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R E S U M E N

El estudio de la biotransformación de fármacos in vitro por las isoformas que 

constituyen el citocromo P-450 tienen gran importancia, debido a que en algunos casos 

dan origen a metabolitos tóxicos, o a metabolitos más activos. Para evaluar la 

biotransformación de xenobióticos in vitro se requiere obtener los microsomas, esto 

implica más tiempo y mayor costo que un sistema reutilizable, el cual puede obtenerse 

al fijar las enzimas en un soporte. Lo anterior permitiría conocer los metabolitos 

obtenidos reduciéndose los costos al evaluar distintos fármacos con el mismo sistema. 

Considerando lo anterior, en este trabajo se propuso valorar la transformación del ácido 

valproico  por CIP2C9 y CIP2B4 inmovilizadas en MCM-41. 

Mobil Composition of Matter (MCM-41) es un material mesoporoso, éste se sintetizó 

en condiciones hidrotérmicas con 4 diferentes relaciones Si/Al (0, 8, 10, 14), con el 

propósito de analizar si el aluminio influye en la cantidad o en la actividad de la enzima 

inmovilizada. Una vez sintetizado el MCM-41 se caracterizó  por difracción de rayos X, 

análisis texturales y microscopía electrónica de transmisión,  obteniéndose un diámetro 

de poro de  54.71Å, un área específica de 1021.8183 m2 g-1, y un arreglo hexagonal de

sus poros. La cantidad de CIP2C9 y CIP2B4 inmovilizadas fue alrededor de un  80% 

sin embargo, no hubo diferencia estadísticamente significativa entre la cantidad de 

enzima inmovilizada en MCM-41 con las diferentes relaciones Si/Al.

La CIP2C9 y CIP2B4 libres, en ausencia de citocromo P-450 reductasa no mostraron 

actividad. En cambio CIP2C9 y CIP2B4 inmovilizadas si presentaron actividad en 

ausencia de citocromo P-450 reductasa, lo cual sugiere que el material MCM-41 podría  

participar en la transferencia de electrones del NADPH, hacia la enzima y  cumplir la 

misma función de citocromo P-450 reductasa. CIP2B4 y CIP2C9 tuvieron mayor 

actividad inmovilizadas en MCM-41 con relación Si/Al=10, esto sugiere que la ácidez 

de Bronsted puede contribuir, ya que fue el único material que la presentó. 



A B S T R A C T

The study of the biotransformation of drugs in vitro by the isoforms of cytochrome P-

450 is of great importance because sometimes these produce toxic metabolites and other 

times metabolites that are more actives. In order to evaluate the biotransformation of 

xenobiotics in vitro through cytochrome P-450  is necessary  to obtain  the microsomes  

which implies  more time  and  a higher cost that if we have a reusable system. Such 

system can be obtained by fixing the enzyme on a support. This would allow us to know 

the metabolites obtained and in that way to reduce the costs in evaluating the different 

drugs with the same system. Taking all this into account, the goal of this work is meant 

to evaluate the transformation of valproic acid by CIP2C9, CIP2B4 immobilized on 

MCM-41.

MCM-41(Mobil Composition of Matter) is a mesoporous material whose surface can be 

modified by incorporating aluminum. Four different silicon/aluminum ratios (0, 8, 10, 

14) were used  to immobilize the enzyme all this  in order to analyze their possible 

influence in the amount or activity of the immobilized enzyme.

MCM-41 was obtained through hydrotermic synthesis and was characterized by DRX, 

textural analysis and transmition electronic microscopy, which gave a pore’s diameter  

of 54.71Å a specific area of 1021.8183 m2/g and hexagonal pattern of pores. The 

amount of immobilized CIP2C9 and CIP2B4 was about 80%, however no significative 

difference was observed  between the amount of immobilized enzyme on MCM-41 with 

different Si/Al ratios.

The free CIP2C9 and CIP2B4 without CIP-450 reductasa had no activity. However the 

immobilized CIP2C9 and CIP2B4 did have activity without cytochrome P-450 

reductace. All these suggest that MCM-41 could take part in the transference of 

electrons  of NADPH to the enzyme and in this way to carry out the same function as 

cytochrome P-450 reductace. CIP2B4 y CIP2C9 had a higher activity when 

immobilized on MCM-41 Si/Al =10 ratios, this suggest that Bronnsted’s acidity may 

contribute because it was the one who had it.



I N T R O D U C C I Ó N.

El citocromo P-450 (CIP-450) está constituido por una gran familia de hemo proteínas, 

entre las que se encuentran el CIP2B4 y el CIP2C9; éstas enzimas llevan acabo la 

oxidación  de una amplia variedad de compuestos[1], a través de la siguiente reacción:

NADPH + H+ +O2 + SH      P-450        NADP+ + H2O + SOH         (SH)=sustrato

Tales enzimas también son capaces de llevar a cabo reacciones de isomerización y 

deshidrogenación entre otras[2]. Para valorar la biotranformación de diversos fármacos 

como: el ácido valproico[3-4], warfarina[5] y fenitoína[6], se han realizado estudios de 

biotransformación in vitro con microsomas libres, con el fin de identificar los 

metabolitos que se generan. Se encontró que el ácido valproico (antiepiléptico) al ser  

metabilizado por el citocromo P-450[4]  da origen al ácido 4-hidroxi 2-n-propil-

pentanoico, 5-hidroxi 2-n-propil-pentanoico y el ácido 2-n-propil-pentenoico a este 

último metabolito se le han atribuido los efectos teratógenos[7].

También se han realizado estudios de biotransformación in vitro con microsomas 

inmovilizados en sefarosa[8]  y en otros sistemas[9-10], sin embargo cuando se inmoviliza 

el complejo multienzimático es difícil identificar que isoformas llevan a cabo la 

biotransformación del fármaco. Se han hecho estudios con isoformas puras como 

CIP71B1[10] de planta y CIP105D1 de Streptomyces griseus[11].

En 1966 Díaz reportó el uso de materiales mesoporosos como el  Mobil Composition of 

Matter[12] (MCM-41) para inmovilizar a la papaína, tripsina y  citocromo c[13] entre otras 

enzimas, que a pesar de estar inmovilizadas mantuvieron su actividad catalítica.



Actualmente el MCM-41 no ha sido empleado como soporte para enzimas del 

citocromo P-450, a pesar de que tiene un diámetro de poro y área específica, que 

permiten la inmovilización de tales enzimas.

Además, los materiales MCM-41 han sido atractivos para la inmovilización de enzimas, 

debido a que se puede modificar su diámetro de poro y su superficie mediante el uso de 

diferentes surfactantes y la incorporación de distintos metales[14] por lo cual puede  ser 

usado  para fijar enzimas  de diferente peso molecular.

Las ventajas que se han reportado del uso de enzimas inmovilizadas son: se pueden 

separar del medio de reacción; se puede mejorar su estabilidad, así como, su actividad 

enzimática, además de que se pueden reciclar[15].

En este trabajo se estudia la posible obtención de un sistema que nos permita evaluar in 

vitro, la capacidad catalítica  de isoformas del citocromo P-450 como el CIP2C9 y 

CIP2B4 inmovilizadas sobre MCM-41 usando xenobióticos antes de administrarlos a un 

sistema  biológico y poder predecir los metabolitos que se formarían en el animal 

íntegro. Además se sintetizó MCM-41 con diferente relación Si/Al con el propósito de 

modificar su superficie y analizar así,  si el cambio en la superficie influye en la 

cantidad de enzima inmovilizada y en la actividad catalítica. Para evaluar la actividad 

catalítica se empleo el ácido valproico como sustrato, tanto para el CIP2C9 como para 

CIP2B4 inmovilizadas y en su forma libre. 
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1.1. CITOCROMO P-450.

Las primeras evidencias sobre las enzimas del citocromo P-450 fueron descubiertas en 

1955 por Axelrod y Brodie[16-17], quienes las aislaron y caracterizaron a partir del retículo 

endoplásmico liso de hígado de rata y demostraron que son capaces de oxidar diversos 

compuestos.

En 1957 mientras Martín Klingenberg[18] estudiaba la reacción de reducción catalizada por 

citocromo b5 en microsomas de hígado de rata, encontró otro pigmento capaz de enlazar 

monóxido de carbono (CO) y dar un pico en 450 nm (Gráfica 1), al cual  en 1960, Omura y 

Sato[19,20]  le dieron el nombre de  citocromo P-450. 

Longitud de onda (nm)

Gráfica 1. Espectro UV-Visible del complejo formado por citocromo P-450 de hígado de 

rata reducido con ditionita de sodio  y CO curva a y curva b sin CO.
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1.1.1. ISOFORMAS DEL CITOCROMO P-450.

En 1966 los estudios realizados por Imai y Sato[21] evidenciaron la presencia de más de una 

forma de citocromo P-450, al comparar las propiedades espectrales y funcionales del  

citocromo P -450 extraído de ratas testigo vs ratas tratadas con  3-metilclorantreno.

En 1968  por  estudios espectrofotométricos  se  identificaron 7 isoformas  del citocromo      

P-450 (CIP-450) de microsomas de hígado, entre las que se encuentran: CIP-450 

(reducida)[18],  CIP-420  (desnaturalizada)[20], la forma CIP-390 (con sustrato)[22-26]; por lo 

que se concluyó que se trataba de un complejo multienzimático. 

Entre 1970 y 1980 fueron aisladas varias isoformas[27-30], en quienes se determinó la 

especificidad a su sustrato, las secuencias de sus aminoácidos y los genes que codifican 

estas proteínas.

La nomenclatura que se ha empleado para designar a las diferentes isoformas del 

citocromo P-450 consiste en usar  las letras (CI) para indicar que pertenece al sistema de 

citocromos, la P para referir al pico característico para estas enzimas en el espectro visible 

a 450 nm, el primer número a la familia a la cual pertenece, la siguiente letra a la 

subfamilia y el último número a la forma individual de citocromo[31], ejemplos de estas son 

la CIP2C9 y CIP2B4. 

La subfamilia CIP2C esta integrada por 28 isoformas, 4 de ellas han sido encontradas en el 

humano CIP2C8, CIP2C9, CIP2C18 y CIP2C19. CIP2C9 es una de las subfamilias del 

citocromo P-450 que se encuentra principalmente en mamíferos[32] existen reportes de 

enzimas CIP2C en perro, mono, ratón, y caballo[33], está isoforma biotransforma a la  

warfarina[5], fenitoína[6], ácido tienílico[34]  y ácido valproico[3]. 
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Se ha encontrado que en cultivos de hepatocitos humanos  CIP2C8 se induce, cuando las 

células son tratadas con fenobarbital o rifampicina ya que hay un aumento en el ARNm, y 

no cuando se tratan con 3-metilclorantreno. Cuando se pretrataron ratas con fenobarbital, 

se incremento de 2 a 3 veces la cantidad de mARN de CIP2C6[35].

