Meccanismi dei farmaci

Xenobiotici                                                                                                         Lezione 1 del 04.12.07

Gli xenobiotici sono composti estranei al nostro organismo; sono da considerarsi, quindi, sostanze che normalmente non vengono prodotte dal nostro organismo.

Xenobiotici possono essere, per esempio, i contaminanti ambientali inquinanti, sostanze che si possono trovare nelle acque e nell'atmosfera, con le quali veniamo a contatto accidentalmente, oppure molecole che possono essere introdotte nell'organismo attraverso l'alimentazione; ad esempio molti metaboliti secondari delle piante sono sostanze estranee, come le vitamine, che non possono essere sintetizzate dal nostro organismo, e che hanno un ruolo fondamentale come cofattori enzimatici. Quindi molte sostanze da noi introdotte attraverso l'alimentazione possono essere considerate xenobiotici. Inoltre molto spesso gli xenobiotici sono prodotti chimici industriali, quindi si possono trovare come inquinanti ambientali (pesticidi), oppure alcune di queste sostanze si possono produrre durante le manipolazioni dei prodotti alimentari, come durante la cottura dei cibi, che può causare modificazioni delle sostanze contenute negli alimenti, dando origine a molecole diverse rispetto a quelle endogene. Altri xenobiotici sono gli alcaloidi presenti nelle piante, che provengono dal metabolismo degli amminoacidi aromatici, oltre a tutte le tossine prodotte da funghi, piante ed  animali. Tutte queste sostanze sono lipofiliche, e quindi si sciolgono difficilmente in acqua; essendo lipofiliche queste sono in grado di penetrare nelle membrane, ma essendo idrofobiche, uno dei principali problemi consiste nella loro eliminazione dall'organismo. Altra caratteristica della maggior parte di queste sostanze è che sono tossiche.

Un farmaco è una sostanza introdotta nell'organismo al fine di curare una malattia, e quindi  spesso è una sostanza esterna o di sintesi, sviluppata per applicazioni di tipo terapeutico. Molto spesso i farmaci sono sostanze che dal punto di vista chimico sono inattive nella loro forma originale, ma una volta introdotte nell'organismo questo le trasforma così da renderle attive e farle agire sul loro bersaglio.

Prenderemo ora in considerazione i processi metabolici a cui vanno incontro sia le molecole estranee e potenzialmente tossiche che devono essere eliminate, sia i farmaci, che non solo devono esser eliminati dopo aver svolto il proprio ruolo, ma eventualmente anche modificati per poter essere attivati e funzionare come tali. Consideriamo, quindi, i processi metabolici che eliminano e\o attivano queste sostanze. L'insieme di questi metabolismi prende il nome di biotrasformazione e si divide in due fasi: una fase 1 di biotrasformazione e una fase 2; queste due fasi sono diverse per una particolarità. Gli enzimi che appartengono al metabolismo della fase 1 di biotrasformazione sono degli enzimi che modificano gli xenobiotici per renderli più idrosolubili, mentre gli enzimi che appartengono alla fase 2 coniugano gli xenobiotici con qualche altra molecola che li rende più idrosolubili. L'assorbimento dello xenobiotico può avvenire attraverso varie vie; può avvenire ad esempio per via epidermica, attraverso il contatto, può avvenire per ingestione, e infine mediante la respirazione. Le vie di ingresso sono, quindi, essenzialmente tre: polmoni, pelle e tratto gastrointestinale. Lo xenobiotico che penetra nel nostro organismo può o essere metabolizzato  direttamente dagli enzimi appartenenti alla fase 2, unendosi a determinate molecole che lo rendono maggiormente idrofilico consentendone l'eliminazione, oppure può essere trasformato dagli enzimi della fase 1; in quest'ultimo caso lo xenobiotico può essere trasformato in un suo metabolita, ovvero una sostanza lievemente diversa, che abbia affinità diversa; questo può rappresentare un pericolo per l'organismo, in quanto lo xenobiotico può divenire tossico quando viene convertito nel suo metabolita; c'è quindi una fase di rischio durante il processo di biotrasformazione prima che lo xenobiotico venga eliminato dall'organismo. In altri casi lo xenobiotico può essere trasformato in un metabolita inattivo, per poi essere eliminato, oppure altre volte lo xenobiotico non richiede alcun tipo di trasformazione, e viene direttamente eliminato.

