Bioquimica hepatica

(V11) Metabolismo hepatico de xenobidticos.
Las reacciones hepaticas de detoxificacion

Prof. J.V. Castell

Al ingerir alitnenios, absorbemios muchos

compuestos que no. tienen valor nutritivo

para nuestro organismo...
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Algunos de los compuesitos ingeridos, podriarn
/legar’ a ser: toxicos si el orgarismo /o) /os
eliminase. y se acumulasen en. él...

Lo mismo cabe decir de compuestos
endogenos y exogenos administrados con
fines terapéuticos...

Algunos de los compuestos ingeridos, podrian llegar a ser
toxicos si el organismo no los eliminase y se acumulasen en él...

TOXICOS
ATOXICOS

TERAPEUTICOS

XENOBIOTICOS




RESPIRACION

Volatiles

Biotransformacion...por qué

Lipo-soluble...?

XENOBIOTICOS '

l Hidro-soluble

BIOTRANSFORMACION

Como se biotransforman los

xenobidticos...

FASE |

XENOBIOTICOS

____________ ~| ELIMINACION




El metabolismo de xenobidticos por el higado...

Xenobiotico (RH)

Fase | / -
Finalidad: aumentar la
ROH polaridad de las
moléculas,
introduciendo nuevos
grupos funcionales

Fase 11 Finalidad: aumentar

. susolubilidad en

R-0O-Conj agua, inactivacion de
su actividad biol6gica

Eliminacidn por la sangre / bilis

Reaccién de Fase I: reacciones en las que se introducen nuevos grupos
funcionales en la molécula aumentando su polaridad y reactividad

OH OH

OH OH
Catechol 1.2 4-trihydroxybenzene
M oH

CH
Major reaction path

Phenol
\ OH
Quinol

Resou:mol

Reaccién de Fase II: Conjugacidn con moléculas enddgenas de la célula,
por ej. dcido glucorénico, aumentando notablemente su solubilidad

CO,H CO.H




Biotranstformacion de xenobidticos

<Hidroxilacion
«Epoxidacion
«Desalquilacion
*Desaminacion
«S- y N-oxidacion

Fase |

Y &~

*Glucuronidacién
*Glucosidacion
«Sulfatacion

*Metilacion

Acetilacion

«Conjug. con GSH
«Conjug. con amino&cidos

Fase Il

Eliminacién < ° Canaliculo biliar
., . | *Sinusoide
(detoxificacion)

Vias de eliminacion de los metabolitos

Metabolitos

Férmaco
=]

Por qué enzimas...?

3. Enzimas microsomales extrahepaticos
(P450, FMN monooxigenasas

1. Enzimas hepéticos microsomales
(P450, FMN monooxigenasas)

2. Enzimas hepaticos no-microsomales:
»Alcohol/ aldehido deshidrogenasa hidrolasas,
reductasas (Fase I)

»>Acetil transferasas, sulfato transferasas, GSH
transferasas, glucoronil transferasas (Fase II)




Reacciones de hiotransformacion de Fase |

Peroxidasas
Deshidrogenasas

NADPH reductasas
Esterasas

P450
monooxigenasas

FMN oxigenasas

Tipos de reacciones catalizadas por el citocromo P450

NHCOCH, NHCOCH,
Hidroxilacion [OH]
aromatica
OH
Hidroxilacion [OH] .
alifatica R—CH, —— & R—CH,-OH + H
R OH
N-Dealquilacion R-NH—CH, _om, [R—NH—CH,OH] — 3 RNH, + CH,0
S OH
O-Dealquilacién R-0O—CH, _om, [R—O—CH,0H] — 3 ROH * CH,0
Ny [OH]
Deaminacion R —CH(MH,)—CH; — = R —C(OH)(NH,;)—CH, —% R —CO—CH, + NH,
Ay [OH] \ .
N-Oxidacion (CHg)sN ————a [(CHg);NOH] — s (CH,),NO + H

A .z OH
Sulfoxidacién r—s-F — My R soH-R' = R-SO-F + i




El citocromo P450

 Hemoproteina. Absorbancia a 450 nm (forma Fe**)
% Una cadena de 35-45 KDa y grupo prostético heme

% Asociado a otros componentes en la membrana del
reticulo endoplasmico

% Actividad “monooxigenasa”
Baja especificidad de substrato

IHemoproteinas implicadas en reacciones de oxidacion

% Oxigenasas
+0,—>R Dioxigenasas
+0,+DH, > R-OH+H,0+D  Monooxigenasas

& Oxidasas
+0, > R+ H,0, (2 6)
2RH,+0,—>2R+H,0 (40)

