligantes en CYP450 sustentada por un gran nimero de

investigaciones con diversas técnicas como cristalografia (51, 57), EPR (62, 95, 96) y

modelaje molecular (89, 97, 98, 99), podemos proponer el siguiente esquema de interaccién

entre la histamina y enzimas de CYP450, el cual nos puede ayudar a visualizar de forma mas

clara y detallada el mecanismo de unién de la histamina y los posibles intermediarios que

pueden existir dependiendo de la situacion experimental:
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Esquema V.v.a. Esquema general de interaccion entre la histamina y el grupo hemo en CYP450. En todas las figuras
se muestra una linea que proviene de la cisteina, la cual representa la region hidrofébica en CYP450. En la figura A se
observa que el atomo de hierro se encuentra hexacoordinado teniendo asi cuatro atomo de nitrégeno del anillo de
protoporfirina, un azufre de un residuo de cisteina y un oxigeno de una molécula de agua coordinada, esta
conformacién hexacoordinada del atomo de hierro presenta bajo espin. En la figura B la conformacion es ahora
pentacoordinada ya que se ha perdido la molécula de agua, y este estado es de alto espin. Se sabe que en estado
basal A y B se encuentran en equilibrio, predominando la forma A en algunas isoformas y B en otras. Cuando un
sustrato se une a la regién hidrofébica, es mas favorable la conformacién B, y es esta la conformacién que comenzara
con el ciclo catalitico de la enzima. Los estudios de diferencia espectral han demostrado que la histamina se une
directamente al atomo de hierro de CYP450 y estudios previos proponen que la unién se da por el par electrénico del
nitrégeno 3 en el anillo de imidazol (72-77), produciendo el complejo de la figura C. Los espectros de diferencia
espectral podrian ser la transicion de A hacia C o de B hacia C. Cabe notar que el intermediario de la figura C podria
ser el responsable de la induccién por estabilizacion de CYP2EL. Los estudios de cinética enzimatica muestran que la
histamina se comporta como un inhibidor tipo mixto de la actividad de CYP1A1, lo que significa que en algin momento

puede formarse el complejo CYP1Al-HA-sustrato que se encuentra representado en la figura D.



V.vi. Aportaciones del estudio.

El presente ha resultado tener las siguientes aportaciones:

1)

2)

3)

4)

Se describe detalladamente la técnica de diferencia espectral, la cual es muy sencilla y de
bajo costo; sin embargo con el conocimiento del significado de los espectros obtenidos, es
posible hacer conjeturas que nos conduzcan a un mejor entendimiento de la naturaleza de

la interaccion entre una sustancia de interés y las enzimas de CYP450.

Se describe la técnica de cuantificacién de histamina con la formacion de un fluoréforo con

o-ftaldialdehido y su analisis en HPLC.

Los resultados derivados de este trabajo son complemento de los resultados obtenidos
anteriormente en nuestro laboratorio, con lo que podemos esbozar una hipétesis general
de los efectos de la histamina sobre CYP1Aly CYP2EL.

Es importante que los investigadores que trabajan en las areas de toxicologia ambiental y
epidemiologia molecular, tomen en cuenta que los efectos de los contaminantes
ambientales sobre la salud humana son producto de interacciones muy complejas que se
llevan a cabo en el organismo y que la condicién fisiolégica en la que se encuentre el

organismo puede modificar el comportamiento de esas interacciones.

En el presente trabajo se presentaron resultados que sugieren que la histamina, que es
una molécula con una gran variedad de funciones en nuestro cuerpo, puede alterar los
niveles y la actividad de enzimas de citocromo P450 de gran relevancia toxicol6gica como
CYP1Al y CYP2EL1, pero cabe mencionar que la alteracion en estas enzimas de fase | no
es igual para todas las isoformas, por la diferente afinidad de la histamina hacia cada una,
como se demostré. Lo anterior denota la complejidad de la interaccién histamina — CYP450

en higado de rata.



VI. Conclusiones.

» La histamina se une directamente al &tomo de hierro en CYP450 produciendo un espectro

tipo Il en los dos tipos de microsomas utilizados.

» De los estudios de diferencia espectral se pudieron realizar graficos de A Abs vs [HA], que
dieron como resultado curvas de saturacion tipo Michaelis-Menten, esto significa que sélo
una molécula de histamina se encontraba interactuando con un atomo de hierro en
CYP450, ya que el modelo tipo Michaelis-Menten se basa en la formacion del complejo
Enzima-Sustrato donde soélo existe una molécula de sustrato interactuando con una

molécula de enzima.

> La histamina presenta constantes de disociacion (Kd) del orden de 1X10° M, lo que
sugiere que la union HA y CYP450 seria posible solo en ciertas condiciones fisiolégicas,

como la inflamacién y las reacciones alérgicas.

» La histamina presenta valores de Kd menores en microsomas inducidos para CYP2EL, lo
gue sugiere que la amina de origen biogénico es mas afin por CYP2E1 que por CYP1Al,
ademas esto denota que la afinidad no sera igual para todas las isoformas, por tanto los

efectos de la histamina seran mas perceptibles en unas isoformas que en otras.

» Existe consumo de histamina en reacciones enzimaticas con supersomas de CYP2E1l y
con microsomas inducidos con ciclohexanol, lo que proporciona evidencias del

metabolismo de histamina por enzimas de CYP450.
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