Enzimi appartenenti alle fasi 1 e 2.

Gli enzimi appartenenti alla fase 1 della biotrasformazione trasformano gli xenobiotici, rendendoli maggiormente idrosolubili, senza coniugare il substrato ad un'altra molecola.

Prendiamo ora in considerazione gli enzimi implicati nel metabolismo degli xenobiotici. Nella fase 1 ci sono essenzialmente reazioni di ossidazione, che vengono catalizzate da enzimi come il citocromo p450, l'alcol deidrogenasi, l'aldeide deidrogenasi, le monossigenasi flaviniche, che sono delle flavoproteine che contengono FAD ed FMN, e le monoamminossidasi; tutti questi enzimi operano reazioni di ossidazione sui substrati xenobiotici, rendendoli più idrofilici. Queste molecole, divenendo maggiormente solubili in acqua, risultano più facilmente eliminabili attraverso le urine, le feci e la bile. Ci sono, poi, enzimi che operano reazioni di riduzione, sempre nel tentativo di convertire queste molecole in forme più idrosolubili; questi enzimi sono la DT diaforasi e la citocromo p450 reduttasi, che collabora direttamente con il citocromo p450. Si possono, inoltre, effettuare delle reazioni di idrolisi, che causano scissione mediante inserzione di una molecola d'acqua nella molecola; uno degli enzimi che effettua questo tipo di reazione è l'epossido idrolasi.

Ci sono poi tutti gli enzimi appartenenti alla fase 2, che  coniugano lo xenobiotico con una molecola idrosolubile, al fine di rendere lo xenobiotico più idrofilico; le molecole idrosolubili che vengono utilizzate a questo scopo sono l'uridil difosfato UDP, uno zucchero, oppure il glutatione, che è un tripeptide costituito da 3 amminoacidi: cisteina, glutammato e glicina; il glutatione è importante nei processi di detossificazione. Questi enzimi della fase 2, quindi, attaccano queste molecole idrosolubili, che sono endogene, allo xenobiotico. La glutatione transferasi, per esempio, lega il glutatione ad una molecola esogena, rendendola più idrosolubile e permettendone l'escrezione, cosi  come l'UDP glucoronil transferasi, che attacca l'UDP allo xenobiotico, aumentandone la solubilità in acqua; ci sono, poi, delle solfotransferasi, che legano un gruppo SO4, e delle metiltransferasi, che legano gruppi metilici e li attaccano a determinati xenobiotici.

In alcuni casi gli enzimi di classe 1 possono attivare lo xenobiotico e renderlo più tossico o, nel caso di un farmaco, possono renderlo farmacologicamente attivo. Il farmaco una volta entrato nell'organismo ha un periodo attivo, in cui svolge il proprio ruolo presso il tessuto bersaglio, ma successivamente questi sistemi di biotrasformazione entrano in funzione e trasformano gradualmente il farmaco, permettendone una successiva eliminazione.

Le dosi dei farmaci da somministrare possono variare da individuo ad individuo perché ognuno è geneticamente diverso dall'altro e di conseguenza possono essere presenti variazioni nelle funzionalità e nell'espressione di questi enzimi implicati nella biotrasformazione; molti di questi enzimi sono presenti nelle forme isoenzimatiche; esistono, infatti, diversi enzimi che possono essere prodotti da geni lievemente diversi, e che hanno la stessa funzione, ma con un attività catalitica lievemente diversa; questi isoenzimi possono venire segregati in compartimenti cellulari diversi o in tessuti differenti dell'organismo. Ogni individuo è diverso dagli altri nel suo corredo isoenzimatico di questi enzimi appartenenti alle due vie della biotrasformazione e quindi avrà una risposta diversa alla presenza e all'attività di un determinato farmaco, e può essere più o meno suscettibile all'attività di un determinato xenobiotico.

Enzima cyt p450.

