BIOTRANSFORMACION

¢ Qué es lo que pasa con los toxicos cuando ingresan a un ser viviente,digamos
el hombre o un animal? Una vez que el toxico se absorbe a través de una de las vias
ilustradas cuando vimos el tema de absorcion, se distribuira entre los distintos 6rganos
y compartimentos del organismo con una velocidad caracteristica, que dependera de
factores como ser: irrigacién sanguinea de cada 6rgano, el pH tisular yel contenido de
lipidos y de agua del mismo; asi como de factores propios del compuesto (su caracter
acido o basico y su liposolubilidad, su capacidad de interaccionar reversiblemente o no
con compuestos tisulares, etc.).

Simultdneamente, el compuesto sufrirA procesos de biotransformacion
(entiéndase por esto toda maodificacion en su estructura quimica producida in vivo) en
productos, ya sea biolégicamente mas 0 menos activos o inactivos. Los activos daran
lugar a interacciones con receptores (ej. acidos nucleicos, proteinas, lipidos, etc.), que
seran los responsables de los efectos bioldégicos que se corresponden con la
sintomatologia observada. Ambos productos de biotransformacion, activos e inactivos,
asi como el toxico tal cual, estan sujetos a procesos de excrecion por los cuales el
organismo se desembaraza de ellos.

Frecuentemente, el proceso de excrecion renal es el mas importante. En este
punto, es necesario destacar que de todos los pasos que existen entre la exposicion
de un organismo a una sustancia nociva y el efecto toxico final que ella produce, la
variable que mas modula su toxicidad es el proceso de biotransformacion del toxico.
¢Por qué esto es asi? Una razén es que las sustancias extrafias al organismo de
naturaleza liposolubles, sean ellas téxicas 0 no, son las que llegan a los receptores
intracelulares mas facilmente. Otra razdn es que el rifidn esta pobremente dotado para
excretar sustancias liposolubles y que sélo con la colaboracion de los procesos de
biotransformacion puede hacerlo eficientemente. Para ilustrar este punto, supongamos
cédmo desaparecerian algunos compuestos del organismo por excrecion, si no existieran
los procesos de biotransformacion.

Si el compuesto fuera poco liposoluble y se distribuyera en el agua corporal,
entonces se eliminaria la mitad del mismo por los rifiones en unas 5 horas. Si ademas
el compuesto se secretara activamente por los tlbulos, entonces ese tiempo se reduciria
a 1 hora. Si el compuesto es liposoluble, en cambio, el panorama es distinto, puesto que
entonces la sustancia facilmente sera filtrada en el glomérulo, pero luego, por su misma
liposolubilidad, seria reabsorbida por los tabulos y volveria al plasma. Eneste caso,
pasarian alrededor de 30 dias para que la mitad del compuesto fuese excretado. ¢ Cuél
es la funcion cooperativa que tiene el proceso de biotransformacion con la excreciéon
renal? Pues simplemente, transformar a los compuestos liposolubles en otros menos
liposolubles y, por lo tanto, mas facilmente eliminables por el rifidn.

Frecuentemente, este proceso ademas hace a las sustancias menos toxicas,
entre otras razones porque simplemente su menor solubilidad en lipidos le dificulta
atravesar las barreras membranosas celulares. No obstante, ya vimos que éste no es
siempre el caso.

¢ Como disminuye la liposolubilidad el proceso de biotransformacién? Lo hace
provocando una serie de transformaciones quimicas catalizadas por enzimas que
introducen grupos polares en partes de la molécula de menor polaridad.

Este proceso ocurre en dos etapas. En la primera etapa (etapa o Fase 1), se
verifican las reacciones que convierten grupos funcionales determinados en otros
nuevos. Por ejemplo: un alcohol se puede transformar en un aldehido, o un éster se
hidroliza para dar un acido y un alcohol, o un resto no polar de un hidrocarburo alifatico
0 aromético se oxida para dar un alcohol o un fenol de naturaleza polar, etc. En la
segunda etapa (etapa o Fase Il), se verifican las reacciones denominadas de
conjugacion. En estas reacciones, el organismo se vale de un grupo de enzimas distintas
de las que intervienen en la Fase | y que tienen la propiedad de combinar los



compuestos extrafios al organismo, o los metabolitos provenientes de ellos durante la
etapa I, con otras moléculas enddgenas de bajo peso molecular, como el sulfato, el
acido glucuronico, la glicina, el agua, grupos metilo, etc. Es importante la existencia de
estas dos etapas, ya que no siempre la biotransformacién que ocurre en la etapa I,
resulta en la pérdida de la actividad biolégica indeseable para el organismo o en la
suficiente hidrosolubilidad que permite la excrecién rapida.

