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INTRODUCCIO

Les accions dels farmacs, tant les beneficioses com les indesitjables,
son modulades fonamentalment per dos tipus de factors. Els primers de-
pendrien de la interacci6 entre el farmac i el receptor farmacologic, ¢s a
dir entre el farmac i el lloc —ceéHula, macromolécula, sistema enzimatic,
etc.— on aquest actua. S6n els condicionants farmacodinamics. En canvi,
els condicionants farmacocinétics sén els que operen sobre tots els pro-
cessos que determinen la concentraci6 assolida pel farmac als voltants
del receptor, és a dir en la biofase. Entre els condicionants farmacocinetics
—absorci6, distribucié, metabolisme i excrecio— la metabolitzacié és el
procés que en més casos determina la velocitat de I'excrecié d'un farmac,
i per tant la durada dels seus efectes.

Per causa de la llposolublhtat que els confereix llur estructura quimi-
ca, molts farmacs no poden ésser eliminats pel ronyd, puix que una ve
gada filtrats pel glomérul, sén reabsorbits en el tubul renal i tornen a
la circulacié general. Cal que l'organisme els transformi en substancies
més polars —els metabolitzi— per a disminuir aixi llur coeficient de
partici6 lipid/aigua i per a impedir que travessin facilment la membra-
na biologica que separa el filtrat glomerular renal de la sang capiHar.
Els processos de metabolitzacié a qué pot ésser sotmes un farmac es rea-
litzen en molts teixits i organs, perd principalment en el fetge. Es en
aquesta viscera, concretament en el reticle endoplasmic de les seves cel-
lules, on es realitzen la majoria de les reaccions de metabolitzaci6, que
foren classificades per WILLIAMS en quatre tipus: oxidacions, reduccions,
hidrolisis i sintesis .

La primera descripcié del metabolisme d’'un compost estrany a l'orga-
nisme per la «fraccié6 microsomal» fou feta per MUELLER i MILLER ™ .
Aquests autors demostraren que la fraccié microsomal d'un homogeneit-
zat de fetge catalitzava tant el desdoblament reductiu d’un enllag azoic,
com la N-desmetilacié oxidativa dels colorants aminoazoics. Aquestes reac-
cions necessitaven fosfat de nicotinamida-adenina dinucleotid (NAD),
nicotinamida-adenina dinucledtid (NAD) i oxigen molecular. Brobik
i cols.® demostraren que un sistema enzimatic semblant localitzat en els
microsomes hepatics era responsable del metabolisme de diversos farmacs.

109



4 JOAN-R. LAPORTE I ROSELLO 1 JUAN-C. FONTECILLA CAMPS

La recombinacié de les diverses fraccions celulars dels homogeneitzats de
fetge revela la necessitat tant de la fraccié soluble com de la microsomal.
Fou obtinguda una activitat maxima quan la fraccié soluble era substi-
tuida per un sistema generador de NADPH, format per NADP, glucosa-
6-fosfat (G-6-P) i G-6-P-deshidrogenasa o pel mateix NADPH. Per a
obtenir una activitat maxima calia la preséncia de Mg++. La necessitat
tant d'un agent reductor com d'oxigen molecular situa la reaccié entre
les oxidases de funcié mixta externa de la classificacié de MASON 88 o de
les monooxigenases segons la terminologia de Havarsmi®, que significa
que els enzims catalitzen el consum d'una molécula d’oxigen per cada
moleécula de substrat, apareixent un atom d’oxigen en el producte i es-
sent l'altre sotmeés a una reducci6 equivalent. PosNER i cols. * ** han do-
nat una prova directa d’aquesta suposicié, puix que, mitjancant la utilit-
zaci6 d**0O, i d’H,"*O demostraren que l'oxigen utilitzat en la hidroxi-
lacié de I'acetanilida deriva d’oxigen molecular i no de l'aigua.

Hom coneix nombroses reaccions oxidatives que es produeixen als
microsomes: desaminacio, O-, N- i S-desalcilaci6, hidroxilacié d’hidrocar-
burs aromatics i no aromatics, epoxidacié, formacié de derivats alquilol,
N-hidroxilacié, N- i S-oxidacié i deshalogenacié. En els microsomes he-
patics també es troben activitats d'azo- i de nitroreductasa. L’enorme
versatilitat del sistema microsomal de metabolitzacié de farmacs sembla
menys remarcable quan les reaccions sén considerades simplement com
diferents tipus de reaccions d’hidroxilaci6 ® 3091,

EL SISTEMA METABOLITZADOR DE FARMAGS DEL RETICLE ENDOPLASMIC HEPATIC

Hom considera que el sistema microsomal de metabolitzacié de far-
macs ¢s un mecanisme d’oxidasa de funcié mixta en el qual el NADPH
redueix un component dels microsomes que reacciona amb oxigen mo-
lecular per a formar un «oxigen actiu» intermedi. L’«oxigen actiuy és
llavors tramés al farmac. GILLETTE *° va formular la reaccid global com
segueix :

1. NADPH A+H*— AH:+ NADP+
2. AH:+ O2— «oxigen actiuy»
3. «Oxigen actiuy + farmac — fairmac oxidat + A + H:0

NADPH + Oz + farmac=NADP+ + H:0 + farmac oxidat

Els enzims claus en la reaccié global sén la NADPH-citocrom ¢ reduc-
tasa, I'enzim flavinic que intervé en l'oxidacié del NADPH, el citocrom
P-450, que en la seva forma reduida és generalment considerat A, i la
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NADPH- citocrom P-450 reductasa, que intervé en la reducci6 del cito-
crom P-450 oxidat.

A la figura 1 representem el sistema de transferéncia d’electrons en cl
qual intervé el citocrom P-450, tal com el varen descriure OMURA i cols.
82,87 Treballant en el laboratori d’Estabrook, aquests investigadors varen
fraccionar mitocondries sonicades de cortex suprarenal de bou en una
fraccié particulada que contenia citocrom P-450 lliure d’altres hemopro-
teines i una fraccio soluble que retenia I'activitat del sistema de la NADPH-
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FiG. 1. — Sistema de transferéncia d’electrons emprat en el metabolisme

microsomal dels firmacs proposat per OMURA i cols. ® #. Fp = flavopro-

teina (en el fetge, citocrom c reductasa; en el cortex suprarenal, adreno-

doxina-reductasa); NHI = proteinas que conté ferro perd sense estructura
d’hem (en la suprarenal adrenodoxina).

citocrom P-450 reductasa. Aquesta fraccio soluble contenia una proteina
amb ferro perd sense estructura d’hem, i una flavoproteina FAD (citocrom
creductasa), essent ambdues necessaries per a la reconstitucié de activitat
de la NADPH-citocrom P-450 reductasa.

Gran part de les especulacions que fan referéncia als components del
sistema microsomal de metabolitzacié de farmacs sén degudes al fet que
els intents de solubilitzar el citocrom P-450 en forma activa han fracassat
i calgué utilitzar preparats microsomals no purificats. Estudis més recents
16, 60,6, 6 han ajudat molt a la resolucié d’aquest problema. La solubilitza-
ci6 dels microsomes hepatics de conill amb una barreja de glicerol, ditio-
tretiol i desoxicolat sodic en una solucié tampé de citrat potassic va pro-
duir un extracte que va ésser resolt en una fraccié que contenia citocrom
P-450, una fraccioé que contenia una NADPH reductasa i una tercera frac-
ci6 soluble en dissolvents organics i termostable. Les tres fraccions eren
necessaries per a la produccié d’una oxidacié maxima dels farmacs (benz-
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fetamina, aminopirina, etilmorfina, hexobarbital, norcodeina, p-nitroant-
sol) o per a la -hidroxilaci6 del laurat. Els criteris per a la solubilitzacié
del citocrom P-450 eren que es mantingués en el sobrenadant del prepa-
rat després de centrifugacié a 105.000 x g durant 2 hores. Aquestes frac-
cions poden donar I'oportunitat de purificar i identificar els componentes
del sistema.

CrrocroM P-450

1, Generalitats. — E1 citocrom P-450 va ésser descrit per primera ve-
gada per KLINGENBERG °!, GARFINKEL®* i OMURA i SaT0 %% %, Es troba
abundantment no sols als microsomes hepatics, siné també als microsomes
i mitocondries del cortex suprarenal, on intervé en la hidroxilacié dels
esteroides ** *7, bé que no intervé en l'oxidacié de la major part dels
farmacs. En el rony6 i en la mucosa intestinal se'n troben quantitats me-
nors '*®, La pres¢ncia de citocrom P-450 també ha estat descrita en les
mitocondries del corpus luteum .

Aquesta hemoproteina es troba als microsomes hepatics d’una gran va-
rietat d’espécies de vertebrats, com diversos mamifers, un ocell, una serp,
una granota, un peix ¥/, en bacteris ¢, en bacteroides > ** 5 i en llevadu-
res “ 45, Seria erroni considerar que el citocrom P-450 és idéntic en tots
els teixits o especies; les especificitats de substrat dels sistemes enzimatics
en els quals intervé el citocrom P-450 gn suprarenal i en fetge difereixen
enormement, i hom pot observar diferéncies també en les especificitats de
substrat dels sistemes metabolitzadors de farmacs dels microsomes hepa-
tics d’especies diferents. Es molt possible que aquestes diferéncies siguin
degudes a diferencies en la manera com el citocrom P-450 estd associat a
la membrana microsomal o a diferencies quantitatives o qualitatives en
d’altres components del sistema enzimatic, perd també és possible que el
citocrom P-450 pugui existir en diverses formes.

Les observacions segiients constitueixen proves que el citocrom P-450
participa en el metabolisme dels farmacs:

1) La llum inverteix l'efecte inhibitori del monoxid de carboni so-
bre el metabolisme de la codeina, la monometilaminopirina i 'acetanili-
da; I'espectre actiu de la inversié de la inhibicié del metabolisme per la
llum correspon a I'espectre del complex format pel citocrom P-g450 i el
CO, amb un pic a una longitud d’ona de 450 nm 5.

2) El cianur no es combina amb el citocrom P-450 ** ni inhibeix el
metabolisme dels farmacs ' # %,
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3) El monoxid de carboni es combina amb el citocrom P-450 i inhi-
beix el metabolisme dels farmacs ™ ' %,

4) Les substancies que destrueixen l'activitat metabolitzadora de far-
macs dels microsomes, com el desoxicolat, la steapsina i el veri de serp®,
°1 converteixen el citocrom P-450 en la forma inactiva de I’hemoproteina,
el citocrom P-420 * *. A més, els detergents com l'isooctilfenoxipolietoxie-
tanol i el Triton N-101, que poden ésser emprats per a solubilitzar par-
cialment els microsomes, produeixen una disminucié de la velocitat de
la metabolitzacié dels farmacs en una proporcié directa a la conversid
lel citocrom P-450 en citocrom P-420 *' 1%,

5) Els agents que produeixen un augment o una disminucié en els
nivells de citocrom P-450 en els microsomes produeixen amb freqiiéncia
un augment o una disminucié parallels en les velocitats a les quals els ma-
teixos microsomes metabolitzen els farmacs % %. %, 106,

6) Els farmacs es fixen al citocrom P-450 i donen lloc a espectres di-
ferencials caracteristics; en general existeix una similitud de la cinética
d’aquesta fixacié amb la cinética del metabolisme d’aquests mateixos far-
macs ** 4% 96 196 (vegeu més endavant).

7) El fetge i el cortex suprarenal oxiden els esteroides ** 5 %; els
microsomes d’ambdés organs sén rics en citocrom P-450.

Caracteristiques espectrals. — El citocrom P-450 és tradicionalment me-
surat per l'espectre diferencial observat quan esta en forma reduida, ge-
neralment amb ditionita, i combinat amb monoxid de carboni. E1 NADH
i el NADPH redueixen el citocrom P-450 només en abs¢ncia d’oxigen
molecular, essent el pigment molt autooxidable. L’espectre del citocrom
P-450 reduit en presencia de CO és poc habitual per a un citocrom, i no
déna cap informacié sobre la naturalesa del pigment®®. El fet que el
pigment que fixa el CO sigui en realitat un citocrom va ésser demostrat
per l'espectre del seu derivat, el citocrom P-420, i per técniques que varen
permetre el registre de l'espectre absolut del citocrom P-450 contingut en
les particules microsomals.