Il citocromo p450 è il principale enzima appartenente alla via di biotrasformazione. Un citocromo è una molecola proteica a cui è legato un gruppo eme, che è molto simile a quello dell'emoglobina ma che però svolge una funziona diversa; infatti questo gruppo eme, invece di svolgere un ruolo da trasportatore di ossigeno reversibile, in questi citocromi determina reazioni di ossidoriduzione. Quest'enzima è una monoossigenasi a funzione mista. Dal punto di vista strutturale questa proteina  è caratterizzata da una singola catena polipeptidica a cui è legato il gruppo eme; il gruppo eme è formato da un anello tetrapirrolico, che in questo caso è una molecola di protoporfirina, e al centro di questa struttura è presente un atomo di ferro.
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Nella seconda figura a lato è presente, inserita all'interno della struttura tridimensionale dell'enzima, una molecola di canfora, che è appunto un substrato dell'enzima citocromo p450; la canfora è un metabolita secondario di alcune piante e quindi per noi è uno xenobiotico che deve essere riconosciuto dai nostri enzimi per essere eliminato. Nella figura si può notare che l'enzima è formato quasi esclusivamente, almeno intorno al sito attivo, da una struttura secondaria ad α eliche, connesse da ripiegamenti beta. Quest'enzima ha un gruppo eme, formato da un anello tetrapirrolico che in questo caso è una molecola di protoporfirina IX.
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La caratteristica fondamentale del gruppo eme, quando è presente all'interno dell'enzima citocromo p450, è che il Fe in una delle sue posizioni di coordinazione prende contatto con lo zolfo di una cisteina che fa parte della catena polipeptidica, formando un legame eme-tiolato. Questo legame eme-tiolato conferisce a questo enzima una caratteristica importante da un punto di vista dell'assorbimento della luce, o spettroscopico. Quest'enzima, quindi, si distingue dalle altre emoproteine. Normalmente le emoproteine, come l'emoglobina e citocromo c, sono tutte proteine che assorbono la luce a circa 410 nm, mentre invece il citocromo p450, quando l'atomo di ferro del gruppo eme è nello stato ridotto (Fe2+) ed è legato al monossido di carbonio, ha un picco di assorbanza a 450 nm, ecco perché il nome cit p450.
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Questa particolare proprietà di assorbanza è dovuta al legame eme-tiolato, quindi al legame di coordinazione tra Fe ed un gruppo SH di un amminoacido di cisteina della catena polipeptidica dell'enzima. Quindi, quando il ferro del gruppo eme del citocromo p450 è ridotto a Fe2+ ed è legato al monossido di carbonio (che è estremamente affine al gruppo eme delle emoproteine), si verifica il picco di assorbanza a 450 nm che distingue questa proteina dalle altre emeproteine. 

Lo spettro di assorbimento del cit p450 cambia molto quando il substrato entra nel sito attivo. Possiamo capire, quindi, valutando le variazioni dello spettro di assorbimento di quest'enzima, per esempio se il ferro è allo stato ridotto o ossidato, se c'è o non c'è il substrato nel sito attivo, o se il substrato sta venendo trasformato o metabolizzato dall'enzima. La forma ossidata ha un picco leggermente più spostato verso 400, mentre la forma ridotta (Fe2+) senza monossido di carbonio, ha un picco più basso, mentre la forma ridotta legata a CO ha un picco d'assorbanza a 450 nm; possiamo, quindi, seguire la valenza del ferro analizzando le variazioni dello spettro di assorbimento dell'enzima. Infine lo spettro d'assorbimento varia notevolmente analizzando l'enzima quando è legato al substrato.

Il cit p450 è abbondante nelle cellule intestinali, nelle cellule polmonari, ma soprattutto il suo ruolo fondamentale quest'enzima lo svolge nel fegato, l'organo fondamentale per i processi di detossificazione; infatti nel fegato si svolge il ciclo dell'urea, da cui vengono eliminati i prodotti tossici di scarto. Il cit p450 è localizzato all'interno delle cellule sul RE, ma anche nel mitocondrio dove svolge ruoli diversi. Il cit p450 è importante per le reazioni di detossificazione, ma è anche importante in quanto svolge un ruolo fisiologico cruciale, ovvero si occupa di trasformare il colesterolo negli ormoni steroidei. Questi ormoni derivano dal colesterolo ma, rispetto ad esso, sono più ricchi di gruppi OH. Queste idrossilazioni, questi attacchi di gruppi OH, vengono fatte proprio dal cit p450. Esso è, quindi, importante dal punto di vista fisiologico non solo perché tenta di difenderci dall'ingresso di sostanze esogene, ma anche per la trasformazione di numerose sostanze endogene in altre; infatti trasforma il colesterolo in steroidi, interviene nella trasformazione degli icosanoidi in leucotrieni e prostaglandine, e dei retinoidi in vitamina A; inoltre ha come substrati anche l'acetone e la vitamina D, che si matura tramite trasformazioni operate da questa proteina, e infine ci sono vari xenobiotici, come farmaci, carcinogeni, antiossidanti, solventi, anestetici, coloranti, pesticidi, che fungono da substrato del cit p450, e che vengono resi maggiormente idrosolubili dall'enzima che in questo modo ne facilita l'eliminazione attraverso la bile e le urine.