La subfamilia CIP2B esta asociada generalmente con la inducción por fenobarbital en 

roedores, en la rata la inducción con fenobarbital incrementa el ARNm que codifica para 

CIP2B1 y CIP2B2[36-38]. Se debe tener presente que el fenobarbital también provoca  el 

incremento de enzimas como la UDP- glucoroniltransferasa[39], glutation S-transferasa[40] y 

aldehido deshidrogenasa[41] entre otras. 

Diversos miembros de la subfamilia CIP2B metabolizan una gran cantidad de 

xenobióticos, permitiendoen algunos casos la activación de protoxinas o 

procancerígenos[42]. Entre los xenobioticos que dan origen a especies tóxicas se 

encuentran: el bromobenzeno[43], cocaína[44-45], paratión[46] y el ácido valproico[2].

Hasta 1995 se habían identificado cerca de 220 isoenzimas del citocromo P-450, entre las 

que destacan por su participación en el metabolismo de xenobióticos la CIP1A, CIP2A, 

CIP2B, CIP2C, CIP2D, CIP2E y CIP3A [31]. 

1.1.2. SITIO ACTIVO Y CICLO CATALÍTICO DEL CITOCROMO P-450.

Durante muchos años  se tuvo gran interés  en conocer la estructura del citocromo P-450, 

particularmente su sitio activo[47-49], los estudios realizados con tal propósito, evidenciaron  

que el sitio activo está constituido principalmente por un grupo hemo (protoporfinina IX y 

fierro), en donde el fierro forma dos enlaces, uno de ellos  con un residuo de cisteína y otro 

con una molécula de agua (Figura 1).
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Figura 1. Sitio activo del citocromo P-450; fierro (azul), oxígeno (rojo)  y azufre  

(amarillo)[47-48].

Como se muestra en la figura 2, el ciclo catalítico de las enzimas del citocromo P-450 se 

inicia mediante la unión del sustrato al fierro del grupo hemo, provocando el 

desplazamiento de la molécula de agua y el cambio en el spin del fierro de un estado de 

bajo spin  a uno de alto spin. Con ello el fierro pasa de un estado hexacoordinado a uno 

pentacoordinado[48-50](1). El enlace del sustrato facilita la reducción del fierro del grupo 

prostético hemo al estado ferroso y origina un cambio conformacional de la enzima (2).

En la tercera etapa del ciclo catalítico, una vez que se ha reducido el fierro se enlaza 

oxígeno molecular dando origen a un complejo di-oxigeno ferroso [Fe+3- O2
-] muy 

inestable[51] (3), que sufre una rápida conversión a un compuesto estable, mediante la 

transferencia de un electrón (e-). La segunda reducción origina el complejo [Fe+3-O2
-2], el 

cual (5) reacciona con dos protones, rompiendo el enlace O-O generando agua y el 

complejo [Fe- O]+3 [52].
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Figura 2. Ciclo catalítico de las enzimas del complejo multienzimático citocromo 

P-450[53,54].

En la última etapa (6) el átomo de oxígeno se transfiere al sustrato dando origen al 

producto hidroxilado (7) que finalmente se libera del sitio activo de la enzima la cual 

regresa a su estado inicial.

Las reacciones de reducción que ocurren en el ciclo catalítico, se llevan a cabo mediante la 

transferencia de un electrón a partir del NADPH por la enzima  citocromo P-450 reductasa, 

o del citocromo b5 estás enzimas al igual que el citocromo P-450, también forman parte de 

la membrana y están constituidas por flavin mononucleotido (FMN) y por flavinadenin 

dinucleotido (FAD) ver Figura 3.

1er  e-

2do  e-
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La transferencia del electrón a partir de la citocromo P-450 reductasa o del citocromo b5, 

depende del sustrato o de la especie de citocromo P-450 involucrada, ya que hay algunas 

isoformas en las cuales se estimula su actividad cuando la transferencia es a través de 

citocromo b5 y otras que son inhibidas [39,53].

1.1.3. REACCIONES CATALIZADAS POR  EL CITOCROMO P-450.

El sistema citocromo P-450 está involucrado en el metabolismo de varios endobióticos y 

xenobióticos[55-56], y posee  por lo menos tres diferentes mecanismos de 

biotransformación[57]. El primero se conoce por su actividad como monooxígenasa, en esta 

reacción la enzima  solo transfiere  un átomo  de oxígeno al sustrato. Estas reacciones 

incluyen: hidroxilación, epoxidación, desaminacion, sulfoxidacion, desulfuracion y 

deshalogenación oxidativa (Figura 4), las cuales se llevan a cabo en presencia de NADPH 

y O2.

La segunda forma de biotransformación del  citocromo P-450  es la liberación de especies 

de oxígeno reducidas[57-59], en la cual se involucra la transferencia directa  de un electrón a 

partir del citocromo P-450 (Figura 5) a la molécula de oxígeno con la formación de 

radicales anión superóxido (O2
-.) y peróxido de hidrógeno (H2O2).

Figura 3. Mecanismo de transferencia de electrones de la citocromo P-450 reductasa o del 

citocromo b5  al citocromo P-450 [54] .
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La reacción general que se lleva acabo es la siguiente:

NADPH   +   H+   +   O2 NADP+   +   H2O2

OH

O

O

R-NH-CO-CH3 RNCO-CH3

OH

O R-OH + CH2O

Hidroxilación

Epoxidación

N-hidroxilación

O-desalquilación

Figura 4. Reacciones de monooxigenación catalizadas por citocromo P-450.

OH

OH O

OH

OH

O

O

Hidroxilación Aromática

Oxidación de etanol

Oxidación de catecol.

Figura 5. Reacciones de oxidación catalizadas por el citocromo P-450.



Biotransformación de ácido valproico por citocromo P-450, CIP2C9 y CIP2B4  inmovilizadas sobre  MCM-41 

8

La tercera actividad del sistema citocromo P-450 se refiere  a su actividad como reductasa 

y se lleva a cabo en condiciones anaerobias e involucra la transferencia directa de un 

electrón a sustratos que pueden ser reducidos tales como halogenuros de alcanos  o 

quinonas[60] ver figura 6.

N NR R' R NH2 R' NH2

NO2 NH2

CCl4 CHCl3

+    

Azo reduccón

Nitro reducción

Deshalogenación reductiva

+ HCl

Figura 6. Reacciones de reducción catalizadas por el citocromo P-450.

1.2. BIOTRANSFORMACIÓN DE ÁCIDO VALPROICO.

Uno de los fármacos utilizados en la terapéutica antiepiléptica es el ácido 2-n-propil-

pentanoico (ácido valproico, VPA), el cual al ser metabolizado por el citocromo P-450, 

particularmente por el CIP2C9 y CIP2B4 da origen a dos productos hidroxilados[61]  y a 

una olefina terminal [62-63]. Se ha demostrado  que en humanos  las reacciones de 

hidroxilación y deshidrogenación se lleva a cabo principalmente por el CIP2C9 y el 

CIP2A6 [61].

El mecanismo por el cual el ácido valproico se biotransforma a ácido 4-hidroxi-2-n-propil 

pentanoico (4-OH-VPA) , ácido 5-hidroxi-2-n-propil pentanoico (5-OH-VPA) o ácido 2-n-

propil ∆4 petenoico (∆4-VPA)[64], involucra la participación del complejo [Fev=O] del ciclo 

catalítico del citocromo P-450, seguido de la formación de un radical libre en el sustrato    
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y  del [Fe-OH] el cual puede transferir su hidroxilo al sustrato o sustraer un átomo de 

hidrógeno[3-61] como se muestra  en las siguiente figura: 

COOH

COOH COOH

OH COOHCOOH

OH

COOH

VPA

5-OH-VPA ∆4-VPA 4-OH-VPA

FeV-OH

FeIV-OH

FeIV-OH

FeIII

FeIV-OH

FeIII

FeIII

FeIV-OH

.
.

FeV-OH

FeIV-OH

Figura 7. Mecanismo de formación de los metabolitos del ácido valproico[3].

1.3. INMOVILIZACIÓN.

La inmovilización  se ha definido  como un proceso que permite  fijar a la enzima  en una 

región del espacio[15], para dar lugar a sistemas insolubles, que mantengan su actividad 

catalítica y que pueden ser usados repetidamente, siendo ésta su principal ventaja.
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Aunque también se tienen algunos inconvenientes con este proceso tales  como: a) cambios 

en la conformación  de la enzima con respecto a su estado  nativo; b) debido a la gran 

heterogeneidad del sistema enzima-soporte pueden existir distintas fracciones  de proteína 

inmovilizada con diferente número de uniones al soporte; y c) se puede perder la  actividad 

enzimática durante la inmovilización. Aunque en ocasiones se observa  un incremento en 

la estabilidad de las enzimas después de su inmovilización, debido principalmente a una 

estabilización conformacional originada por la existencia de uniones multipuntuales  

enzima-soporte. La estructura terciaria de la enzima adquiere una mayor rigidez  y se hace 

más resistente a la desactivación térmica o química. 

La inmovilización puede llevarse a cabo por diversos métodos los cuales se han clasificado 

en dos categorías: retención física, entre los que se encuentra el atrapamiento e inclusión 

en membranas y unión química que tiene lugar cuando la enzima se enlaza  a soportes 

mediante procesos de adsorción o formación de enlaces covalentes[65]. La adsorción es uno 

de los métodos más sencillos en el cual la enzima  se une al soporte sin funcionalizar 

mediante interacciones iónicas, fuerzas van der Waals y por puentes de hidrógeno. Los 

principales factores que influyen en la adsorción son: el pH del medio,  la fuerza iónica y el 

diámetro de poro[15].

Mediante éste método los aminoácidos de la enzima que podrían interaccionar con el 

soporte para la formación de enlaces son: la lisina, la cisteína, la tirosina y la histidina, y en 

menor medida la metionina, el triptófano, la arginina,  el ácido aspártico y glutámico. Los 

otros aminoácidos, debido a sus grupos con carácter hidrófobico, no se encuentran 

expuestos  hacia el exterior de la superficie  proteica, por lo que no intervienen en la 

unión[65].

Se ha utilizado una gran variedad, de materiales como soportes para la inmovilización  de 

numerosas enzimas. Éstos materiales difieren  en tamaño, densidad, porosidad y forma, 

aunque generalmente los hay en forma de cilindro, hojas, fibras y también en forma de 
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esferas. Debido a sus diferentes  características los soportes se dividen en: Soportes 

orgánicos (como polímeros naturales y polímeros sintéticos). Soportes inorgánicos, dentro 

de este grupo hay una gran variedad de soportes que pueden ser naturales como la 

bentonita, piedra pómez, sílice etc. o materiales  manufacturados[15] (óxidos de metales y 

vidrio con tamaño de poro controlado, vidrio no poroso, alúmina, cerámicas, gel de sílice 

etc.) en este grupo se podría clasificar a las MCM-41. 

1.4. MATERIAL MESOPOROSO DEL TIPO MCM-41.

De acuerdo a la definición de la IUPAC  los materiales porosos se han divido en tres 

clases: microporosos (< 2 nm), mesoporosos (2-50 nm) y macroporosos (>50 nm). Las 

zeolitas son materiales microporosos que han mostrado tener excelentes propiedades 

catalíticas. Sin embargo, su aplicación es limitada debido al tamaño de poro[14], por lo cual 

se han sintetizado materiales con tamaños de poro más grandes entre los que se encuentra 

MCM-41.