Excepte pel que fa referéncia a traces de catalases, els tinics citocroms
que hom creu presents en els microsomes hepatics sén el citocrom P-450
i el citocrom b,. El citocrom b, pot ésser selectivament separat mitjan¢ant
la digesti6 dels microsomes en un medi anaerobi amb steapsina (lipasa
pancreatica no purificada) al 0,14 9, en condicions adequades (soluci
tamp6 de fosfat 0,0M, pH=7,5, 37 °C, 1 hora), quedant el pigment fixa-
dor del CO unit a les particules no digerides i en part en forma de P-420.
Quan aquestes particules sén tractades en un medi anaerobi amb veri de
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serp o amb desoxicolat sodic al 0,5 9, tot el pigment fixador de CO ¢s
solubilitzat i convertit en citocrom P-420. El processament posterior de
I'extracte obtingut pot donar citocrom P-420 purificat, amb un espectre
d’absorcié caracteristic d’'un citocrom de tipus b; és a dir amb bandes
e, B, 1 de Soret que se situen, respectivament, a 539, 530 i 427 nm ® % 5. %,
La banda de Soret de la forma oxidada se situa a 414 nm. Després de la
combinacié amb el CO el pic de Soret del citocrom P-420 reduit es des-
plaga a 422 nm i resulta considerablement intensificat. Aquests espectres
sén molt similars als del citocrom b, bacteria ** perd el citocrom bacteria
difereix del citocrom P-420 en no fixar el CO.

La determinaci6 de I'espectre absolut del citocrom P-450 es complica-
da per la preséncia de citocrom b, i de citocrom P-420. El problema ha
estat en gran part resolt per l'extraccié del citocrom bs dels microsomes
i per lestabilitzacié del citocrom P-450 en glicerol. Al laboratori de Sato
7879100 Tespectre absolut del citocrom P-g450 va ésser observat en parti-
cules microsomals que havien estat préviament alliberades del citocrom e
com 2 resultat d'un tractament anaerobi amb Nargase, una proteinasa de
Bacillus subtilis, i en els que la petita quantitat de citocrom P-420 que
s’havia format en preséncia de glicerol va ésser quasi completament ex-
treta amb H,0,. MACLENNAN i cols. ** varen obtenir un espectre mitjancant
la utilitzaci6 de membranes microsomals que havien estat reduides de
mida com a resultat d’'un tractament amb alcohol tert-amilic, pero les
particules contenien un citocrom semblant al b, i un enzim flavinic, a
més del citocrom P-g50. Al laboratori de Mason es tractaren microsomes
hepatics amb el detergent no ionic Lubrol WX, per a produir subparti-
cules que donessin un espectre absolut del citocrom P-g50 sense interfe-
rancia aparent amb el citocrom bs i amb molt poca interferéncia per causa
del citocrom P-420 7.

KinosHITA 1 HORIE ** varen proposar un métode més intelligent per
a la determinacié de 'espectre absolut en microsomes que no havien estat
tractats per a eliminar el citocrom b,. Aquest meétode es basa en el conei-
xement que el citocrom bs ¢s I"inic citocrom microsomal diferent del
citocrom P-450, i en que I'administracié d’inductors com el fenobarbital
dona lloc a un augment molt important de la concentracié del citocrom
P-450 en els microsomes, sense afectar de manera apreciable el nivell de
citocrom b;. Es varen diluir suspensions de microsomes de conills no trac-
tats i de conills tractats amb fenobarbital, de manera que cadascuna d’e-
lles contingués la mateixa quantitat de citocrom b,.

Pel que fa referéncia al contingut d’hemoproteina, 1'inica diferéncia
aparent entre aquestes dues preparacions era llur contingut en citocrom
P-450. Si es colocaven els microsomes dels animals no tractats a la cubeta
de referéncia, T'espectre diferencial obtingut amb ambdés preparats era
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molt semblant a I'espectre absolut pel citocrom P-g50 obtingut per d’al-
tres métodes. Aquesta técnica ha estat extensament utilitzada en el labo-
ratori d’EsTaBroOK pel registre dels espectres absoluts de pigments fixa-
dors de CO d’animals induits amb fenobarbital o amb g-metilcolantre **-
41, Quan I’hemoproteina és colocada a ambdues cubetes, i a una concen-
traci6 més elevada a la cubeta de la mostra, tal com es fa quan s'empra
el métode de Kinosmita i HorIg, espectre resultant té les caracterfsti-
ques qualitatives de l'espectre absolut de I'hemoproteina, pero té una
magnitud reduida en la seva totalitat en una quantia exactament igual
a la contribuci6 restada de l'espectre invertit produit per I'hemoproteina
a la cubeta de referéncia. A no ser que sigui corregit, 'espectre resultant
no és per tant una representaci¢ quantitativa de I'espectre absolut apa-
rent. A més, els espectres qualitatius de I'espectre absolut aparent només
poden tenir sentit si els microsomes d’animals no tractats i tractats amb
fenobarbital contenen un citocrom P-450 espectralment idéntic.

El fet que el citocrom P-450 dels conills tractats amb fenobarbital és
espectralment el mateix que el trobat en els microsomes dels animals no
tractats va ésser demostrat quan l'espectre absolut aparent obtingut per
HiLpEBRANDT i ESTABROOK #' mitjancant el meétode de Kinoshita i Horie
va ésser comparat amb l'espectre absolut publicat per Sato i cols. .
Aquest tltim espectre va ésser obtingut per una técnica espectrofotome-
trica directa mitjangant la utilitzacié de microsomes alliberats de cito-
crom b,. La diferéncia quantitativa observada entre ambdds espectres ¢s
molt semblant a la que pot ésser calculada a partir de consideracions teo-
riques. Quan els citocroms P-450 no sén idéntics en diferents preparats
de microsomes, tal com passa quan es comparen les hemoproteines d’ani-
mals no tractats amb les d’animals tractats amb g-metilcolantre, I'espectre
«absolut» obtingut pel métode de Kinoshita i Horie no pot ésser corregit
qualitativament ni quantitativa.

Fixacié a farmacs. — NARASHIMHULU i cols.”® varen observar canvis
espectrals caracterfstics quan afegien 17-hidroxiprogesterona al sistema
d’hidroxilases d’esteroides depenent del citocrom P-450 present en el
cortex suprarenal. Aquest fet va provocar que REMMER i cols.*® i Imar i
Sato 2 publiquessin, gairebé de manera simultania, treballs que demos-
traven que els farmacs i d’altres substincies estranyes a l'organisme es
combinen amb el citocrom P-450 hepatic per a produir espectres diferen-
cials de dos tipus generals, tipus I i tipus IL Els compostos que donen
espectres diferencials de tipus I o II amb els microsomes hepatics han
arribat a ésser coneguts com a compostos de tipus I o de tipus IL. Els
compostos de tipus I, exemple dels quals és 1'hexobarbital, donen un
espectre diferencial amb una Jumax situada entre $85 i 390 nm i una Awin
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en un marge igualment ampli de 418-427 nm; 1a dmax i l1a Jmm dels com-
postos de tipus II (exemplificats per 1'anilina) sén de 425-435 nm i de
390-405 nm respectivament °2. Aix{, amb uns valors de Jmax i de lmin
oposats, els espectres de tipus I i de tipus II sén aproximadament imatges
especulars 1'un de 1'altre.

La raé de les diferéncies espectrals caracteristiques observades quan
hom afegeix farmacs de tipus I o de tipus II als microsomes pot ésser
aclarida quan hom registra eles espectres absoluts del citocrom P-450
abans i després de l'addicié d’hexobarbital (tipus I) o d'anilina (tipus
II). Mitjancant la utilitzacié de la técnica de Kinoshita i Horie (vegeu
anteriorment) amb microsomes oxidats d’animals no pre-tractats (cubeta
de referéncia) i d’animals tractats amb fenobarbital (cubeta de la mostra),
REMMER i cols. °7 varen registrar els espectres absoluts del citocrom P-450
amb hexobarbital, i del citocrom P-450 amb anilina. L’hexobarbital pro-
duia un desplagament de 'espectre absolut en la direccié de les longituds
d’ona menors, desplacant-se l1a Jmix de 420 nm a 415 nm. L’addicié d’a-
nilina produia un desplacament de l'espectre absolut en la direccié de
les longituds d’ona superiors, desplagant-se la Jumax de 420 nm a 426 nm.
Quan hom representava la diferencia dels espectres absoluts observats amb
farmacs i sense, hom obtenia una corba gairebé idéntica a l'espectre
diferencial observat experimentalment quan s'empraven hexobarbital o
anilina.

Amb T'excepcié d'un farmac, els compostos de tipus I i IT produeixen
llurs espectres caracteristics de fixacié de manera reproduible indepen-
dentment de l'origen dels microsomes. L'excepcié és el fenobarbital, que
déna un espectre de fixacié de tipus I amb microsomes de rata 96 102 104,
perd un espectre de tipus II amb microsomes de conill > 43, Suposant
que els punts de fixacié de tipus I i de tipus II estiguessin localitzats en
una sola forma de citocrom P-g50, aquest fet suggeriria una diferéncia
qualitativa en els citocroms P-g450 d’ambdues espécies; suposant I'altra
possibilitat, és a dir I'existéncia de dues formes del citocrom P-450, una
amb un punt de fixacié de tipus I i I'altra amb un punt de fixacié de
tipus II, la diferéncia en la manera com el fenobarbital es fixa als micro-
somes d'ambdues espécies suggeriria que les propietats d’ambdés cito-
croms diferirien notablement en els microsomes de rata i de conill. Cal
també tenir en compte que a concentracions baixes el fenobarbital pro-
duia un espectre de tipus I amb els microsomes de conill .

A la rata hom ha observat diferéncies de sexe i d’edat en les propie-
tats de fixacié del citocrom P-g50. Ja fa temps que hom sap que les rates
mascles metabolitzen alguns fairmacs amb major rapidesa que les femelles,
fenomen no observat en d’altres especies d’animals de laboratori utilitza-
des amb freqiiéncia. Posteriorment hom va demostrar que aquesta dife-
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réncia sexual entre les rates mascles i les femelles es devia a diferéncies
quantitatives en els espectres de fixacié produits pels farmacs de tipus 1
101 No es varen observar diferéncies entre la capacitat dels microsomes
de mascles adults i els de femelles adultes per a oxidar l'anilina o per a
combinar-se amb I'anilina per a formar I'espectre de tipus II. No obstant,
'oxidacié de I'aminopirina, un farmac de tipus I, i la fixacié de I’amino-
pirina i de I'hexobarbital (tipus I) pels microsomes de rates mascles varen
esser molt superiors a les observades amb microsomes de rates femelles.
En les rates immadures no s'observen diferéncies sexuals en el metabolis-
me dels farmacs, fet que suggereix l'existéncia d’un canvi qualitatiu del
citocrom P-450 a mesura que els mascles es desenvolupen.

