ll. PROCESO DE BIOTRANSFORMACION

Los humanos y muchos otros animales estan constantemente expuestos en su medio
ambiente a una vasta variedad de agentes xenobiéticos; los cuales pueden ser de origen natural o
formados por intervencién del hombre, En general los compuestos mas lipofilicos son mas
facilmente absorbidos a través de la piel, pulmones o del tracto gastrointestinal. La constante
exposicion a este tipo de sustancias podria resultar en su acumulacion dentro del organismo, al
menos que se presente un sistema eficaz de eliminacion. Con excepcion de la exhalacion, para
gue un agente xenobidtico pueda ser eliminado del organismo, requiere que sea soluble en fase
acuosa, lo anterior funciona para compuestos no volatiles y en consecuencia seran excretados por
la orina y las heces, que son las predominantes rutas de eliminacion. Sin embargo, los
compuestos lipofilicos que se encuentran en los fluidos de excrecion tienden a difundir hacia las
membranas y en consecuencia son reabsorbidos, mientras que los compuestos solubles en agua
son excretados, lo que dejaria aparentemente una acumulacion de los agentes xenobiéticos
lipofilicos dentro del organismo (Caldwell and Paulson, 1964; Klaassen et al, 1986).

1. Panorama general.

De acuerdo a la estructura de la membrana celular, esta le confiere una selectividad en la
absorcion tanto de las sustancias enddgenas como xenobidticas. Esta selectividad permite que
existan vias de absorcién especifica para los nutrimentos hidrosolubles con un gasto energético
(transporte activo), pero por otra parte aunque la mayoria de los organismos vivos son casi
impermeables a la gran mayoria de las sustancias hidrosolubles no deseables, no pueden prevenir
la absorcion de la mayoria de las sustancias liposolubles. En la Figura 1.1. tenemos resumido en
un esquema ilustrativo, las principales vias de absorcién y eliminacion tanto de compuestos
enddgenos como exdgenos (Anders, 1985; Manahan, 1990; Shibamoto y Bjeldanes, 1996).

FIGURA 1.1
Principales vias de excrecion y absorcion de xenobiéticos
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ABSORCION

Afortunadamente, los animales superiores han desarrollado un nimero de sistemas
metabolicos que convierten los agentes xenobioticos liposolubles en metabolitos hidrosolubles
capaces de ser excretados por las vias de eliminacién. A esta actividad bioquimica se le ha
denominado proceso de Biotransformacion, el cual se ha dividido a su vez en dos grandes grupos
de actividad enzimatica: reaccion de Fase | y Fase Il como se observa en la Figura 1.2.

FIGURA 1.2
Integracién del proceso de Biotransformacion de xenobidticos
(adaptada de Klaasen et al, 1986)
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La funcion principal del proceso de Biotransformacion es la transformacion de los agentes
xenobidticos para facilitar su remocién a través del rifion y la bilis principalmente. Sin embargo,
cuando se modifica la estructura quimica del agente xenobiético, se puede presentar en algunos
casos, que se modifique la actividad farmacoldgica y en ocasiones hasta un aumento de la
toxicidad, lo que se conoce como bioactivacion, como es el caso de las sustancias denominadas
procarcinogénicas, las cuales requieren del proceso de biotranformacién para manifestar el efecto
carcinogénico (Loomis, 1978; Anders, 1985).

2. Reacciones fase I.

La funcién de este tipo de reacciones, es madificar la estructura quimica de la molécula,
por introduccion de grupos funcionales como son hidroxilo, amino, carboxilo entre otros. También,
se puede obtener una mayor polaridad del agente xenobidtico por exposicion de grupos
funcionales como es el proceso de hidrdlisis. Posiblemente la oxidacidon es la reacciébn mas
importante de las reacciones de fase I; en general estas reacciones estan mediadas por el sistema
de oxidacion microsomal que contiene el citrocromo P-450, también conocido como “sistema
oxidasa de funcién mixta”, el cual requiere del cofactor nicotin-adenin-dinucleétido-reducido
(NADPH) como donador inicial de electrones y oxigeno molecular como oxidante, segin se
observa en la Figura 2.1 (Repetto, 1981; Klaassen et al, 1985; Manahan, 1990).
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FIGURA 2.1
Sistema de transporte de electrones de Citocromo P-450 y oxidacion
de un xenobidtico (RH)
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En el esquema anterior, un electron del NADPH se transfiere al citocromo P-450
mediante la enzima NADPH-Citrocromo P-450-reductasa. Hay que hacer notar que el origen del
citocromo P-450, se refiere a que es una proteina cromdgena que cuando se une al mondxido de
carbono, da una forma reducida que presenta un maximo de absorcién espectral a 450 nm. Aunque
este sistema oxidativo forma parte de muchos tejidos del organismo, el sitio de la oxidacion de la
mayoria de los xenobidticos se presenta en el reticulo endoplasmico liso del higado. Hay muchas
formas de citocromo P-450 o isoenzimas que le dan caracteristicas particulares al organismo que las
contiene, presentandose una diferenciacion en el proceso de Biotransformacion intra e
interespecie.