Este material pertenece a la  familia M41S integrada por MCM-41, MCM-48 y MCM-50. 

La MCM-41 fue el primer sólido mesoporoso sintetizado en 1992 por miembros de la 

compañía Mobil[12]. Quienes demostraron que tiene un arreglo hexagonal ordenado como 

se muestra en la figura 8. Y debido a que se puede modificar el diámetro de poro y la

ácidez se ha puesto gran interés en la caracterización, en el mecanismo de formación y en 

la síntesis de nuevos materiales mesoporosos del tipo  MCM-41.

Figura 8. Representación del arreglo hexagonal de la MCM-41.
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1.4.1. CARACTERIZACIÓN DE LA MCM-41.

Para la caracterización de la MCM-41 se han empleado técnicas como a) difracción de 

rayos-X (DRX), b) microscopía electrónica de transmisión (MET) c) análisis de texturas y 

espectroscopia de IR[66]. 

1.4.1.1. Difracción de rayos-X (DRX).

Es la primera técnica que se aplica tras la síntesis de un material mesoporoso, pues es 

indicativa de la presencia o no de mesoporo. La definición  de la técnica “Difracción de 

rayos X sobre polvo cristalino” excluiría su aplicación en materiales mesoporosos  dada la 

naturaleza amorfa a escala atómica que estos presentan, ahora bien, la regularidad que ha 

mayor escala ofrecen los poros hace que sea posible la obtención de difractogramas  muy 

característicos. Estos difractogramas son fruto de la periocidad de los poros  y por tanto 

permiten identificar simetrías e incluso asignar índices de Miller (hkl), llegando a ser 

posible dilucidar estructuras formadas por sistemas de canales o cavidades de tamaño 

considerable, a escala de mesoporo.

El proceso de difracción  puede visualizarse  como una refracción debida a los planos 

cristalográficos (hkl) separados por una distancia dhkl . El haz difractado  corresponde a una 

reflexión  para un ángulo θ particular entre el haz incidente y el plano cristalográfico para 

el cual se tendrá:

nλ=2 dhkl sen  θ

Donde λ es la longitud de onda, n  el orden del haz difractado, θ el ángulo de difracción y 

dhkl  la distribución interplanar. Está expresión se conoce como la ley de Bragg.

Bragg al estudiar  la reflexión  de los rayos X[66] sobre la cara exfoliada de halita (CINa) 

comprobó  que:
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1) La reflexión  de los rayos X tenía lugar  al incidir  sobre sólidos  cristalinos, esto es, 

a un  ángulo de incidencia θ  correspondía otro ángulo de reflexión θ.

2) A diferencia con el fenómeno  de la reflexión de la luz, los rayos X se reflejaban 

sólo en una mínima proporción.

3) La reflexión tenía lugar  únicamente a valores discretos de θ que dependían de:

La λ de los rayos X utilizados. 

Del tipo de cristal empleado.

De la orientación cristalográfica del cristal.

El patrón de difracción de la MCM-41  muestra de tres a cinco difracciones desde  2º hasta  

5º en una escala  2θ. Las difracciones  se han atribuido al arreglo hexagonal de los tubos y 

están en los planos (100), (110), (200), (210) y (300), tal y como se muestra en  la siguiente 

gráfica[68].

MCM-50

MCM-48

MCM-41

In
te

ns
id

ad
 u

.a
 

Gráfica 2. Patrón de difracción de rayos X de MCM-50, MCM-48 y 

MCM-41
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En la gráfica anterior se muestra la intensidad de muestras de MCM en relación con el 

ángulo de difracción 2θ, la intensidad de un haz de rayos X se refiere al número  de fotones  

por unidad de superficie y por unidad de tiempo. 

1.4.1.2. Microscopía electrónica de transmisión (MET).

Una de las grandes ventajas de la microscopía electrónica de transmisión es que permite 

obtener imágenes que contienen información del espacio real, al mismo tiempo que se 

recoge información del espacio recíproco en la misma región por medio de la difracción de 

electrones.

Esta técnica de caracterización debe su nombre a la utilización de electrones como 

elemento de interacción con la materia, los electrones transmitidos son los que dan origen a 

la imagen local del material[69]. Debido a que el elemento interactivo que el MET utiliza, es 

el electrón, se puede cambiar su energía cinética y con ello la longitud de onda  del 

electrón, con esto se puede variar la resolución del microscopio.

Otra ventaja  de la microscopía electrónica es que ofrece información suficiente incluso de 

pequeñas regiones o cristales de escaso tamaño, permitiendo su tratamiento como si se 

tratara de un monocristal, puesto que la interacción entre el haz de electrones  y la materia 

es extremadamente fuerte alrededor de 104 veces más que la que se produce con los rayos 

X.

La posibilidad de aplicar microscopía electrónica de transmisión en la caracterización de 

materiales porosos ordenados soluciona la identificación de la estructura mayoritaria y la 

resolución estructural de fases, puesto que se obtiene información a nivel molecular 

exclusivamente de las regiones que presentan buena estructuración por pequeñas que sean.
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1.4.1.3. Análisis de Textura.

Para determinar el área específica se emplea el análisis de texturas. Esté se basa en el 

fenómeno  de adsorción desarrollado por Langmuir[70] quien considero que  la superficie 

del adsorbente (sólido) contiene un número fijo  de lugares de adsorción  y cada lugar 

puede adsorber una sola molécula de adsorbato (gas o vapor), sin que exista interacción  

con las moléculas adsorbidas. 

Para determinar el área específica de los materiales mesoporosos MCM-41, se expone el 

área geométrica externa  e interna a un gas como N2, O2 y Ar y mediante la isoterma de 

adsorción de Langmuir, se determina la cantidad de gas necesaria para cubrir con una 

monocapa adsorbida la superficie del sólido[71-72]. 

La relación existente a una temperatura dada, entre la cantidad de gas adsorbido en el 

equilibrio y la presión del mismo, es lo que se conoce como isoterma de adsorción, éstas  

se obtiene al graficar el  volumen adsorbido vs la relación entre la presión de referencia  y 

la presión del adsorbato (p/po ). La mayoría de las isotermas que podemos encontrar en la 

literatura caen dentro de cinco tipos denominados I a V o del tipo VI ver figura 9, la VI es 

muy rara, aunque en algunas ocasiones se presenta.

La isoterma de tipo I se identifica por una brupta subida inicial a presión relativa baja 

seguida por un plateau que se extiende hasta presiones relativas elevadas. Durante muchos 

años  esta isoterma se interpretó de acuerdo a la teoría de Langmuir de adsorción de 

monocapa, pero actualmente se acepta que el proceso de adsorción es el llenado del 

volumen de los microporos mas que el recubrimiento de la superficie de las paredes del 

poro.
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La isoterma de tipo II se obtienen con sólidos no porosos o macroporoso y representan la 

adsorción monocapa-multicapa no restringida del adsortivo sobre el adsorbente. Una aguda 

rodilla a valores bajos de presión relativa indica un calor de adsorción relativamente alto y 

las moléculas se adsorben en una capa de una molécula de espesor hasta que se cubre una 

gran porción de la superficie antes de empezarla adsorción en multicapa.

Figura 9. Clasificación de las isotermas de adsorción de acuerdo a la IUPAC.
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La isoterma tipo III es característica  de interacciones débiles gas sólido. La debilidad de 

las interacciones hace que la adsorción a bajas presiones relativas sea baja, sin embargo, 

una vez que una molécula se haya adsorbido las fuerzas adsorbato-adsorbato promoverán 

la adsorción de otras moléculas. Un ejemplo de este tipo de adsorción es la interacción de 

agua sobre carbón.

Si los adsorbentes son mesoporosos la isoterma presenta un bucle de histéresis. Así las 

isotermas tipo IV y V son características de adsorbente mesoporosos, donde el bucle de 

histéresis esta asociado con la condensación capilar que ocurre en los mesoporos. Estos 

poros se llenan completamente a presiones relativas elevadas como se caracteriza por el 

plateau en las isotermas.

La isoterma de tipo VI representa una adsorción escalonada en multicapa del adsorbato. El 

primer escalón representa la formación de la primera capa adsorbida, y así sucesivamente 

para los demás escalones que se presentan. 

De acuerdo a la clasificación  de las isotermas, el material mesoporoso MCM-41 con poros 

alrededor de 4 nm presenta una isoterma de adsorción de tipo IV cuando se emplea como 

adsorbato  nitrógeno.

La isoterma de adsorción de la MCM-41 muestra dos características principales, la primera 

una condensación capilar a una presión relativa de 0.4 y la  segunda no presenta histéresis 

entre la adsorción y desorción[71],  como se muestra en la gráfica 3.
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Gráfica 3. Isoterma de adsorción  de MCM-41 con poros de 4 nm  a 77 K con N2
[71].

El desfasamiento entre la curva de adsorción y desorción del gas es lo que se conoce como 

histéresis, estas se han clasificado en cuatro tipos los cuales se ilustran en la Figura 10. La 

adsorción a baja presión relativa en los materiales MCM-41, se debe a la adsorción 

monolaminar de N2 sobre las paredes del mesoporo y no a la presencia de microporos. Sin 

embargo, en el caso de materiales con poros mayores de 4 nm  o usando O2 o Argón  como 

adsorbato la isoterma sigue siendo de tipo IV pero presenta histéresis de tipo H1. La 

presencia y tamaño de la histéresis depende  del adsorbato, del tamaño de poro y de la 

temperatura[71].

Figura 10. Clasificación de las formas de histéresis.
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El método tradicional para analizar la distribución de diámetro de poros  en el rango de 

mesoporos es el Barrett-Joyner-Halenda (BJH)[73], basado en un modelo de poros 

cilíndricos y es esencialmente una aproximación a una ecuación integral. La distribución 

de diámetro de poro se obtiene de los datos de la desorción del adsorbato, ya que una vez 

que la isoterma de adsorción termina se puede desadsorber el gas y con esto obtener la 

curva de  desorción[73].

1.4.1.4. Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

La ácidez es una de las características superficiales de MCM-41. Los sitios ácidos de 

Bronsted en los sólidos pueden ser generados cuando un catión trivalente (aluminio) está 

presente  en coordinación  tetraédrica con el oxígeno, como se muestra a continuación:

Si

OO

O O
Al

O

O

-

Cuando el exceso de cargas negativas son compensadas por  protones se forman los  

grupos silanol[66,74] :

Si

OO

O O
Al

O

O

H

Los sitios ácidos de Lewis pueden aceptar electrones ya que el silicio tiene una carga 

positiva, como se esquematiza a continuación:

Si

O

O O
Al

O

O

Si

O

O

+

Para determinar la acidez se emplea la espectroscopia de infrarrojo con piridina[75]. La 

piridina puede distinguir entre los sitios ácidos de Brostend (I) y Lewis (II) en el material 
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ya que se originan las siguientes especies cuando reacciona con el sólido:

N

H
N
Al

+
- sólido

(I) (II)

Estas estructuras tienen distintos modos vibracionales y son fácilmente identificados por 

IR. Cuando se realizan estudios de IR con piridina en muestras de MCM-41 las bandas a 

3745, 3715 y 3530 identificadas por IR disminuyen y aparecen las bandas 1625, 1600, 

1546, 1493, 1455,  y 1449. La banda en 1600 se debe a enlaces de hidrógeno entre la 

piridina a grupos SiOH y la banda en 1449 indica la presencia de sitios ácidos de    

Lewis[74-75]. 