Los productos de estas reacciones de conjugaciéon, son en general mas polares
y menos activos biolégicamente. Esta reaccién de conjugacién ocurre sobre un grupo
funcional de la molécula extrafia al organismo o sus metabolitos, por ejemplo un alcohol,
un fenol, un resto carboxilo de un acido, un amino, etc.

Una vez introducidas las generalidades de las etapas | y Il de los procesos de
biotransformacién, veamos mas detalladamente qué reacciones ocurren en ellas.

Reacciones de la Fase |

Las reacciones que dan lugar a la "funcionalizacion" de la sustancia extrafia al
organismo son en general oxidaciones, reducciones o procesos de hidrdlisis.

En la Tabla 1 se muestran cudles son las transformaciones que estos tres
procesos provocan, qué productos se forman y se mencionan algunos ejemplos de
compuestos procesados de ese modo.

Reacciones de la Fase |l

Las reacciones en esta etapa son de tipo sintético y conducen a la formacion
de glucurénidos, acetamidas, acidos mercapturicos, acidos hipuaricos, metil aminas, etc.

En la Tabla 2 se ilustran las reacciones mas frecuentemente involucradas en
los procesos de la Fase |Il.

Localizacién de las reacciones de biotransformacidon de sustancias
extrafias al organismo

El higado es el 6rgano con mas capacidad para la biotransformacion de
sustancias extrafias al organismo y resulta facil imaginar por qué, puesto que tiene una
posicién estratégica en relacion a la entrada de estas por el tracto gastrointestinal.

Proporciones mucho menores de esta actividad, se encuentran en otros 6rganos
como: intestino, rifién, pulmon, adrenales, testiculos, ovarios, placenta, etc. Lacapacidad
hepatica para biotransformar téxicos reside fundamentalmente en las células epiteliales.
A su vez, intracelularmente, existe una localizacion preferida de cada uno de los
procesos de biotransformacion descritos. Por ejemplo, la mayor parte de las reacciones
correspondientes a la etapa |, se verifican en el reticulo endoplasmico, tanto en su
componente rugoso como en el liso, pero con cierto predominio en este ultimo.

Una fraccion menor de esos procesos puede verificarse en la membrana externa
de la envoltura nuclear. La localizacion intracelular de las enzimas que catalizan los
procesos en la etapa Il, es mas heterogénea, por ejemplo, la glucuronil transferasa y la
epOxido hidratasa estan localizadas en el reticulo endoplasmico. En cambio, las enzimas
gue catalizan la formacion de la fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS), asi como las
sulfoquinasas que permiten la reaccion de éste con los fenoles estan en el citoplasma.
Otro tanto ocurre con la enzima que metila fenoles y con la queconduce a la formacién
de acidos mercapturicos.

En el caso de las acetilaciones, el problema es totalmente distinto, porque ellas
se verifican fundamentalmente en las células de Kupffer y no en el hepatocito.



TABLA 1. REACCIONES DE BIOTRANSFORMACION DE LA FASE |

OXIDACIONES

CARBONOS ALIFATICOS
CARBONOS AROMATICOS
O-DEALQUILACION

N-DEALQUILACION

S-DEALQUILACION

N-OXIDACION

S-OXIDACION

DESULFURACION

EPOXIDACION

R--CH2R’ -----=-mmmmmmmeean > R-CHOH-R’
R-CeHs5 --------=-=-mmmemmmm > R-CeH4-OH
R-O-CH2R’ -----=--mmmmmee- >R-OH + R’-CHO
R-NHCHzR’ --------=-mmme-- > R-NHz2 + R-CHO
RRiNCH2R’--------=-=emeoo- > RRiNH + R'-CHO
R-S-CH2R’ -------m-mmmeeem- >R-SH + R’-CHO
R-NHz ------mmmmmememeeeae > R-NHOH
R1R2R3N ----------emmmmeee- > R1R2RsNO
0]
R-S-R’ >R-S-R’
S O
R-C-R’ ------mmmmmmmeeee- >R-C-R’
S o
R1-P-R2 ----------mmmeme - > R1-P-R2
R3 R3
R-CH=CH-R’ ---------=-=---- > R-CH-----CH-R’
O

