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EFECTO DE ALBENDAZOL Y MEBENDAZOL EN LA ACTIVIDAD
DEL CITOCROMO P450 DE HIGADO DE RATA

INTRODUCCION

Citocromos P450

Los citocromos P450 (CYP) son un grupo de enzimas que al ser
reducidas con ditionita de sodio y mezcladas con monéxido de carbono
desarrollan un pigmento que presenta un pico méaximo de absorcién en
luz visible alrededor de los 450 nm!. Estas moléculas forman una
superfamilia de hemoproteinas que han sido encontradas en bacterias,
levaduras, plantas y animales. En los mamiferos presentan dos funciones
principales, el metabolismo oxidativo de esteroides, acidos grasos,
prostaglandinas, etc. y la transformacién de innumerables farmacos,
carcindgenos quimicos, mutidgenos vy otros contaminantes ambientales?.

Los CYP involucrados en el metabolismo de compuestos exégenos
se localizan en el reticulo endopldsmico, unidos a la membrana por la
interaccion de la porcién amino-terminal de la proteina en el seno de la
bicapa lipidica. Dicha localizacién les permite llevar a cabo el
metabolismo de sustancias hidrofébicas como lo son varios de los
xenobidticos, los cuales deben ser transformados en moléculas mas
hidrofilicas para poder ser facilmente eliminados del organismo.

El proceso de transformacion se realiza mediante dos fases: la Fase
I o Funcionalizacion que consiste en la adicién de un grupo hidroxilo a un
dtomo de carbono. Estas reacciones pueden ser catalizadas por flavin-
monooxigenasas y citocromos P450, los cuales utilizan O: como
cosustrato; y la Fase II o Conjugacidn, en la que los grupos hidroxilo sirven
como sustrato para la adicién de moléculas hidrofilicas (sulfatos,
glutation, glicina, etc.). Dentro de este grupo se encuentran las
transferasas de glutatién y de grupos acilo, acetilo y metilo, entre otras?.

En las reacciones mediadas por los CYF, éstos se reducen por la
transferencia de electrones de alta energia provenientes del NADPH o
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NADH a través de la citocromo P450 reductasa y el citocromo bst Esto da
como resultado la activacién del CYP a un estado de alto espin, la
formacién del complejo con oxigeno molecular y el sustrato, y finalmente
la insercién de oxigeno en la forma de oxigeno singulete o radical
hidroxilo en la molécula del xenobidtico.

Este proceso se lleva a cabo en ciclos durante los cuales el CYP es
secuencialmente reducido por la transferencia de electrones de NADPH y
NADH. El fierro (Fe} de la molécula de CYP debe encontrarse en estado
ferroso para poder unirse al sustrato, debido a esta unién se oxida a su
fase férrica regresando posteriormente al estado ferroso al ser reducida
por los electrones provenientes del NADPH y del NADH, integrandose
en esta fase el oxigeno atmosférico. Después de esta unién, el Fe del CYP
queda en estado férrico y el sustrato oxidado es liberado. El CYP es

reducido posteriormente hasta llegar al estado ferroso y el ciclo se inicia
nuevamentes,

+ Clasificacion

Debido a la gran cantidad de citocromos P450 encontrados ha
sido necesario agruparlos en familias y subfamilias; esta clasificacién se
basa en similitudes en la secuencia de aminodcidos. Dentro de una
familia, la similitud en la secuencia de aminoacidos debe ser mayor del
40%. Una familta de CYP no exhibe mas de 40% de similitud con respecto
a las otras familias®. Para el caso de mamiferos, el porcentaje de identidad
dentro de una subfamilia es siempre mayor de 55%7.

Hasta 1991 se habian descrito 30 familias de P450 de fas cuales 10
corresponden a mamiferos. Posteriormente se han reportado al menos 6
familias mas, 2 de ellas en mamiferost. Los CYP que metabolizan
xenobidticos se agrupan en las familas 1, 2, 3 y 4°.

& Nomenclatura

Al nombrar un gen o 4cido desoxirribonucléico complementario
(ADNc) de P450, se deben utilizar las letras CYP en italicas que denotan
citocromo 450, un namero ardbigo designando la familia de P450 a que
pertenece, una letra que indica la subfamilia (si existen dos o mas
subfamilias dentro de esa familia), y un nimero arabigo que representa al
gen individual. Como ejemplo: CYPIA]. El ratén es la excepcién y en su
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caso se escribe Cypla-1. Cuando se refiere al 4cido ribonucléico mensajero
(ARNm) o a las proteinas, se utiliza el mismo sistema de nomenclatura,
con la diferencia de que no se usan letras itélicas; esto se aplica en todas
las especies, incluyendo al raténs.

Existen nombres triviales para los CYP que les fueron asignados
por diversas razones (la forma en que se obtuvieron, la especie en que se
estudiaron, etc.); esto llevé a que hubieran varios nombres para un mismo
gen, por ejemplo: CYPIAT es conocido como ¢ o BNF-B en ratal® 11; Py, ¢ o
forma 6 en humano!2 15 4; forma 6 en conejoid; Dah 1 en perroi; JA1 en
hamster’”; Mkahl en monol$; etc. La actual nomenclatura permite la
regularizacién de esta situacion.

* Evolucién

Se cree que este tipo de moléculas han evolucionado desde hace
millones de afios. Parece que los primeros citocromos fueron aquéllos
relacionados con el metabolismo de acidos grasos y esteroides (CYP11, 17,
19, 21), ya que desempefiaban una funcién vital en el mantenimiento de la
integridad membranal en algunos procariontes y en los primeros
eucariontes. Otra de las primeras funciones de los CYP fue la utilizacién
de sustancias xenobidticas como fuentes de energia. Posteriormente,
debieron haber evolucionado para resolver los retos que representaron
para los organismos las exposiciones a nuevos compuestos ambientales
como los metabolitos de vegetales. Debido a esto se sugiere que la
mayoria de los genes de P450 encargados del metabolismo de
xenobidticos (CYPI, 2, 3 y 4), han evolucionado en animales herbivoros,
primero en respuesta a los metabolitos de las plantas y posteriormente a
productos de la combustién?.
Se considera que la conversién génica divergente y convergente asi como
la duplicacién, son los mecanismos mas plausibles de evolucién de estos
genes y proteinas?®,

& Subfamilias de interés

Dentro de la superfamilia de CYP existen al menos 12 familias
identificadas en mamiferos, incluyendo humanos, ratas, ratones, conejos,
perros, hamsters, monos, ovejas, cerdos, etc; cuatro de ellas incluyen los
genes que codifican para las enzimas relacionadas con el metabolismo de
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xenobidticos comprendiendo a las subfamilias 1A, 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F,
2G, 2H, 3A, 4A y 4B. El resto de las familias estan involucradas en la
biosintesis de esteroides, prostaglandinas, tromboxanos, etc3.