El sistema de oxidacion microsomal con participacion de la citocromo P-450 es
inducible; asi, la administracion de sustancias oxidables incrementa su actividad, como es el caso
de la administracion de barbitdricos, ciertos plaguicidas entre otros xenobiéticos; lo que le confiere
una adaptacion del reticulo endoplasmico liso del higado al incremento del proceso oxidativo. El
anterior sistema, ademas de mediar muchas reacciones de oxidacién; también, puede llevar a
cabo reacciones de reduccion, como es la conversion de los colorantes azdicos a sus
correspondientes aminas, cuando se presentan condiciones anaerobias (Hodgson and Guthrie,
1980; Timbrell, 1985).

2.1. Hidroxilacién aromatica.

La hidroxilacion aromatica, para el sistema mas simple se describe en la Figura 2.1.1, el
cual es uno de los procesos oxidativos de mayor importancia. Los mayores productos de la
hidroxilacion aromética son fenoles, pero también se pueden formar catacoles y quinoles.
Consecuentemente un numero variable de metabolitos hidroxilados se pueden formar, lo cual
dependera de las caracteristicas particulares de la especie considerada.
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FIGURA 2.1.1
Metabolitos aromaticos de la hidroxilacién del benceno
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Sin embargo, hay que mencionar que la hidroxilacién aromatica procede via la formacién
de un epdxido como intermediario. Lo anterior se puede ilustrar en la hidroxilacion del naftaleno,
ya que generalmente se forma tanto el 1-naftol como el 2-naftol, la cual se realiza via la formacion
del epdxido intermediario 1, 2-6xido como se observa en la Figura 2.1.2. Cabe mencionar que
precisamente el naftaleno es el precursor de los denominados hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), donde el efecto carcinogénico de algunos de ellos se debe a la formacién de un
epoxido intermediario.

FIGURA 2.1.2
Hidroxilacién del naftaleno a través de la formacion de epdxido (adaptada de
Timbrell, 1985)
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La oxidacién via formacion de epdxidos es muy importante, ya que estos metabolitos
intermediarios pueden reaccionar con biomoléculas celulares; asi tenemos, que los epodxidos
estabilizados pueden reaccionar con sitios nucleofilicos de constituyentes celulares como son
ciertos acidos nucleicos, y producir un evento mutagénico. Eventos de este tipo se presentan con
algunos hidrocarburos arométicos policiclicos, asi como en algunas micotoxinas.

2.2. Hidroxilacién heterociclica.

Compuestos heterociclicos con atomos de nitrégeno tales como la piridina y quinoleina,
sufren la oxidacion microsomal por hidroxilacién en la posicién 3; asi, en el caso de la quinoleina,
el anillo aromético sufre la hidroxilacién en la posicion 3 pero también se obtiene el metabolito
hidroxilado en la posicion 6 como se observa en la Figura 2.2.1. Este tipo de reaccion es
interesante, ya que sabemos que los alcaloides tienen como caracteristica estructural, poseer un
atomo de nitrégeno heterociclico.

FIGURA 2.2.1
Hidroxilacion microsomal de priridina y quinoteina
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Otro ejemplo de hidroxilacion heterociclica lo constituye la oxidacidon microsomal del anillo
de cumarina, el cual es muy comin en muchos metabolitos secundarios de algunas plantas
superiores y es la estructura basica de un grupo de rodenticidas que tienen efecto hemolitico. En
este caso la adicidn del grupo hidroxilo se lleva a cabo en la posicién 7, si ésta se encuentra libre,
como se observa en la Figura 2.2.2. También, hay que mencionar que algunas micotoxinas como
las aflatoxinas y ocratoxinas tienen dentro de su estructura el anillo cumarinico, por lo tanto es
factible que se lleve a cabo la hidroxilacion.
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FIGURA 2.2.2
Hidroxilacién microsomal del anillo heterociclico de cumarina
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2.3 N-Dealquilacién.

