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0s seres humanos estamos expuestos dia-
riamente a una gran variedad de substan-
cias exdgenas o xenobidticos, y algunos de
estos compuestos pueden ocasionar respues-
tas bioldgicas cuyas caracteristicas dependeran de
su biotransformacion en el organismo. Los efectos
de un compuesto se inician a través de su interac-
cién con macromoléculas de los tejidos, como son
proteinas, acidos nucleicos, etc.t
En el organismo existen diversos sistemas
enzimaticos necesarios para la regulacion y funcion
de compuestos enddgenos; algunos de estos siste-
mas intervienen en la biotransformacion de compues-
tos exdgenos. En la mayoria de las ocasiones, los
productos del metabolismo son mas hidrosolubles
y, por lo tanto, mas rapida y facilmente excretables
a través de la orina.? Generalmente, los productos
resultantes del proceso de biotransformacién son
menos activos o incluso son inactivos. Sin embargo,
en ocasiones, los metabolitos pueden tener una
mayor actividad que el compuesto original, el pro-
ceso es conocido como “bioactivacion”.®
El metabolismo o biotransformacién se lleva a
cabo predominantemente en el higado, seguido de
otros 6rganos como rifién, intestino, pulmon y piel.
A nivel celular, la biotransformacion se realiza en el
reticulo endoplasmico y una pequefia parte en las
mitocondrias, los lisosomas y en el citoplasma. Las
membranas del reticulo endoplasmico al ser frag-
mentadas forman pequefias vesiculas denominadas
“microsomas”, donde se encuentran la mayor parte
de las enzimas que participan en el metabolismo de
compuestos, tanto endégenos como exdgenos.*
Las reacciones de biotransformacion se agrupan
en dos fases: la fase |, donde se realizan las reac-

ciones de oxidacion, reduccion e hidrolisis, y en la
fase Il se efectlia la conjugacién, acetilacion y acila-
cion. En las reacciones metabdlicas de la fase I, las
substancias pueden ser biotransformadas tanto por
un mecanismo enzimatico, como por un mecanismo
no enzimatico o por ambos mecanismos.

La biotransformacién no enzimética se lleva a
cabo con compuestos que tienen estructura polihi-
droxiaromatica, como las hidroxiquinonas, que se
autooxidan a radicales semiquindnicos. A consecuen-
cia de este proceso, se ha observado la formacién
de intermediarios reactivos, lo que conduce a la for-
macion de radicales libres del oxigeno.56.789

Sin embargo, a pesar de la existencia de los
mecanismos no enzimaticos, los mecanismos
enzimaticos son predominantes y uno de los siste-
mas mas importantes es el sistema de las “monooxi-
genasas de funcion mixta”.* En los microsomas exis-
ten dos sistemas de monooxigenasas ligados al
citocromo P-450 (CITP-450). El primero comprende
al CITP-450y a su reductasa y es responsable de la
biotransformacion de la mayoria de las substancias,
endogenas o exdgenas. El segundo comprende al
CITb5 y a su reductasa.*

Aunque el sistema del CITbh5 es capaz de
metabolizar diversos compuestos, probablemente, su
papel mas importante sea actuar sinérgicamente con
el CITP-450.4

Uno de los resultados de la interaccion de algu-
nos compuestos con las monooxigenasas de funcion
mixta, al igual que en los procesos de autooxidacion,
es la formacion de radicales libres del oxigeno, en-
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Fig. 1. Planta del género Karwinskia.

tre los que se encuentran el anidn superoxido, el ra-
dical hidroxilo, el i6n hidroperoxido, etc. 67819 | os
radicales libres, ademas de dafiar las funciones ce-
lulares, producen mutagénesis, carcinogénesis, en-
vejecimiento, etc.1!

La Peroxisomicina A1 o T-514 es una substancia
con estructura diantracendnica (figura 1), obtenida
del fruto de las plantas del género Karwinskia, que
pertenece a la familia de las Rhamnaceae.'212

Estudios realizados por Pifieyro y cols.**han de-
mostrado que la Peroxisomicina A1l tiene toxicidad
selectiva sobre células de origen neoplasico, por lo
que esta substancia actualmente se encuentra en
evaluacion en la fase clinica I.