A continuacién se describen algunas de las familias de mayor
importancia para el metabolismo de mutagenos y carcinégenos.

Subfamilia 1A. Esta subfamilia cuenta con dos integrantes:
CYPIAT y CYP1A2. Ambos genes han sido detectados en todos los
mamiferos que se han estudiado al respecto, con actividades cataliticas -
muy similares. La actividad de CYP1Al, hidroxilasa de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (AHH), se ha encontrado en otros organismos no
mamiferos como hongos, insectos, peces y aves®®. Esta situacion y el
hecho de que son genes evolutivamente conservados, hacen pensar que
codifican para enzimas que podrian tener un papel critico en el
metabolismo de sustancias endégenas, aunque esto atin no se ha
comprobado. El CYP1A1l metaboliza benzo[a]pirenc (BaP} y otros
sustratos, mientras que el 1A2 cataliza la transformacién de la aflatoxina
Bi, l2 cafeina, arilaminas heterociclicas y puede activar promutigenos
que resultan de la pirdlisis de aminoAcidos y proteinas?. 2. 22 Ambas
enzimas tienen un importante papel potencial en la carcinogénesis
quimica en humanos®. El CYP1Al es inducido en pulmén de
fumadores? y se le ha relacionado con cancer pulmonar?s 2.

Subfamilia 2B. Los CYP2B1 y 2B2 son facilmente inducidos con
fenobarbital (FB)?7. Entre ambas proteinas existe un 97% de homologifa y a
pesar de ello muestran propiedades electroforéticas y cromatograficas
distintas. Ambas enzimas comparten sustratos, aunque su afinidad y
actividad son diferentes?. [stas proteinas se encuentran bien
caracterizadas en la rata. La contraparte del CYP2B1 en el humano se
conoce como CYP2B6 y presenta un 78% de similitud?e.

Subfamilia 2E. En ratas, ratones, monos y humanos sélo se conoce
el CYP2ET mientras que en conejo existen los CYP2E] y 2E230. El CYP2E]
tiene un 80% de homologia entre especies3. 32. Este tipo de enzima se
expresa constitutivamente en higado y se induce por etanol y varias



sustancias hidrofébicas de bajo peso molecular2!. El CYP2E] participa en
el metabolismo de cuerpos ceténicos en la gluconeogénesis3.

+ Regulacion de la expresién de CYP

Los citocromos tienen una amplia gama de sustratos y varios CYP
pueden metabolizar a un mismo sustrato, atin cuando éstos sean muy
distintos estructuralmente. Por otro lado, estas proteinas pueden
expresarse constitutivamente y/o-ser-inducidas por algunos compuestss,
ademas de que su expresién puede variar de acuerdo con la etapa del
desarrollo por la que se curse, el sexo, el tipo de tejido o célula del que se
trate, etc. Los mecanismos de regulacién son practicamente desconocidos

¥, por lo que se ha visto, muy complejos. A continuacién se dan algunos
ejemplos.

Induccion  por 3-metilcolantreno ¥y 2,378 tetraclorodibenzo
paradioxina. Desde hace 30 afios se sabe que algunos xenobibticos
pueden inducir su propio metabolismo3. Dentro de estos compuestos se
encuentra el 3-metilcolantreno (MC)S, que a nivel de la transcripcionss
induce la actividad de AHH?®. 3, asociada con el CYP1A1. El mecanismo
de induccién de la actividad de AHH se ha podido analizar gracias a que
se descubrié, en ratones, un polimorfismo relacionado con la induccién
por MC®. %0, Esta situacién y el hecho de que las células en cultivo
mantuvieran el mismo fenotipo#!, permitieron encontrar el locus Ak que
controla la expresién de la AHH y otras enzimas, entre ellas una forma de
glutatién transferasa®? y el CYP1A28. Otro elemento importante en este
proceso fueron los experimentos que mostraron a la  2,3,7.8-
tetraclorodibenzoparadioxina (TCDD) como potente inductor de AHH, a
fravés del receptor que controla al locus Ak, conocido como receptor Ah
(AhR)#.

El mecanismo de induccién de CYPI1A1 y CYPIA2 por TCDD
comienza con la unién de la TCDD al receptor citoplasmuco AhR.
Posteriormente, el complejo TCDD:AhR sufre una transformacion que
involucra la disocjacién de cuando menos tres proteinas, una de las cuales
es una proteina de choque térmico con un peso molecular de 90kDa. El
complejo transformado es transportado al niicleo en donde se asocia con
una proteina nuclear translocadora del receptor Ah (ARNT). Gracias a
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esta unién adquiere la capacidad de unirse al acido desoxirribonucléico
(ADN), particularmente en Jo que se conoce como “elementos de
respuesta a dioxina o a xenobidticos” (DRE o XRE), los cuales son
secuencias de ADN adyacentes al CYPIA. Este proceso provoca el
desdoblamiento de ADN, la disrupcién de la cromatina, el incremento de
la accesibilidad al promotor y la subsecuente elevacion de Ia transcripcion
del gen del CYP1A1 con la acumulacién de ARNm?S. -

: Adicionalmente existén dafos que revelan la activacién del AhR en
ausencia de ligando* 4. Ejemplo de ello lo constituye la induccién de
CYP1A1 en cultivos primarios de hepatocitos de conejo y humano por
derivados del benzimidazol. Ninguna de estas moléculas cumplen con las
condiciones estructurales requeridas para actuar como ligandos del ARR,
puesto que no son moléculas arométicas policiclicas planas. De hecho,
ninguna de ellas compite con el TCDD por el sitio de unién especifico del
receptor Ahs.