La N-dealquilacién es la remocion de grupos alquilo del &tomo de nitrégeno y en realidad,
se podria considerar como un proceso donde se exponen los grupos funcionales como es el grupo
amino. Los grupos N-alquil son removidos oxidativamente por conversion al correspondiente
aldehido como se observa en la Figura 2.3.1.

FIGURA 2.3.1
Dealquilacion mediada por oxidacion microsomal enzimatica
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2.4. N-Hidroxilacion.

La N-hidroxilacion de arilaminas primarias, arilamidas e hidrazinas, es catalizada por el
sistema de oxidacién microsomal involucrando la participacion del citocromo P-450 y requiriendo
NADPH y oxigeno molecular. Asi, el ejemplo mas simple es el de la N-hidroxilacion de la anilina
para producir fenilhidroxilamina como se observa en la Figura 2.4.1. Hay que mencionar que los
metabolitos formados por este proceso oxidativo, pueden ser moléculas muy reactivas.
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FIGURA 2.4.1
N-hidroxilaciéon de la anilina
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En este proceso oxidativo se pueden presentar algunos ejemplos de bioactivacion como
es el caso de la N-hidroxilacion del 2-acetilaminofluoreno (Figura 2.4.2) que produce un potente
carcinogénico (Anders, 1985; Timbrell, 1985).

FIGURA 2.4.2
N-hidroxilacién del 2-acetil-aminofluoreno (Tomado de Timbrell, 1985)
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2.5. Desulfuracion.

La sustitucion del atomo de azufre por un atomo de oxigeno en una molécula organica por
oxidaciébn microsomal, se conoce como desulfuracion y es un proceso comudn para la
Biotransformacién de los insecticidas organofosforados, los cuales se usan ampliamente en las
actividades agricolas. En la Figura 2.5.1 se tiene un ejemplo ilustrativo como es la desulfuracion
del paratién, con lo cual se obtiene el metabolito oxidado que tiene mayor efecto inhibidor sobre la
acetilcolinestarasa. (Timbrell, 1985; Miyamoto et al, 1988).

Este proceso de oxidacion microsomal es aprovechado en la bioactivacion de los
insecticidas organofosforados. Asi, tenemos por ejemplo que el Paration tiene un DLso de 10 a 12
mg/Kg p.c., en tanto que el Paraoxén (metabolito desulfurado) incrementa su toxicidad con un
DLso entre 0.6 a 0.8 mg/Kg p.c.; los anteriores datos de toxicidad corresponden a evaluaciones en
rata por via intraperitoneal.
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FIGURA 2.5.1
Desulfuracion oxidativa del paration
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2.6. Reacciones de oxidacién no microsomal.

Aunque el sistema de oxidacidon microsomal con la participacién del citocromo P-450, es
el proceso enzimatico mas comun en la oxidacion de un compuesto extrafio, hay otras vias
metabdlicas que pueden llevar a cabo la oxidacidon de algunas moléculas organicas como son: la
oxidacion de aminas, alcoholes, aldehidos y purinas entre otras (Timbrell, 1985; Miyamoto et al,
1988).

En la oxidacion de aminas, hay la participacion ya sea de monoamino o diamino oxidasas,
ambas involucradas en la desaminaciéon tanto de aminas primarias, secundarias y terciarias,
resultando como productos sus respectivos aldehidos como se puede observar en la Figura 2.6.1.
La enzima monoamina oxidasa se localiza en las mitocondrias de varios tejidos; en tanto que la
diamino oxidasa se encuentra en el citosol de las células.

FIGURA 2.6.1
Oxidacion no-microsomal de putrescinay 5-hidroxitriptamina
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Aunque in vitro el sistema microsomal oxidativo ha demostrado que puede oxidar el
etanol; sin embargo, in vivo la enzima que lleva a cabo esta funcion es la alcohol deshidrogenasa,
la cual se encuentra en la fraccidn soluble de varios tejidos. Los productos de oxidacion de esta
enzima, son los correspondientes aldehidos o cetonas, de acuerdo a si son alcoholes primarios o
secundarios respectivamente. Los productos carbonilicos de la acciébn de la alcohol
deshidrogenasa, pueden sufrir una posterior oxidacion por la aldehidos deshidrogenasa y producir
los respectivos acidos organicos, como se muestra en el ejemplo de la Figura 2.6.2.
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FIGURA 2.6.2
Oxidacion del etanol hasta acido-acético
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En este proceso oxidativo presentamos el caso de la bioactivacién que corresponde al
alcohol alilico, ya que al actuar sobre este compuesto la alcohol deshidrogenasa se forma el
respectivo aldehido, que en este caso corresponde a la acroleina, el cual es un hepatotoxico que
causa necrosis periportal en animales de experimentacion (Figura 2.6.3, Timbrell, 1985).
Precisamente, este aldehido por tener un caracter muy reactivo, esta implicado en la formacion de
acidos grasos ciclicos, los cuales al parecer tienen un efecto téxico.