1.4.2. USO DE MCM-41 COMO SOPORTE DE ENZIMAS.

Debido a que los materiales mesoporosos del tipo MCM-41 poseen una estructura 

hexagonal ordenada, su diámetro de poro puede variar entre 2-10 nm, además puede tener 

un área específica alrededor de 1500 m2g-1 y un volumen de poro de 1.3 ml g-1 

aproximadamente[12], han sido usados como soportes para pequeñas enzimas globulares[76]

tales como el citocromo c [77](P.M. =12KD). Estas características  sugieren que el MCM-41 

sirve para la inmovilización de proteínas, ya que hay enzimas que tienen diámetros de poro 

similares a los de este material y por lo tanto podrían entrar en él y quedar ancladas [76]

como se muestra en la Figura 11. Las enzimas pueden ser inmovilizadas en los poros por 

simple inmersión  del material mesoporoso en la suspensión de la enzima [2].

En 1998, se reportó [78]  la ruta para sintetizar tamices moleculares mesoporosos con 

tamaños de poro  mayores a 30 nm para MCM-41. Haciendo más atractivo el uso  de estos 

materiales para la inmovilización de proteínas.
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Figura 11. Inmovilización enzimática en los poros de MCM-41[13].

Además, la MCM-41 posee grupos hidroxilo los cuales se han caracterizado por  

espectroscopia de infrarrojo (IR) y clasificado en tres grupos[79-81], los que se encuentran 

aislados (3745cm-1), en el interior (3715cm-1), y formando enlaces de hidrógeno (3530   

cm-1); entre éstos los de mayor interés son los aislados, ya que éstos se encuentran libres en 

la superficie y con ellos podría interaccionar la enzima. Se ha observado que en los 

materiales MCM-41 la incorporación de aluminio hace que la banda de absorción por IR 

en 3745 cm-1 sea más intensa, lo que indica que aumentan los grupos hidroxilo en la 

superficie [72,81];  es por esto que se ha tratado de incrementar la cantidad de aluminio en la 

estructura  de éstos materiales para modificar su superficie y para que en la inmovilización  

de enzimas haya una mayor interacción entre el soporte y ésta. Sin embargo, la relación 

silicio/aluminio mínima que no destruye la red por síntesis hidrotérmica es mayor de  5.
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1.5. INMOVILIZACIÓN DEL CITOCROMO P-450.

El citocromo P-450 es de gran importancia en el metabolismo de una gran variedad de 

compuestos tanto exógenos como endógenos. Las reacciones que ocurren durante el 

metabolismo se han clasificado en dos tipos: a) Fase I y b) Fase II. Las enzimas del 

citocromo P-450 participan en las reacciones de fase I, también llamadas de 

funcionalización, modificando el fármaco mediante la adición o eliminación de un grupo 

funcional, de esta forma los xenobióticos son transformados en metabolitos más polares 

que facilitan su eliminación del organismo, o pueden originarse sustancias 

metabolitamente activas.

Dada la gran importancia de las enzimas del citocromo P-450 en 1980 se llevo a cabo la 

inmovilización del citocromo P-450 (microsomas), citocromo P-450 reductasa y 

glucoroniltransferasa sobre Sefarosa  activada[8], para estudiar simultáneamente el 

metabolismo de fármacos en la fase I y II. La inmovilización se llevo a cabo agitando la 

enzima con la Sefarosa durante 12 h, después se realizó un lavado y se dejo nuevamente 12 

h. La actividad  de N y O demetilasa  se incremento cerca de un 40% y 49% 

respectivamente. En este sistema no se tuvo actividad sin NADPH, un fosfolipido y en 

ausencia de la citocoromo P-450 reductasa.

En 1993 se inmovilizaron los microsomas obtenidos de hígado de ratas pretratadas con 

fenobarbital  en membranas Romicon PM. 10[9], en este estudio se comparó la actividad de 

la  preparación microsomal libre e inmovilizada, reteniendose tan solo el 20 a 25 % de la 

actividad en la forma inmovilizada, la actividad fue evaluada mediante la conversión de 7-

etoxicumarina a 7-hidroxicumarina.

De las isoformas del citocromo P-450 que han sido inmovilizadas se encuentra CIP71B1  

de planta, ésta se ha inmovilizado junto con la citocromo P-450 reductasa empleando una 

técnica coloidal (CLAs) [10], en donde posterior a la inmovilización  la eficiencia fue mayor 
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del 85% y la actividad fue 10 veces mayor que la enzima libre. También se ha llevado a 

cabo la inmovilización  de microsomas de hígado de rata  por encapsulación  en 

membranas,  el resultado muestra que los sustratos pueden ser metabolizados por los 

microsomas libres o inmovilizados.

Otra de las isoformas de citocromo P-450 que se han inmovilizado es CIP105D1 a partir de 

Streptomyces griseus expresada en Escherichia coli utilizando DE52 y un sistema 

regenerador de NADPH[11]. 
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2. J U S T I F I C A C I Ó N.

El CIP-450 biotransforma una gran diversidad de compuestos mediante reacciones de 

hidroxilación, deshidrogenación, isomerización, etc; lo cual lo hace atractivo para ser 

empleado  en procesos biotecnológicos, así como para su uso en síntesis orgánica, ya que 

posee una regioselectividad y estereoselectividad alta. Sin embargo, su uso in vitro en 

forma libre tiene ciertas desventajas entre las que destacan: 1) el método de obtención de 

microsomas y purificación  de isoformas toma mucho tiempo por ser un proceso laborioso, 

2) se requiere de animales integros, 3) se necesita de un proceso de inducción  para obtener 

una cantidad mayor de citocromo P-450. Todo esto puede evitarse si se logra mantener 

activa  a cada una de las principales isoformas  del citocromo P-450, inmovilizadas en un 

material mesoporoso, cuyo objetivo sería determinar que sustrato se transforma y que 

isoforma participa.

La biotransformación del ácido valproico, ha sido ampliamente estudiada a tal grado que se 

han identificado las isoformas del citocromo P-450 que participan en el mecanismo 

catalítico, así como los metabolitos que genera y sus efectos, estos estudios se realizaron 

con las isoformas libres y después de cada ensayo tuvieron que ser eliminadas, a pesar de 

esto, se tiene información valiosa para poder evaluar si las isoformas inmovilizadas 

mantienen su actividad.

Aunque se han inmovilizado microsomas, para evaluar la biotranformación de fármacos in 

vitro no es posible identificar las isoformas que realizan la biotransformación, además de 

que se han empleado como soportes resinas de intercambio iónico, las cuales tienen que ser

activadas antes de su uso y el tiempo de inmovilización  es largo en comparación con la 

inmovilización en MCM-41.

MCM-41 es conveniente para la inmovilización de enzimas o sistemas enzimáticos como 

el citocromo P-450, debido a que el diámetro de poro puede adecuarse, dependiendo del 

tamaño de la enzima, además la  síntesis de MCM-41 es sencilla y de bajo costo.
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3. H I P Ó T E S I S.

Si diversas enzimas como la papaína, el citocromo c, y la tripsina, inmovilizadas en   

MCM-41 han mantenido su actividad catalítica, es posible que el CIP2C9 y el CIP2B4 

inmovilizados en MCM-41 biotransformen sustratos como el ácido valproico.

4. OBJETIVO GENERAL.

Determinar si el CIP2C9 y el CIP2B4 mantienen, su actividad catalítica una vez que han 

sido inmovilizadas sobre la MCM-41 con y sin aluminio, con respecto al citocromo P-450 

presente en los microsomas.

4.1. OBJETIVOS  ESPECIFICOS.

1. Obtener los microsomas a partir de hígado de rata, pretratadas con fenobarbital a fin de 

inducir el citocromo P-450.

2. Sintetizar la MCM-41 con diferente relación Si/Al para modificar su superficie iónica.

3. Caracterizar la MCM-41 por difracción de rayos X, análisis de texturas, microscopía 

electrónica de transmisión y espectroscopia de IR con piridina.

4. Inmovilizar las isoformas CIP2C9 y CIP2B4.

5. Llevar a cabo la reacción  de biotransformación del ácido valproico  en los microsomas  

y con las isoformas puras antes y después de la inmovilización. 

6. Cuantificar la cantidad de ácido valproico convertido empleando cromatografía de 

gases con detector de flama directa (GC/FID).

7. Identificar los metabolitos obtenidos por cromatografía de gases acoplado a masas 

(GC/MS).
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5. DISEÑO METODOLÓGICO.

5.1. INDUCCIÓN Y OBTENCION DE CITOCORMO P-450.

Administración de fenobarbital. Se emplearon  2 grupos de 11  ratas de la cepa Wistar 

con un peso de 220-250 g. Al primer grupo se le administró fenobarbital  a una dosis de 80 

mg/kg por vía intraperitonial durante 4 días[82], el fenobarbital se adquirió de la casa sigma, 

el segundo grupo fue empleado como testigo al cual se le administró solución fisiológica.

Extracción y disección del hígado. Al quinto día de tratamiento las ratas se sacrificaron  y 

mediante exposición de la cavidad toráxico-abdominal, el hígado se prefundió in situ, por 

la vena cava inferior con 100 ml de solución fisiológica fría.

Obtención de los microsomas. Se extrajo el hígado, se mantuvo en hielo seco y se 

homogeneizo con 20 ml de sacarosa 0.25 M usando un homogenizador Dispergierstation T 

8.10 (5 min,  velocidad 4). A partir de éste homegeizado la fracción microsomal se obtuvo 

por una modificación del método de Manno [82-83]. El homogeneizado se centrifugó a       

10 000 g por 16 min a 4 ºC utilizando una centrifuga  Eppendorf 5804R.  Al sobrenadante  

se le adicionó cloruro de calcio  hasta alcanzar una concentración final de 8 mM, se agitó y 

se centrifugó  a 20 000 g  por 28 min a 4 ºC. El sobrenadante se descartó y los microsomas 

contenidos en el precipitado se resuspendieron en 15 ml de una solución de  KCl 0.15 M, 

se agitó y centrifugó nuevamente a 20 000 g por 28 min a 4 ºC.

Finalmente, los microsomas se resuspendieron en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4  con 

20% de glicerol y se almacenaron a -70 ºC. 

Determinación del contenido de proteína. Se realizó empleando el método de Lowry[84] , 

utilizando una curva estándar de albúmina de suero bovino.