Il cit p450 è una proteina di membrana, legata alle membrane del RE e del mitocondrio. E', quindi,   microsomiale e mitocondriale. Il RE è un sistema di membrane molto ampio e articolato presente nelle cellule; quando si rompono le cellule e si vuole isolare questo organello, non si può isolarlo per intero ma lo si ottiene frammentato in tante piccole vescicole che vengono definite microsomi; il microsoma è, quindi, quello che ci giunge dall'isolamento del RE dalla cellula. Un microsoma presenta tutti gli enzimi e le proteine di membrana che conteneva prima di essere frammentato dal resto del RE; quando si va ad isolare il RE liscio dalla cellula per osservare il cit p450 si ottengono queste piccole vescicole, che noi chiamiamo microsomi.
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Gli isoenzimi p450 che sono deputati allo smaltimento degli xenobiotici sono associati soprattutto alle membrane del RE liscio delle cellule epatiche, mentre gli enzimi deputati alle modificazioni di sostanze endogene (prostaglandine, colesterolo ecc..) si trovano soprattutto associati ai mitocondri. Noi ci occuperemo soprattutto del cit p450 associato alle membrane del RE del fegato.

Questa proteina ha una regione N-terminale inserita nella membrana del RE ed una parte C terminale che sporge verso il citosol.

Reazioni catalizzate dal cit p450.

La reazione catalizzata dal cit p450 è una reazione di ossidrilazione, quindi questo enzima è una ossidasi a funzione mista, ovvero una monossigenasi. Tutte le ossidasi (come la cit c ossidasi)  trasferiscono elettroni all'ossigeno molecolare e lo trasformano in acqua; tuttavia questa particolare ossidasi non trasforma l'ossigeno totalmente in acqua. Infatti un ossigeno viene inserito nel substrato (X), che da XH diventa XOH, e di conseguenza viene idrosillato dal cit p450.


Reazione catalizzata dal P450:


XH+O2+NAD(P)H+H+ --------> XOH+NAD(P)+H2O


X=SUBSTRATO

Allo stesso tempo l'enzima determina la riduzione dell'altro ossigeno in acqua. Gli elettroni per fare questa riduzione vengono prelevati da un cofattore, l'NADPH. Questo xenobiotico viene idrossilato  e l'ossigeno proviene dalla molecola di ossigeno molecolare presente nell'aria. Di questa molecola di ossigeno molecolare un ossigeno viene inserito nel substrato mentre l'altro viene ridotto ad acqua, e gli elettroni necessari per questa riduzione vengono prelevati dal cofattore NADPH. Principalmente viene utilizzato NADPH come cofattore, ma in altri momenti si può usare anche NADH. Quest'enzima è, quindi, una ossidasi a funzione mista. Cosi come succede nei mitocondri, anche nel caso della cit p450 c'è un trasporto di elettroni, che proviene da una reduttasi del cit p450; gli elettroni, infatti, non vanno direttamente dal cofattore NADPH al ferro del citocromo p 450 e poi dal ferro all'ossigeno, ma c'è un intermedio di trasporto degli elettroni. L'NADPH  o l'NADH donano due elettroni insieme, ma il ferro può prenderne uno alla volta, e quindi tra NADPH e il ferro del cit p450 è necessario l'utilizzo di un altro trasportatore di elettroni; questo trasportatore è formato da due flavine, un FAD (flavin-adenin-dinucleotide) ed un FMN ( flavin-mononucleotide). Questi due cofattori sono legati ad una proteina di membrana del reticolo endoplasmatico liscio chiamata NADPH cit p450 reduttasi, la quale, essendo una flavoproteina, può prendere tutti e due gli elettroni e donarli uno alla volta al ferro del gruppo eme. In questo modo gli elettroni vengono dati dall'NADPH al ferro del gruppo eme del cit p450.
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Quindi nel RE liscio esistono queste due proteine che lavorano in tandem, la reduttasi del cit p450 ed il cit p450. Gli elettroni provengono dal cofattore NADPH e vengono ceduti dapprima FAD e da questo all'FMN, che quindi si riduce, e poi uno alla volta gli elettroni vengono donati al ferro del gruppo eme del cit p450; infine, a partire dal ferro, uno alla volta questi due elettroni vengono ceduti all'ossigeno.