Se sap que els microsomes perden part de llur capacitat per a metabo-
litzar farmacs quan sén emmagatzemats al congelador. Probablement aixo
es deu a la perdua del punt de fixacié de tipus I. L’emmagatzament dels
microsomes a —3 °C durant set dies produeix una pérdua gairebé com-
pleta de la capacitat de fixaci6 de tipus I, pero afecta poc o nulament la
fixacié de tipus II %%

Nombrosos compostos estudiats per SCHENKMAN i cols. ' pel que fa
referéncia a llurs caracteristiques de fixacié donen espectres de tipus II
amb Jmax 1 Amin ben clarament fora dels limits habituals. Aquests compos-
tos varen ésser classificats com compostos de «tipus II modificatr. Repre-
sentants d’aquest grup soén el cortisol, la corticosterona, ’acetanilida, 1’etil-
isocianur, €l cianur i la rotenona. SAsAME i GILLETTE ® han suggerit que
aquests compostos produeixen llurs espectes atipics perqué es combinarien
a la vegada amb ambdés punts de fixaci6. Si U'espectre de tipus II modi-
ficat ¢és simplement un espectre de tipus IT «tipic» amb uns marges més
amplis de Jmax i de hmm, i aquest marge més ampli de situacié dels maxims
i dels minims és degut a la capacitat dels compostos de tipus IT modificat
per a combinar-se amb ambdés punts de fixaci6 I i II, el marge menor de
Jmax i de Jmin Observat en els espectres obtinguts amb compostos tipics de
tipus II podria reflectir simplement una menor tendéncia d’aquests com-
postos per a combinar-se amb ambdés punts de fixacié. Cal per tant con-
siderar la possibilitat que pocs compostos, si és que n’hi ha algun, es com-
‘binin exclusivament bé amb el punt de fixaci6 I o amb el II, i que
qualsevol compost produeixi espectres compostos que en graus variables
serien només predominantment de tipus I o de tipus IL. La situaci6 dels
maxims i dels minims en espectres de fixaci6 dels compostos de tipus I
i de tipus II és tal, que tendeixen a cancelar-se mituament. No obstant,
les situacions no son perfectament coincidents, fet que podria explicar
les variacions en Jmax i €n Amin a ’espectre compost observat quan es pro-
dueixen simultiniament una fixacié de tipus I i una de tipus II. Un
compost capa¢ de fixar-se amb la mateixa afinitat al punt de fixaci6 I
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que al punt de fixacié IT no presentaria essencialment cap espectre dife-
rencial de fixacié. L'extincié molar del compost de tipus I seria reduida
per un grau analeg de fixacié de la mateixa substancia al punt de fixa-
cié II, i 'extincié molar del compost de tipus IT seria afectada d'una
manera similar pel component de fixacié de tipus I.

B¢ que sembla poc qiiestionable el fet que els canvis espectrals obser-
vats quan els farmacs sén afegits a preparats microsomals siguin deguts a
interaccions dels farmacs amb el citocrom P-450, és convenient de fer una
pausa i revisar les proves que abonen aquesta idea. Imar i SaTo ** compten
les proves segiients:

1) La magnitud del canvi espectral és proporcional al contingut de
citocrom P-450 dels diferents preparats microsomals.

2) L’etilisocianur es combina amb el citocrom P-450 en microsomes
mantinguts en condicions aerobies per a produir un espectre diferencial
amb un pic de 434 nm ”". L’anilina, compost que déna lloc a un espectre
de tipus IT amb els microsomes, interfereix de manera competitiva la fi-
xacid de I'etil-isocianur al citocrom P-4x0.

3) L’anilina déna un espectre de fixacié maxim amb els microsomes
a 427 nm. El maxim observat quan hom afegeix anilina a un citocrom
P-420 parcialment purificat es produeix a 417 nm, i (¢ una extincié molar
molt inferior a la del pic a 427 nm observat amb els microsomes. Tots els
tractaments que produeixen una conversié del citocrom P-450 en cito-
crom P-420 donen lloc a una disminucié de I'espectre de fixacié de I'ani-
lina i a un desplacament de la Jumax des de 427 nm a 417 nm. La intensi-
tat d’aquests canvis en l'espectre diferencial de I'anilina era parallela al
grau de formacié del citocrom P-420 parcialment format a partir del
citocrom P-450. ULLricH ' també va demostrar una pérdua de la fixacié
del ciclohexa (tipus I), correlacionada amb la intensitat de la transforma-
ci6 de citocrom P-450 en P-420.

4) El citocrom b, purificat, I'altra hemoproteina dels microsomes, no
produeix interaccions espectrals amb els compostos que produeixen canvis
espectrals ien els microsomes.

Si encara sén necessaries més proves que demostrin que els espectres
de fixacié son resultants d'interaccions amb el citocrom P-gx0, es poden
trobar ien 'observacié de Lu i cols. ¢ 62, que demostraren que el citocrom
P-450 solubilitzat i parcialment purificat es combina amb compostos de
tipus I'i de tipus II per a donar espectres caracteristics de fixacié.

Per als observadors dels espectres de fixacio va tenir molt més interés la
relacié aparent entre la cinetica de la fixacié del farmac i la cinética del

112



CITOCROM P-450: EL SEU PAPER EN EL METABOLISME 13

metabolisme del farmac. La representacié de dobles reciprocs de Line-
weaver i Burk (vegeu Apéndix) de la diferéncia d’absorbancia del canvi
espectral vs la concentracié del farmac, pot ésser utilitzada per a derivar
la constant espectral de dissociacié (Ks) de manera analoga a com hom
obté la constant de Michaelis- Menten (Km) per a I'oxidacié del mateix
compost mitjan¢ant la representaci¢ del reciproc de la velocitat de la
reaccié vs el reciproc de la concentracio del substrat. En nombrosos ca-
sos la K i la Ku per a un compost determinat es varen trobar semblants,
i aixd va fer pensar que la fixaci6 del farmac seria un pas obligatori en
el mecanisme de la seva hidroxilacid.

La taula 1 resumeix els resultats d’estudis de diversos laboratoris en els
quals hom ha fet comparacions entre la Ks i la Kn de compostos que reac-
cionen amb el citocrom P-g450. Cal fer notar, pero, que aquesta relacié en-

Tavra I. — Comparacié de la constant de dissociacié espectral (Ks) i la constant de
Michaelis-Menten (K,,) de compostos que reaccionen amb P-450 microsomal.

Tipus de Espécie K Ko
Compost fixacio Reacci6 mesurada animald (M x 10%) (M x 10%) Cita
Aminopirina I N-desmetilacio R 3,3 3,6 b
Anilina 11 Hidroxilacid R 8,0 7.0 b
R 3,0 0,4 €
R $:3 0,4 d
Cob 26 17-20 e
Etilmorfina I N-desmetilacio C 2,5 ks f
Cob 12,0 12,8 f
i 9,0 11,0 f
Hexobarbital I Hidroxilacio R 0,8 1,0 b

a. C = conill; Cob = cobai; R = rata; r = ratoli.
b. SCHENKMAN i cols., 1967.

c¢. REMMER i cols., 1g66.

d. GuariNO i cols., 1969.

e. Imar i Saro, 1967.

f. Davies i cols., 1969.

tre K; i Ki no és molt convincent. No solament en algun cas la K no ¢s
igual a la K, siné que a més els valors absoluts de K i de Kn varien molt
d’una espécie a l'altra i d'un laboratori a l'altre per a la mateixa especie.
Fins i tot en el mateix laboratori, quan I’anilina va ésser estudiada, Ks
va ésser igual a Km una vegada®, perd va diferir en una altra ocasidé .
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Si hom considera les dades expressades a la taula 1, queda clar que les
condicions varien enormement d’un laboratori a I'altre. Aixd podria ésser
degut a diferéncies en 'edat o en la soca dels animals utilitzats, o a varia-
cions en les condicions ambientals.

INDUCCIO ENZIMATICA

L’acceleracié del metabolisme dels farmacs per la ceHula hepatica va
¢sser descoberta en estudis sobre la causa de la tolerancia als barbiturics
i de la forma com els hidrocarburs policiclics protegien contra les accions
d’alguns carcinogens .

Hom disposa en l'actualitat de moltes proves que indiquen que l'esti-
mulacié de I'activitat dels enzims microsomals és conseqiiéncia de la sinte-
si de noves proteines. Els estimuladors enzimatics no tenen efectes in vitro;
els animals han d’ésser pretractats, i ha de passar un perfode de temps que
correspon al necessari per a la sintesi de quantitats conegudes de protei-
nes ''. El fenobarbital, que és estimulador de moltes activitats enzimati-
ques, produeix un increment detectable en la quantitat de proteina micro-
somal per gram de fetge, pero el g-metilcolantré, que no estimula tants
sistemes enzimatics, no produeix aquest augment de la quantitat de pro-
teines **. Les fotografies de microscopia electronica demostren ®* ** que
després del pre-tractament amb fenobarbital hi ha un augment de la quan-
titat de reticle endoplasmatic llis a I'hepatocit (cal recordar que els enzims
microsomals sén situats en aquesta estructura cellular). Hom ha observat
també que les propietats cinétiques (afinitat pel substrat, etc.) dels diversos
enzims metabolitzadors de farmacs després de la induccié amb fenobarbi-
tal no sén distingibles de les que corresponen als enzims dels animals no
pretractats '°. L’etionina, aminoacid amb propietats d’antimetabolit, blo-
queja la resposta estimuladora a I'administracié de fenobarbital, i la me-
tionina, que inverteix el blocatge de la sintesi proteica produit per
I'etionina, també inhibeix els efectes de l'etionina sobre la induccié enzi-
matica *. La puromicina i l'actinomicina bloquegen la sintesi proteica
per un mecanisme més directe que el de l'etionina: la puromicina blo-
queja a nivell del ribosoma (traduccid), i l'actinomicina a nivell de la
ARN-polimerasa dependent de 'ADN (transcripcié). Ambdues substan-
cies bloquegen la inducci6 de la benzpiré-hidroxilasa en el fetge de la
rata *°,

Els estudis realitzats han demostrat clarament que l'estimulacié pro-
duida pel fenobarbital és especifica pels components essencials del sistema
microsomal d’oxidacié, és a dir la NADPH-citocrom ¢ reductasa, la
NADPH-citocrom P-g450 reductasa i el citocrom P-450 °*. MARVER ** ha
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demostrat I'existéncia d'un parallelisme notable en I'evolucié en el temps
entre I'estimulacié de l'activitat desmetilant en el fetge de rata, obtin-
guda amb injeccions repetides de fenobarbital, i 'augment de les quan-
titats d’aquests tres components de la cadena de transport d’electrons,
obtingut de la mateixa manera. Aquest autor també observa un lleuger
augment del total de proteina microsomal en el fetge (generalment més
elevat en d’altres experiments), perd cap canvi d'aquest tipus en d’altres
sistemes enzimatics.

L’augment del citocrom P-450 observat després del tractament amb fe-
nobarbital és precedit d’'un augment brusc de la sintetasa de I'acid delta-
aminolevulinic (ALA), que és I'enzim inicial i limitador de la velocitat
de tota la cadena de la biosintesi de I'hem °%. La sintesi de I'hem ¢és regu-
lada per un mecanisme de feedback de I'hem lliure sobre la formaci6 de
I’ALA-sintetasa; aixi, una disminucié dels nivells de I'hem desreprimeix
la sintesi de I’enzim, i es restableixen els nivells d’hem. Si la induccié del
citocrom P-450 es produis per aquest mecanisme, seria d’esperar que
I'hem lliure bloquegés tots els efectes produits pel fenobarbital sobre
lactivitat enzimatica microsomal. En el treball citat anteriorment, MAR-
VER demostra que aixd és cert. La injeccié intraperitoneal de preparats
solubles d’hem impedeix que el fenobarbital administrat poc després
produeixi un augment de les proteines microsomals hepatiques, dels fos-
folipids hepatics (indicatius de la quantitat de reticle endoplasmic), de
la NADPH-citocrom c reductasa, del citocrom P-450, de la capacitat per
a desmetilar I'aminopirina, i de la capacitat per a oxidar I'hexobarbital, i
finalment de la disminucié del temps de la dormici6 produida per l'he-
xobarbital.