Con respecto al CYP1A2, se sabe que se expresa constitutivamente
aunque también existen evidencias de que el receptor Ah modula la
expresion del gene#. El Cypla-2 se expresa constitutivamente en higado y
puede inducirse; no se expresa significativamente en tejidos
extrahepaticos, sin embargo, el TCDD a altas concentraciones eleva un
poco los niveles de ARNm en pulmén, rifién e intestino®. El incremento
en ARNm del CYP1A2 se debe tanto a activacién transcripcional como a
una gran estabilizacién post-transcripcional del mensajero.

Induccién por fenobarbital. La administracién de fenobarbital
induce la produccién de las iscenzimas CYP2BI y 2B2 a nivel
transcripcional?”. Este compuesto regula coordinadamente Ia expresion de
los CYP2B2 y 2B1 en el higado de la rata en donde se expresa
constitutivamente el primero, pero no el segundo. La administracién de
fenobarbital incrementa los ARNm originados por ambos genes, aunque
en mucho mayor grado el que codifica para CYP2B151. Este efecto de
induccidn s6lo se observa en higado, a pesar de que CYP2BI se expresa
constitutivamente en pulménsz,

El mecanismo de regulacién de la expresion de CYP2B es complejo
¥ no ha sido totalmente elucidado. Sin embargo, se han descrito varios
elementos de respuesta a la induccién con fenobarbital localizados hacia
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el extremo 5 del sitio de inicio de la transcripcion. Shephard y col®,,
identificaron una primera secuencia de los nuclestidos (nt) -183 a -199 %
otra entre los nucledtidos -31 y -72, se piensa que la primera esti
relacionada con la expresién tejido-especifica y la segunda se ha visto que
interactGa con proteinas de la familia C/EBP que forman heterodimeros
con otros factores de transcripcién. Otra regién comprendida entre los
nucledtidos -2155 y ~2318, la cual es capaz de inducir la expresién del gen
reportero CAT (cloranfenicol acetil transferasaj al ser estimulada con
fenobarbital, fue descrita recientemente p-o-r Trottier y col54. Por otro lado,
los segmentos de -69 a -98 nt y de -126 a -160 nt han sido identificados
como elementos de regulacién positiva y negativa, respectivamente. El
elemento positivo incluye la secuencia de 17 pares de bases (pb} llamada
“barbie box”, que se encuentra en varios genes que codifican proteinas
inducibles por barbitiricos®s. Finalmente, a -1441 nt Roe y col3.

reportaron otro sitio de unién a proteinas inducidas por fenobarbital,
cuya secuencia es parecida a los sitios AP-1.

Induccién por esteroides. El CYP3A1l de rata es inducido por
dexametasona y  l6a-carbonitril-pregnenolona  (PCN) a ~nivel
transcripcional™”. Otros genes de la misma subfamilia son inducidos en
humanos por dexametasona®. Es posible que en este proceso de
induccién est¢ nvolucrado el receptor de glucocorticoides®, el cual
controla la expresion de varios genes en el higado. Por otra parte, los
citocromos 3Al y 3A2Z de rata también se regulan post-
transcripcionalmente, ya que compuestos como el antibidtico triacetil-
oleandomicina (TAQO) estabilizan a dichas proteinas®. Un dato interesante
es que la dexametasona también estabiliza al ARNm del CYP2B15.

Regulacion transcripcional durante el desarrollo. El momento
después del nacimiento y la pubertad son ejemplos de situaciones en las
que se da este tipo de regulacién. En la rata recién nacida se observa una
elevacion en los niveles de ARNm de 2E1, 2D1 y 2D23L. En el caso del
CYP2E], la activacién inicia a las pocas horas del nacimiento y los niveles
de ARNm alcanzan el nivel méximo a los 6 dias de edad. Se propone que
los cambios en el patrén de metilacién del gen sirven como sefal para la
transcripcién®t,



También en ratas, los genes de la subfamilia 2C activan su
transcripcién  al llegar la pubertads2. El mecanismo especifico de

regulacién se desconoce y al entrar en la etapa adulta su expresion se
estabiliza.

Expresién sexo-especifica, Como ejemplo tenemos al CYP2CI1 de
rata que se expresa exclustvamente en higado de machos adultoss?. Esta
situacién esté controlada de alguna manera por la exposicion neonatal a
androgenos®. El gen CYP2CI2 en cambio, se expresa en ambos sexos
durante la pubertad, sin embargo, al llegar a la edad adulta se reprime su
expresién en machos®. La expresién de este gen en hembras, depende
s6lo parcialmente de la exposicién a estrogenoss,

Se han estudiado a la glandula pituitaria y a la hormona de
crecimiento para tratar de deterrmunar si juegan un papel en esta
regulacién®. Esto es debido a que los patrones de secrecién de dicha
hormona varian no sélo en las diferentes etapas del desarrollo sino
también entre hembras y machos; en estos tltimos existe una secrecion
intermitente, mientras que en las hembras se mantienen niveles

Pt - o X

constantes®. El posible mecanismo de regulacién no esti determinado.

Regulacién post-transcripcional. Un ejemplo importante que
presenta este mecanismo de regulacién es et CYP2E1, que es inducido por
compuestos como etanol, acetona, estreptozotocina y por condiciones de
ayuno. En este tipo de induccién, los niveles de ARNm no se alteran
aunque si los de la proteinas”. Ello se debe a la estabilizacién y
acumulacién de los productos de transcripcién al quedar protegidos de la
degradacién. Contrariamente a lo mencionado, existen reportes de que la
induccién por etanol involucra un incremento en la tfranscripcién, aunque
esta variacidn parece deberse a diferencias en los esquemas de
tratamiento®s.

Otros ejemplos son los CYP3A1/2, estabilizados por TAO®; v la
estabilizacién del CYP2B por dexametasona®’.