Riassumendo: La flavoproteina citocromo p450 reduttasi è una proteina associata alla membrana del reticolo endoplasmatico liscio e ha legati a sè due gruppi prostetici, FAD ed FMN.

Questa proteina prende gli elettroni dal cofattore NADPH e li trasferisce entrambi prima sul FAD, che viene ridotto a FADH2, e poi li cede all'FMN, che viene anch'esso ridotto a FMNH2, e che poi li cede uno alla volta al ferro del gruppo eme del cit p450; infine dal ferro, sempre uno alla volta, questi elettroni vengono trasferiti all'ossigeno.

[image: image8.emf]Esiste, inoltre, un'altra possibilità. Gli elettroni, infatti, invece di andare dall'NADPH alla citocromo p450 reduttasi e poi alla citocromo p450, possono prendere una via alternativa. Infatti possono partire dal NADH e passare attraverso un altro citocromo del reticolo endoplasmatico, la citocromo b5 reduttasi, che è NADH dipendente. Gli elettroni possono arrivare quindi da due vie differenti quando è necessario che il cit p450 lavori in maniera molto efficiente.
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Entrambi le vie collaborano nel fornire elettroni al citocromo p 450. 

Per quanto riguarda la sintesi degli acidi grassi, l'acido grasso sintasi fa soltanto grassi saturi, ma dopo per avere grassi insaturi interviene un altro meccanismo, un meccanismo di insaturazione o desaturazione; Questo sistema del cit b5, a livello fisiologico, produce gli acidi grassi insaturi, ma quando il cit p450 ha bisogno di elettroni supplementari per funzionare più velocemente, viene sfruttata anche questa via per fornirgli elettroni, anche se normalmente il cit b5 ha un altro ruolo fisiologico. Queste due vie permettono al citocromo p450 di funzionare al massimo della sua efficienza. 

Ciclo catalitico del citocromo p450.

Prendiamo ora in considerazione cosa succede al ferro del gruppo eme quando è presente, legato all'enzima cit p450, il substrato che deve essere modificato, e quando è presente l'ossigeno.
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Normalmente, a riposo, il ferro del gruppo eme si trova nella forma ossidata (Fe3+). Il primo ad entrare nel sito attivo dell'enzima è il substrato S. A questo punto il cit p450 lega il substrato nel sito attivo ed il ferro rimane ancora nello stato di ferro ossidato Fe3+. Successivamente arriva il primo elettrone dal sistema di trasporto, (come il sistema NADPH-->FAD-->FMN, tramite reduttasi cit p450). Questo elettrone va a ridurre il ferro, che passa allo stato di ferro bivalente Fe2+, e il substrato rimane inalterato nel sito attivo. A questo punto, solo dopo che il ferro è stato ridotto a Fe2+, può entrare nel sito attivo l'ossigeno, e si ha la formazione di un intermedio in cui è presente l'enzima cit p450 con il ferro ridotto, il substrato e l'ossigeno. Poi accade che un elettrone passa dal  ferro all'ossigeno e si ha la il ritorno del ferro nello stato ossidato 3+, in quanto ha ceduto un elettrone, e di ossigeno, il quale porta un solo elettrone ed è ridotto da un solo elettrone. L'ossigeno ridotto da un solo elettrone si chiama anione superossido, ed è una specie radicalica che possiede, come tutti i radicali, un elettrone disaccoppiato nell'orbitale elettronico più esterno della molecola. Questa situazione è molto instabile poiché questo elettrone tende ad essere velocemente perso oppure va alla ricerca di un altro elettrone che possa riformare la coppia di elettroni; la molecola radicalica, quindi, o cede o acquista un elettrone. L'anione superossido O2- è una delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) e si ritiene che queste specie reattive siano potenzialmente molto tossiche, in quanto innescano delle catene di reazioni radicaliche; infatti sono molto reattive e reagiscono spesso con altre molecole prendendo un solo elettrone, e in questo modo la specie con cui ha interagito il radicale viene a trovarsi priva di un elettrone e quindi diviene a sua volta una specie radicalica; si innestano cosi catene di reazioni radicaliche. Queste catene di reazioni radicaliche possono portare a modificazioni ossidative gravi di macromolecole biologiche come proteine, acidi nucleici e soprattutto di lipidi, provocando diversi danni cellulari. Queste specie radicaliche ROS sono coinvolte in tumori, malattie neurodegenerative, invecchiamento ecc...