FIGURA 2.6.3
Oxidacion no-microsomal del alcohol alilico
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2.7. Reduccion.

Aungue el sistema de oxidacion microsomal que contiene citocromo P-450 normalmente
lleva a cabo la oxidaciobn xenobidtica; este sistema puede funcionar como un proceso de
biotranformacion reductivo. El proceso reductivo se presenta cuando hay una baja tension de
oxigeno molecular (baja concentracion) y por consiguiente ciertos substratos xenobioticos pueden
aceptar uno o dos electrones que son proporcionados por el sistema microsomal con participacion
del Citocromo P-450, en lugar del oxigeno. En este panorama reductivo, incluso el oxigeno actia
como inhibidor de esta ruta, ya que compite con los substratos por los electrones; adicionalmente,
los mismos productos de reduccion son inhibidores de este sistema, ya que pueden competir con
los propios sitios de unién del Citocromo P-450 y por consiguiente detener el flujo de electrones,
por lo cual este proceso es menos efectivo que la oxidaciéon (Klaassen et al, 1986; Gilman et al,
1990; Shibamoto y Bdjeldanes, 1996).

En la figura 2.7.1 se tiene esquematizado las principales reacciones de reducciéon que

puede llevar a cabo el anterior sistema, recordando que esta ruta solo se presenta en un ambiente
anaerobico. En base a lo anterior, se establece que la microflora intestinal tiene una gran
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influencia en este proceso de reduccion; ya que estos microorganismos tienen su sistema de
oxidacion microsomal normal, pero debido al medio en que se encuentran (reduccion de la tension
de oxigeno), pueden llevar a cabo el proceso de reduccion en lugar de la oxidacién (Hodgson and
Guther; 1980; Klaassen et al, 1986).

FIGURA 2.7.1
Reacciones de reduccién del sistema microsomal con participaciéon de citrocromo P-450
(Adaptada de Klaassen et al, 1986)
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2.8. Hidrolisis.

En las reacciones de fase | del proceso de biotransformacion de xenobidticos, lo que se
pretende es darle un mayor caracter polar a las moléculas, lo cual implica adicionarle grupos
funcionales polares tales como hidroxilo o aminas; sin embargo, otro camino para llegar al mismo
propésito implica realizar un proceso hidrolitico en cierto tipo de compuestos, para que se puedan
exponer estos grupos polares funcionales (Timbrell, 1985; Gilman et al, 1990).

En ciertos tejidos de los mamiferos y especialmente en el plasma sanguineo se
encuentran varias esterasas, las cuales tienen la capacidad de producir hidrélisis de diferentes
tipos de ésteres. Estas esterasas son clasificadas como aril-esterasas y acetil-esterasas; incluso
cabe mencionar que enzimas tales como tripsina y quimotripsina pueden producir la hidrolisis de
ciertos carboxi-ésteres. En la Figura 2.8.1 tenemos el esquema genérico de este proceso
hidrolitico con un ejemplo ilustrativo.
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FIGURA 2.8.1
Hidrdlisis de ésteres por acciéon de esterasas
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La hidrdlisis de amidas es catalizada por amidasas; sin embargo, este proceso hidrolitico
es mas lento en comparacion al proceso de hidrélisis de los ésteres. Adicionalmente, el plasma no
es un lugar de alta actividad de hidrolisis de amidas, sino que ésta se presenta en otros tejidos,
como es el caso de algunas carboxil-amidasas microsomales del higado (Repetto, 1981; Timbrell,
1985). En la Figura 2.8.2 se presenta el esquema genérico y un ejemplo de la hidrdlisis de una
amida.

FIGURA 2.8.2
Hidrdlisis de amidas por amidasas
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Los epodxidos que son anillos de tres miembros que contienen un atomo de oxigeno,
pueden ser metabolizados por la enzima epoxido-hidratasa; esta enzima adiciona una molécula de
agua al epoéxico produciendo un transdihidrodiol. Este tipo de reaccidn es de suma importancia en
el proceso de biotransformacién, ya que en la hidroxilacién de xenobidticos que es comin y se
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producen epodxidos como metabolitos intermediarios, los cuales son moléculas muy reactivas que
pueden generar un evento mutagénico.