Determinación y cuantificación del citocromo P-450. Una vez obtenidos los microsomas 

se determinó el contenido de citocromo P-450 a través del método de Omura y Sato [19]. Se 

diluyó 1 ml de la solución de microsomas en  9 ml  de buffer de fosfatos pH 7.4.  
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Se adicionaron 90 µg de ditionita de sodio para reducir el fierro del grupo hemo, se tomó 

una muestra de 3 ml la cual sirvió de testigo y el resto se burbujeo con monóxido de 

carbono de ultra alta pureza,  se realizó un barrido a la muestra desde 200 hasta 900 nm en 

un espectrofotómetro Cintra 5 UV-Visible para observar el pico característico en 450 nm. 

Para calcular la cantidad de citocromo P-450 en la muestra se empleo un coeficiente de 

extinción de 91 cm-1 mM-1.

5.2. SINTESIS DEL MATERIAL MESOPOROSO DEL TIPO MCM-41.

Por síntesis hidrotérmica se obtuvieron 3 materiales con diferente relación Si/Al y uno sin 

aluminio[79-81], empleando como templete 9 g de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTABr) 

el cual se mezcló con 43 ml de agua destilada en una autoclave con recipiente de teflón a 

65 ºC. Bajo agitación durante 30 min se adicionaron 4.5 g de ácido silicico y 1.2 g  de 

hidróxido de sodio enseguida se cerro la autoclave y se aumento la temperatura hasta       

95 ºC durante 24 h. Transcurrido este tiempo se adicionó el  nitrato de aluminio (de 

acuerdo a la relación silicio/aluminio empleada) y se dejó nuevamente a 95 ºC por 24 h. El 

material obtenido se lavó con agua desionizada  y se calcinó a 650 ºC  por 24 h.

Las relaciones Si/Al empleadas fueron de 0, 8, 10, 14. Las muestras fueron codificadas 

como se muestra en la Tabla I.

Tabla I. Materiales mesoporosos del tipo MCM-41 sintetizados sin y con diferente relación 

Si/Al.

Muestra Relación 

silicio/aluminio 

(Si/Al)

Composición en porcentaje molar

M-1 0 0.35Si : 0 Al : 0.63CTABr : 0.77NaOH : 98 H2O

M-2 8 0.35Si : 0.043Al : 0.63CTABr : 0.77NaOH : 98 H2O

M-3 10 0.35Si : 0.034Al : 0.63CTABr : 0.77NaOH : 98 H2O

M-4 14 0.35Si : 0.025Al : 0.63CTABr : 0.77NaOH : 98 H2O
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5.2.1 CARACTERIZACIÓN DEL MATERIAL MCM-41.

El material sintetizado MCM-41 se caracterizó por difracción de rayos-X, microscopía 

electrónica de transmisión (MET), análisis texturales y por espectroscopía de infrarrojo 

(IR) con piridina. Mediante estos análisis, se determinó la estructura del material, el área 

específica, volumen y diámetro de poro, así como la acidez.

 Caracterización por difracción de Rx. Los difractogramas de  rayos-X de 

MCM-41 sintetizados sin y con diferente relación Si/Al fueron obtenidos  en un 

difractometro Siemens D5005 con un monocromador de grafito, en la región  a bajo ángulo 

de 1.5° a 20° en una escala de 2θ. La identificación de las fases se realizó mediante la 

comparación de los difractogramas obtenidos con el difractograma ya reportado como se 

observa en la Gráfica 2.

 Caracterización por microscopía electrónica de transmisión. Mediante el 

uso de ésta técnica se pudo corroborar el arreglo de los poros  obteniendose las 

micrografias para algunas de las MCM-41 sintetizadas. 

Determinación de las propiedades texturales. Mediante un analizador de 

área superficial y porosimetría Micromeritics ASAP 2405, se empleó como adsorbato N2 a 

77 K. La acidez se determinó por IR con piridina a 10-3 mbar, temperatura  ambiente, 100 

ºC, 200 ºC y 300 ºC.

5.3  INMOVILIZACIÓN DE LAS ISOFORMAS CIP2B4 Y CIP2C9.

La inmovilización se realizó por adsorción [13], empleando 0.9 ml de una solución 1.28 y 

0.3 µM de CIP2B4 y CIP2C9 respectivamente y 50 mg de MCM-41, se adicionaron las 

mismas cantidades con todas las muestras de material MCM-41 sintetizado. 



Biotransformación de ácido valproico por citocromo P-450, CIP2C9 y CIP2B4  inmovilizadas sobre  MCM-41 

29

Se agitó el material en la solución de enzima a 4 °C por 2 h; una vez transcurrido este 

tiempo las muestras se centrifugaron a 5000 rpm  a 4 °C por 20 min y al sobrenadante se le 

determinó la cantidad de proteínas.  

El material precipitado se lavó con agua destilada y se centrifugó nuevamente a 5000 rpm 

a 4 °C por 20 min. Al sobrenadante obtenido en esta segunda centrifugación también se le 

determinó el contenido de proteína. El material se filtró y secó para ser empleado en la 

reacción, con el fin de determinar si la enzima que se fija al material tiene actividad 

catalítica. Al final de la inmovilización las muestras fueron codificadas como se muestra en 

la Tabla II.

Tabla II. Muestras de CIP2C9 y CIP2B4 inmovilizadas en MCM-41.

RELACIÓN Si/Al

Enzima Sin Al 8 10 14

CIP2C9 M-5 M-6 M-7 M-8 

CIP2B4 M-9 M-10 M11 M-12

5.3.1. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE PROTEÍNA UNIDA A 

MCM-41.

La determinación de proteínas antes y después de la inmovilización se realizó mediante el 

método de BCA [85-86]  debido  a que la concentración de la solución de enzima es baja  y 

este método es mucho más sensible que el de Lowry. El método de BCA permite 

determinar desde 0.2 hasta 50 µg de proteína en 500 µl.  Para la curva estándar se empleo 

albúmina de suero bovino. Los reactivos para el ensayo fueron adquiridos de la casa sigma.
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5.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA.

Para llevar a cabo la reacción con los microsomas, la enzima libre e inmovilizada se 

empleó 1mM de ácido valproico como sustrato, 1mM de NADPH, 1mM de MgCl2, 1nmol 

de CIP-450 de microsomas de hígado de rata tratadas con fenobaribital. En el caso de la 

isoforma pura se utilizó 0.1 nmoles (CIP2C9 y CIP2B4 fueron adquiridas de sigma), todo 

esto en un volumen final de 1ml utilizando buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. En el caso de 

las reacciones en las que se empleó citocromo P-450 reductasa se utilizarón 0.2 nmoles. La 

mezcla de reacción fue incubada a 37 °C por 40 min, se finalizó con la adición de 1 ml de 

HCl frío al 10%. Se adicionó 0.19 µg de ácido ciclohexancarboxílico (sigma) como 

estándar interno para los análisis de GC/MS. La muestra se centrifugó  a 5000 rpm  a 4 °C 

por 25 min. Al sobrenadante se le hizo una extracción con acetato de etilo, el extracto 

orgánico se secó con sulfato de magnesio  y después se concentró con N2 seco ultra alta 

pureza, hasta alcanzar un volumen de 20 µl. A éste concentrado se le adicionaron 50 µl de 

N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) [3-4] a 95 °C por 45 min, para obtener los 

derivados silanizados. Las muestras se almacenaron   a -20 °C hasta su determinación.

5.4.1. BIOTRANSFORMACIÓN DEL ÁCIDO VALPROICO.

La cantidad de ácido valproico transformado, se cuantificó  mediante cromatografía de 

gases con detector de flama (GC/FID) empleando  un cromatógrafo HP 6890 con helio 

como gas de arrastre y con una columna HP-1 de 60m x 0.32 mm id x 0.25 µm. La 

cantidad de muestra inyectada fue de 1 µl, la temperatura inicial fue de  50 °C  durante 

1min, la primera rampa fue de 25 °C/min hasta 120 °C, las siguientes rampas de                 

6 °C/min a 180 °C  y de 30 °C/min  a 260 °C manteniendo esta última durante 5 min.  La 

temperatura del detector de ionización de flama fue de 270 °C  y la del inyector Split  de 

250 °C.  Para la cuantificación se empleo una curva de calibración a partir del área del 

estándar y del ácido valproico.
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5.4.2. IDENTIFICACIÓN DE LOS METABOLITOS

Para la identificación de los metabolitos las muestras se analizaron por cromatografía de 

gases acoplada a masas[87-88] (GC/MS), en un equipo Saturno 2000 Varian, la columna 

empleada en el cromatógrafo fue también  HP-1. En los análisis de espectrometría de 

masas la técnica de  ionización empleada fue de impacto electrónico con una energía de 70 

eV, la trampa iónica  a 180 µA y las  temperaturas en la línea de transferencia, la trampa y 

el inyector fueron de 250, 180 y  250 °C respectivamente. Las muestras que se analizaron 

en la reacción fueron codificadas como se observa en la Tabla III.

Tabla III. Codificación de las muestras en  base en los componentes de la reacción.

MUESTRA SISTEMA

M-13 CIP2C9 + NADPH sin la reductasa

M-14 CIP2C9 + NADPH con la reductasa

M-15 CIP2C9 sin NADPH con la reductasa

M-16 Microsomas

M-17 CIP2B4 + NADPH sin la reductasa

M-18 CIP2B4 + NADPH con la reductasa

M-19 CIP2C9-MCM-41(sin Al) + NADPH sin la reductasa

M-20 CIP2C9-MCM-41(Si/Al=8) + NADPH sin la reductasa

M-21 CIP2C9-MCM-41(Si/Al=10) + NADPH sin la reductasa

M-22 CIP2C9-MCM-41(Si/Al=14) + NADPH sin la reductasa

M-23 CIP2B4-MCM-41(sin Al) + NADPH sin la reductasa

M-24 CIP2B4-MCM-41(Si/Al=8) + NADPH sin la reductasa

M-25 CIP2B4-MCM-41(Si/Al=10) + NADPH sin la reductasa

M-26 CIP2B4-MCM-41(Si/Al=14) + NADPH sin la reductasa
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6. RESULTADOS.

6.1. CUANTIFICACIÓN  DE PROTEÍNAS TOTALES Y CITOCROMO P-450.

Para determinar si existía diferencia estadísticamente significativa entre los grupos con 

respecto al contenido de proteínas totales (Gráfica 4) se utilizó un análisis de varianza 

bifactorial para mediciones repetidas (RM). El resultado fue P < 0.0001 para los 

tratamientos, no así para las repeticiones, en donde P>0.05, por lo que la diferencia se debe 

a los tratamientos y no a las repeticiones. Para el contenido de citocromo P-450 (Gráfica 5) 

se utilizó un análisis de varianza unifactorial y se obtuvo diferencia estadísticamente 

significativa entre el testigo y las ratas pretratadas con fenobarbital, en donde P< 0.05. Los 

datos se muestran en la Tabla IV.

Tabla IV. Efectos de la administración de fenobarbital sobre el contenido de proteína 

microsomal y citocromo P-450.