Dopo che si è formato un ossigeno ridotto da un singolo elettrone, giunge il secondo elettrone, il quale va a reagire con il superossodio, formando un O22- con due cariche negative, il perossido. 

Il perossido (acqua ossigenata) è una molecola H2O2, in cui l'ossigeno è ridotto per mezzo di due elettroni, quindi se dissociasse H202 si avrebbe la forma O22-, in cui l'ossigeno ha due cariche negative.

A questo punto avviene una transizione elettronica tra perossido e substrato, per cui un ossigeno si sposta sul substrato, idrossilando il substrato, mentre l'altro ossigeno prendendo due protoni viene eliminato sotto forma di acqua; infine l'enzima cit p450 ritorna libero, con il ferro che ritorna allo stato ossidato trivalente, pronto per essere reimpegnato in un nuovo ciclo di reazioni. Quindi in conclusione dall'intero ciclo si è ottenuto l'idrossilazione del substrato ad SOH, la riduzione  dell'altro ossigeno sotto forma di acqua, e il ritorno dell'enzima nella forma a riposo con Fe3+.

Tuttavia potrebbero verificarsi trasferimenti elettronici pericolosi, come il trasferimento di un elettrone dal Fe al substrato stesso; in questo modo il substrato, prendendo un elettrone dal Fe, diventerebbe una specie radicalica, e andrebbe a reagire con altre molecole, rendendole a loro volta dei radicali, innescando, cosi, una catena di reazioni radicaliche, con eventuali danni cellulari e modificazioni di macromolecole. Altri danni potrebbero essere provocati dalla fuoriuscita del perossido H202 dal complesso; il  perossido è altamente reattivo e ossidante, e quindi tende a modificare le sostanze con cui reagisce.
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Le reazioni possono essere di ossidrilazioni, ma talvolta ci sono reazioni che prevedono un intermedio idrossilato che poi si scinde e quindi determina la modificazione della molecola al fine di renderla più idrofilica.
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Esempi di queste reazioni sono l'idrossilazione di composti aromatici, come il pentobarbital che viene utilizzato come anestetico. Dopo che un paziente è stato addormentato tramite l'utilizzo di questa molecola, per risvegliarlo successivamente la molecola viene idrossilata, per poi facilitarne l'eliminazione.


PENTOBARBITAL:


Altri esempi di reazioni sono l'idrossilazione dei composti aromatici. Quindi nei casi in cui il substrato è un composto aromatico questo può essere idrossilato dal citocromo p450. Alcuni esempi di composti idrossilati dal cit p450 sono il benzopirene ed il fenobarbital. Il benzopirene si forma dalla combustione del legno e si trova spesso come contaminante sulle carni cotte alla brace, che, essendo volatili, durante la combustione della carbone si attaccano alla carne e sono da considerarsi sostanze cancerogene; quindi un consumo eccessivo di carne cotta alla brace può essere associato a tumori epatici.

L'idrossilazione dei composti aromatici avviene prima tramite epossidazione, poi successivamente l'intermedio epossido viene scisso e si formano i gruppi OH.
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Il benzopirene diventa tossico quando passa attraverso il processo di biotrasformazione, che in questo caso è un processo di bioattivazione. Il benzopirene subisce, grazie all'azione del cit p450,  il legame all'ossigeno e la trasformazione in benzopirene 7,8 epossido; dopo di che l'epossido idrolasi rompe i due legami dell'epossido, e forma due OH, prendendo l'altro ossigeno dall'acqua.

Si forma, quindi, il benzopirene diidrodiolo, con due gruppi OH. A questo punto interviene di nuovo l'enzima cit p450, che attacca un altro ossigeno al benzopirene determinando la formazione di un altro epossido e formando la specie di benzopirene cancerogena. Quindi si può dire che in questo caso, nel tentativo di eliminare questa molecola rendendola più idrofilica, questi enzimi di biotrasformazione della fase 1 la convertono in una sostanza ancora più tossica per l'organismo. Il secondo epossido è più reattivo e non viene modificato dall'epossido idrolasi. Questo è un esempio di come un'operazione di biotrasformazione a fin di bene porta alla formazione di un prodotto più tossico rispetto a quello iniziale.