EJEMPLOS

pentobarbital, tolbutamida, tolueno, xileno
benceno, anilina, benzopireno, fenol
anisol, codeina

morfina, codeina, atropina, metadona

dimetilsulfuro, metitural, metiltiopurina

naftilamina, anilina, aminobifenilo

imipramina, trimetilamina,clorpromazina

tioacetamida, clorpromazina

tiobarbituratos

paration, malation, diazinon

naftaleno, cloruro de vinilo, tricloroetileno



DEAMINACION

DE ALCOHOLES

DE ALDEHIDOS

REDUCCIONES
DE GRUPOS AZO

DE GRUPOS NITRO O NITROSO

DEHALOGENACIONES

HIDROLISIS

DE ESTERES CARBOXILICOS
DE ESTERES FOSFORICOS

DE ESTERES NITRICOS

DE HALOGENUROS DE ALQUILO

DE AMIDAS

RiR2CH--NHR’ ------------o--—- > R1R2CO + R'NH2
PRIMARIOS -----nnmmmmmmmeeene- > ALDEHIDOS
SECUNDARIOS --------mmmmeeemev > CETONAS
B o 1 o R—— > R--COOH

N N —— > R--NH2 + R--NH;
R--NOz -------- > R--NO ------- > R--NHOH--------- >
--------- >R NH2

S o P G > R--CH3

R--COOR’ --ermemmrmemnen- > R--COOH + R'OH
R1R2POOR’ ~----mmeeeemmmeev > R1R2POOH + R'OH
3] N[ 73— > R--OH + NO3’

S o > R--OH + CI

2B o] V[ = > R--COOH + R’'NH;

anfetamina, efedrina, norefedrina
metanol, etanol, feniletanol
isopropanol, ciclohexanol

formaldehido, acetaldehido, benzaldehido

colorantes azoicos

nitrobenceno, trinitrotolueno, nitrosobenceno

DDT, CCls, halotano

procaina, cocaina, aspirina
insecticidas fosforados
nitroglicerina

DDT, tricloroetileno

fenacetina, lidocaina, clorpropamida



TABLA 2. REACCIONES DE BIOTRANSFORMACION DE LA FASE II

CONJUGACION A GLUCURONIDO

DE ALCOHOLES

DE FENOLES

DE ACIDOS CARBOXILICOS

DE AMINAS AROMATICAS

CONJUGACION A SULFATO

DE ALCOHOLES

DE FENOLES

ACETILACIONES

DE AMINAS

DE SULFONAMIDAS

METILACIONES

DE FENOLES

DE AMINAS

R--O--glucurénido
Ar--O--glucurénido
R--CO--glucurénido

Ar--N--glucurénido

R--OH + PAPS -----rmememmeev > R--OSOsH
Ar--OH + PAPS ----emmememens > Ar--OSO:H

=3 P ——— > R-NHCOCH;

2B Yo Fi | = — > RSO2NR'COCH;
R--OH > R--OCHs

T P —— > R--NHCHs

EJEMPLOS

oxazepam

fenol, morfina, codeina, paracetamol
4cido benzoico,

anilina

morfina

fenol, paracetamol

p-aminobenzoato, isoniacida

sulfanilamida, sulfametazina

morfina

noradrenalina



(continuacidn).