Parámetro Testigo

n=11

Fenobarbital

n=11

Peso del hígado (g). 13.7 17.7

Proteína total (mg). 88.34 185.34a

mg de proteína por g de hígado. 6.45 10.44

Citocromo P-450 total (nmol). 53.50 350.49a

nmol citocromo P-450 por mg de 

proteína. 0.60 1.89

nmol citocromo P-450 por g de 

hígado. 3.91 19.73
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* P< 0.05.

Gráfica 4. Contenido de proteínas totales en microsomas de hígado de ratas pretratadas con 

fenobarbital.
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Gráfica 5: Contenido de citocromo P-450 en microsomas de hígado de ratas pretratadas 

con fenobarbital.
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En la Figura 12 se muestra el espectro de UV-visible de los microsomas obtenidos de 

hígado de rata, en donde se observa el pico característico a 450 nm  de citocromo P-450. El 

pico que se observa alrededor de 550 nm se debe a citocromo b5 y no ha metahemoglobina 

ya que ésta da un pico a 520 nm.

Longitud de onda (nm)

Figura 12. Pico característico del citocromo  P-450, reducido y tratado con CO en 

microsomas de hígado de rata pretratadas: a)  fenobarbital  b) solución fisiológica.

6.2. CARACTERIZACIÓN DE MCM-41 CON DIFERENTES  RELACIONES Si/Al.

Una vez sintetizados todos los materiales mesoporosos MCM-41, M-1, M-2, M-3, M-4  

con relaciones Si/Al de 0, 8, 10, 14, respectivamente, estos se caracterizaron por difracción 

de rayos-X, microscopía electrónica y análisis de texturas.
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Los patrones obtenidos mediante difracción de rayos-X (Figura 13) corresponden a un 

material mesoporoso del tipo MCM-41 con un arreglo hexagonal y una distancia 

interplanar en el plano (100) de 37.27, 37.52, 37.73, y 37.95 para el material M-1, M-2,  

M-3, M-4  respectivamente. 

Así mismo, en la Figura 13 se puede observar que a medida que se incrementa el contenido 

de aluminio disminuye la intensidad en el pico de  difracción (100) característico de los 

materiales mesoporosos con una estructura hexagonal. Estos resultados son similares a los 

obtenidos por L.Y. Chen [81].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

30000

(100) d=37.73A

(100) d=37.52A

(100) d=37.95A

(100) d=37.27A

MCM41 Si/Al=14

MCM41 Si/Al=10

MCM41 Si/Al=8

MCM41 Si/Al=0

In
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2Θ

Figura 13. Patrón de difracción de rayos-X, de MCM-41 con y sin Al.
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El arreglo ordenado y la forma hexagonal de los poros para cada una de las muestras se 

observaron mediante microscopía electrónica de transmisión (Figura 14). Aquí sólo se 

muestra la microscopía correspondiente a la muestra M-4. 

Como se observa en la microscopía electrónica de transmisión y en base a la distancia 

interplanar obtenida por difracción de rayos-X, existen entre 6 y 7 poros en 25 nm para    

M-4 (Si/Al=14). Y debido a que todos los materiales tienen aproximadamente la misma 

distancia interplanar estos, pueden tener la misma cantidad de poros en 25 nm. 

Figura 14. Microscopía electrónica de transmisión de M-4  (Si/Al= 14).

Mediante el análisis de texturas se obtuvo el área superficial, el diámetro y volumen de 

poro de todas las muestras sintetizadas (M-1, M-2, M-3, M-4), los cuales se  resumen en la 

Tabla V.
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Tabla V. Características texturales de MCM-41 con diferente relación Si/Al.

El material con mayor acidez es aquel que tiene una mayor cantidad de aluminio, ya que 

este provoca que aumente la cantidad de sitios ácidos de Lewis incrementando la 

absorbencia a 1449 cm-1, la banda en 1600 cm-1 se refiere a los grupos OH, los espectros 

que se muestran son los obtenidos a temperatura ambiente ver gráfica 6.

0.5

0.7

0.9

1.1

1.3

1.5

1.7

1.9

2.1

1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700

cm-1

ab
so

rb
en

ci
a

Si/Al=0 Si/Al=14 Si/Al=10

MCM-41

M-1 M-2 M-3 M-4 

Área especifica (m2/g) 915 1025 1056.72 1022

Diámetro de poro (Å) 45 47 51.6 55

Volumen de poro (cm3/g) 1.02 1.21 1.47 1.40

Acidez de Lewis (µg/g) 879 1968 1148 1273

Acidez de Bronsted (µg/g) 0 0 44 0

Gráfica 6. Espectro de IR con piridina
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6.3. CANTIDAD DE ENZIMA INMOVILIZADA EN MCM- 41.

Una vez sintetizados los materiales con diferente relación Si/Al se realizó la 

inmovilización de las dos isoformas puras CIP2B4  y CIP2C9 en los cuatro materiales. La 

cantidad de enzima inmovilizada en cada material se muestra en la Tabla VI.

Tabla VI. Cantidad de enzima inmovilizada sobre MCM-41 con diferente relación Si/Al.

CIP2C9 CIP2B4

Muestra

Cantidad de enzima 

inmovilizada         

(µµµµg/ g material) Muestra

Cantidad de enzima 

inmovilizada            

(µµµµg/g material)

M-5 199** M-9 870*

M-6 186** M-10 682*

M-7 212** M-11 914*

M-8 163** M-12 817*

* n=6; **n=3.

Mediante el análisis de varianza unifactorial no hubo diferencia estadísticamente 

significativa entre la cantidad de enzima inmovilizada en MCM-41 con diferente relación 

Si/Al,  a pesar de que se observa un mayor contenido de enzima, en el material con 

relación Si/Al=10, esto podría ser debido a que este material es el que tiene una mayor 

área, como se muestra en la Tabla V, y además tiene una acidez intermedia en base a los 

materiales sintetizados.
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En la gráfica 7 y 8  se muestra la cantidad de CIP2C9 y CIP2B4 en la solución antes y 

después de la inmovilización. En éstas se aprecia diferente cantidad de CIP2C9 y CIP2B4 

en la solución antes de inmovilizar, debido a que se disponía de una mayor cantidad de 

CIP2B4. 
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Gráfica 7. Contenido de CIP2C9 en MCM-41 con diferentes relaciones Si/Al.
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Gráfica 8. Contenido de CIP2B4 en MCM-41 con diferentes relaciones Si/Al.

El porcentaje de enzima inmovilizada en cada uno de las MCM-41  se muestra en la Tabla 

VII, estos porcentajes  coinciden con el de otras enzimas que han sido inmovilizadas sobre 

MCM-41[2].

*

*

* *
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Tabla VII. Porcentaje de CIP2C9 y CIP2B4 inmovilizada en MCM-41.

CIP2C9 CIP2B4

Muestra**
% de enzima 
inmovilizada Muestra*

% de enzima 
inmovilizada

M-5 78 M-9 88

M-6 72 M-10 79

M-7 83 M-11 92

M-8 64 M-12 82

*n=6; **n=3

Es necesario considerar, si la enzima tiene carga eléctrica a pH de 7.4, en el cual se realizó 

la inmovilización, debido a que si la enzima presenta carga, está podría interaccionar mejor 

con el material, ya que éste tiene acidez de Lewis, por lo que,  sería conveniente que la 

enzima tuviera una carga negativa. Se calculó el porcentaje de aminoácidos con carga 

positiva y negativa a pH de 7.4, a partir de la secuencia de aminoácidos para cada una de 

las isoformas reportadas en la literatura[89-90], la cantidad de aminoácidos con carga 

positiva y negativa se muestran en la Tabla VIII. A este valor de pH la enzima se encuentra 

en su punto isoeléctrico, por lo tanto es posible que la interacción con el material no sea 

suficiente para notar una diferencia entre la cantidad de enzima inmovilizada en las MCM-

41 con diferente acidez. Por lo anterior, sería conveniente llevar a cabo la inmovilización  

con diferentes valores de pH, teniendo en cuenta la estabilidad de la enzima.

Tabla VIII. Porcentaje de aminoácidos con carga a pH de 7.4 en CIP2B4 y CIP2C9.

Aminoácidos CIP2B4 CIP2C9

con carga positiva 11% 12%

con carga negativa 11% 11%
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6.4. CARACTERIZACIÓN DEL SISTEMA CIP2B4-MCM- 41 (M-12).

Una vez que las enzimas se inmovilizaron sobre las MCM-41, se eligió una muestra de 

CIP2B4 inmovilizada (M-12), ya que de ésta se disponía de una mayor cantidad y dado, 

que no se obtuvo diferencia significativa en la cantidad de enzima inmovilizada en los 

diferentes materiales. A esta muestra se le realizaron los mismos análisis de caracterización 

que al material solo,  con la finalidad de observar si ocurrían cambios en la estructura del 

mismo después de la inmovilización. 

En la Figura 15 se muestra el patrón de difracción de  rayos-X  para M-4 (con el proceso 

de inmovilización) y M-12 (CIP2B4-MCM-41-Si/Al=14), observando que el patrón de 

difracción de rayos-X  no cambió entre M-4 y M-12 lo cual sugiere que las moléculas  de 

CIP2B4 fueron adsorbidas en los poros de MCM-41, con un diámetro de poro de 54 Å y 

que esto contribuye a mantener la estructura. Sin embargo, ocurren algunos cambios en el 

patrón de difracción de rayos-X de M-4 cuando se adiciona solo el buffer sin la enzima, 

uno de estos es que el pico de difracción en el plano (100) es muy pequeño y los demás no 

aparecen, mostrando con ello que la estructura no se  mantiene.

Figura 15. Patrón de DRX de: (a) M-4 (MCM-41 Si/Al =14), (b) M-12(CIP2B4-MCM-

41 Si/Al=14), (c) M-4 con proceso de inmovilización.
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Al realizar el análisis de texturas a la muestra M-12 (CIP2B4-MCM-41-Si/Al=14) se 

observó que el volumen de poro y las isotermas de adsorción de N2 (Figura 16) 

disminuyen, en comparación con M-4 la cual se refiere a la misma MCM-41 pero sin la 

enzima, por lo cual, la enzima podría estar inmovilizada en el material y de esta forma 

ocupar parte del área, observándose con ello una disminución en la misma, al igual que en 

la cantidad de nitrógeno adsorbida. Los resultados  del análisis  de texturas de M-12  en 

comparación  con M-4 se muestran en la Tabla IX.

Tabla IX. Análisis texturales de; M-4 (MCM-41 Si/Al=14) y M-12 (CIP2B4-

MCM-41Si/Al=14).

Muestra Área superficial 

(m2/g)

Diámetro de poro 

(Å)

Volumen de poro 

(cm3/g)

M-4 1022 54.71 1.40

M-12 806 48.87 0.99
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Figura 16. Isoterma de adsorción de N2 de M-4 (MCM-41 Si/Al=14) y M-12

(CIP2B4-MCM-41Si/Al=14).
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En la microscopia de M-4 (MCM-41 Si/Al=14) (Figura 14) se observa que los poros tienen 

un arreglo hexagonal tal y como se describió anteriormente. Sin embargo, cuando se ha 

inmovilizado la enzima (Figura 17 a), se observan regiones en las cuales ya no es posible 

distinguir los poros, esto podría ser debido a que la enzima los está cubriendo, ya que en la 

microscopía de CIP2B4 liofilizada (Figura 17 b), se muestra pequeñas  partículas obscuras. 