La epoxido-hidaratasa es una enzima que se encuentra en la fraccidon microsomal de las
células, muy proxima al sistema oxidasa de funcién mixta; por lo tanto, la epéxido-hidratasa lleva
a cabo un proceso de destoxificacion sumamente importante, ya que desactiva intermediarios
inestables muy reactivos, que son producidos en la hidroxilacion mediada por Citocromo P-450.
(Figura 2.8.3, Timbrell, 1985; Klaassen et al, 1986).

FIGURA 2.8.3
Hidr+olisis de epéxidos por acciéon de la epoxico-hidratasa
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3. Reacciones de fase Il.

Este tipo de reacciones metabdlicas son de biosintesis por lo cual requieren de un gasto
energético (formacién de enlaces quimicos); por lo tanto, son reacciones enzimaticas que aparte
de requerir de ciertos cofactores, necesitan de substratos de alta energia como es el ATP.

Las reacciones de fase Il también se denominan como reacciones de conjugacion,
involucran la adiciébn a los compuestos xenobiéticos de moléculas enddégenas, las cuales
generalmente son polares y de alta disponibilidad por parte del organismo. Estos grupos
enddgenos son adicionados a grupos funcionales presentes ya en los compuestos xenobidticos, o
que fueron introducidos o expuestos en la fase | del proceso de biotransformacion. El propésito
final es de obtener moléculas polares y con bajo coeficiente de particion lipido/agua, para que se
facilite su excrecion al disminuir substancialmente su caracter lipofilico (Klaassen et al, 1986;
Manahan, 1990).

3.1. Glucuronidacioén.

La principal reaccién de conjugacion que se presenta en la mayoria de las especies
animales es la incorporacion de &cido glucurénico a través del &cido uridin difosfo glucurdnico
(UDPGA). La obtencion del anterior complejo donador proviene de precursores disponibles del
metabolismo normal; o sea, que el UDPGA es formado en la fraccién soluble de las células
hepaticas a partir de la glucosa-1-fosfato como se observa en la Figura 3.1.1 (Timbrell, 1985;
Manahan, 1990).
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FIGURA 3.1.1
Formacion del 4cido uridin difosfo glucurdnico (UDPGA)
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La conjugacion del UDPGA con los xenobiéticos involucra un ataque nucleofilico de estos
compuestos a través de los atomos de oxigeno, nitrégeno o azufre al carbono C-1 del &cido
glucurdnico, y se observa una inversion de dicho enlace ya que pasa de forma a a b, como se
puede observar en la Figura 3.1.2, donde se ilustra el ataque nucleofilico del fenol sobre el acido
uridin difosfo glucurénico.

FIGURA 3.1.2
Inversion del enlace a a b en la formacién del glcurénido

(Adaptado de Trimbell, 1985)
COOH
¥ COOH
UDP-GLUCORONOSIL o

O-UDP TRANSFERASA
+ UDP

(UDPGA) fenol glucoronil-fenil-éter uridin difosfato

La enzima responsable de la catdlisis del proceso de conjugacién con UDPG, es la UDP-
glucuronosil-transferasa, la cual se encuentra en la fraccion microsomal de varios tejidos como
higado, rifién, piel, intestino y cerebro, siendo cuantitativamente de mayor importancia en el
higado. En si, la glucuronidacion es el principal proceso de conjugacion de las reacciones de fase
Il, tanto para compuestos enddgenos como exogenos, y el resultado es la obtencién de
conjugados polares solubles en fase acuosa, que puedan ser eliminados del organismo a través de
la orina o bilis. Debido a la amplitud de substratos que pueden ser aceptados y la suficiente
disponibilidad del donador (UDPGA), hace que la conjugacion con &cido glucurénidico tanto
cualitativa como cuantitativamente sea la mas importante reaccion de conjugacién; asi, en la
Figura 3.1.3. se muestran los principales tipos de glucurénidos que se pueden formar a partir de
diferentes grupos funcionales de los agentes xenobiéticos (Burchell and Coughtrie, 1989).
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FIGURA 3.1.3
Principales tipos de glucurénidos donde se muestra el grupo nucleofilico

GRUPO FUNCIONAL @) TIPO DE GLUCURONIDO
ALCHOHOL.:
alifatico G-OH éteres glucuronidos
aliciclico
bencilico
fendlico

ACIDO: o
alifatico G-C// ésteres glucurénidos
aromatico N

a- b-insaturado

ARILAMINAS: GNH—@ N-glucurénidos
alifatico

N-HIDROXIL (G)2-N-OH O-glucurénidos
alifatico
aromatico

TlOLEg:Iifético G-SH S-glucurénidos

aromatico

Aunque el proceso de conjugacion generalmente disminuye la actividad bioldgica del
agente xenobidtico original o biotransformado, hay casos excepcionales en donde se observa
también una bioactivacién, como es la glucuronidacion del acetilamino fluoreno, (Figura 3.1.4,
Timbrell, 1985).