EJEMPLOS
FORMACION DE ACIDOS MERCAPTURICOS
HIDROCARBUROS AROMATICOS RX + GSH ------- > R-S-CH2-CH(COOH)-NHAc Paracetamol, naftaleno, benzopireno, penta-
EPOXIDOS cloronitrobenceno
COMPUESTOS HALOGENADOS
NITROCOMPUESTOS
FORMACION DE ACIDOS HIPURICOS
ACIDOS CARBOXILICOS RCOOH + GLICINA ------ > RCONHCH2COOH Acido benzoico, acido salicilico
FORMACION DE DIOLES
EPOXIDOS Benceno, benzopireno, bromobenceno,
OXIDOS DE ARENO naftaleno

UDPGA: ac. uridin difosfoglucurénico
PAPS: fosfoadenosina fosfosulfato
AcCoA: acetil coenzima A

SAM: S-adenosil metionina

GSH: glutation reducido



Mecanismo de los procesos de biotransformacién de sustancias extrafias
al organismo

Si bien hemos descrito un gran nimero de biotransformaciones que ocurren en
el organismo y las hemos encuadrado dentro de las dos etapas generales y de cada una
de ellas habria mucho por decir, son por lejos los procesos que ocurren en la etapa |
los mejor conocidos y los mas relevantes en relacién con los problemas farmacol6gicos
y toxicologicos. Esto es cierto en particular para las transformaciones mediadas por la
oxidasa de funcion mixta que tienen al citocromo P-450 como componente principal.

Dicho nombre deriva del hecho que del mol de oxigeno que participa en estas
reacciones, un atomo es incorporado en el sustrato y otro es reducido a agua. Este
sistema tiene la caracteristica poco usual de requerir NADPH y O a la vez y tiene tres
componentes: un lipido, el citocromo P-450 (P-450) y la NADPH P-450 reductasa. El P-
450 es una hemoproteina que contiene un atomo de hierro en estado reducido por mol
y que es capaz de combinarse en su forma reducida con el CO, para dar una banda de
absorcion caracteristica a 450 nm, de la cual deriva su nombre. La fracciéon P-450, hoy
se la sabe constituida por varias isoenzimas, cada una de las cuales ha sido purificada
hasta ser homogénea. Por ejemplo, los microsomas de higado de conejo contienen seis
formas distintas de P-450. Cada una de ellas, posee una distintaafinidad por los
sustratos, lo cual es interesante si se tiene en cuenta la poca especificidad de un sistema
gue debe procesar gran variedad de sustancias extrafias, cuyo unico factor comun
aparente es cierto grado de lipofilia.

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA MONO-
OXIGENASA P-450

naoPH — 2 » FP, CYtP450"
\
\
\

oyt P-450 cytP450""

SOH

—
NADH ——@-')-+ FP i’ cytb —'-.'—'—-——-} cytP-450
D \oé
SH

Otro componente del sistema de la oxidasa de funcion es la NADPH P-450
reductasa. Es una flavo-enzima que se habia aislado muchos afios antes, aunque no se
sabia cual era su sustrato natural. Dado que se media su actividad valiéndose de
citocromo C como aceptor de electrones, se la denominaba citocromo C reductasa. En
el reticulo endoplasmico hepatico hay una molécula de P-450 reductasa por cada 10 a
20 moléculas de P-450.



Parece ser que el P-450 y su reductasa pueden formar un acople multi-
enzimatico que tiene cierta movilidad en las membranas del reticulo endoplasmico. En
lo que hace al componente lipidico del sistema, pudo establecerse que es un fosfolipido,
basicamente fosfatidilcolina. No obstante, otros fosfolipidos y algunos detergentes no
idnicos pueden reemplazar a este componente. La funcion de estos fosfolipidos no esta
muy clara, pero parece ser que facilitan la transferencia de electrones al P-450. También
se observ6 que aumentan la afinidad de los sustratos y de la P-450 reductasa por el P-
450.

Los sustratos del tipo I, frecuentemente aceleran la velocidad de reduccion del

P-450 por la P-450 reductasa. Los sustratos tipo Il la desaceleran.
Es importante tener en cuenta que el P-450 estd ampliamente distribuido en la
naturaleza y que se lo ha encontrado en microbios, insectos, animales y aun en plantas.
También importa no perder de vista el hecho de que el P-450 participaactivamente en
el metabolismo de sustratos enddégenos, como ser acidos grasos, prostaglandinas y
esteroides (ej., colesterol, hormonas esteroides, vitamina D, &cidos biliares).