Figura 17. Microscopía electrónica de transmisión de: a) M-12 (CIP2B4 -MCM-41 

Si/Al=14) y b) CIP2B4 liofilizada.
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 50 nm

Enzima

Zonas obscuras.

a

b



Biotransformación de ácido valproico por citocromo P-450, CIP2C9 y CIP2B4  inmovilizadas sobre  MCM-41 

46

6.5. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD.

Se obtuvieron los cromatogramas GC/FID, de cada uno de los componentes de la mezcla 

tales como: el estándar (Figura 18) el cual tiene un tiempo de retención de 18.94 min, el 

N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) (Figura 19) con un tiempo de retención 

de 9.4, y el ácido valproico (Figura 20) con un tiempo de retención de 17.689. Se realizó la 

cromatografía de gases para una muestra (Figura 21) y se descartaron los picos de todos los 

componentes dejando solo el que corresponde al ácido valproico. Para confirmar que era el 

pico del ácido valproico se realizó espectrometría de masas obteniendo el patrón de 

fragmentación correspondiente como se muestra en la Figura 22.  

Figura 18. Cromatograma de GC/FID del ácido ciclohexancarboxílico (estándar).
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Figura 19. Cromatograma de GC/FID del N,O,-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida 

(BSTFA).

Figura 20. Cromatograma de GC/FID del ácido valproico.
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Figura 21. Cromatograma de GC/FID de una muestra con todos los componentes.

Figura 22. Espectro de masas del ácido valproico silanizado.
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En el espectro de masas del ácido valproico figura 22, se puede observar el ión molecular 

muy pequeño, este corresponde a una relación m/z de 216, lo cual coincide con el peso 

molecular de dicho compuesto silanizado. Aunque el ión molecular es pequeño se observa 

el fragmento con relación  m/z 201 que corresponde a la pérdida de un grupo metilo, y es 

el que generalmente se observa[91-92].

Una vez que se confirmó por espectrometría de masas el pico correspondiente al ácido 

valproico, se cuantificó el área de éste para determinar la actividad de la enzima 

inmovilizada en cada uno de los materiales MCM-41.

6.5.1. ACTIVIDAD DEL SISTEMA CIP2C9-MCM-41.

La actividad del CIP2C9 libre, inmovilizada y bajo diferentes condiciones durante la 

reacción se resume en la Tabla X.

Tabla X. Actividad de CIP2C9 inmovilizada en MCM-41.

Muestra

Actividad (nmol de valproico/nmol de 

CIP2C9 /min)

M-13 N.D.

M-14 103±14.62

M-2 N.D

M-7 sin NADPH N.D.

M-19 28.56 ± 7.102*

M-20 30.40 ± 9.357*

M-21 35 ± 0.79

M-22 32.60 ± 10.77*

* Es la media de n=3 ± s
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La conversión de ácido valproico se corroboró buscando por cromatografía de gases 

acoplado a espectrometría de masas los metabolitos de la biotransformación  ya sea el       

3-OH-VPA, 4-OH-VPA, 5-OH-VPA o ∆4-VPA (la olefina). Se obtuvieron fragmentos 

característicos para estos compuestos hidroxilados como es el ion m/z 147 y m/z 117, 

además del ión molecular de la olefina, el espectro de masas de este compuesto se muestra 

en la Figura 23.

Cabe mencionar que los estudios de identificación de los metabolitos se hicieron, solo 

cualitativos y no cuantitativos. 

Figura 23. Espectro de masas del  ácido 2-n-propil ∆4 petenoico (∆4-VPA).
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En la figura anterior se muestra una amplificación del ión molecular de la olefina ya que 

este es muy pequeño, así como los fragmentos y la estructura a la cual corresponde dicho 

espectro. En el eje de las ordenadas en los espectros de masas se muestra la abundancia 

que tiene cada fragmento y en las abcisas la relación masa carga.

Figura 24. Espectro de masas del ácido 3-hidroxi-2-propil-∆4–pentenoico (3-OH-∆4-VPA).

También se obtuvo  el espectro de masas que corresponde a la olefina con un grupo 

hidroxilo en la posición 3, este se observa en la figura 24. En este no se tiene el ión 

molecular pero sí el fragmento 286 que corresponde a la pérdida de un grupo metilo a 

partir del ión molecular.

El ion m/z 147 corresponde a la pérdida de dos grupos trimetilsililoxi (Me3Si−O+=SiMe2), 

los cuales indican la presencia de grupos hidroxilo en los metabolitos silanizados[21] . Las 

estructuras de los fragmentos se muestran en la siguiente Figura 25.

COOSi(CH3)3

OSi(CH3)3

m/z 302

(M+.- 15)
(M+.- 44)

m/z



Biotransformación de ácido valproico por citocromo P-450, CIP2C9 y CIP2B4  inmovilizadas sobre  MCM-41 

52

OSi(CH3)3

COOSi COO

O

COOSi(CH3)2

OSi(CH3)3

COO(CH3)3Si-O-Si(CH3)2

CH3

CH3

CH3

Si(CH3)2

Si(CH3)3

COO

OH

Si(CH3)2

m/z 302 m/z 287 m/z 243

-15 -44

-96 -143 -73

m/z 147 m/z 100 m/z 170

Figura 25. Fragmentos del ácido 3-hidroxi-2-propil-∆4–pentenoico (3-OH-∆4-VPA).

6.5.2. ACTIVIDAD DEL SISTEMA CIP2B4-MCM-41.

Se obtuvo la actividad de CIP2B4 libre e inmovilizada, los resultados se muestran en la 

Tabla XI .

Tabla XI. Actividad de CIP2B4 inmovilizada en MCM-41.

Muestra

Actividad (nmol de valproico/nmol de 

CIP2B4 /min)*

M-17 N.D.

M-18 81.78 ± 7.67

M-23 56.797± 9.43

M-24 27.163 ± 6.54

M-25 78.87± 11.86

M-26 63.083 ± 10.89

* n=3 ± s, N.D; no se detecto actividad.
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Cuando se evaluó la actividad de CIP2B4 libre con NADPH sin la citocromo P-450 

reductasa (M-17), no se detectó actividad, esto puede ser debido a que en este sistema no 

hay quien lleve a cabo la transferencia de los electrones del cofactor reducido a el CIP2B4, 

sin embargo para las muestras M-23, M-24, M-25 y M-26 el material podría estar 

participando como transportador de electrones; ya que no se tiene la citocromo P-450 

reductasa y sin en embargo se obtiene actividad.

En estas muestras se obtuvieron los mismos espectros de masas de los metabolitos  

obtenidos con CIP2C9, en la figura 26 se muestra el cromatograma de gases (CG), en este 

el pico que se observa es el de la olefina la cual esta presente en la muestra de CIP2C9 y 

CIP2B4.

Figura 26. Cromatograma de gases de las muestras de CIP2C9 y CIP2B4.
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6.5.3. ACTIVIDAD DE LOS MICROSOMAS. 

La actividad de citocromo P-450 de hígado de rata pretratada con fenobarbital es baja, lo 

cual puede ser debido a que los metabolitos producidos lo inhiban, o a que la cantidad de 

NADPH fue muy poca y no se empleo un sistema regenerador.

Tabla XII. Actividad de citocromo P-450 de microsomas de hígado de rata.

Muestra

Actividad (nmol de valproico/nmol de cip-

450/min)

M-16 * 24.4167 ± 2.72

* n = 3 ± s

Los microsomas metabolizaron al ácido valproico en compuestos hidroxilados como se 

muestra en el espectro de masas (Figura 27). Aunque en dicho espectro no se ha observado 

el ión molecular, esto puede ser debido a que la molécula sea muy inestable y se fragmente 

a compuestos más estables: el pico base con relación m/z 73 corresponde a la perdida de un 

radical etilo con rearreglo para dar un catión estabilizado por resonancia, los fragmentos en 

117 y 147 indican la existencia de metabolitos hidroxilados. Éstos fragmentos se observan 

en la Figura 27.
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Figura 27. Espectro de masas del ácido 4-hidroxi-2-propil pentanoico, un metabolito del 

ácido valproico

El ion en m/z 117 se refiere al fragmento  CH3−CH=O+−SiMe3 el cual demuestra que la 

posición del OH es en el C-4, este ión ha sido ampliamente encontrado en espectros de 

ésteres de alcoholes (ω-1) silanizados [93].  

COOSi(CH3)3OTMS

(M+· -C6H16OSi)+

(M+· -C4O2H9Si)+

(M+· -C11O3H22Si)+
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS.

El contenido de proteínas totales así  como el de citocromo P-450 aumentan en los 

microsomas de hígado de ratas pretratadas con fenobarbital. Éste fármaco incrementa el 

contenido de citocromo P-450 cerca de 6.6 veces y el contenido de proteínas 

aproximadamente 2.1 veces en comparación con las ratas testigo. Por lo tanto, existe 

diferencia significativa en el contenido de proteínas totales y citocromo P-450  entre los 

microsomas de hígado de rata pretratada con fenobarbital y los microsomas de hígado de 

rata a los cuales se les administro solución salina, (P<0.05). Coincidiendo con lo reportado 

en la literatura[94]

Los microsomas obtenidos contienen alrededor de 1.8 nmol de citocromo P-450/mg de 

proteína  dato que es muy similar a lo determinado en los microsomas obtenidos de hígado 

de ratas pretratadas con fenobarbital y empleados en las reacciones de biotransformación 

por otros investigadores[95-96]. En la figura 12, se puede observar que al determinar el 

contenido de citocromo P-450 mediante la absorción en el espectro visible a 450 nm no 

aparece ningún pico de absorbencia en 420 nm característico de la presencia de 

hemoglobina en los microsomas. La máxima absorbencia en 420 nm generalmente aparece 

cuando no se perfunde bien el hígado. Por lo tanto el espectro que se obtuvo carece de 

hemoglobina y es muy similar al reportado por  Omura y Sato[19].

Los materiales mesoporosos del tipo MCM-41 se han obtenido por síntesis hidrótermica 

con características como un área específica entre 800 y 950 m2/g cuando se sintetiza con y 

sin aluminio[65,75]. Por lo tanto, el área específica de los materiales MCM-41 fue adecuada, 

ya que es superior a 1000 m2/g cuando se sintetizó con aluminio, en cambio cuando se 

sintetizó sin aluminio el área fue muy similar a lo que se reportado, lo cual puede ser 

debida a la incorporación del aluminio. Esto nos indica que indica que existen una gran 

cantidad de poros en los que la enzima podría quedar atrapada.
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Humpery[97]  y Díaz[13] reportaron materiales MCM-41 con diámetros de poro de 3 a 4 nm 

para la inmovilización de enzimas como tripsina, papaína, citocromo c y peroxidasa, esta 

última tiene un peso molecular de 44 KD, una vez inmovilizada está enzima tuvo poca 

actividad, debido a que fue poca la cantidad de enzima que se fijo en los poros, por esto se 

propuso el uso de MCM-41 con diámetros de poro mayores. Debido a que las enzimas del 

citocromo P-450 tienen un peso similar al de la peroxidasa, el diámetro de poro promedio 

obtenido fue de 5 nm y el diámetro de poro más grande en el cual se inmovilizó CIP2C9 y 

CIP2B4 fue de 5.5 nm  por lo cual se consideró aceptable en base a lo reportado. 