Expresion tejido especifica. La mayoria de los CYP se expresan en
hepatocitos. Por ejemplo, los CYP1A2 y CYP2A1/2 en rata, sélo son
detectados en higado. Por otra parte el CYP1Al puede inducirse en
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diversos tejidos y el CYP2A3 sélo se expresa en pulmén. & Los
citocromos de la subfamilia 2B se han detectado en cerebro de rata? y el
citocromo 2E1 se expresa en higado, pulmén y riién”. Los diferentes
patrones de expresién en diversos tejidos tanto en condiciones normales

como de induccién, hacen pensar que los mecanismos de regulacién son
tejido-especificos.

Albendazol y Mebendazol

El albendazol y el mebendazol (Figura 1) son medicamentos
ampliamente utilizados para el tratamiento de infestaciones por Taenia,
Echinococcus, Ascaris, asi como para el combate de la cisticercosis
cerebral 7. Ambos antiparasitarios pertenecen a la familia de los
benzimidazoles y algunos de sus miembros han mostrado potencial para
inducir a las subfamilias 1A, 2B y 2E74.

El albendazol se absorbe menos del 5% cuando es ingerido por via
oral eit humanos. La primera etapa en la bioconversién del albendazol es
la oxidacién del atomo de azufre, dando lugar al sulféxido de
albendazol’s. Esta oxidacién es importante para la expresion de la
actividad antihelmintica y la toxicidad del albendazol, ya que se ha
demostrado que en el plasma de humanos’, ratas”, becerros? vy
borregos™, la concentracién de la molécula original es minima (<0.01
ng/ ml). Posteriormente, el sulféxido es oxidado y transformado en
sulfona, la cual es inactiva e inocua®® (Figura 2).

El mebendazol se absorbe pobremente por el tracto
gastrointestinal. Después de la administracién de 0.1mg/kg de peso en
humanos, sélo se absorbe del 5 al 10% y el resto se excreta en heces. La
concentracion méaxima detectada en plasma se aicanzé entre 2-4 horas
representando el 0.5% de la dosis total administrada®’. Los metabolitos
que se han detectado en la orina de humanos son los siguientes: el 2-
amino-5-(6)benzoilbenzimidazol, el carbamato de metil-5(6) [a-
hidroxibenzil] benzimidazol y el 2-amino-5(6) [o-hidroxibenzil]
benzimidazol®2. No se conoce la actividad farmacolégica de estos
metabolitos. No se han reportado efectos teratogénicos o embriotéxicos
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del farmaco en perros, ovejas, cerdos o caballos, aungque se ha
mencionado su efecto teratogénico y embriotéxico en ratas gestantes por
lo que su uso esta contraindicado durante el embarazo®.

En general los benzimidazoles comparten la caracteristica de
unirse a tubulina e inhibir el ensamble de microtibulos®, ademas de que
alteran la incorporacién de glucosa®. El tratamiento con albendazol y
mebendazol de ratones infectados con Echinococcus granulosus, mostré
que estos compuestos inhiben enzimas de la via glucolitica como son:
piruvato cinasa, fosfoenolpiruvato cinasa y ATPasa de sodio, potasio y
magnesio, en la pared cistica del parasito®s,

Figura 1. Estructura quimica de las moléculas de albendazol y
mebendazol.
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Figura 2. Estructura quimica de los metabolitos de albendazol.
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ANTECEDENTES

Bxisten multiples reportes sobre la alteracion de CYP por
imidazoles. Simon y col” mostraron que los derivados lanzoprazol,
omeprazol y pantoprazol inhiben in vitro algunas actividades enzimaticas
dependientes de CYP, como son: dealquilacién de 7-etoxicumarina, N-
demetilacién de etilmorfina e hidroxilacién de Ionazolac. Dichas
reacciones reflejan la actividad de isoenzimas pertenecientes a la
subfamilia CYP2B. El pantoprazol inhibe ademés la actividad de
CYP2E1 mediada por microsomas de ratas normales. Los autores sefialan
que estos resultados deben ser corroborados con estudios in vivo.

Varios autores concluyen que el omeprazol induce la actividad
del CYP1A. El compuesto es ampliamente utilizado para el tratamiento
de acidez estomacal, dlcera péptica y reflujo gastroesofigico, por largos
periodos de tiempo®. El omeprazol incrementa la actividad de CYP1Al
en el higado® y el tracto digestivo de humanos®, representande un
posible efecto adverso en tratamientos a largo plazo%. Sin embargo, dicho
efecto podria ser contrarrestado por el incremento en la actividad de
enzimas de fase il {que acompafia a la induccién del CYPiAl), como
UDP-glucuronosiltransferasa y glutation S-transferasa, en higado e
intestino delgado de rata, respectivamente?: 2. Existen reportes
contradictorios acerca de la interaccién de omeprazol con el receptor
citosdlico Ahi6.93,

En conejos adultos, el tratamiento con imidazol induce el CYP2E1,
ademads de que en conejos neonatos, en donde el CYP2ET no se expresa, el
tratamiento con este compuesto induce la produccién de CYP2EZ,
CYP1A1 y CYP1A2 hepaticos. Los experimentos de Northern blot
revelaron que no existe incremento en el ARNm de ninguna de estas
proteinas®.

Mori et al.% estudiaron el efecto del 9 obtenido por induccién con
N-benzilimidazol sobre la transformacién mutagénica de seis grupos de
carcindgenos, usando el sistema de Ames para la deteccién de
mutdgenos. Los resultados mostraron que la actividad mutagénica de 5
N-nitrosaminas y 2-arilaminas se incrementé hasta 5 veces por arriba del
59 testigo, mientras que se obtuvo un incremento mayor con aflatoxina
Bi, 2 hidrocarburos arométicos policiclicos, dos compuestos aminoazo y
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seis sustancias derivadas de la pirdlisis de aminoécidos. Estos datos
sugieren que el benzilimidazol es un potente inductor de las familias
CYP1y CYP2.