En la bibliografia sobre induccié enzimatica hom observa molta con-
fusié en la interpretacié dels fenomens demostrats pel fet que I'estimula-
ci6 d’una activitat enzimatica necessiti que augmenti la sintesi de protei-
nes. Es a dir, hi ha confusi6 sobre la interpretacié dels resultats obtin-
guts en els estudis anteriorment esmentats. El nivell inicial d’activitat
microsomal no estimulada ha d’ésser considerat com un estat d’equilibri,
en ¢l qual la sintesi dels enzims és igual a llur degradaci6. L’estimulacio
¢s un canvi en l'estat d’equilibri, que podria ésser produit bé per un
augment de la sintesi, b¢é per una disminuci6 de la degradacié, o per
ambdés fenomens. Alguns casos d’«induccié enzimatican (per exemple
I'estimulacié de l'activitat de la triptofan-pirrolasa pel triptofan) poden
¢sser atribuits a I'estabilitzacié d'un enzim pel seu substrat

Actualment hom coneix més de goo farmacs, insecticides, carcinogens
i d’altres substancies quimiques que estimulen I'activitat dels enzims me-
tabolitzadors de farmacs dels microsomes hepatics '* °. Entre els exem-
ples hi ha hipnotics i sedants, fenotiazines® 7, anticonvulsivants®
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2, antidepressius triciclics 4% ', diiirétics 1°%, esteroides anabolitzants 7 80,
delta-g-tetra-hidrocannabinol, principi actiu de la marihuana i molts
d’altres tipus de farmacs. A més, molts productes quimics presents en cl
nostre ambient «civilitzaty poden estimular I'activitat dels enzims meta-
bolitzadors de diferents espécies animals i de I'home, i poden alterar
notablement la intensitat i la durada de I'accié farmacologica. Entre els
més importants citem els hidrocarburs aromatics policiclics del fum de
tabac *, I'aire pollucionat de les ciutats i alguns aliments preparats ® '
14, hidrocarburs halogenats utilitzats com a insecticides™ 2 %.97 (en
aquest sentit Fours ** proposa, després de provar-ne bastants, utilitzar
com a insecticida dels estabularis dels animals d’experimentacié el pipero-
nil-butoxid, que no té activitat inductora enzimatica sobre cap de les
especies animals utilitzades amb més freqiiencia); herbicides derivats de
la urea *’, diversos colorants afegits als aliments*® %, i la cafeina i les
flavones afegides als pinsos per a animals® 3, L’encenall de cedre i
d’altres jagos utilitzats en estabularis d’animals també sén potents esti-
muladors del metabolisme dels farmacs, motiu pel qual cal tenir compte
en llur eleccié * ™, L'oli utilitzat per a microscopia d'immersié en molts
laboratoris també és un potent inductor enzimatic'. D’altra banda, 1l'e-
tanol, que és metabolitzat en la seva major part per enzims solubles i en
proporci6 més reduida pels enzims insolubles del reticle endoplasmic,
també ha demostrat una intensa capacitat inductora enzimatica ** ®*,
L’eucaliptol sembla produir el mateix efecte que 1'etanol *.

OBJECTIUS D’AQUEST TREBALL

El citocrom P-450, ultim component de la cadena de transport d’elec-
trons que participa en l'oxidacié dels farmacs i que s'uneix a ells, és
tradicionalment mesurat amb el meétode d’OMURA i SaTo % ¢, que suposa
la fixacié del pigment a monoxid de carboni prévia reduccié amb ditio-
nita. El monoxid de carboni té una elevada afinitat pel citocrom P-450,
1 per tant ¢és de suposar que desplaci els substrats endogens (esteroides o
d’altres substancies) que puguin estar fixats al citocrom P-450. El des-
plagament produit pel CO no pressuposa que també sigui produit
pels farmacs que han d’ésser metabolitzats pel citocrom P-g450. Es
possible que alguns substrats enddgens tinguin una afinitat pel ci-
tocrom P-450 menor que la del CO, pero superior a la dels farmacs
eventualment administrats a I'animal d’experimentacié. Aquesta pos-
sibilitat, no descartada per cap autor i citada per alguns —per exemple
TempLE ' i LipscomB i GUNSALUS *’— suposaria que la determinacié del
contingut de citocrom P-450 en fraccié microsomal hepatica pel metode
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d’Omura i Sato mesuraria citocrom P-450 total, perd no necessariament
disponible pels processos de metabolitzacié. Si la fixacié dels farmacs al
citocrom P-450 és —com sembla— una ctapa previa en el procés de llur
metabolitzacié, la mesura dels canvis espectrals observats quan un far-
mac es fixi al citocrom P-450 seria més acurada des d’'un punt de vista
fisiologic, puix que esta en relacié amb la quantitat de citocrom apta per
fixar-se a un substrat exogen amb una afinitat determinada, eventual-
ment inferior a la de possibles substrats endogens.

MATERIAL 1 METODES

Hem utilitzat ratolins de la soca CD-1 procedents del nostre estabula-
ri. Abans de totes les experi¢ncies els animals han estat sotmesos a
un dejuni de 12 hores, i se’ls ha deixat aigua ad libitum. Els ratolins han
rebut sis tipus de tractament: (a) sérum fisiologic (1 ml/40 g) 12 hores
abans del sacrifici; (b) una injeccié de fenobarbital (FB) (40 mg/kg per
via intraperitoneal), 12 hores abans del sacrifici; (c) 2 injeccions de FB,
24 1 12 hores abans del sacrifici; (d) § injeccions de FB, 36, 24 i 12 hores
abans del sacrifici; (¢) 4 injeccions de 48, §6, 24 1 12 hores abans del
sacrifici, i (f) 5 injeccions de I'B, 6o, 48, 36, 24 i 12 hores abans del sa-
crifici.

1. Oblencioé de la “fraccié microsomal”

Preparacio de la fraccié sobrenedant de 10.000 x g de fetge de ratoli. —
Els ratolins, préviament mantinguts en dejuni durant 12 hores, sén sacri-
ficats mitjan¢ant un cop al cap seguit de I’exsanguinacié. Hom extreu els
fetges i els talla a trossets ben petits. Totes les operacions a partir d’aquesta
son realitzades sobre gel. Hom prepara un homogeneitzat al 12,5 % (pes/
volum) [1 gram de fetge+ 47 volums de CIK isotonic (1,15 %,) tamponat a
pH 7.4 amb solucié tampé6 de fosfat Na*t/K+] mitjancant ’homogeneit-
zaci¢6 del teixit hepatic tallat a trossets en un homogeneitzador de Potter-
Elvehjem durant 1 minut. Hom centrifuga ’homogeneitzat a 10.000 x g
durant 10 minuts a 5 °C per extreure els nuclis i mitocondries. La
fracci6 sobrenedant d’aquesta centrifugacié a 10.000 x g conté els micro-
somes i proteines solubles. Un volum de 1,0 ml de la fraccié sobrenedant
de la centrifugacié a 10.000 x g equival a 125 mg de fetge.

Preparacié dels microsomes a partir de la fraccid sobrenedant de la
centrifugacié a r10.000 x g. — Hom pipeteja mostres de 13,0 ml de la frac-
cié sobrenedant a petits tubs de centrifuga Spinco (Beckman LS-65). Cal
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assegurar-se que els tubs sén plens i que els taps sén ben tancats. Hom
centrifuga a 40.000 r.p.m. en un rotor SW-40Ti durant 1 hora. Després
hom descarta el liquid sobrenedant. Cal eliminar les traces d’hemoglo-
bina, motiu pel qual cal resusprendre el pellet en CiK al 1,15 9, a menys
de 4 °C i recentrifugar a 100.000 x g durant go minuts. Després d’aques-
tes operacions els microsomes presents en un tub de 13,0 ml —equivalent
a 1625 mg de pes de fetge humit— han d’ésser resuspesos en 19,5 ml de
solucié tamp¢ fosfat 0,05 M de pH #,6 amb EDTA a concentracié 10°M.
El pellet pot ésser conservat dun dia per l'altre a —1p °C cobert amb
1 ml de solucié de tampé fosfat pH 7,4 perd, com veurem després, aques-
ta maniobra produeix una disminuci6 de I'activitat espectral del citocrom
P-450, motiu pel qual hem fet sempre les lectures espectrofotométriques
el mateix dia de 'obtenci6 de la «fraccié microsomaly.

2. Determinacio de les proteines

La concentracié de proteina de la suspensio obtinguda és del voltant
de 2 mg per ml, bé que calgui determinar-la en cada cas, per a expressar
finalment la «concentracié» de citocrom P-450 en unitats/mg de proteina.
Hem determinat la concentracié de proteines en el sobrenadant de la
centrifugacié a 10.000 x g, mitjancant el meétode de Lowry i cols.® mo-
dificat **. Aquesta tecnica té un marge de linealitat espectrofotomeétrica
(a 650 nm) entre 15 i 110 pg de proteina, motiu pel qual és preferible a
l'original de Lowry i cols., bé que també calgui dissoldre la mostra de
proteina (0,1 ml) amb 0,9 ml d’aigua.

3. Lectures espectrofotometriques

Hem realitzat les lectures amb un espectrofotometre Beckman Acta 111
Hom coloca § ml de la suspensié de microsomes en cadascuna de les dues
cubetes (mostra i referéncia). Hem fet primer un scanning d’ambdues
cubetes des de 500 nm fins g70 nm per a obtenir una linia de base. Des-
prés hem afegit pentobarbital (que déna un espectre de fixacié de tipus
I) (vegeu figura 2), a concentracions creixents a la cubeta de la mostra,
i hem registrat I'espectre diferencial en cada cas. Hem registrat 1'espectre
diferencial després d’afegir 1, 2, g, 4, 5, 10, 12, 15 i 20 z1 d’'una solucid
0,3M de pentobarbital amb xeringues Hamilton de cromatografia de ga-
sos. Aquestes quantitats donarien concentracions en cubeta compreses
entre 1 x 10*M i 2 x 10°M de pentobarbital. En previsié de possibles varia-
cions en les lectures, degudes a diferéncies en el temps passat des de 1'ad-
dici6 de la mostra fins la lectura, hem examinat la influéncia del moment
de la lectura sobre els resultats obtinguts, i hem fixat un interval de 3
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minuts i go segons per a comencar el scanning (vegeu Resultats). A més,
a causa del fet que les solucions de barbiturics presenten hidrolisi —concre-
tament una solucié 0,3 M de pentobarbital t¢ un pH=g9,9—, hem obser-
vat la influéncia de les variacions del pH sobre l'espectre diferencial,
mitjancant el seu registre després de I'addici6 de 1, 2, 8, 4, 5, 10, 12, 15

Pentobarbital:

4 1 %00

N - s N

oM KM
[
o

~0,051

Fic. 2. — Espectre diferencial de fixaci6 del pentobarbital al ci-
tocrom P-450. Aquest espectre té un maxim a 387 nm, un minim
a 420 nm i la isobestica a 407 nm.

i 20 1 d’'una solucié de NaOH de pH=g,9. Puix que I'addicci6 de NaOH
donava lloc a lectures —atribuibles sense cap dubte exclusivament a les
variacions de pH— (vegeu Resultats), hem afegit sempre a la cubeta de
referéncia un volum d’aquesta solucié de NaOH equivalent al volum
de la soluci6 de pentobarbital afegida a la cubeta de la mostra.

RESULTATS

Influéncia del temps en la lectura espectrofotométrica. — Tal com in-
diquem en la figura g, la lectura espectrofotométrica tarda uns minuts a
estabilitzar-se. Per aixd hem mesurat sempre les lectures g minuts i go
segons després de I'addicié del pentobarbital a la cubeta de la mostra,
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i hem comengat sempre els registres continus des de 500 nm fins 350 nm,
9 minuts després de I'addicié del pentobarbital.

absorbancia
a 420 nm .oosj
(-]

.004 e--am-o-—--:-—-.a/ \0
.c03 @ o/
e
.CO14 /o/
1 2 3 4 5 5 temps
{min

Fic. 3. — Influencia del temps en la lectura espectrefoto-

metrica de la densitat optica maxima a A = 420 nm des-

prés de l'addici6 de pentobarbital (3 x 104 M) a la
cubeta de la mostra

Influéncia del pH sobre les lectures a x\=420 nm i a k=390 nm. — En
la figura 4 representem les variacions de densitat Optica observades des-
prés de I'addicié de NaOH a pH=9,9 (mateix pH que el de la solucié
0,3 M de pentobarbital) a la cubeta de la mostra. Les lectures han estat

absorbancia
(420+390)

3.
7 —
.010 T—s
.008
.006 /./
.004 /c
/.
.002 /o/.
@
/
5 10 15 20
/«i NaOH

Fic. 4. — Variacions del valor absolut de 1’absor-

bancia a 420 nm més el valor absolut de 1'ab-

sorbancia a ggo nm produides per l'addicié de
NaOH pH = 9,9 a la cubeta de la mostra.

fetes a 420 nm i a ggo nm, i hem sumat ambdues lectures per cadascuna
de les concentracions de NaOH. En conseqii¢ncia, quan hem fet espec-
tres diferencials de fixacié del pentobarbital al citocrom P-450, hem
afegit sempre a la cubeta de referéncia un volum de I'esmentada solucié
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de NaOH igual al volum de solucié 0,3 M de pentobarbital afegit a la
cubeta de la mostra.