El patrón de difracción de rayos-X de los materiales MCM-41 sintetizados con diferente 

relación Si/Al, muestran que los materiales tienen una estructura ordenada ya que se 

obtuvo el pico que corresponde a la difracción en el plano (100), el cual es característico de 

este tipo de materiales, también se puede observar en la figura 13 que el orden disminuye 

conforme aumenta la cantidad de aluminio en el material y se va perdiendo la estructura tal 

como se ha reportado por Corma[75,14].

Mediante microscopía electrónica de transmisión se corroboró que el material tiene un 

arreglo hexagonal y se pudo determinar la cantidad de poros de acuerdo a la escala 

empleada.

La adición de aluminio durante la síntesis de MCM-41 para su incorporación en la 

estructura sí modificó la ácidez del mismo, ya que el material sin aluminio presentó una 

menor ácidez en comparación con el de relación Si/Al de 8, por lo tanto al  aumentar el 

contenido de aluminio en MCM-41 aumenta la ácidez. Y debido a que la  incorporación de 

aluminio aumenta los sitios ácidos de tipo Lewis incrementando la banda en 1449 cm-1 , tal 

y como lo demostró Jentys[74], al realizar un estudio por  IR de los grupos hidroxilos en 

donde bandas en 3745, 3715 y 3530 cm-1 del espectro disminuyó y se incrementaron  las 

bandas en 1625, 1600, 1546 y 1449 cm-1 cuando se trataban con piridina, estas bandas han
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servido para identificar la ácidez en diversos soportes. También es importante mencionar 

que el material posee grupos hidroxilo (OH) debido a que se observa la banda en 1600 cm-1 

por lo que la enzima podría formar puentes de hidrógeno.

La inmovilización de CIP2C9 y CIP2B4 en MCM-41 fue de 70-80 %, sin importar la 

relación Si/Al del material, ya que no se obtuvo diferencia estadísticamente significativa en 

la cantidad de enzima inmovilizada en los materiales MCM-41 con diferente diferente 

relación Si/Al. Esto podría ser debido a que en la inmovilización de la enzima no afecta la 

acidez, sino más bien es el espacio disponible y el diámetro de poro quienes tienen una 

participación determinante, ya que en todos los materiales se obtuvo un área y un diámetro 

de poro similar. Esto también podría ser debido a que la inmovilización se realizó a pH de 

7.4; pH en el que la enzima se encuentra en su punto isoeléctrico, y por lo tanto la acidez 

del material no afecta.

Es importante señalar  que la inmovilización de CIP2B4 en MCM-41 no modificó la 

estructura del material, ya que el patrón de difracción de rayos-X mostró el pico 

correspondiente al plano (100). En el patrón de difracción de rayos-X de MCM-41 con tan 

solo el proceso de inmovilización no se observó este pico ya que éste no mantuvo su 

estructura; por lo tanto se podría decir que CIP2B4 ayuda al material  a mantener su 

arreglo hexagonal. Este comportamiento de los materiales cuando se les ha fijado una 

enzima ha sido descrito por  Takahashi [65] cuando inmovilizó la peroxidasa en FSM-16 

(material mesoporoso) y observó que el patrón de difracción de rayos-X se mantuvo.

Mediante la obtención de la isoterma de adsorción del CIP2B4 inmovilizada en MCM-41 

se observó que la enzima se fija al material puesto que la cantidad de N2 adsorbido es 

menor. Sugiriendo que la enzima podría estar tapando los poros ya que el área específica 

de la MCM-41 disminuye. En el trabajo realizado por Takahashi [65], también se muestra la 

disminución en la isoterma de adsorción antes y después de la inmovilización de la 
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peroxidasa. Esto también se observó cuando MCM-41 se empleó como soporte de  

heteropoliácidos y en el análisis estructural se presentó una gran disminución en el área 

específica  indicando que algunos poros fueron bloqueados, Corma [14].

Ninguna de las enzimas en su forma libre empleadas en este trabajo tuvo actividad en 

ausencia de la citocromo P-450 reductasa, debido a que la enzima libre requiere del 

sistema completo (NADPH, citocromo P-450 reductasa) esto se ha reportado por muchos 

investigadores, como en el estudio de biotransformación de ácido valproico realizado por 

Rettie [3] . El hecho de que el citocromo P-450 no tenga actividad catalítica en ausencia de 

la citocromo P-450 reductasa es debido a que ésta le transfiere los electrones a partir del 

NADPH para que el citocromo P-450 pueda oxidar sustratos. Se transfiere un solo electrón 

debido a que el las enzimas del citocromo P-450 no pueden captar los dos en un solo paso.

Cabe mencionar  que el material mesoporoso sólo no presenta actividad catalítica para 

transformar al ácido valproico, aún en presencia de NADPH. Así mismo es importante 

señalar  que el CIP2C9 inmovilizado en MCM-41 mantiene la tercera parte de su actividad 

aún sin citocromo P-450 reductasa, a diferencia de la enzima libre que sin la reductasa no 

tiene actividad catalítica, lo cual sugiere que el material MCM-41 podría transferir los 

electrones a la CIP2C9.  Esto representa una gran ventaja,  ya que si se emplea la enzima 

inmovilizada no será necesario el uso de citocromo P-450 reductasa para obtener  la 

biotransformación del sustrato que aunque es moderada, ésta podría mejorarse si se 

modifica el proceso de inmovilización y  el material. 

La isoenzima CIP2B4 presenta mayor actividad que CIP2C9 por lo que se podría decir que 

es más específica para la conversión de ácido valproico. La actividad de CIP2B4 

inmovilizada en MCM-41 con relación Si/Al =10 fue mayor que la enzima libre, esto 

puede ser debido a la presencia de cargas en el material;  referido Sundbelg [98] quien 

reportó que la actividad de CIP2B4 fue menor en membranas que contenían 

fosfatidilcolina, en cambio umentó cuando se introdujeron fosfolipidos con carga negativa, 
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sugiriendo que probablemente había un transporte de electrones más eficiente entre la 

citocromo P-450 reductasa y el CIP2B4. Es tal vez por esto, que CIP2B4 muestra una 

mayor actividad en el material con relación Si/Al=10 ya que éste presenta ácidez de 

Bronsted.

La actividad de las enzimas inmovilizadas en MCM-41 con diferente relación Si/Al varía, 

lo que nos sugiere que la ácidez del material influye en la actividad de las enzimas. Sin 

embargo existe un límite en la relación Si/Al que hace que disminuya la actividad de la 

enzima, ya que cuando éstas fueron inmovilizada en MCM-41 con relación Si/Al=10 la 

actividad fue mayor que en MCM-41 relación Si/Al=8. 

La actividad de estas isoformas en comparación con los microsomas obtenidos de hígado 

de ratas pretratadas con fenobarbital fue mayor debido a que las enzimas purificadas 

presentan  una mayor actividad. O puede deberse a que en la reacción no se contó con un 

sistema regenerador de NADPH que es necesario cuando se utilizan microsomas como  ha 

sido reportado por Manno[82] y otros investigadores.

Mediante espectrometría de masas se identificaron en todas las muestras el ácido               

3-hidroxi-2-propil-∆4–pentenoico (3-OH-∆4-VPA), el ácido 2-propil-∆4–pentenoico       

(∆4-VPA). Durante la biotransformación del ácido valproico por los microsomas se obtuvo 

también el 4-hidroxi-2-propil-∆4–pentenoico (4-OH-∆4-VPA), todos estos metabolitos han 

sido ampliamente encontrados durante la biotransformación del ácido valproico y el ácido 

2-propil-∆4–pentenoico (∆4-VPA) con microsomas e isoformas libres en los estudios 

realizados por Rettenmeir [91-92].

El hecho de que estas isoformas del citocromo P-450 mantengan su actividad una vez que 

han sido inmovilizadas y evaluadas en ausencia de citocromo P-450 reductasa,  sugiere que 

el MCM-41 puede estar participando en la transferencia de los electrones[99] sustituyendo a 
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la citocromo P-450 reductasa, lo cual genera un aporte importante  en los procesos de 

biotransformación.

Figura 28. Transporte de electrones a partir del NADPH  al citocromo P-450 por MCM-41

En la figura anterior se observa la transferencia de los electrones del NADPH al citocromo 

P-450 en ausencia de citocromo P-450 reductasa y en su lugar el material mesoporoso. 

Dado que el material presenta ácidez de Lewis esto sugiere que dicho material puede 

captar los electrones y transferirlos quizá al citocromo P-450. Sin embargo, la disminución  

en la actividad puede ser debido a que enzimas son catalizadores más rápidos que los 

catalizadores inorgánicos y la transferencia de los electrones puede estar ocurriendo más 

lentamente. 

MCM-41 (material mesoporoso con acidez de Lewis)

Producto



Biotransformación de ácido valproico por citocromo P-450, CIP2C9 y CIP2B4  inmovilizadas sobre  MCM-41 

62

CONCLUSIONES.

CIP2C9 y CIP2B4  se fijaron a MCM-41 y mantuvieron sus propiedades catalíticas.

La incorporación de aluminio  en MCM-41  no influye  en la inmovilización  de 

CIP2C9 y CIP2B4 pero si en la actividad catalítica.

La actividad catalítica de CIP2C9 y CIP2B4 inmovilizadas fue mayor que la de los 

microsomas obtenidos de hígado de rata pretratadas con fenobarbital.

CIP2C9 y CIP2B4 tuvieron mayor actividad cuando fueron inmovilizadas en MCM-41 

con relación Si/Al=10 lo que sugiere que la ácidez de Bronsted contribuye, a la 

estabilidad de las enzimas, ya que fue el único material que la presentó.

La sola inmovilización de CIP2C9 y CIP2B4 en MCM-41 mantuvo la actividad 

catalítica, aún en ausencia de citocromo P-450 reductasa, lo que sugiere que el material 

podría estar participando en la transferencia de electrones.
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PROPUESTAS

Estudiar si la inmovlización de isoformas de citocromo P-450 a diferentes valores de 

pH, influye en la cantidad de enzima inmovilizada.

Con el objeto de determinar si el material mesoporoso participa  en la transferencia  de 

electrones sería interesante analizar mediante Resonancia electro paramagnética (EPR) 

diversas enzimas inmovilizadas en MCM-41 con ácidez de Bronsted y Lewis.

Realizar pruebas con la enzima inmovilizada en presencia de citocromo P-450 

reductasa para determinar si la actividad se incrementa.

Emplear estos materiales para la inmovilización de otras proteínas como los 

anticuerpos, que pueden tener una gran utilidad en el reconocimiento de diversos 

antígenos en las reacciones antígeno-anticuerpo. 
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