FIGURA 3.1.4
Glucuronidacion del N-hidroxiaceilaminofluoreno

OH COCH 3
|
N-COCH 3 N
‘ UDP-GLUCURONOSIL ~ O-aciglucuronico
TRANSFERASA -
N-hidroxiacetilaminofluoreno N-hidroxiacetilaminofluoren-glucuronido
(CARCINOGENICO)

48



3.2.- Sulfatacion.

En los mamiferos, una importante conjugacién para varios tipos de grupos hidroxilo es la
formacién de ésteres de sulfato. Esta misma reaccién también se puede presentar con grupos
amino; asi, pueden ser substratos de esta conjugacion: alcoholes alifaticos, aminas aromaticas,
fenoles y compuestos enddgenos tales como esteroides y carbohidratos. En este proceso de
conjugacion el donador del compuesto enddgeno (sulfato) es el 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfato
(PAPS), el cual a su vez requiere ATP para su formacién, como se observa en la Figura 3.2.1. El
sulfato inorganico precursor del PAPS puede ser agotado cuando concentraciones significativas
son requeridas para este proceso de conjugacion.

FIGURA 3.2.1
Formacion del fosfoadenosin-fosfosulfato (PAPS)

NH2
N RN
O O N
IR </ |
'O'E'O]T'O'CH 2 N =
0 0 N
ATP + HSO3 > o  OH
adenosintrifosfato I
sulfato 0O=P-0~
inorganico OIH

3'-fosfoadinosin- 5 -fosfosulfato
(PAPS)

El proceso de sulfatacion es un efectivo proceso de destoxificacion, ya que los conjugados
formados, son sulfatos organicos ionizados que son relativamente facil de excretar, principalmente
a través del rifidén. Sin embargo, debido a que el sulfato inorganico requerido para la sintesis del
PAPS parece provenir de la cisteina, este aminoacido es un factor limitante de dicho proceso de
conjugacion; asi, tenemos que la sulfatacidn de fenoles o aril-alcoholes tiene una baja capacidad y
por consiguiente la mayor alternativa para este tipo de compuestos es la glucuronidacion.

Para llevar a cabo la conjugacion con sulfato se requiere de la participacion de una
sulfotransferasa, de la cual hay una amplia variedad para diferentes substratos y estas se
encuentran en la fraccion soluble de las células de varios tejidos, particularmente del higado,
mucosa intestinal y rifion. En la Figura 3.2.2 se tiene ilustrado la sulfatacion de alcoholes
aromaticos y alifaticos (Klaassen et al, 1986; Mulder, 1990).

FIGURA 3.2.2
Formacion de conjugados de sulfato para etanol y fenol

ETANOL
SULFOTRANSFERASA

CH3-CH2-OH + PAPS > CH3-CHy-O-SO3H
etanol etil-sulfato
OH FENOL 0-SO3H
+ PAPS SULFOTRANSFERASA .
fenol fenil-sulfato

49



3.3. Conjugacion con glutation.

Cierto tipo de compuestos xenobidticos son excretados como conjugados de N-acetil
cisteina (conjugados del acido mercapturico). Estos conjugados, generalmente son el resultado de
la ruptura enzimatica de los conjugados con glutatién. La conjugacion inicial con glutation para los
diferentes substratos (ya sean alifaticos o aromaticos), requiere de una variedad de enzimas del
tipo glutation-transferaras. Estas enzimas son localizadas en la fraccion soluble de las células
(Jakoby, 1980; Manahan, 1990).

En la Figura 3.3.1 se muestra esquematicamente el proceso completo de conjugacién con
glutation, en donde en primera instancia esta la participacion de la glutation-transferasa para el
substrato respectivo; a continuacion se lleva a cabo la ruptura metabdlica de los residuos glutamil
y glicinil del glutation y por udltimo la acetilacion del conjugado con cisteina para formar el
correspondiente derivado del acido mercapturico. En este proceso generalmente el grupo sulfidrilo
(tiol) del glutation actia como un nucleofilico, atacando el centro electrofilico reactivo del
componente extrafio.