Souhaili-El Amri y sus colaboradores% realizaron un estudio
amplio respecto al potencial del albendazol para modular el CYP.
Después del tratamiento de ratas con 10.6 mg/kg/dia de albendazol
durante 10 dias por via oral, encontraron una elevacién en la actividad
hepética de 7-etoxi=resorufin-deetilasa y de etilmorfin=deetifasa las cuales
reflejan la actividad de CYP1Al y CYP2B1, respectivamente. Este
hallazgo fue corroborado por experimentos de inmunoblot en que usaron
anticuerpos contra citocromos inducidos por tratamientos con
metilcolantreno vy fenobarbital. La actividad de anilina hidroxilasa,
sustrato para el CYP2E1, no se vio modificada. Con respecto a enzimas de
fase 1I, el tratamiento con este antihelmintico incrementé la actividad de
UDP-glucuronosiltransferasa de tipo |, enzima que participa en la
corjugacién de metabolitos téxicos con el acido glucurénico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cotidianamente estamos expuestos a compuestos quimicos
extrahos al organismo que pueden afectar nuestra salud. Dicha
exposicién puede desencadenar una respuesta toxicolégica a corto,
mediano o largo plazos, dependiendo de las entidades celulares
comprometidas y de la magnitud y tiempo de la exposicién. Dentro de los
efectos téxicos posibles, se encuentran aquéllos que resultan del dafio a la
molécula de ADN, denominados efectos toxicogenéticos.

Existen evidencias que hacen pensar que la mayoria de los
canceres tienen un origen ambiental, esto es, son el resultado de la
exposicion a carcindgenos quimicos presentes en los alimentos o el agua
que consumimos o en el aire que respiramos. Es importante sefialar que
la mayoria de los carcinégenos conocidos adquieren sus propiedades
nocivas después de que son biotransformados en el organismo?, dando
como resultado compuestos altamente electrofilicos capaces de
interaccionar con macromoléculas importantes como proteinas y acidos
nucléicos. De interés para los humanos es el hecho de que los
carcinégenos mas frecuentemente consumidos son las aminas
heterociclicas generadas durante la coccién de los alimentos (derivadas de
prolina, arginina, hidroxiprolina, pirrolidina, piperidina, etc.); las aminas
aromaticas provenientes del tabaco (derivadas de piridina, fenilalanina,
etc.); y la aflatoxina Bj, presente en granos. Y que son activadas por la
isoforma CYP1A2.

En muchos casos el metabolismo de xenobidticos sirve para
detoxificarlos o eliminarios del organismo, sin embargo, algunos
compuestos quimicos inertes pueden ser transformados en metabolitos
electrofilicos por los CYD5. En este sentido las enzimas de P450 juegan un
papel muy importante en la mutagénesis y la carcinogénesis quimicas, ya
que la iniciacién del cancer requiere de estos metabolitos electrofilicos
para la formacion de aductos con el ADN.

Como ya se mencioné con anterioridad, la expresion de los genes
que codifican para isoenzimas de CYP puede ser modulada por factores
quimicos ambientales o factores bioquimicos generados por alteracion de
la homeostasis del organismo®. Asf pues, se conoce que el etanol, el
fenobarbital, algunos hidrocarburos arométicos como benzo[a]pireno y
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nitroarenos, farmacos como la isoniazida, condiciones de ayuno, diabetes
y algunas parasitosis, son capaces de modular la concentracidn y
actividad de CYP1A, 2B y 2E.

Por otro lado, se ha sugerido que las propiedades
anticarcinogénicas de isotiocianatos presentes en la dieta, es debida a una
combinacién de la inhibicién de niveles enzimaticos de CYP y de la
induccién de enzimas de fase 1 del metabolismo®. Otros autores han
reportado un incremento de la hepatocarcinogénesis en rata aunado a la
induccién de actividad especifica de CYP por varios barbitfiricos®®. En
contraste, la induccién de la familia CYP1A por 3-metilcolantreno en
ratas, se refleja en un incremento de la tasa de detoxificacién del
carcindgeno 2-amino-3-metilimidazo{4,5-f] quinolina, ocasionando una
disminucién en la generacién de aductos en e} ADN de higado y tejidos
extrahepéticos!®. Adicionalmente, Bartsch y colaboradoresi® y otrosl?,
sugieren que la elevacion en la expresion de CYP1Al pulmonar en
fumadores, parece estar asociada con el riesgo de padecer cancer de
pulmén. Los estudios anteriores muestran la importancia que tiene la
modulacién de los niveles normales de CYP sobre la toxicidad y
carcinogenicidad de sustancias quimicas. Sin embargo, la toxicidad
crénica ocasionada por moduladores de CYP, no es la tnica que se ve
afectada. El ejemplo méas documentado es el referente al incremento en la
hepatotoxicidad del acetaminofén debido a la induccién del sistema de
CYP por consumo de etanol o por la ingestién crénica de isoniazida en
pacientes con tuberculosis.

El sindrome conocido como alcohol-acetaminofén, puede ser la
forma mas comin de disfuncién hepatica aguda en los Estados Unidos de
América v Australial®®. En el caso de que una persona alcohdlica ingiera
acetaminofén en dosis por arriba de las recomendadas (4 g/ 24 hrs), el
resultado puede ser una reaccién téxica acompariada de niveles elevados
en los valores de aminotransferasas en suero, debido a la induccién
enziméatica y a la disminucién de glutatién, que es un tripéptido capaz de
unirse a electréfilos potentes. De igual manera, se ha reportado el caso de
pacientes bajo tratamiento profilactico con isoniazida, que presentaron un
deterioro muy rapido en el funcionamiento hepético después de ingernr
una dosis de acetaminofén para aliviar el dolor abdominal'®t. Estos casos

i3



de hepatotoxicidad aguda constituyen también un reficjo de la
importancia de la modulacién de la actividad de CYP.

Independientemente de la exposicién a sustancias moduladoras
de CYP, existen diferencias interindividuales en su expresion y actividad
lo cual conlleva diferencias en la susceptibilidad y respuesta a los
farmacos%, Recientemente se han hecho intentos por establecer
relaciones entre diferencias genémicas de los CYP y susceptibilidad a
farmacos y/ o enfermedades?> 106,107, 108.

Por lo descrito con anterioridad y por el conocimiento de que la
respuesta al tratamiento con albendazol en pacientes que sufren
neurocisticercosis,  presenta  variaciones interindividuales de
consideracién, es importante caracterizar con mayor precision el patrén
de expresién de diferentes CYP en higado de ratas tratadas con dicho
antiparasitario.
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HIPOTESIS

Por ser moléculas pertenecientes a la familia de los
benzimidazoles, el albendazol y el mebendazol poseen capacidad de
alterar la expresién de algunas subfamilias de CYP.