Factores que modifican laintensidad de los procesos de biotransformacion
de sustancias extrafias al organismo por la oxidasa de funcion mixta P-450
dependiente

Este es uno de los aspectos de mas importancia para el médico, el toxicélogo o
el farmacélogo, puesto que permite comprender la complejidad y variabilidad de la
respuesta bioldgica frente a sustancias extrafias. En la figura se resumen algunos de
los factores que afectan a las biotransformaciones de sustancias extrafias al organismo,
mediadas por el sistema P-450 dependiente.

Inhibidores Embarazo
Inductores Estrés

Especie Hipofisectomia
Cepa (raza) Adrenalectomia
Individuales Tiroidectomia
Edad Diabetes

Sexo Castracion
Dieta Hepatitis

Ayuno Cirrosis

Hora del dia Ictericia obstructiva
Epoca del afio Hepatomas

Resulta evidente, que todo factor que modifique el contenido o el tipo de P-450,
la actividad de la P-450 reductasa o los niveles de NADPH, tendria efecto sobre la
biotransformacion de sustancias extrafias al organismo y, por ende, sobre la duracién
y la intensidad de sus acciones biol6gicas. Lo particular de este sistema enzimatico es
gue, debido a su falta de especificidad, gran cantidad de sustratos pueden competir por
los sitios activos y asi alterar sus respectivas biotransformaciones. Existen compuestos
como el CClq, la alilisopropilacetamida y otros que in vivo destruyen al P-450 y asi
disminuyen la intensidad de los procesos gue éste cataliza. Un efecto similar, puede ser
logrado con inhibidores de la sintesis del hemo como el 3-amino-1,2,4-triazol o el cloruro
de cobalto. Es posible disminuir el proceso global de hidroxilacion de la P-450 reductasa
con sustancias como de la cistamina.

Otra caracteristica Unica de este sistema P-450 dependiente que biotransforma
xenobidticos, es la facilidad con que es inducido. Han sido descritas cientos de
sustancias quimicas que son capaces de estimular la actividad de este sistema



enzimatico. Algunas de ellas son farmacos (hipnéticos, sedantes, gases anestésicos,
estimulantes del SNC, anticonvulsivantes, tranquilizantes, antipsicéticos,
hipoglicémicos, alcaloides, hormonas, esteroides, etc.). Otros son toxicos o compuestos
presentes en el ambiente; por ejemplo, plaguicidas, hidrocarburos policiclicos
provenientes de procesos de combustion(entre ellos el humo del cigarrillo), herbicidas,
aditivos alimentarios, etc.

Algunos de estos compuestos tienen efecto bifasico, actuando como inhibidores
en etapas tempranas de la exposicion y luego como inductores por exposicion repetida.
Los inductores aumentan siempre el contenido de P-450 hepatico y algunos también la
actividad de la P-450 reductasa. No todos los inductores aumentan el contenido de la
misma isoenzima del P-450, por ejemplo el 3-metilcolantreno y la
tetraclorodibenzodioxina inducen la forma denominada P-448.

El proceso de induccion involucra tanto un aumento de la sintesis como una
disminucion de la degradacién proteica. La proporcién en que cada uno de estos
factores participa en la induccion varia con cada compuesto. Estos procesos suelen ir
acompafiados de efectos en el turnover (recambio) del RNA y de los fosfolipidos y a su
vez por proliferacién del reticulo endoplasmico liso de las células epiteliales hepaticas.

Las diferencias existentes para biotransformar xenobidticos entre las distintas
especies son tanto cualitativas como cuantitativas. Las cualitativas conciernen
fundamentalmente a las reacciones de conjugaciéon de la Fase Il. Las diferencias
existentes en los procesos de Fase | son usualmente cuantitativas, o sea, en el
contenido de P-450 y de P-450 reductasa. Otro tanto sucede con las variaciones
observadas de una cepa a otra de una misma especie. Ellas suelen ser de dos a tres
veces de diferencia para el caso de ratas o ratones, pero ha llegado a ser de hasta veinte
veces en el caso de cepas de conejo.