Aunque todavia se desconoce su mecanismo de
accion, la Peroxisomicina A1 produce dafio irrever-
sible y selectivo en los peroxisomas.®Por otra parte,
la estructura diantracendnica de la Peroxisomicina
Al (figura 2) esta estrechamente relacionada con
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Figura 2. Estructura de la Peroxisomicina Al.

compuestos polihidroxilicos aromaticos, en los que
se ha sugerido una accién citotéxica a través de la
generacion de intermediarios reactivos,** por lo que
pudiera suponerse que esta substancia sea capaz
de generar radicales libres y que este hecho forme
parte de su mecanismo de accion.

En el presente trabajo se evaluo la interaccién de
la Peroxisomicina A1 con algunas enzimas del siste-
ma de las monooxigenasas de funcién mixta, en
presencia de microsomas de mono y de rata, ade-
mas de su posible autooxidacion y generacion de
radicales libres.

Material y métodos

Los microsomas de mono (Macaca mulatta) se obtu-
vieron del higado de un macho de dos afios, con un
peso de 1.758 kg. Los microsomas de rata (Wistar)
se obtuvieron del higado de machos con un peso
de 150 =+ 20 g. Los higados fueron perfundidos y
homogeneizados. La fraccion microsomal fue obte-
nida por ultracentrifugacion diferencial.*® La deter-
minacion de proteinas fue realizada segun el méto-
do de Lowry.Y”

La Peroxisomicina Al fue extraida y purificada
en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia
de la Facultad de Medicina.'®Las concentraciones
de peroxisomicina Al utilizadas fueron 5, 10, 25y
50 pg/mL. Se evalué la interaccion de la Peroxiso-
micina Al con los siguientes componentes de las
monooxigenasas de funcion mixta: CITP-450,%°
CITb5, hemoproteinas totales y NADPH citocromo
P-450 reductasa.®

Para valorar la influencia del tiempo, las deter-
minaciones fueron realizadas inmediatamente des-
pués de afiadir la Peroxisomicina Al a los microso-
mas (microsomas no incubados) y después de incu-
bar los microsomas con la Peroxisomicina A1 a 37
°C durante 1 hora (microsomas incubados).

La posible autooxidacién de la Peroxisomicina
Al se evalud por espectrofotometria con el método
descrito por Salveminiy cols.?° y se utilizé al Pirogalol,
un compuesto que genera radicales libres, como
control positivo. También se evalué la inhibicién de
la generacion de los radicales libres con la Supe-
roxido dismutasa y la Catalasa.

Los resultados fueron evaluados utilizando la
prueba t de Student y se establecié un valor de
p<<0.05 como nivel de significancia estadistica.
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Resultados

Los datos de la evaluacion de la interaccién de la
Peroxisomicina Al con las enzimas microsomales
fueron obtenidos del promedio de 50 determina-
ciones.

Los resultados de las evaluaciones realizadas en
los microsomas de mono se muestran en la tabla 1.
Como se observa, la actividad enzimatica fue varia-
ble con respecto a las diferentes dosis de Peroxiso-
micina Al presentes en el medio. También hubo di-
ferencias en la actividad enzimatica después de in-
cubar los microsomas durante una hora. La tabla 2
muestra resultados similares con los microsomas de
rata no incubados e incubados.