OBJETIVO

Evaluar el efecto de los tratamientos con albendazol y mebendazol
sobre la concentracién y actividad de algunas isoformas del citocromo
P450 en higados de ratas.
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ALCANCE

El conocimiento sobre la capacidad de un medicamento para
modular la actividad y expresién de algunas de las isoformas del CYP
nos permite advertir efectos de co-toxicidad, co-mutagenicidad o co-
carcinogenicidad para asi evitar la exposicién a compuestos bioactivados
por citocromos cuyo mecanismo de expresién ha sido alterado. En
segundo lugar, nos proporciona evidencia con respecto a los mecanismos.
que regulan la variabilidad interindividual, y por iltimo, nos puede
indicar la ruta metabélica que sigue el farmaco.

En una etapa posterior, este tipo de estudios proporcionaran las
bases para la determinacion de los niveles de CYP en humanos utilizando
mefodologias no invasivasi®®, y asi contar con un biomarcador de

susceptibilidad que ayude a proporcionar una mejor dosificacién del
farmaco.



MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar, de 230g de peso
corporal promedio. Se les dividié en tres grupos de tratamiento (4
anumales por grupo): testigos (inoculadas con aceite de maiz {Gigma
Chemical Co.)), tratadas con albendazol (Smith Kline & French) y tratadas
con mebendazol (Depto. de Tecnologia Farmacéutica, Facultad de
Quimica, UNAM). Las dosis de albendazol y mebendazol fueron de 50
mg/ kg/dia; ambos medicamentos se resuspendieron en aceite de maiz
(23 mg/ml) y se administraron por via intraperitoneal. El tratamiento se
dio durante 3 dias, al cuarto dia se sacrificaron los animales por
dislocacion cervical y se les extrajo el higado. El tejido fue homogenizado
y se obtuvieron las fracciones postmitocondrial (S9) y microsomal (la
primera en condiciones de esterilidad). Con la fraccion $9 se realizaron
experimentos de mutagenicidad de acuerdo con el método de Maron y
Amesl, y con la fraccidn microsomal se Thicieron ensayos de
inmunodeteccién con anticuerpos especificos contra CYP1A, 2B y 2E1; de
cuantificacién de citocromo total; y de actividad enziméatica {O-
dealquilacién de Alkoxi-resorufinas (AROLNIL [a determinacién de
proteinas en las fracciones 59 y microsomal fue realizada de acuerdo al
meétodo de Bradford!?, utilizando un reactive obtenido de BioRad
Laboratories.

Ensayos de mutagenicidad

Se realizaron con el fin de analizar la capacidad del $9 (obtenido
de higado de 4 animales de un mismo grupn) para activar premutagenos
de los cuales se conoce que son metabolizadns por enzimas especificas del
CYP; los premutdgenos utilizados fueron benzofa]pireno (CYP1A1), 2-
aminofluoreno  (CYP1A2),  N-nitrosodimetilamina  (CYP2E1) y
ciclofosfamida (CYP2B). La capacidad de activacién se cuantificé en
términos del niimero de colonias mutantes (revertantes) de Salmonella
typhimurium inducidas por la accién de los metabolitos generados por una
isoenzima especifica de CYP.
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A un tubo estéril que contenia dos mililitros de agar de superficie
a 45°C se agregaron, en el siguiente orden: 0.1 mi de un cultivo de 16 hrs
de las cepas TA98, TA1535 o TA100 de S. typhimurium; 0.1 ml de la
solucién de mutageno a diferentes concentraciones; y 0.5 ml de la mezcla
S9 (10% de la fraccién S9 hepatica, MgCl, 8 mM, KCl 33 mM, NADP 4
mM, glucosa-6-fosfato 5 mM y amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.4).
Después de agitar el contenido, la mezcla resultante se vacid en cajas de
Petri con medio minimo de Vogel-Bonner. Después de solidificar, las cajas
se incubaron a 37°C por 48-72 horas. La mutagenicidad de
benzofajpireno y de Z-aminofluoreno (AF) fue detectada con la cepa
TA98, la de N-nitrosodimetilamina (NDMA) con la cepa TA100 y la de
ciclofosfamida (CF) con la cepa TA1535. En los experimentos con N-
nitrosodimetilamina se realizé una modificacidén consistente en
preincubar por 60 minutos la mezcla de reaccién en ausencia del agar de
superficie y posteriormente incorporarla en cajas con medio minimo. El
pH del amortiguador usado en la modificacién fue de 6.5. En los ensayos
con BaP y NDMA, la mezcla de 59 contenia 30% de esta fraccion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se contd el nlimero
de colonias mutantes en las cajas. Después de graficar el namero de
revertantes por cada concentracién de mutigeno, se determiné la
pendiente, la cual representa la potencia mutagénica y se expresé como
nimero de mutantes por microgramo de mutageno.

Determinacion de citocromo P450 total

Se usé el método de Omura y Sato?, el cual se basa en la reduccién
del Fe*** con ditionita de sodio y su posterior unién a CO, lo cual provoca
la formacion de un croméforo detectable espectrofotométricamente a una
longitud de onda (A) de 450 nm. Se realizé una dilucién de los
microsomas con soluciéon amortiguadora de Tris-HCI 0.1 M y glicerol al
20% pH 7.4, para tener una concentraciéon de 1-2 mg/ml de proteina en
un volumen total de 5 ml, se agregd una pizca de ditionita de sodio
agitandose perfectamente. Se tomé una primera lectura de la mezcla para
ser usada como blanco. Posteriormente, se burbujed con CO por 30
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segundos y el pigmento resultante se leyé en el intervalo de longitudes de
onda de 400 nm a 500 nm.