% Peroxidasas
= +2DH, — R-OH + 2 DH + H,0




Estequiometria de la actividad
“monooxigenasa’ del Citocromo P450

RH + NADPH + H" +

— R-OH + NADP* + H,

Origen de los electrones er Irl ree *c]ones
zac

de oxidacion catali

dacdores de ©

NAD(P)H

1l

P450 Reductasa

FADH
FMNH

Redoxina Fe/S

D (peo)

Xenobiotico
(reducido)

Xenobiotico
(oxidado)




Reacciones catalizadas por el citocromo P450

dadores de ©

NAD(P)H
]!

P450 Reductas}'
o

FADH
FMNH

Redoxina Fe/S

ar

Xenohiotico
(oxididado)
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Componentes del sistema P450

Citoplasma

Citocromo
P450

‘ eductasa
®
/ i - Citocromo b5

RESRIOH

RENCHIONEUOPIZSTICE

Citoplasma

Nomenclatura del P450

# Superfamilia de genes constituida por familias y
subfamilias

FAMILIA: homologia del
40% aa

nll-

SUBFAI\/IILIA homologia
del 55-60 % aa
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Isoenzimas del Citocromo P450

Familias

_. 3A3
Subfamilias 3A4
1A1 1B1 3A5 4A9 4B1 4F2  11A1 11B1
1A2 3A7 4A11 4F3 11B2

2C8 2E1 2F1
2C9

2C10

2C18

2C19

Abundancia relativa y variabilidad de los CYPs implicados
en el metabolismo humanos de fdrmacos y xenobidticos

CYP | Abundancia | Grado de variabilidad
(% total)
1A2 ~13 ~40-x
1B1 <1
2A6 ~4 ~30 - 100-x
2B6 <1 ~50-x
2C ~18 25-100-x
2D6 Hasta 2.5 >1000-x
2E1 Hasta 7 ~20-x
3A4 Hasta 28 ~20-x

S. Rendic & F.J. DiCarlo, Drug Metab Rev 29:413-80, 1997
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Los CYPs también se expresan en tejido extrahepdtico...

CYP Tejido

1A1 Pulman, rifidén, intestino, piel, placenta...

1B1 Piel, rifion, prostata, glandula mamaria...

2A6 Pulmén, epitelio nasal

2B6 Intestino, pulmon

2C Intestino delgado, laringe, pulmon

2D6 Intestino

2E1 Pulmédn, placenta...

3A Intestino, pulmadn, placenta, feto, utero, rifion

S. Rendic & F.J. DiCarlo, Drug Metab Rev 29:413-80, 1997

Enzimas de Conjugacion

» Glucoronidacion (UDP-GT)

— 1-naphtol
— morphine

« Conjugacion con GSH (GSH-T)

— GSH-Ta (subunidades 1 and 2)
— GSH-Tu (subunidades 3 and 4)
— GSH-Tr (subunidad 7)

o Sulfotransferasas

— Phenol ST (ST1A1)
— N-hydroxy acetaminofluorene (ST1C1), estrogen sulfotransferase (ST1E2)
— hydroxyesteroid sulfotransferases (ST 20-21, ST 40-41, ST 60)
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Reacciones de formacién y conjugacién del dcido glucordnico

UDP - glucose

G1P + UTP —» UDP-G

GH OH
o
H H 0
i
OH H Q E QO-P-0-CHz
OH i
0. 0.
H oOH
UDP-G — UDP-GA
COOH
=]
H H o0
OH H 0—‘F|'707;|='—0 CH2
OH I 1
0. 0.
3 H OH
Enzima: U6T 1A1
COOH COOH

R-OH + UDP-GA »R-O-GA Ny W
R-COOH + UDP-GA —»R-CO-O-GA ™Y

Conjugacion con 6SH y formacion de derivados del dcido mercaptirico

WH" NH,"
(I i Cﬁ\CH I i
'OOC!HC!HQC‘HZC!I[IH . 2 'OOCHCHQC‘HQCfll\IH 1
. r
- —_—
1. Glutation S-transferasa OOCH,NHCCHCH,-5H 'OOCHZNHﬁCHCHZ-S—CHZ
o]