Lo stesso discorso è applicabile all'utilizzo dei farmaci, che, a partire da uno stato inattivo quando vengono introdotti nell'organismo, sono poi modificati dagli enzimi di biotrasformazione che operando modificazioni li convertono nella forma attiva in grado di svolgere il proprio ruolo presso i rispettivi bersagli.

Anche la caffeina e la morfina vengono modificate dal cit p450. Entrambe le  molecole vengono idrossilate sull'azoto, e quest'idrossilazione determina la perdita di un gruppo CH3, per cui queste molecole vengono dealchilate. Questa dealchilazione ossidativa è un modo per rendere queste molecole maggiormente idrosolubili.

Una cosa importante nell'attivazione da parte degli enzimi di biotrasformazione di fase 1 è la dealogenazione riduttiva del CCl4, un solvente organico utilizzato in molti processi industriali ma che è estremamente cancerogeno. Il CCl4, tramite l'attivazione da parte del cit p450, determina la formazione di un intermedio radicalico CCl3, che crea moltissimi danni come la perossidazione dei lipidi di membrana; il CCl3 può, quindi, innescare reazioni di tipo radicalico che portano all'alterazione dei lipidi, oltre che a modificazioni a  carico del DNA, dove queste specie radicaliche interagiscono con le basi puriniche determinando alterazioni della doppia elica.

Superfamiglia del Cit p450.

Il cit p450 è una superfamiglia di proteine. Sono presenti all'incirca 150 geni che codificano per le diverse isoforme del cit p450 che sono state fin'ora identificate. E' stata fatta una classificazione ed è stato dato a ciascun isoenzima un nome caratterizzato da un acronimo CYP con famiglie e sottofamiglie; all'interno di ciascuna sottofamiglia ogni enzima viene identificato con una lettera e   due numeri.
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Questi enzimi sono, inoltre, stati assegnati a diverse classi e sottoclassi sulla base della loro omologia, ovvero sulla somiglianza delle sequenze. Questi enzimi sono quindi identificati con l'acronimo CYP seguito da una lettera e due numeri. Il primo numero indica la classe, la lettera indica la sottoclasse e il numero successivo indica l'isoenzima all'interno della sottoclasse.

Si è visto che alcuni isoenzimi, quelli appartenenti alla classe due e tre, si occupano soprattutto del metabolismo dei farmaci e degli xenobiotici in generale. Il cit p450 3A4 metabolizza circa il 60% dei farmaci con cui il nostro organismo viene a contatto, ed è quindi specifico per la metabolizzazione dei farmaci. Gli isoenzimi appartenenti alla classe 11 o 7 sono invece impiegati nel metabolismo degli steroidi. Quindi gruppi di isoenzimi si occupano di funzioni lievemente diverse nell'ambito di un ruolo generale, che è fondamentalmente quello di idrossilazione, di far reagire queste sostanze con l'ossigeno molecolare, per inserirgli un ossigeno all'interno. Questi isoenzimi sono presenti in % diverse all'interno del nostro fegato. Per esempio il cyp 3A4 è presente per il 30% di tutti i p450 mentre l'1A2 costituisce il 10-15%.

Un altro isoenzima molto importante è il 2E1, l'isoenzima che si occupa della detossificazione dell'etanolo. Quando beviamo alcolici essi contengono una grossa quantità di etanolo e l'isoenzima specifico che metabolizza l'etanolo è il CYP 2E1.

Gli isoenzimi p450 sono strutture inducibili. Noi nasciamo generalmente con una quantità di p450 espresso molto bassa. Man mano nella nostra vita il nostro organismo viene a contatto con sostanze estranee, queste sostanze inducono l'espressione degli isoenzimi specifici che si occuperanno della loro modificazione. La quantità di ciascun isoenzima presente all'interno ad esempio del fegato, che è il principale organo deputato all'eliminazione degli xenobiotici, è determinata dall'incontro e dall'esperienza che l'organismo fa con lo xenobiotico in questione.

Molecole affini dal punto di vista chimico vengono metabolizzate da un determinato isoenzima e ne inducono l'espressione mediante meccanismi di regolazione dell'espressione genica.
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