Relacié entre quantitat de citocrom P-g450 i especlre diferencial obtin-
gut per Uaddicio de pentobarbital a la cubeta de la mostra. — Per a estu-
diar aquesta relaci6 hem utilitzat una mostra de microsomes obtinguts
de 5 ratolins que havien rebut 2 injeccions de fenobarbital 24 i 12 hores
abans de llur sacrifici. Aquesta mostra ha estat examinada diluida a
1/16, 1/8, 1/4, 1/2 i sense diluir. A la figura 5 representem la relacié

concentracio
pentobarbital

107*M) 15

b
dilucié de
la mostra

125 250 400 .500 769

Fic. 5. — Relaci6 entre la dilucié d’una matei-
Xxa mostra de microsomes (diluida a 1/8; 1/4;
1/2,5; 1/2; 1/1,3 i 1) i la concentraci6 de
substrat (pentobarbital) en cubeta que produeix
canvis espectrals maxims a 420 nm i a ggo nm.

entre la quantitat de substrat afegit a les mostres en diferents dilucions
i la concentracié de pentobarbital en cubeta que déna lloc a canvis es-
pectrals maxims a 420 nm i a g9o nm. La rclacié entre aquests dos
parametres no presenta linealitat. En canvi, la relacié entre la diluci6
d’aquesta mateixa mostra de microsomes, i el canvi espectral maxim
obtingut (a A=420 nm+ ) =390 nm), independentment de la concentraci6
de pentobarbital en la cubeta de la mostra, presenta una linealitat
estadisticament significativa (p<<0,0001; r=0,9982). ¥s a dir que existeix
una relaci6 entre el contingut de citocrom P-450 i el canvi espectral
maxim obtenible amb un substrat que doni un aspectre de fixacié de
tipus I, perd no existeix relacié lineal aparent entre el contingut de

121



22 JOAN-R. LAPORTE I ROSELLO I JUAN-C. FONTECILLA CAMPS

citocrom P-450 i la concentracié de substrat necessaria per a obtenir el
canvi espectral maxim (vegeu figura 6).

canvi espectral

maxim
.050 4
°
.040 1
030 /
4 )
.020
L ]
0104
?
125 250 500 1
dilucio de
la mostra

Fic. 6. — Relacié entre la diluci6 d’'una ma-
teixa mostra de microsomes (la mateixa que
en la figura 5) (diluida a 1/8; 1/4; 1/2 i
sense diluir) i el canvi espectral maxim obte-
nible a 420 nm i a ggo nm quan hom afegeix
pentobarbital. L’equacié de la recta de regres-
si6 obtinguda és y = 0,0375 + 47,9 X. El coe-
ficient de regressio ¢és r = 0,982 (p << 0,0001).

Influéncia de U'emmagatzenament sobre la fixacid del citocrom P-y50
al pentobarbital. — La conservaci del pellet obtingut per la ultracen-
trifugacié a 100.000 x g del sobrenedant de la centrifugacié a 10.000 x g,
a —15 “C durant 24 hores, ha donat lloc a una disminucié del canvi
espectral maxim obtenible mitjan¢ant 1'addicié de pentobarbital. Dels
microsomes obtinguts dels mateixos ratolins que els emprats en l'expe-
riencia anterior (figura 6), n’hem guardat la meitat, immediatament
després de la ultracentrifugacié a 100.000 x g, a —15 °C durant 24 hores,
coberts amb 1 ml de soluci6é tampé de fosfat a pH 7,4. La descongelacio,
resuspensi6 en solucié tampé de fosfat 0,05 M de pH 7,6 amb EDTA
10 M, i la realitzaci6 immediata d'un espectre diferencial per addicié
de pentobarbital a la cubeta de la mostra ha demostrat una disminucié
de la fixacié de tipus I del pentobarbital. Aquest fet pot ésser observat
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en la figura 7, en la que representem els canvis espectrals maxims a
420 nm i a ggo nm obtenibles mitjancant 'addicié de pentobarbital a la
cubeta de la mostra en relacié amb la dilucié de la mostra de fraccié
microsomal. Observeu que, bé que es conserva la relacié lineal entre

canvi espectral
Fic. 7. — Relacio entre maxim
la diluci6 d'una matei-
xa mostra de microso-
mes (obtinguda dels ma- | 3
teixos animals que les ’ e
de les figures 5 i 6) (di- 040 ;.
luida a 1/8; 1/4; G ,/
1,85 Afgs AL/l s . e
sense diluir), i el canvi Tt
espectral maxim obteni- .030+ oL P
ble a 420 nm i a 390 .
nm quan hom afegeix
pentobarbital a la cube- .
ta de la mostra. La e ol
mostra de microsomes .
ha estat conservada du- S L
rant 24 hores a —15 °C,
coberta amb 1 ml de 5
solucié tampé de fosfat L i
a pH 7,4. Amb A in- 7
diquem el canvi espec- . , — v \
tral maxim obtenible a 125 .250 400 .500 VAR
420 nm i a ggo nm des- diluci6 de
prés de la conservacié la mostra
durant 24 hores, i amb
® indiquem el mateix
canvi llegit immediatament després de l'obtencié de la fraccié microsomal per ultra-
centrifugacié a 100.000 x g. L’equaci6 de la recta obtinguda amb els microsomes con-
gelats durant 24 hores és y = —o0,5469 + 40,18 x (r = 0,9863; p << 0,0001). Per tant,
a les 24 hores d’emmagatzenament, 'activitat fixadora de pentobarbital amb un espectre

de tipus I és del 84 9, de l'activitat control.

-

quantitat de citocrom P-450 i canvis espectrals maxims obtenibles, el
pendent de la recta ¢és menor, fet que indicaria una disminucié de la
capacitat de fixaci6 de tipus I

Influéncia de U'administraciéo de fenobarbital sobre el nivell de cito-
crom P-g450. — Basats en els resultats anteriors, per a la determinacié del
citocrom P-450 en base als canvis espectrals observats després de 1'addicié
de pentobarbital a la cubeta de la mostra, hem seguit les segiients orien-
tacions, a més de les esmentades en I'apartat «Material i metodesy.

1) Hem fet els registres continus des de 500 nm fins g50 nm
g minuts després de I'addicié del pentobarbital i I'agitacié suau d’amb-
dues cubetes.

123



24 JOAN-R. LAPORTE I ROSELLO I JUAN-C. FONTECILLA CAMPS

2) Hem afegit a la cubeta de referéncia un volum de solucié de
NaOH pH=g,9 igual al volum de la solucié6 0,3 M de pentobarbital
afegida a la cubeta de la mostra.

g) Hem calculat el contingut de citocrom P-450 a partir dels can-
vis espectrals maxims obtenibles a 420 nm i a ggo nm després de l'ad-
dici6 del pentobarbital, independentment de la concentracié d’aquest
ultim compost que produia I'esmentat canvi espectral maxim.

4) Hem expressat el contingut de citocrom P-450 en unitats arbitra-
ries, donant un valor o al control, i sempre en relacié amb el contingut
de proteines. Les lectures espectrofotométriques han estat sempre fetes
després de resuspendre el pellet obtingut per centrifugacié a 100.000 x g
en una quantitat de tampé fosfat-EDTA tal que assolissim una concen-
tracié en cubeta de 2 mg de proteina per ml de suspensio.

A la figura 8 representem I'augment del contingut de citocrom P-450
després de successives injeccions intraperitoneals de fenobarbital (40

(2]
Fic. 8. — Augment del con- 030 * r1o 8
tingut de citocrom P-450 & R | Q
per successives injeccions Ve 3
intraperitoneals de feno- 510235 f N e -
barbital (40 mg/kg) a in- X M. e g_
tervals de 12 hores. (L'ul- = ; 10 | 3
tima injeccié era adminis- 020+ . \\ 8-
trada 12 hores abans del ® p H6 oy
sacrifici dels animals). En o ; L @
abscisses  representem el P08 K &
nombre d’injeccions de fe- 8 8.
nobarbital  administrades, o 4 3
i en ordenades (esquerra, >-0107 &
®) cl canvi espectral ma- s -
Xim a 420 nm i a 390 nm P
obtenible mitjancant 1’addi- 005+ B
ci6 de pentobarbital a la | a
cubeta de la mostra. No- ES
teu que no hem observat : -

un augment fins un repla 0 3 4 5

{le la !:onccmracné de pen- n® injeccions
obarbital en cubeta que Saicad :
produeix el canvi espectral enobarbital
maxim (ordenades, dreta,

%), ni tampoc cap relaci6 aparent entre grau d’induccié i concentracié de pentobarbital.

mg/kg) en 6 grups de 5 ratolins cadascun. Observeu que a partir de la
3.* injeccié hom pot observar ja una inducci6 maxima, i que a partir
d’aquesta administracio es conserva un repla d’inducci6 a condicié que
hom segueixi administrant el fenobarbital.
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Canvis de la velocitat maxima (Vmax) i de la Ks del sistema. — A la
taula II indiquem la suma de les lectures espectrofotometriques a 420 nm
i a 390 nm obtingudes per I'addicié de quantitats creixents de pentobar-
bital a la cubeta que conté mostres de microsomes de ratolins pretrac-
tats amb un nombre creixent d’injeccions de fenobarbital (40 mg/kg per
via i.p.), administrades a intervals de 12 hores. La figura 9 és una re-
presentacié del doble reciproc de la concentracié de pentobarbital en

Taura II. — Lectures espectrofotométriques obtingudes per 1'addici6 de quantitats crei-

xents de pentobarbital (PB) a la cubeta que conté mostres de microsomes de ratolins

pretractats amb un nombre creixent d’injeccions de fenobarbital (FB) (40 mg/kg, i.p.).
(Absorbancia x 10-3).

Volum PRETRACTATS AMB FENOBARBITAL

de PB o (n.o injec.)

o M [PB] CONTROL

afegit 1 2 3 4 5
1 pl 1 x 10*M 1,0 5,0 6,0 10,5 75 9,5
2 pul 2x10"M L5 6,5 17,0 17,0 13,5 14,5
gl gx10*M 1,5 6,0 15,0 20,5 19,0 19,5
4 11 4x10"M 2,0 6,5 17,0 22,0 22,0 22,0
ppul px10*M 2,5 7,0 18,0 23,0 24,0 23.5
6 ul 6 x 10*M 3,0 7,0 18,0 — — —
10 11 1x10°M 3.0 5 18,0 25,5 24,5 25,0
15 #1 1,5 x10°M — — - 24,0 23,5 25,0

Fic. 9. — Representacio se- I/A DO

gons el metode de Line-
weaver i Burk de la in-
versa de la concentraci6 de
pentobarbital en cubeta vs

la inversa de la lectura es-

pectrofotometrica  diferen- /

cial obtinguda amb cadas-

cuna de les concentracions. //

2: ratolins que han rebut s

2 injeccions de fenobarbi-

tal (FB) 24 i 12 hores abans

de llur sacrifici (r=0,9235;

p < 0,001); 3: ratolins que

han rebut g injeccions, 36

24 i 12 horesJ abans 36 1/{PB]

llur sacrifici (r = 0,9839;

p <o0,001); 4 ratolins que han rebut 4 injeccions, 48, 36, 24 i 12 hores abans de llur

sacrifici (r = 0,9797; p < 0,001), i 5: ratolins que han rebut 5 injeccions, 6o, 48, 36, 24

i 12 hores abans de llur sacrifici (r = 0,9903; p < 0,001). La dosi de fenobarbital fou

de 40 mg/kg administrats per via intraperitoneal. Vegeu que existeix una variaci6
minima del valor de Vyay i una variacié significativa del valor de K.