12-Epoxyethylbenzene

+ glufamate
o @ ?
"OOCHCH,CH,CNH WH,*

CH, |

B [ K _5—

ooCH,mHeCHCH, §-CH, OOCH,NHGCHCH,-5—CH,
o

2. y-glutamiltranspeptidasa

il

. .« . .« . : glycine
3. cisteinil glicinase: it

; CH, WH,* CH,

"OOCH,NHECHCH, -8 —CH,
o

i
CH,C—SCoA CoASH

4. N-aceftil fransferasa ' oH
'o<|:|<:H<:1—Iz-s—<:1-I2

‘ORCHCH, -5 —CH,
o]
o
70
NH CH,

] |
OCCHCH,-5—CH,

O Mercapturic acid
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Conjugacion con sulfato

b1

PP;

! ATP  ADP HO—§—0-P—CH; o A
. . o o

ATP + 50,° —L» AMP —0S0, Li» PAPS

opo,H ©OH

Fosfoadenosil fosfosulfato
(PAPS)

NH, —80,

MNH
+ PAPE —— @ + 3-P-AMP

CYP1A2 CYP2B6

ININ)
S &

MROD ACTIVITY
o v G

(pmol/mg x min)
o5888883
BROD ACTIVITY

(pmol/mg x min)
5
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s
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Edad < Variabilidadlen
Sexo |os niveles de
enzimas

Raza
&) Diferencias en el
metalboelismo

Dieta, estado
nutricional
Estados &) Diferencias en Ia
patolégicos farmacocinetica

Inductores
enzimaticos

Un ejemplo: el polimorfismo del CYP2D6
Metabolismo de la debrisoquina

- El 7% de la poblacion muestra una metabolizacion deficiente
- Herencia autosomal recesiva
- Afecta al metabolismo de 25 farmacos de uso comun

k . CYP2D6 . .
Debrisoquina ——————— 4-Hydroxydebrisoquina

Metabolizadores
Répidos

) Significantes diferencias en
Metabolizadores el metabolismo del fdrmaco
Lentos

% Poblacion

Debrisoquina 4-hidroxylasa

16



Polimorfismos del P450

Causa del polimorfismo Consecuencia

#No se expresa el gen Ausencia de metabolizacion

s Defecto parcial Descenso de la metabolizacion
# Alteracion funcional Alteracion de la especificidad
# Varias copias del gen Aumento de la metabolizacion

Isoenzima P450 Frecuencia de la mutacion
CYP2A6 5%
CYP2C9 20%
Otros CYP2C19 10%
. . CYP2D6 23%
polimorfismos CYP2E]L 2% (*)
frecuentes Enzimas de Fase II

NAT-1/2
GST(M1/T1/M3/P1/A2)
UDP-GT

Factores ambientales que influencian /a actividad de Jos CYPs

Nutricion 1A1;1A2;2E1; 3A3; 3A45

Tabaco 1A1;1A2

Alcohol 2E1

EArMacos 1A1,1A2: 2A6; 2B6; 2C:
2D6; 3A3, 3A4,5

Medioambientales DIl 2 LB ZEL
3A3, 3A4.,5

Rojo enzimas relevantes en el metabolismo de farmacos

S. Rendic & F. J. Di Carlo Drug Metab Rev 29: 413-580, 1997
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Las diferencias en el fenotipo de los enzimas
metabolizantes de farmacos Yy Sus consecuencias

Eficacia Ineficacia
terapéutica terapéutica

Metabolizador lento

Consecuencias del pelimorfismo del CYP

. Diferencias en la farmacocinética: biodisponibilidad,
vida media

. Farmacodinamicas: respuesta exagerada, ineficacia
terapéutica

. Interacciones medicamentosas

. Produccién anormal de metabolitos toxicos

18



Triteraccion) faraco=1ariaco

~
A W Al+A2 B4 W B1+B2

Fdarmaco A Fdarmaco B

£/ metabolismo de uno de
Jos. farmacos puede verse
sensiblementte arfectado
porJa presencia de ofro
que comparita el mitmo
enzima o grupo de enzimas
para su metabolizacion

Interaccion farmaco-fdarmaco

Ineficacia

TIEMPO

La concentracidn plasmdtica del farmaco A puede elevarse en presencia del farmaco B
causando efectos téxicos
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Efecto de flavonoides presentes en el zumo de pomelo sobre
el metabolismo de farmacos

100
o=
g8 ~ 5mg + zumo
sE -
oS¢
L9
© B 10 | —
5t “
= = control
0 . . . . ‘ ,
0 1 2 3 4 5 6
Time (h)
I
¢ cl
c
H cl
CH,0,C co,cH, 3A4
372 R LN CH,0,C CO ,CH,

CH N~ ~CH
2 I = CH,” "N” TCH,

D.G. Bailey, et al.; BrJ Clin Pharmacol 1998, 46:101-110

Innibidores de CYP3A4

= s~ >~ ~
HN \,\Ir Cimetidine

N Cl
otrimazole

cl /~ N\
q@ .... ..\O O“@‘N ,N_’< Ketoconazole
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El fendmeno de la induccién enzimdtica

CQué es...?