Con respecto a la autooxidacion y generacion
de radicales por la Peroxisomicina A1, tanto en au-
sencia como en presencia de los microsomas de
mono Yy rata, los resultados se presentan en las figu-
ras 3, 4y 5, en donde se observa que la generacion

Tabla 1. Resultados de la interaccion de la Peroxisomicina
Al con las enzimas microsomales en presencia de
microsomas de mono

Micresomas no incubados

Concentracion de Peroxi ina Al
Control 5 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mlL 50 pg/ml.
Citocromo P-450 0.627- 0.729 0.405 0.560 1.222 0.725
Citocromo bs 0.221-0.333 0.231 0.343 0.359 0.748
Hemoproteinas totales 3.082-3.334 4.289 5.267 4362 3.254
Citocromo P-450 reductasa | 5.561 —5.849 6.251 6.505 8.602 “9703

Microsomas incubados

Concentracién de Peroxisomicina At

Control 5 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL

Citocromo P-450 0.534 - 0.624 0.607 0.617 1.298 0.615
Citocromo bs 0.184 - 0.278 0.164 0318 0.427 0.836
Hemoproteinas totales 3.197 - 3.465 4.687 5.887 4.453 3178
Citocromo P-430 reductasa | 6.261 - 6.596 7118 7.947 9.283 9.153

Tabla 2. Resultados de la interaccion de la Peroxisomicina
Al con las enzimas microsomales en presencia de
microsomas de rata

r Microsomas no incubados
Concentracién de Peroxisomicina Al
Control 5 pg/mlL 10 pug/mL 25 pg/ml 50 pg/mL
Citocromo P-450 0.417-0.495 0.447 0.494 0.391 0.217
Citocromo bs 0.148 - 0.216 0.067 0.001 0.068 0.207
Hemoproteinas totales 1341 - 2477 3.882 6.031 4.563 3179
Citocromo P-450 reductasa | 2.867—3.225 3.017 2.899 3.087 3179

Microsomas incubados

Concentracion de Peroxisomicina A1

Control 5 ug/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/ml.
Citocromo P-450 0.386 - 0.468 0.362 0319 0.429 0.539
Citocromo bs 0.166 - 0.231 0.048 0.264 0.269 0.351
Hemoproteinas totales 3.086 - 3.431 573 7.615 5.331 3.161
Citocromo P-450 reductasa | 2.702 - 3.094 2587 3.074 2.991 3.087 ‘
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Figura 3. Autooxidacién y generacién de radicales libres de la
Peroxisomicina Al en ausencia de los sistemas enzimaticos
microsomales.
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Figura 4. Autooxidacion y generacion de radicales libres de la
Peroxisomicina Al en presencia de microsomas de mono
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Figura 5. Autooxidacién y generacién de radicales libres de la
Peroxisomicina Al en presencia de microsomas de rata

de radicales libres fue directamente proporcional a
la dosis de Peroxisomicina Al. El Pirogalol fue usa-
do como control positivo.

Con respecto al proceso de inhibicion de la ge-
neracion de radicales libres con la Superodxido
dismutasa (SOD) y la Catalasa, se observé que
ambas enzimas inhiben el proceso en forma dosis-
dependiente, es decir, a mayor cantidad de enzima
utilizada, mayor grado de inhibicion de la genera-
cion de radicales libres.
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Discusion

Los resultados obtenidos muestran la existencia de
importantes diferencias metabdlicas entre las espe-
cies usadas. En el caso de los microsomas de mono,
se observé que la Peroxisomicina Al interacciona
con la mayoria de las enzimas evaluadas (hay un
aumento o disminucion de la actividad), mientras
que los microsomas de rata mostraron una menor va-
riacion en la actividad de las diferentes enzimas eva-
luadas. Asi, probablemente, la Peroxisomicina Al siga
rutas metabdlicas diferentes en cada especie.

Por otra parte, la actividad enzimatica fue varia-
ble con las diferentes concentraciones de Peroxiso-
micina Al. En algunos casos, se observd que las
concentraciones mas bajas (5 y 10 pug/mL) disminu-
yeron la actividad enzimatica, y las concentraciones
mas altas (25 y 50 pg/mL) la aumentaron o no la
modificaron. La disminucion observada en la activi-
dad pudiera ser debida a un fenémeno de satura-
cién en los sitios de union y el posterior aumento,
quiza se deba a que, por un mecanismo de retroali-
mentacion negativa, dosis mas elevadas de Peroxi-
somicina Al generen la activacion de una mayor
cantidad de enzimas. También se observd que el
tiempo fue un factor de notable influencia, pues en
el caso de los microsomas que fueron incubados
durante una hora, la actividad enzimatica fue ma-
yor, por lo tanto, probablemente las enzimas requie-
ran de un cierto tiempo para ser activadas en su
totalidad.