Lol BN
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cubeta vs la suma de les dues lectures espectrefotometriques en els mi-
crosomes dels ratolins pretractats amb 2, g, 41 5 injeccions de fenobarbi-
tal. A la taula IIT donem els valors obtinguts de K i de la Vi ficticia
per als ratolins pretractats amb 2, 8, 4 i 5 injeccions de fenobarbital. Cal

Taura III. — Valors de Vi, ficticia i de K, pel pentobarbital en els ratolins pretractats
amb 2, 3, 4 i 5 injeccions de fenobarbital (FB).

n.° injeccions FB Ks
(40 mg/kg, i.p.) «Vmnax? (x 10—¢ M)
2 35,8 4.2
3 31,0 1,9
4 38,8 4,0
5 32,8 2,4

fer notar aci que, bé que hom observa una gran dispersié en els valors
de K, els valors de la Vuax ficticia sén bastant homogenis, quan era
d’esperar que trobariem resultats inversos en aquest sentit, puix que
suposavem que la Ks es mantindria constant.

Discussio

La determinaci6 tradicional del citocrom P-450 en mostres de fraccié
microsomal hepatica % %¢ ¢és basada en la seva fixacié del monoxid de
carboni, el qual té una elevadissima afinitat per ell. EI complex citocrom
P-450-CO déna un maxim espectral a 450 nm, d'una intensitat directa-
ment proporcional al contingut de citocrom P-g450. No obstant, diversos
autors °™ ' han suggerit el paper que diversos substrats endogens (pro-
bablement esteroides) podrien jugar en la regulacié dels nivells del cito-
crom P-450, i en concret en la induccié enzimatica. En tot cas, segons la
hipotesi d’aquests autors, existirien constantment certs substrats endogens
fixats al citocrom P-g50. Existeixen per tant tres possibilitats en la inte-
raccié entre un substrat endogen i un d’exogen pel citocrom P-450: (1)
que el substrat endogen tingui una afinitat superior a la de I'exogen pel
citocrom P-450; (2) que ambdds substrats tinguin afinitats similars, i (3)
que el substrat exogen tingui una afinitat superior a la de I'endogen. En
tot cas, i sobretot si es verifiquen les dues primeres possibilitats, la de-
terminacié del contingut total de citocrom P-450 no déna una idea de
la capacitat per a metabolitzar un substrat exogen, puix que part dels loci
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de fixacié del citocrom estarien ocupats pel substrat endogen. E1 CO des-
placaria aquests substrats amb facilitat, pero un farmac —concretament
un farmac del qual es vulgui estudiar la metabolitzacié— només des-
plagara els possibles substrats endogens si té una afinitat pel citocrom
P-450 superior a la dels esmentats substrats. Aquesta ¢s la base de la
nostra técnica de determinacié: no es tractaria de mesurar la intensitat
de I'espectre diferencial (a 450 nm) entre microsomes sols (cubeta de re-
feréncia) i microsomes gasats amb CO (cubeta de la mostra), sin6 Ies-
pectre diferencial (a 420 nm i a ggo nm) d'un farmac afegit als micro-
somes de la cubeta de la mostra. Es important fer notar que el citocrom
b,, tnic citocrom a més del P-450 que es troba a la fracci6 microsomal,
no dona espectres diferencials de fixacié amb farmacs, ja siguin de
tipus I o de tipus II. Per tant, I'espectre que hom pugui obtenir amb un
farmac de tipus I com el pentobarbital només pot ésser conseqii¢ncia de
la fixacié d’aquest farmac al citocrom P-450, i eventualment de la com-
peticié d’aquest firmac amb un altre substrat pel punt de fixacié del
citocrom.

Un aspecte interessant de la técnica aci desenvolupada és que hom
obté la millor correlacié amb el contingut de citocrom P-450 quan me-
sura el canvi espectral maxim obtenible (figura 6), perd no la concentra-
ci6 de pentobarbital que cal afegir a la cubeta per a obtenir aquest
canvi espectral maxim. De fet els mateixos OMURA i SATo® correla-
cionen el contingut de citocrom P-450 amb el canvi espectral obtin-
gut. Es a dir, existeix una relacié directa entre lectura i quantitat de
complex farmac-citocrom P-450 format, que en realitat ¢és el que interes-
sa mesurar si hom vol conéixer la capacitat de metabolitzacié d'un farmac
del qual es llegeix la formacié d’un seu complex amb el citocrom P-450.

Aixd no obstant, el fet que no existeixi una relacié lineal aparent
—ni simple, ni semilogaritmica, ni en representacié de dobles reciprocs—
entre quantitat de citocrom P-450 i concentracié de pentobarbital que
cal assolir a la cubeta, fa desconfiar de la possibilitat de definir un paral-
lelisme clar entre cinética de la metabolitzacié (Km de Michaelis-Menten)
i constants de fixaci6 espectral (K., comparable a la Kn de Michaelis-
Menten). Malgrat el valor limitat de la representacié de dobles reciprocs,
els resultats de les taules IT i III i de la figura g son inesperats en el sentit
que la induccié enzimatica, que augmenta la velocitat maxima del sis-
tema de metabolitzaci6 ¢ 8% *5: 1%, produeix en aquest cas una variacié
aparent de la K, sense variacions en la Vumax. Existirien diferents explica-
cicns d’aquest fenomen. En primer lloc, és possible que el citocrom P-450
format de novo com a resultat de la inducci6 tingui una diferent especi-
ficitat de substrat que el normalment trobat en els animals sense pre-
tractar. Aquesta possibilitat podria tenir dues explicacions: (1) que el
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citocrom P-450 format de nou estigui associat d’una manera diferent a la
membrana microsomal; (2) que se sintetitzi una forma diferent de cito-
crom P-450, amb una diferent especificitat de substrat, que es manifes-
taria per una K, diferent. Una segona hipotesi, obtinguda a partir del
fet que la representacié de la figura g és tipica d’un antagonisme com-
petitiu, seria la que postula l'existéncia d’una competicié entre el pen-
tobarbital i un altre substrat pel punt de fixacié I del citocrom P-450.
Aquest substrat podria molt bé ésser el fenobarbital, puix que també es
fixa al citocrom P-g50, i té un temps de vida mitjana molt prolongat.
Un aspecte interessant dels resultats obtinguts és que la variacié de la K,
no guarda cap relacio amb el nombre d'injeccions de fenobarbital admi-
nistrades. Aquest fet abonaria més la segona hipotesi. Si el fenobarbital
donés lloc a la sintesi d'un citocrom P-g450 amb una diferent especifici-
tat de substrats, la Ky variaria d’acord amb el nombre d’injeccions de fe-
nobarbital administrades, perque, bé que hom arriba a obtenir un
repla d'induccid, el nou nivell més elevat de citocrom P-450 ho seria a
expenses del nou citocrom. Per tant hauria d’augmentar progressivament
la proporcié del nou citocrom —amb una especificitat de substrat dife-
rent— i en conseqiiencia hauria de variar progressivament la K,. En
canvi, la distribucié erratica dels valors de K respecte al nombre d’in-
jeccions de fenobarbital administrades seria explicable en relaci6 amb la

presencia de fenobarbital, que interferiria sobre la fixacié del pentobar-
bital.

APENDIX

Prenent 'equacié de Michaelis-Menten

Vinax - [S]

5 B —

Ku+ [S]

(on v és la velocitat de la reaccié per una concentracié determinada de
substrat [S], Viuax la velocitat maxima del sistema i K la constant de Mi-
chaelis-Menten, ¢és a dir la concentracié de substrat que déna lloc a una
velocitat de la reaccié meitat de la velocitat maxima del sistema, 1 indica-
tiva de I'afinitat del substrat per I'enzim), i invertint-la, tenim

1R, S

—

b 2 Vmax . [S]
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1 Ka [s]
= S
v Vmax . [S] Vimax [S]
1 i Kn 1
= B X

\4 Vmax Vimax [S]

Aquesta equaci6 correspon a la d'una recta (y=a+bx), on 'y és 1/v;
x ¢és 1/[S]; el valor d'a és 1/Vuax i €l valor de b ¢s Ku/Vuax. Per tant, si
hom obté 'equacié de la recta de regressié que correspon a una represen-
tacié de doble reciproc, pot calcular:

Vmax i

a

i Km=Vmax x b

BIBLIOGRAFIA

1. ALvAres, A. P., Bickers, D. R. i Kappas, A.: Induction of drug-metabolizing
enzymes and aryl-hydrocarbon hydroxylase by microscope immersion oil.
Life Sci., 14: 853-860, 1974.

2. AppLeBy, C. A.: A soluble haemoprotein P-450 from nitrogen-fixing Rhizobium
bacteroids. Biochim. Biophys. Acta, 147: 899-402, 1967.

3. ApprEBy, C. A.: Properties of soluble hemoprotein P-g50 purified from Rhizo-
bium japonicum bacteroids. A Structure and Function of Cytochromes. Dirigit
per K. Okunuki, M. D. Kamen i I. Sekuzu (pp. 666-679). University Park
Press, Baltimore, 1968.

4. AppLeBy, C. A.: Electron transport systems of Rhizobium japonicum. 1. Haemo-
protein P-450, other CO-reactive pigments, cytochromes and oxidases in bac-
teroids from Ny-fixing root nodules. Biochim. Biophys. Acta, 172: 71-87, 1969.

ArpLEBY, C. A.: Electron transport systems of Rhizobium japonicum. II. Rhizo-
bium haemoglobin, cytochromes and oxidases in free-living (cultured) cells.
Biochim. Biophys. Acta, 172: 88-105, 1969.

6. Arcos, J. C., Conney, A. H. i Buv-Hor, N. P.: Induction of microsomal en-

zyme synthesis by polycyclic aromatic hydrocarbons of different molecular
sizes. J. biol. Chem., 236: 1291-1296, 1961.

7. Boorn, J. i GiLeTTE, J. R.: The effect of anabolic steroids on drug metabolism
by microsomal enzymes in rat liver. J. Pharmac, exp. Ther., 137 374-379,
1962.

8. Brobig, B. B., AxeLrop, J., CooPERr, J. R.; GAUDETTE, L., Lo Du, B. N., M-
ToMA, C. i UDENFRIEND, S.: Detoxication of drugs and other foreign compounds
by liver microsomes. Science, rz2r: 603-604, 1955.

9. Brobig, B. B., GiLLerTE, J. R. i Lo Du, B. N.: Enzymatic metabolism of drugs
and other foreign compounds. dnn. Rev. Biochem., 27: 427-454, 1958.

10. CoHEN, G. M., PeTERsON, B. W., MANNERING, G. J.: Interactions of A®-tetrahy-
drocannabinol with the hepatic microsomal drug metabolizing system. Life
Sci., 10: 1207-12135, 1971.

ot

129



21.

22,

28.

29.

30.

JOAN-R. LAPORTE I ROSELLO 1 JUAN-C. FONTECILLA CAMPS

ConNEY, A. H.: A (Discussid): Species differences and individual variations in
drug metabolism; dins Burns, J. J.: A Proceedings of the First Internatio-
nal Pharmacological Meeting. Vol. 6: Metabolic Factors Controlling Duration
of Drug Action. Dirigit per B. B. Brodie i E. G. Erdds (p. 288). Pergamon
Press, Londres, 1962.

Conney, A. H.: Pharmacological implications of microsomal enzyme induction.
Pharmacol. Rev., 19: 317-366, 1967.

ConnEy, A. H., BRowN, R. R., MILLER, J. A. i MiLer, E. C.: The metabolism
of methylated aminoazo dyes. VI. Intracellular distribution and properties
of the demethylase system. Cancer Res., 17: 628-633, 1957.

ConnEY, A. H., Davison, C., Gaster, R. i Burns, J. J.: Adaptative increases
in drug-metabolizing enzymes induced by phenobarbital and other drugs.
J. Pharmac. exp. Ther., 130: 1-8, 1960.