Determinaciones de actividad enzimatica

Para estos experimentos se utilizé la fraccién microsomal, y las
determinaciones se hicieron para cada individuo de-los tres grupos. Estas
pruebas se basan en la conversién de un sustrato especifico para cada tipo
de citocromo, en un metabolito cuantificable. Las actividades evaluadas
fueron la dealquilacién de: etoxi-resorufina (EROD), metoxi-resorufina
(MROD), pentoxi-resorufina (PROD) y benziloxi-resorufina (BROD). Las
reacciones para tales determinaciones se hicieron de la siguiente manera:
en una celda de cuarzo para fluorometria se mezclaron: una solucién
amortiguadora de Tris-HCI 50 mM y MgCl: 25 mM a pH 7.6, el sustrato
especifico (la alkoxi-resorufina correspondiente para cada CYPH3 114, 115,
116} disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) ¥ la suspensién microsomal. La
mezcla se incub6é durante 3 min a 37°C. Posteriormente se inicié la
reaccidn con la adicién de 20pl de una solucién 50 mM de NADPH. ia
cinética de aparicién de resorufina fue evaluada durante 3 min a 37°C en
un fluorémetro. La medicién se realizé en una A de excitacién de 530 nm,
y una A de emisi6n de 285 nm. Para estos ensayos se realizé una grafica
de calibracién de resorufina con las siguilentes concentraciones: 0, 2.5, 5,
10, 25 y 50 pmoles/ml. Los resultados de actividad se expresan en pmoles
de resorufina/min mg de proteina. En la Tabla 1 se muestran los
sustratos especificos para cada CYP.

Para la determinacién de la actividad de CYP2E1 se evalué la
actividad de hidroxilasa de p-nitrofenol (HPNF)117. Para ello se prepard
una mezcla de reaccién que contenia 50 pl de microsomas y 930 pl de una
solucién amortiguadora de Tris-HCI 50 mM, MgCl, 25 mM y p-nitrofenol
0.2 mM a pH 7.4. La mezcla se incubé a 37°C y la reaccién se inici6 con la
adicion de 20pl de solucién de NADPH 50 mM en amortiguador. De cada
muestra se corrié un blanco al cual no se le afiadi6 NADPH. Después de
10 min de incubacién a 37°C, la reaccién se detuvo al agregar 500 pl de
HCIO, 0.6 N. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5
minufos y se tomé 1 ml del sobrenadante, al que se le afiadieron 100 ui de
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NaOH 10 N. Después de mezclar bien, las muestras se centrifugaron en
una microfuga a maxima velocidad durante 10 minutos. La absorbancia
del sobrenadante se ley6 en una A de 510 nm. Adicionalmente se elaboré
una curva de calibracién con 0, 5, 10, 25 y 50 nmoles de p-nitrocatecol
(producto de la hidroxilacién del p-nitrofenol). Los resultados de
actividad se expresan en nmoles de p-nitrocatecol/ min mg de proteina.

Tabla 1. Relacién de sustratos utilizados para la evaluacién de las
diferentes isoformas de CYP en los ensayos de actividad enzimatica en
microsomas hepaticos.

Citocromo | Ensayo Sustrato Producto
1A1 EROD | Etoxi-resorufina Resorufina
1A2 MROD | Metoxi-resorufina Resorufina
2B1 PROD | Pentoxi-resorufina Resorufina
2B2 BROD |Benziloxi-resorufina | Resorufina
2E1 HPNF | p-Nitrofenol p-Nitrocatecol

Deteccion inmunoespecifica de CYP

Estos ensayos se hicieron utilizando la fraccién microsomal,
mediante la técnica de Western blot11s,

Primeramente se hizo una separacion de las proteinas en un gel de
poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio’, El gel
concentrador se hizo con 4% de acrilamida, mientras el separador (7 x 8 x
0.75 cm) se preparé con 10% de acrilamida y 0.3% de bisacrilanuda. Se
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colocaron 5pg de proteina microsomal en cada carril y la electroforesis se
corri6 a 100V por 60 minutos a temperatura ambiente. El amortiguador
utilizado estuvo compuesto por Tris-HCl 0.05M, glicina 0.38M y
dodecilsulfato de sodio al 0.1%, a un pH de 8.3.

Para la inmunodeteccién se utilizaron anticuerpos policlonales
contra CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP2E1 de rata, desarrollados en cabra,
de DAIICHI Pure Chemicals Co. LTD, Tokyo, Japén. El segundo
anticuerpo fue un anti IgC de cabra {monocional) desarroilado en raton,
de Sigma Chemical Co. Se usaron como controles positivos microsomas
de higados de ratas tratadas con inductores quimicos con especificidad
para incrementar la actividad enzimaitica del CYP, estos fueron: 3-
metilcolantreno (1A1), fenobarbital (2B) y acetona (2E1) (DAIICHI Pure
Chemicals Co. LTD, Tokyo, Japén.). Al igual que en las determinaciones
de CYP total y de actividad enzimatica, se realizaron evaluaciones
individuales.

Analisis estadistico

Las potencias mutagénicas se calcularon utilizando el programa
SALANAL (Salmonella Assay Analysis) versién 1.0, desarrollado por
Integrated Laboratory Systems (Research Triangle Park, NC, USA).

Para obtener la significancia estadistica se aplicé el método de la t
de Student.
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RESULTADOS

Ensayos de mutagenicidad

Los datos obtenidos en las pruebas de mutagénesis se presentan
en las graficas de las Figuras 3 a 6, y las potencias mutagénicas se
muestran en la Tabla 2. La potencia mutagénica del BaP fue 4.8 veces
mayor cuando se utilizé el $9 proveniente de animales tratados con
albendazol, en comparacién con el 59 obtenido de animales testigo. Por su
parte el tratamiento con mebendazol redujo moderadamente la
mutagenicidad de dicho mutageno. Con la NDMA, la mutagenicidad
detectada con los S%s inducidos no se vio significativamente
incrementada respecto a la obtenida con el 59 de animales no inducidos,
mieniras que la induccién de mutantes con la ciclofosfamida, activada por
el 59 proveniente de ratas tratadas con ambos benzimidazoles, fue
ligeramente menor que la inducida con S9 testigo. Por Gltimo, ambos
fratamientos provocaron una discreta elevacién de la mutagenicidad del
2-aminofluoreno, aunque solo en el caso del albendazo! se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos.
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Tabla 2. Potencia mutagénica de cada promutigeno empleado en las
pruebas de Ames, mediada por los 59°s hepaticos de los diferentes
tratamientos (revertantes/pg de mutigeno).