Al igual que lo reportado en la literatura para
otras antracenonas y para agentes antineoplasicos
de estructura semejante, en las evaluaciones realiza-
das para determinar la posible autooxidacion de la
Peroxisomicina Al y la concomitante generacion de
radicales libres, se observé que esta substancia ge-
nera radicales libres en forma directamente propor-
cional a la concentracion usada. La generacion de
radicales libres fue observada tanto en ausencia de
microsomas, como en presencia de éstos.

Los resultados obtenidos en las evaluaciones de
la inhibicion de la generacion de radicales libres con
la Superoxido dismutasa y la Catalasa muestran que
ambas enzimas inhibieron la generacion de los ra-
dicales libres en forma directamente proporcional a
la concentracion que fue afiadida al medio. Se ha
observado que la Superéxido dismutasa y la Cata-
lasa inhiben la generacion de radicales como el
anion superoxido y el radical hidroxilo, lo que indi-

ca que la Peroxisomicina Al al autooxidarse y bio-
transformarse produce este tipo de radicales.

Conclusiones

Con los resultados de este trabajo se obtuvieron las
siguientes conclusiones:

Si bien la Peroxisomicina Al es metabolizada por
el sistema enzimatico microsomal, tanto en el mono
como en la rata, presenta importantes diferencias
interespecie, por lo que estos resultados no debie-
ran ser extrapolados al humano. La Peroxisomicina
Al ademas es capaz de autooxidarse y a conse-
cuencia de esto, generar radicales libres. La gene-
racion de radicales libres se presenta tanto en au-
sencia de las enzimas microsomales, como en pre-
sencia de éstas y puede ser inhibida por enzimas
como la Superodxido dismutasa y la Catalasa, lo que
indica que el anién superéxido y el radical hidroxilo
forman parte de los radicales generados. Debido a
gue existen agentes antineoplasicos cuyo mecanis-
mo de accidn consiste en la generacion de radicales
libres, probablemente, este proceso forme parte del
mecanismo de accion de la Peroxisomicina Al.

Resumen

La Peroxisomicina Al es una antracenona dimérica
gue actualmente es evaluada como agente anti-
neoplasico. En algunos antineoplasicos se ha suge-
rido para su actividad un mecanismo redox que
involucra al sistema enzimético microsomal. En este
trabajo se evalud la interaccion de la Peroxisomici-
na Al con algunas de las enzimas microsomales y
la posible generacion de radicales libres. Los resul-
tados obtenidos mostraron que la Peroxisomicina A1
interacciond con las enzimas evaluadas y que esta
interaccion tiene diferencias interespecie. También se
observé que la Peroxisomicina A1 genera radicales li-
bres como el anion superdxido y el radical hidroxilo en
presencia o en ausencia de las enzimas microsomales.

Palabras clave: Peroxisomicina A1, Biotransforma-
cion, Radicales libres, Enzimas microsomales

Abstract

Peroxisomicine Al is a dimeric anthracenone which
is presently being assesed an antineoplastic drug. A
redox cycling mechanism that involves to microsomal
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enzyme systems has been suggested for anticancer
activity of some antineoplasic drugs.

The present study was undertaken to assess the
interaction of Peroxisomicine Al with some
microsomal enzymes and the possible free-radical
generation. The results showed that Peroxisomicine
Al interactioned with the microsomal enzymes and
this interaction shows interspecie differences. Also,
free radicals such as superoxide and hydroxyl radicals
were generated by Peroxisomicine A1 with or without
microsomal enzymes.

Keywords: Peroxisomicine Al, Biotransformation,
Free radicals, Microsomal enzymes.
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