Las diferencias individuales pueden ser muy grandes y, como era de esperar,
facilmente observables en el hombre. Ellas han sido verificadas para el metabolismo
de anticoagulantes como el warfarin y el dicumarol, asi como para farmacos como la
fenilbutazona, la antipirina o la difenilhidantoina. Estas variaciones también se deben a
factores cuantitativos. El sexo también puede ser variable para la biotransformacion de
xenobioticos, por lo menos asi ocurre en la rata. No se ha observado una diferencia
equivalente en otras especies. La rata macho tiene mayor capacidad para la
biotransformacion y ello parece deberse a una mayor afinidad a los sustratos por su P-
450.

La edad es otra variable importante. Gran cantidad de estudios evidenciaron que
los fetos y recién nacidos de distintas especies animales tienen menor capacidad para
biotransformar xenobioticos y que ella aumenta rapidamente después del nacimiento.
Esto parece deberse a una diferencia en los contenidos de P-450 y P-450 reductasa.
Relativamente el feto humano tiene mas capacidad metabdlica para xenobidticos que el
equivalente de los animales, siendo su P-450 un 60-70% y su P-450 reductasa un 30%
del de los adultos. Existe también un decaimiento en los contenidos de P-450 y P-450
reductasa en la vejez.

El desbalance hormonal influye profundamente sobre la capacidad para
biotransformar xenobiéticos, tal como lo revela la experimentacién animal. Tal es el caso
de animales con alteraciones hormonales (adrenalectomizados, tiroidectomizados,
hipofisectomizados) o con diabetes inducida quimicamente (aloxanica). En ellos, el
metabolismo de muchos sustratos esta muy disminuido. En la rata, estos efectos
dependen del sexo.

Las hormonas modulan, ya sea el contenido de P-450 o la actividad de la P-450
reductasa o la afinidad del P-450 por su sustrato. Visto este importante rol hormonal, no
es de extrafiar que la capacidad para metabolizar xenobi6ticos cambie con la hora del
dia, debido al ritmo circadiano existente en los niveles de corticosterona o que se vea
afectada por el estrés, el embarazo o el ayuno.

La capacidad para biotransformar xenobioticos puede alterarse con la dieta, por
ejemplo, dietas pobres en proteinas y altas en hidratos de carbono y grasa la



disminuyen, en tanto que las dietas ricas en proteinas la aumentan. También resulta
facil comprender que si el higado es el lugar fundamental para la biotransformacion de
xenobidticos, que esa capacidad esté resentida en el caso de dafio celular hepético
producido, ya sea por téxicos o por virus. En la ictericia obstructiva y en los canceres
hepaticos, también hay disminucion de esta actividad. En cambio, esto no ocurre en la
cirrosis con los procesos de la Fase |, aunque si con los de la Fase II.

En resumen, el conocimiento de la quimica biolégica de los procesos de
biotransformacién de xenobioticos, nos proporcionard una comprension racional de los
procesos que dan origen y permiten el tratamiento de las enfermedades.

En nuestro laboratorio hemos prestado siempre atencion a la influencia de
muchos de estos factores moduladores sobre la biotransformacion de los xenobiéticos.
Especies distintas (aun cepas distintas!) pueden comportarse de modo radicalmente
diferente frente a un toxico. Esto debe ser un factor a tener en cuenta cuando
pretendemos extrapolar los resultados de las investigaciones en animales de
experimentacion al hombre o a otras especies. Por ejemplo, el tetracloruro de carbono
es muy poco o nada téxico en las aves cuando los roedores y el ser humano son muy
sensibles. El estudio de las interacciones de los procesos de biotransformacion con
inductores e inhibidores metabdlicos presentes en nuestra dieta (toxicologia
alimentaria!) o provenientes de nuestra ocupacién (toxicologia laboral!) o hébitos
(toxicologia social), también es un campo apasionante y virtualmente infinito de trabajo.
El estudio sobre la influencia de la edad o el sexo también ha sido abordado por nuestros
trabajos. Para quien le interese leer un poco mas sobre esto (aunque no es material
especifico del cursa!), en la carpeta “Contenidos complementarios” y dentro de ella en
“Biotransformacion” pueden encontrar algunos de estos trabajos.
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