FIGURA 3.3.1
Conjugacion con glutation hasta la formacion del derivado de acido mercapturico

o RS o
| I

GLUTATION-S-TRANSFERASA_CH2 —CH —C—=NH—CH2 —COOH  + Hx

NH — C —CHp —CHp —CH —COOH NH = C =CHp —CHp —CH —COOH
I | ] |
o NH2 NH2

RX Conjugado con glutation
Glutation Xenobidtico

HS —CHyp —CIH —C—NH —CHp —COOH

gGLUTAMIL-TRANSPEPTIDASA

COOH ==CH2 ==CHp ==CH ==COOH

NH2

Acido glutamico
NHp —CH2 —COOH

Glicina

o
I
RS —CHy —CIH — COooH RS —CHy —CIH —C—NH —CH2 —COOH

CISTENIL-GLICINASA
NH2 NH2
Conjugado con cisteina

Conjugado de cistenilglicina

RS —CH2 —CH — COOH
ACETIL-CoA

NH —C—CH3
N-ACETIL-TRANSFERASA

[e]
Derivado del cido mercapturico

NH2

La conjugacién con glutation, es con frecuencia un proceso muy importante en la
destoxificacion de diferentes compuestos. Sin embargo, debido al amplio rango de substratos que
se pueden conjugar, el mecanismo de formacién de conjugados puede variar un poco; asi, los
hidrocarburos arométicos, los haluros de alquilo, los haluros de arilo, los aril-epoxidos, los alquil
epoxidos y los nitroaromaticos, pueden todos ellos ser conjugados con glutation y excretados
como derivados del acido mercaptirico. No obstante que la eliminacién via conjugacion con
glutation es por medio del acido mercaptdrico, en ocasiones conjugados del propio glutation o de
cistenil-glicina pueden ser excretados por la bilis (Timbrell, 1985; Klaassen et al, 1986; Manahan,
1990).
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Precisamente a través de la conjugacion con glutation se pueden eliminar los epoxidos,
como es el ejemplo clasico de la conjugacion del naftaleno que es un hidrocarburo aromatico, y
gue se observa en la Figura 3.3.2. También, la conjugacion con glutatiéon se ha observado que se
presenta con los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las aflatoxinas

FIGURA 3.3.2
Conjugacion con glutatién del naftalen 1,2-6xido (ep6xido)
(Adaptada de Timbrell, 1985)

:SH-GLUTATION

-

0] X o
REACCION -
DE FASE |
naftaleno epoxido REACCION| DE FASEI
S-CH 2-ICH-COOH S-GLUTATION

NHo2 GLICINIL  GLUTAMIL

OH - OH

<%

ACETIL-CoAH *
S-CH-CH-COOH
NH-C-CH 3
2 H20

Il
o]

acido naftalen-mercapturico
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3.4. Otros procesos de conjugacion

Hay otros procesos de conjugacion; sin embargo, la conjugacion con acido glucurénico es
la de mayor capacidad en los animales superiores. Dentro de otros procesos de conjugacion cabe
destacar la acetilaciéon, ya que es un proceso importante en el metabolismo de las aminas
aromaticas, sulfonamidas e hidrazinas. Las enzimas que cataliza la acetilacion de aminas se
designa como Acetil CoA: amina N-acetil-transferasa, teniendo como cofactor a la acetil coenzima
A. La enzima responsable de esta conjugacién se encuentra en el citosol de las células de
diversos tejidos; un dato importante es que los perros y especies relacionadas, son deficientes en
este sistema de conjugacion y por lo tanto son incapaces de acetilar a un amplio niamero de
substratos. En la figura 3.4.1 se ilustra el tipo de aminas que pueden sufrir la acetilacion
(Klaassen et al, 1986; Gorrod et al, 1988).

FIGURA 3.4.1
N-acetilacién de algunos compuestos aminados
(Adaptacién de Klaassen, et al, 1986)

SUSTRATO
PRODUCTO

]
NH2 NH-C-CH 3
aril-amina

N-ACETILACION

O

R-NH-NH 2 R-NH-NH-C-CH 3

hidrazina sustituida

o)
I
SO-NH» SO5-NH-C-CH 3

aril-sulfonamida

Otra reaccion importante de fase Il, es la conjugacién de compuestos con un grupo
carboxilo; en este caso, hay una amplia variedad de amino&cidos para llevar a cabo la
conjugacion, y consecuentemente son excretados como péptidos. ElI aminoacido mas
comunmente utilizado es la glicina, pero también se observan conjugados con ornitina, taurina y
glutamina. La reaccion involucra la acilacion del grupo amino del aminoacido por parte del
compuesto extrafio; a su vez, el grupo carboxilo del compuesto xenobidtico tiene que formar un
derivado con la coenzima A, como puede observarse en la Figura 3.4.2 donde se ilustra la
conjugacion del acido benzéico con glicina (Klaassen et al, 1986).
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FIGURA 3.4.2
Conjugacion del acido benzoico con glicina