Conney, A. H., WerLcH, R. M., Kuntzaman, R. i Burns, J. J.: Effects of pesti-
cides on drug and steroid metabolism. Clin. Pharmacol. Ther., 8: 2-10,
1967.

Coon, M. J.i Lu A. Y. H.: Fatty acid w-oxidation in a soluble microsomal enzy-
me system containing P-450. A4 Microsomes and Drug Oxidations. Dirigit
per J. R. Gillete, A. H. Conney, G. J. Cosmides, R. W. Estabrook, J. R.
Fouts i G. J. Mannering (pp. 151-166). Academic Press, New York, 196q.

CoopeRr, J. R. i Brooie, B. B.: The enzymatic metabolism of hexobarbital (Evi-
pal). J. Pharmacol, exp. Ther., 114: 409-417, 1955.

CooPER, D. Y., LEVIN, S.; NARASHIMHULU, S., ROSENTHAL, O. i ESTABROOK, R. W.:
Photochemical action spectrum of the terminal oxidase of mixed function
oxidase systems. Science, 147: 400-402, 1965.

Cress, C. R. i StroTHER, A.: Effects on drug metabolism of carbaryl and
lI-naphthol in the mouse. Life Sci., r4: 861-872, 1964.

Davies, D. S., Gicon, P. L. i GiLerre, J. R.: Species and sex differences in
electron transport systems in liver microsomes and their relationship to ethyl-
morphine demethylation. Life Sci., 8: 85-91, 1969.

Denys, A., Gisert, E. i Levy, J.: Caractéres de l'induction enzymatique pro-
voquée chez la souris per le chlordane. III. Influence de 1'électroshock chez
des souris induites par le chlordane. Thérapie, 28: 1233-1250, 1973.

Dusg, D. K., Durra, H. N., P, B. i GHosH, ]. J.: Effect of chlorpromazine on
induction of different hepatic enzymes. Biochem. Pharmacol., 2r: 2249-2251,
1972.

EsTABROOK, R. W., CooPERr, D. Y. i RosenTHAL, O.: The light reversible carbon
monoxide inhibition of the steroid Czi-hydroxylase system of the adrenal
cortex. Biochem. Z., 338: 741-755, 1963.

Fercuson, H. C.: Effect of red cedar chip bedding on hexobarbital and pen-
tobarbital sleep time. J. Pharm. Sci., 55: 1142-1143, 1966.

Fours, J. R.: Factors influencing the metabolism of drugs in liver microsomes.
Ann. N. Y. Acad. Sci., ro4: 875-880, 1963.

Fours, J. R. i RoGers, L. A.: Morphological changes in the liver accompanying
stimulation of microsomal drug metabolizing enzyme activity by phenobar-
bital, chlordane, benzpyrene or methylcholanthrene in rats. J. Pharmacol,
exp. Ther., 147: 112-119, 1963.

Fujita, P., ITAGAKI, E. i Sato, R.: Purification and properties of cytochrome by
from Escherichia coli. J. biol. Chem., 53: 282-2q0, 1963.

GARFINKEL, D.: Studies on pig liver microsomes. I. Enzymic and pigment com-
position of different microsomal fractions. Arch. Biochem. Biophys., 77: 493-
500, 1958.

GeLBoiN, H. V. i BrackBurN, N. R.: The stimulatory effect of 3-methylcholan-
threne on benzpyrene hydroxylase activity in several rat tissues: inhibition
by Actinomycin D and puromycin. Cancer Res., 24: 356-362, 1964.

GiLLerte, J. R.: Metabolism of drugs and other foreign compounds by enzy-
matic mechanisms. Prog. Drug. Res., 6: 13-73, 1963.

130



41.

42.
43-
44-

45-
46.
47-
48.

CITOCROM P-450: EL SEU PAPER EN EL METABOLISME 31

Gurerre, J. R.: Biochemistry of drug oxidation and reduction by enzymes in
hepatic endoplasmic reticulum. Adv. Pharmacol., 4: 219-261, 1966.

GILLETE, J. R., Brobie, B. B. i Lo Du, B. N.: The oxidation of drugs by liver
microsomes: on the role of TPNH and oxygen. J. Pharmacol. exp. Ther.,
119: 532-540, 1957

GoLDSTEIN, A., ARoNow, L. i Katman, S. M.: Principles of drug action: the basis
of pharmacology. 2.* edici6. John Wiley & Sons, New York, 1974.

GuariNo, A. M., Gram, T. E., GicoNn, P. L., Greeng, F. E. i GiLLeTTE, J. R.:
Changes in Michaelis and spectral constants for aniline in hepatic microso-
mes from phenobarbital-treated rats. Mol. Pharmacol., 5: 131-186, 1969.

GuArRINO, A. M., Reacan, R. L. i Gram, T. E.: Submicrosomal distribution of
hepatic drug-metabolizing components in the Gunn rat. Pharmacology, 10:
257-271, 1973.

HarT, L. G. i Fours, J. R.: Further studies on the stimulation of the hepatic
microsomal drug-metabolizing enzymes by DDT and its analogs. Arch. exp.
Pathol. Pharmacol., 249: 486-500, 1965.

Hart, L. G., Suurtice, R. W. i Fours, J. R.: Stimulatory effects of chlordane
on hepatic microsomal drug metabolism in the rat. Toxicol. appl. Pharmacol.,
50 371-386, 1968.

HARTREE, E. F.: Determination of protein: a modification of the Lowry method
that gives a linear photometric response. Analyt. Biochem., 48: 422-427, 1972.

Havaisui, O.: Oxigenases. 4 International Congress of Biochemistry 6th, New
York. Proceedings of the Plenary Sessions and the Program, vol. 33 (pp. 31-43).
Washington, D.C., 1964.

HirpesraNDT, A., RemMer, H. i EstaBrook, R. W.: Cytochrome P-450 of liver
microsomes — one pigment or many. Biochem. Biophys. Res. Commun., 30:
607-619, 1968.

HILDEBRANT, A. i EsTABROOK, R. W.: Spectrophotometric studies of cytochrome
P-450 of liver microsomes after induction with phenobarbital and g-methyl-
cholanthrene. A Microsomes and Drug Oxidations. Dirigit per J. R. Gillete,
A. H. Conney, G. J. Cosmides, R. W. Estabrook, J. R. Fouts i G. J. Man-
nering (pp. 331-347). Academic Press, New York, 1969.

Imar, Y. i Sato, R.: Substrate interaction with hydroxylase system in liver mi-
somes. Biochem. Biophys. Res. Commun., 22: 620-626, 1966.

Imar, Y. i Sato, R.: Studies on the substrate interactions with P-450 in drug
hydroxylation by liver microsomes. J. Biochem., 62: 239-249, 1967.

Isumate, K., KawacucHi, K. i Tacawa, K.: Change in P-450 content accompany-
ing aerobic formation of mitochondria in yeast. J. Biochem., 65: 385-392,
1969.

Isumate, K., Kawacucmi, K., Tacawa, K. i Hacmara, B.: Hemoproteins in
anerobically ground yeast cells. J. Biochem., 65: $75-383, 1969.

Jori, A. i Briatrico, G.: Effect of eucalyptol on microsomal enzyme activity of
foetal and newborn rats. Biochem. Pharmacol., 22: 543-544, 1973-

KATAGIRI, M., Gancuri, B. N. i Gunsarus, I. C.: A soluble cytochrom P-450
functional in methylene hydroxylation. J. biol Chem., 243: 3543-3546, 1968.

KHANNA, J. M., Karant, H. i LiN, G.: Significance in vivo of the increase in
microsomal ethanol-oxidizing system after chronic administration of ethanol,
phenobarbital and chlorcyclizine. Biochem. Pharmacol., 21: 2215-2226, 1972.

KiNosurta, F. K., FrawrLey, J. N. i Dusois, K. P.: Quantitative measurement
of induction of hepatic microsomal enzymes by various dietary levels of
DDT and toxaphene in rats. Toxicol. Appl. Pharmacol., 9: 505513, 1966.

Kinosurra, T. i Horig, S.: Studies on P-g450. III. On the absorption spectrum
of P-450 in rabbit liver microsomes. J. Biochem., 61: 26-34, 1967.

KLINGENBERG, M.: Pigments of rat liver microsomes. Arch. Biochem. Biophys.,
75: §76-386, 1958.

Kuntzman, R., JacossonN, M., Scunemman, K. i Conney, A. H.: Similarities
between oxidative drug-metabolizing enzymes and steroid hydroxylases in
liver microsomes. J. Pharmacol. exp. Ther., 146: 280-285, 1964.

131



62.

63,

64.

66.

67.

68.
69.

JOAN-R. LAPORTE I ROSELLO I JUAN-C. FONTECILIA CAMPS

KuntzMaAN, R., LAWRENCE, D. i ConNEY, A. H.: Michaelis constants for the
hydroxylation of steroid hormones and drugs by rat liver microsomes. Mol.
Pharmacol., 1: 163-167, 1965.

LA Du, B. N., GAUDETTE, L., Trousor, N. i Brobig, B. B.: Enzymatic dealky-
lation of aminopyrine (Pyramidon) and other alkylamines. J. biol. Chem.,
214: 741-752, 1955.

LatHAaM, A. N., MiLLeaNk, L., RicHENs, A. i Rowg, D. J. F.: Liver enzyme
induction by anticonvulsant drugs and its relationship to disturbed calcium
and folic acid metabolism. J. clin. Pharmacol., 3: 837-342, 1973.

LeviN, W. i ConneY, A. H.: Stimulatory effect of polycyclic hydrocarbon and
aromatic azo derivatives on the metabolism of 7,12-dimethylbenz(,)-anthra-
cene. Cancer Res., 27: 1931-1938, 1967.

Liescoms, J. D. i GunsaLus, I. C.: Structural aspects of the active site of cy-
tochrome P-450cam. Drug Metab. Disposit., 1: 1-5, 1973.

LonG, R. F.: Induction of drug-metabolizing enzymes and cytochrome P-430.
Biochem. ]J., 115: 26P, 196g.

Lowry, O. H., RosesrouGH, N. J., FaRR, A. L. i RanpaLL, R. J.: Protein
measurement with the folin phenol reagent. J. biol. Chem., 193: 265-275, 1951.

Lu, A. Y. H. i CooN, M. ]J.: Role of hemoprotein P-450 in fatty acid o-hydroxy-
lation in a soluble enzyme system from liver microsomes.” J. biol. Chem.,
243: 1331-1332, 1968.

Lu, A. Y. H,, Junk, K. W. i Coon, M. J.: Resolution of the cytochrome P-4350-
containing o-hydroxylation system of liver microsomes into three components.
J. biol. Chem., 244: $714-3721, 196g.

Lu, A. Y. H., StroBer, H. W. i Conn, M. J.: Hydroxylation of benzphetamine
and other drugs by a solubilized form of cytochrome P-g50 from liver micro-
somes: lipid requirement for drug demethylation. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 36: 545-551, 1969.

MACLENNAN, D. H., TzAGOLOFF, A. i Mc-ConneLrL, D. G.: The preparation of
microsomal electron-transfer complexes, Biochim. Biophys. Acta, 131: 59-80,
1967.

MarLow, S. i Baest, T. J.: Effect of ethanol on rates of elimination and meta-
bolism of zoxazolamine, hexobarbital, and warfarin sodium in the rat. Bio-
chem. Pharmacol., 21: 1667-1678, 1972.

MANNERING, G. J.: Significance of stimulation and inhibition of drug metabolism
in pharmacological testing. A Selected Pharmacological Testing Methods. Di-
rigit per A. Bruger (pp. 51-119). Marcel Dekker, New York, 1968.

MANNERING, G. J.: Microsomal enzyme systems which catalyze drug metabolism.
A Fundamentals of Drug Metabolism and Drug Disposition. Dirigit per
B. N. La Du, H. G. Mandel i E. L. Way (pp. 206-252). Williams & Wilkins,
Baltimore, 1971.