¢Qué trascendencia tiene...?

Times Induction over control

20
18
16
14
12
10

oN MO

@)

()

Induction of MC, Ph, Rif

mEMC 2uM

OPb2mM

ERif 50 uM | |
Im ﬁ%mﬁmﬁm{ﬂ
> 4 © o o © N ™ o
& N A S S R

(Flurnan hepatocytes; incunation 48h)
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A (Cyp 2B) B (Cyp4A) C (Cyp3A) D (CyplA)
@\ R Il e /@
O, X l l & S
©) : : : v

v v S
| = . s
5

/ﬁ /\/ ~

Cytosol

SXR=PXR=PAR=PRR

=l £ond) : . * 2

£l fenomeno de la induccion

° 74 0 ’ . 4 v ol G
enzimdiica. {por que es relevante?
Si un compuesto actua como inductor enzimatico, la
expresion de ciertos enzimas de biotransformacion
aumentara tras la administracion repetida del compuesto.

Cambios en la expresion de enzimas de biotransformacion
influyen la farmacocinética de los farmacos

Un farmaco cuya farmacocinética cambia el el curso de su

administracion a un paciente es un farmaco de mas dificil
manejo clinico
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Induccion del P450 - Importancia

Farmacos que inducen su propio metabolismo 0 la
biotransformacion de otros farmacos en el hombre

Grupo farmacologico Ejemplos

Analgeésicos, antipiréticos y Antipirina
antiinflamatorios Fenilbutazona
Antibioticos Rifampicina
Anticonvulsivantes Carbamazepina, Fenitoina
Antiflngicos Griseofulvina
Antilipidémicos Halofenato
Antimalaricos Quinina
Diuréticos Espironolactona
Psicotropos Clorimipramina
Sedantes e hipnéticos Barbitaricos
Esteroides Testosterona
Vitaminas Vitamina C

Biotransiormnacion

Daieiilcac]On?




Toxicidad como consecuencia del metabolismo...

Xenobidtico (RH)

Radicales & ROS l Phase |
\ ROH —— Metabolitos téxicos

Metabolitos ,_—

electrofilicos

Cell toxicity

Phase 11

Conjugados ~ «—— R-O-Conj—> Metabolitos toxicos
reactivos

Toxicidad para las células proximales

Aznonidrico

|
Detoxificacidn Bioactivacidn

Metabolito Conjugacion Metabolito
no-reactivo, & reactivo

menos téxico

l Protzinas

Eliminacion
Peroxidacion Gznotoicicad
de)lipidos Mirracionzs




Paracetamol NHCOCH

NHCOCH, 2. Conjugacion  NHCOCH,

1. Conjugacion Glucorénico |
sulfato

0SO,H

NHCOCH,
GSH

NHCOCH,

SCH, CHCOOH |
O

N-Acetil-p-benzoquinona imina

Necrosis

_ OH
Acido Mercaptdrico

Toxicidad hepdtica del paracetamol

+ El paracetamol (acetaminofeno) es una analgésico muy bien tolerado, y de
toxicidad baja, que sin embargo puede ser fatal tras una sobredosis

+ El metabolismo del paracetamol es primariamente a través de su conjugacién con
sulfato (1), pero dado que la capacidad del organismo es limitada, si se aumenta la
dosis de fdrmaco (1-2 g) se formardn también conjugados glucurdnicos (2)

- Si hay una sobredosis (>6g), cabe la posibilidad de que el fdrmaco de oxide (3) por
el CYP2E1, formdndose el intermedio reactivo N-Acetil-p-benzoguinona imina

- Este intermedio, mds reactivo y téxico es conjugado con GSH y posteriormente
eliminado como un derivado del dcido mercaptirico

+ En el caso de una sobredosis mayor (>10g), y dado que la capacidad de produccién
y conjugacién con GSH es limitada, el intfermedio reactivo puede reaccionar con
grupos SH de proteinas criticas, modificdndolas (inactivdndolas) y formando
aductos covalentes

+ Ello lleva a una necrosis del hepatocito que se manifiesta como una insuficiencia
hepdtica fatal

* La administracién de precursores de GSH (N-acetilcisteina) previene la toxicidad