COOH CO-S-CoA

ATP/CoA-SH + AMP 4+ PP,

acido benzéico derivado de la coenzima-A
del &cido benzéico

CO-S-CoA CO-NH-CH 2-COOH

+ NH-CHy-COOH——
+ COA-SH

glicina
acido hipurico

4. Integracion del proceso de biotransformacion.

Si bien el propésito del proceso de biotransformacion es la eliminacion de sustancias
extrafias que llegan a penetrar al organismo, por lo cual es un proceso detoxificante al evitar su
acumulacion, también se pueden presentar fendmenos de bioactivacion, siendo, estos ultimos
mas bien casos excepcionales.

El proceso de biotransformacién es muy complejo, donde tiene gran relevancia el factor
genético; asi, tenemos que sobre un mismo agente xenobidtico hay diferencia tanto cualitativa
como cuantitativa de los metabolitos formados por diferentes especies. Por lo tanto, la Toxicologia
Comparativa, nos indica las similitudes y diferencias de la respuesta hacia un agente xenobiético,
por las diferentes especies animales y el hombre. Como ejemplo de lo anterior, tenemos el
proceso de biotransformacion del fenol que se muestra en la Figura 4.1, complementandose éste,
con los datos del Cuadro 4.1; donde se observa la gran diferencia tanto cualitativa como
cuantitativa de los metabolitos formados (Nerbert and Felton, 1976; Hodgson and Guthrie, 1980).

FIGURA 4.1
Variacion iterespecie en la conversion metabdlica del fenol
(Adaptada de Hodgson and Guthrie, 1980)
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CUADRO 4.1.
Variacion interespecie en la conversidon metabdlica del fenol in vivo.

ESPECIE PORCENTAJE DE EXCRECION EN 24 HORAS
GLUCURONIDO SULFATO
FENOL QUINOL FENOL QUINOL
Humano 23 7 71 0
Mono Rhesus 35 0 65 0
Mono Squirrel 70 19 10 0
Mono de cola de rata 65 21 14 0
Cerdo 100 0 0 0
Cobayo 78 5 17 0
Rata 25 7 68 0
Hurén 41 0 32 28
Conejo 46 0 45 9
Gato 0 0 87 13

Del proceso de biotransformacién del fenol ilustrado con anterioridad en las diferentes
especies, se puede deducir que es de suma importancia poder conocer las similitudes y
diferencias en el metabolismo hacia los diferentes agentes xenobiéticos. Precisamente, esta
informacién sustenta a la Toxicologia Comparativa, de tal manera se puede seleccionar el modelo
biol6gico méas adecuado para su extrapolacion al humano (Williams, 1974; Hodgson and Guthrie,
1980).

El comportamiento anterior es probablemente debido a un proceso evolutivo de los
organismos, ya que se puede considerar que la distribucién y funcionalidad de la Citocromo P-450,
tanto en plantas como en animales es de remota aparicion, y actualmente se conoce que hay una
gran variedad de isoenzimas agrupadas por familias, siendo las CYP 1, 2 y 3 que se involucran
mas en el metabolismo de xenobidticos, en particular la CYP2 que es la que presenta mayor
variabilidad inter e intraespecie (Klaasen et al, 1986; Nebert and Gonzalez, 1987).

Finalmente, en los Cuadros 4.2 y 4.3 se tienen algunas consideraciones generales del
proceso de biotransformacién en el humano en condiciones normales de salud, donde cabe
mencionar que es de suma importancia el aspecto alimenticio (Netter, 1994). De los cuadros
mencionados, se puede deducir que la mayoria de los xenobitticos son eliminados como
glucurénidos y el rifidn es la via de eliminacion mayoritaria (Klaasen et al, 1986).

CUADRO 4.2.
Capacidad relativa de las reacciones de conjugacion
(Adaptado de Klaassen et al, 1986).

REACCION DE CONJUGACION CAPACIDAD
Glucuronidacion Alta
Con aminoacidos Media
Sulfonacion Baja
Con glutation Baja
Acetilacion Variable
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CUADRO 4.3.
Rutas preferidas de excrecidon de conjugados de xenobidticos
(Adaptado de Klaassen et al, 1986).

METABOLITOS FORMADOS ELII\\ZIIﬁ\IECEION
Glucurénidos (< 250 PM) Rifién
Glucurénidos (> 350 PM) Bilis
Sulfatos Rifi6n
Conjugados con aminoacidos Rifién
Conjugados con glutation Bilis
Derivados del acido mercaptuirico Rifién