Marver, H. S.: The role of heme in the synthesis and repression of microsomal
protein. A Microsomes and Drug Oxidations. Dirigit per J. R. Gillete,
A. H. Conney, G. J. Cosmides, R. W. Estabrook, J. R. Fouts i G. J. Man-
nering (pp. 495-518). Academic Press, New York, 1969

Mason, H. S.: Mechanism of oxygen metabolism. Science, r25: 1185-1188, 1957.

Mirani, F. i Horig, S.: Studies on P-450. V. On the substrate-induced spectral
change of P-450 solubilized from bovine adrenocortical mitochondria. J. Bio-
chem., 65: 265-280, 196g.

Miroma, C., Sorich, T. J. i NeuBaUir, S. E.: The effect of caffeine on drug
metabolism. Life Sci., 7: 145-151, 1968.

Mivake, Y., GAYLOR, J. L. i Mason, H. S.: Properties of a submicrosomal par-
ticle containing P-450 and flavoprotein. J. Biol. Chem., 243: 5788-5797, 1968.

MorsecLLl, P. L., R1zzo, M. i Gararring, S.: Interaction between phenobarbital
and diphenylhydantoin in animals and in epileptic patients. Ann. N. Y. Acad.
Sci., 179: 88-107, 1971.

MuELLER, G. C. i MILLER, J. A.: The reductive cleavage of 4-dimethylaminoazo-
benzene by rat liver: the intracellular distribution of enzyme systems and its

132



89.

9o.

=
»

CITOCROM P-450: EL SEU PAPER EN EL METABOLISME 33

requirement for triphosphopyridine nucleotide. J. biol. Chem., 180: 1125-
1136, 1049.

MurLLER, G. C. i MILLER, ]J. A.: The metabolism of methylated aminoazo dyes.
II. Oxidative demethylation by rat liver homogenates. J. biol. Chem., 202:
579-587, 1953

NARASHIMHULU, S., CooPer, D. Y. i RosenTHAL, O.: Spectrophotometric proper-
ties of a triton-clarified steroid 21-hydroxylase system of adrenocortical mi-
crosomes. Life Sci., 4: 2102-2107, 1665.

Nerter, K. J. i Semer, G.: An adaptatively stimulated O-demethylating system
in rat liver microsomes and its Kinetic properties. J. Pharmac. exp. Ther.,
146: 61-65, 1964.

NisuiBavasur, H., Omura, T. i Sato, R.: The binding of ethylisocianide by
hepatic microsomal hemoprotein. Biochim. Biophys. Acta, rr2: 651-654, 1966.

NisHiBAYAsHI, H., OMUra, T., Sato, R. i EstABROOK, R. W.: Comments on the
absorption spectra of hemoprotein P-g50. A Structure and Function of Cy-
tochromes. Dirigit per K. Okunuki, M. D. Kamen i I. Sekuzu (pp.658-665).
University Park Press, Baltimore, 1968.

NisurBavasui, H. i Sato, R.: Preparation of hepatic microsomal particles con-
taining P-450 as sole heme constituent an absolute spectra of P-450. J.
Biochem., 63: 766-779, 1968.

Novick, W. J., StonLer, C. M. i Swaczpis, J.: The influence of steroids on drug
metabolism in the mouse. J. Pharmac. exp. Ther., 151: 139-142, 1966.

O’MaLLEY, K., BROWNING, M., Stevenson, I. i TurnsuLL, M. J.: Stimulation of
drug metabolism in man by tricyclic antidepressants. Eur. J. clin. Pharmacol.,
6: 102-106, 1973.

OmuraA, T., Sanpers, E., EstaBrOOK, R. W., Coorer, D. Y. i RosentHAL, O.:
Isolation from adrenal cortex of a non-heme iron protein and a flavoprotein
funtional as a reduced triphosphopyridine nucleotide-cytochrom P-450 reduc-
tase. Arch. Biochem. Biophys., 117: 660-673, 1966.

Omura, T. i Sato, R.: A new cytochrom in liver microsomes. J. biol. Chem.,
237: 1375-1376, 1962.

OmurA, T. i Saro, R.: Fractional solubilization of adenoproteins and partial pu-
rification of carbon monoxide-binding cytochrome from liver microsomes.
Biochim. Biophys. Acta, 71: 224-226, 1963.

Omura, T. i Sato, R.: The carbon monoxide-binding pigment of liver microso-
mes. I. Evidence for its hemoprotein nature. J. biol. Chem., 239: 2870-2378,
1964.

Omura, T. i Sato, R.: The carbon monoxide-binding pigment of liver microso-
mes. II. Solubilization, purification, and properties. J. biol. Chem., 239:
2379-2385, 1964.

OmurA, T., Sato, R., Coorer, D. Y. RosENTHAL, O. i EstABrROOK, R, W.: Func-
tion of cytochrome P-450 of microsomes. Fed. Proc., 24: 1181-1189, 1965.
ORRENIUS, S. i ErRNsSTER, L.: Phenobarbital-induced synthesis of the oxidative
demethylating enzymes of rat liver microsomes. Biochem. Biophys. Res. Com-

mun., 16: 60-65, 1964.

Pantuck, E. J., Hsmo, K.-C., Maccio, A., Nakamura, K. Kuntzman, R. i
ConNey, A. H.: Effect of cigarette smoking on phenacetin metabolism
Clin. Pharmacol. Ther., 15: g-17, 1973.

PosNer, H. S., Mrrtoma, C., ROTHBERG, S. i UDENFRIEND, S.: Enzymic hydroxy-
lation of aromatic compounds. III. Studies on the mechanism of microsomal
hydroxylation. Arch. Biochem. Biophys., 94: 280-290, 1961.

Posner, H. S., Mrroma, C. i UpeNFRrIEND, S.: Enzymic hydroxylation of aromatic
compounds. II. Further studies on the properties of microsomal hydroxylating
system. Arch. Biochem. Biophys., 94: 269-279, 1961.

Ravomski, J. L.: The absorption, fate and excretion of citrus Red No. 2 (2,5
dimethoxyphenyl-azo-2-naphthol) and external D and C No. 14 (1-xylylazo-2-
naphthol). J. Pharmac. exp. Ther., 134: 100-109, 1961.

355



34

94-

<
St

g6.

97-

98.

99-

100.

101,

102,

108.

107.

108.
109.

110.

JOAN-R. LAPORTE I ROSELLOG I JUAN-C. FONTECILLA CAMPS

Remver, H. i Merker, H. J.: Effect of drugs on the formation of smooth
J. clin. Pharmacol., 5: 116-136, 1g72.

RemMer, H.: The induction of the microsomal oxidase (Cyt. P-450). Proc. Eur.
Soc. Study of Drug Toxicily, 13: 10-20, 1972.

Remmer, H., Merker, H. J.: Effect of drugs on the formation of smooth
endoplasmic reticulum and drug metabolizing enzymes. Ann. N. Y. Acad.
Sci., 123: 79-97, 1965.

REMMER, H., SCHENKMAN, J., EstABROOK, R. W., Sasame, H., GILLETTE, Ji=Rey
NArRASHIMHULU, S., Coorer, D. Y. i ROSENTHAL, O.: Drug interaction with
hepatic microsomal cytochrome. Mol. Pharmacol., 2: 187-190, 1966.

REeMMER, H., SCHENKMAN, J. B. i Grem, H.: Spectral investigations on cytochro-
me P-g50. A Microsomes and Drug Oxidations. Dirigit per J. R. Gillette,
A. H. Conney, G. J. Cosmides, R. W. Estabrook, J. R. Fouts i G. J. Man-
nering (pp. 371-386). Academic Press, New York, 1969.

Sasame, H. A. i GiuLerTE, J. R.: Studies on the relationship between the effects
of various substances on absorption spectrum of citochrome P-450 and the
reduction of p-nitrobenzoate by mouse liver microsomes. Mol. Pharmacol.,
50 123-130, 1969.

Sato, R., OmurA, T. i NisHiBavasui, H.: Carbon monoxide-binding hemoprotein
and NADPH-specific flavoprotein in liver microsomes and their roles in
microsomal electron transfer. A Oxidases and Related Redox Systems. Dirigit
per T. E. King, H. S. Mason, y M. Morrison (pp. 861-878). John Wiley &
Sons, Inc., New York, 196s.

Saro, R., Nisumavasur, H. i Ito, A.: Characterization of two hemoproteins of
liver microsomes. A Microsomes and Drug Oxidations. Dirigit per J. R. Gillet-
te, A. H. Conney, G. J. Cosmides, R. W. Estabrook, J. R. Fouts i G. I
Mannering (pp. 111-132). Academic Press. New York, 1g6q.

SCHENKMAN, J. B., Frey, I, RemMer, H. i EsTaBrook, R. W.: Sex differences
in drug metabolism by rat liver microsomes. Mol. Pharmacol., 3: B16-525,
1967.

SCHE?:)KMAN, J. B.; Remmer, H. i EsTaBroOK, R. W.: Spectral studies of drug
interaction with hepatic microsomal cytochrome. Mol. Pharmacol., 3: 113-
123, 1967

SHOEMAN, D. W., CHAPLIN, M. D. i MANNERING, G. J.: Induction of drug meta-
bolism. III. Further evidence for the formation of a new P-450 hemoprotein
after treatment of rats with g-methylcholanthrene. Mol. Pharmacol., 5: 412-
419, 1969.

SHOEMQAN, D. W., Wairg, J. G. i MANNERING, C. J.: Cytochrome P-420: tubular
aggregates from hepatic microsomes. Science, 165: 1371-1372, 1669.

SILVERMAN, D. A. i Tararay, P.: Studies on the enzymic hydroxylation of g,4-
benzpyrene. Mol. Pharmacol., 3: go-101, 1967.

StabEk, N. E. i MANNERING, G. J.: Induction of drug metabolism. I. Differences
in the mechanisms by which polycyclic hydrocarbons and phenobarbital
produce their inductive effects on microsomal N-demethylating systems. Mol.
Pharmacol., 5: 174-185, 196g.

STEVENSON, I. H., O’'MALLEY, K., TURNBULL, M. J. i BALLINGER, B. R.: The
effect of chlirpromazine on drug metabolism. J. Pharm. Pharmacol., 34:
577-578, 1972. . K !

TAKESUE, Y., OMURA, T. i Sato, R.: Resultats no publicats citats per Sato i cols.,
1965.

TAYEg;, S. A., RawrLINs, M. D. i SwmitH, S. E.: Spironolactone — a weak enzyme
inducer in man. J. Pharm. Pharmac., 24: 578-579, 1972.

TempLe, D. J.: Binding of nitrogen containing compounds to microsomal cy-
tochromes. Xenobiotica (Preprints of the Proceedings of the Symposium on
the Biological Oxidation of Nitrogen in Organic Molecules). (Pp. 195-208.)
Taylor & Francis Ltd., London, 1g72.

UrricH, V.: On the hydroxylation of cyclohexane in rat liver microsomes. Hoppe-
Seyler-s Z. Physiol. Chem., 350: 357-365, 196g.

134



CITOCROM P-y50: EL SEU PAPER EN EL METABOLISME 35

Veser, E. S., Induction of drug-metabolizing enzymes in liver microsomes of
mice and rats by softwood bedding. Science, 157: 1057-1058, 1967.

WATTENBERG, L. W., Pace, M. A. i Lrong, J. L.: Induction of increased benz-
pyrene hydroxylase activity by flavones and related compounds. Cancer Res.,
28: 934-937, 1968.

WeLch, R. M., Harrison, Y., Gomwmi, B. W., Porpers, P. J., FiNsTer, M. i
ConnEy, A. H.: Stimulatory effect of cigarette smoking on the hydroxylation
of g,4-benzpyrene and the N-demethylation of g-methyl-4-monomethylaminoa-
zobenzene by enzymes in human placenta. Clin. Pharmacol. Ther., r1o: 100-
109, 1969.

WitLiams, R. T.: Detoxication Mechanisms. The Metabolism of Drugs and
Allied Organic Compounds. John Wiley & Sons, New York, 1947.

Yonuro, T. i HorIEg, S.: Subcellular distribution of P-450 in bovine corpus luteum.
J. Biochem., 61: 515-517, 1967.