Mutageno Bal® AF CF NDPMA-
Tratamiento
Testigos (C) 12.97 281.03 0.078 0.199
Albendazol (A) 62.974* 383.54¢ 0.032¢ 0.649N
Mebendazol (M) 4.55¢ 385.03N 0.021A 0.815N

A p << 0.005; 4 p <0.005; € p < 0.025; E p < 0.100; ¥ no significativo.
BaP=Benzo[a]pireno AF=2.Aminofluoreno CF=Ciclofosfamida
NDM A=N-Nitrosodimetilarmina
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Figura 3. Mutagenicidad de benzo[a]pirenc cn fa cepa TA98 mediada por S9 obtenido

de higado de ratas pretratadas con albendazo! v mebendazol.
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Figura 4. Mutagenicidad de 2-aminoflucreno en ia cepa TA98 mediada por $9 obtenido
de higado de ratas pretratadas con albendazol y mebendazol.
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Figura 5. Mutagenicidad de ciclofosfamida en la cepa TA1535 mediada por $9
obtenido de higado de ratas pretratadas con albendazo! y mebendazol.
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Figura 6. Mutagenicidad de N-nitrosodimetilamina en la cepa TA100 mediada por S9
obtenido de higado de ratas pretratadas con albendazol y mebendazol.
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Determinacién de CYP fotal

En las determinaciones de CYP total no se observaron diferencias
individuales significativas dentro de un mismo grupo o entre grupos. Los
promedios obtenidos fueron de 1.1047, 1.3135 y 09759 nmoles de
CYP/mg de proteina para los grupos testigo, inducido con albendazol e
inducido con mebendazol, respectivamente (Fig. 7).

Figura 7. Determinacién de CYP total en microsomas hepaticos de ratas.
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Determinaciones de actividad enzimatica

En la Fig. 8 se muesira que Ja actividad de EROD en los
microsomas de albendazol se incrementd, en promedio, 30 veces con
respecto a sus testigos, siendo la elevacién constante en cada uno de los
individuos del grupo. Cabe hacer notar que unc de los animales del
grupo control mostré una actividad de EROD estadisticamente diferente a
la-detectada en las-tres ratas restantes, pero sin sér igual a la actividad
encontrada en animales del grupo tratado con albendazol, dicho animal
también presenté una actividad de MROD elevada. Con este mismo
tratamiento (albendazol) se detectaron elevaciones en las actividades de
MROD, PROD y BROD de 12.6, 2 y 3.7 veces, respectivamente, en
relacién con los valores detectados en los microsomas testigo (Figs. 9 a
11). Todos estos resultados sefialan un incremento en las actividades de
CYP1A1/2y CYP2B1/2. Con respecto al tratanuento con mebendazol, las
actividades de EROD y MROD no sufrieron alteracién significativas,
mientras que aquéllas correspondientes a PROD y BROD se vieron
disminuidas 1.9 y 2.6 veces, respectivamente (Figs. 8 a 11). En cuanto a la
actividad del CYP2E], los resultados en los ensayos de FIPNF muestran
una aparente disminucién de tal actividad en los microsomas de ratas
tratadas tanto con albendazol como con mebendazol, aunque el efecto fue
un poco menor en este segundo grupo (Figura 12).
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Figura 8. Actividad de EROD (CYP1A1) en microsomas hepaticos de
ratas.
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Figura 9. Actividad de MROD (CYP1A2) en microsomas hepaticos de
ratas.
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Figura 10. Actividad de PROD (CYP2B1) en microsomas hepaticos de
ratas.
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Figura 11. Actividad de BROD (CYP2B2) en microsomas hepiticos de

ratas.
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Figura 12. Actividad de HPNF (CYP2E1) en microsomas hepaticos de
ratas.
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Inmunoblots

Los resultados de Western blot con anticuerpos policlonales contra
CYP1Al/2, CYP2B1/2 y CYP2E1 se encuentran en la Fig. 13. En ellos se
aprecia que, con excepcién del tratamiento con albendazol el cual
incrementé claramente los niveles de CYP1A1/2 (6.5 veces por arriba del
control), ninguno de los tratamientos tuvo efecto sobre los CYP
analizados. Dentro del grupo control, uno de los animales meostré una
elevaci6n en la cantidad de CYP1A1/2 (2.8 veces el control), el mismo que
presentd una mayor actividad de EROD. El analisis densitométrico
también revelé una discreta disminucién en CYP2E1 por el tratamiento
con albendazol, ya que la cantidad resulté 2.2 veces menor que la del
gruno testigo.
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Notas:

Figura 13. Resultados de los inmunoblots realizados en microsomas

hepaticos de cada una de las ratas de los diferentes grupos de
tratamiento.

Detecciéon de CYP1A1/2

MC 1 C2 C3 C4 Al

A2 A3 A4 MI M2 M3 M4

Deteccién de CYP2B1/2

FB Cl C2 C3 C4 Al A2 A3

A4 ML M2 M3 M4

Deteccion de CYP2E1

AT CI T2 C3 C4 Al A2 A3 A4 M1 M2 M3

M4

La primera muestra de cada linea es un control positivo para cada CYP.
MC=3-Metilcolantreno FB=Fenobarbital AT=Acetona
C=Testigo A=Albendazol M=Mebendazol

El namero después de las letras C, A o M, se refiere a un individuo especifico dentro de cada grupo
de tratamiento.
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DISCUSION

El albendazol es una molécula que pertenece a la familia de los
benzimidazoles y ha mostrado su efectividad contra la mayoria de los
helmintos intestinales y la hidatidosis humanal?. En nuestros dias, esta
molécula esta siendo usada con mucho éxito en el tratamiento de la
neurocisticercosis, padecimiento que hasta hace poco tiempo no tenia un
tratamiento farmacolégice especificol?l. La neurocisticercosis es una
enfermedad neurolégica muy comtn en comunidades que viven en
condiciones pobres de higienel??. Los intervalos de dosis de albendazol
usados inicialmente para este propésito se propusieron empiricamente,
estableciéndose los esquemas de terapia después de los estudios de
toxicidad!?. La dosis recomendada es de 15 mg/kg/dfa dividida en dos
administraciones diarias durante 8 dias?. Por otro lado, la dosis
recomendada para parasitosis intestinales es de 400 mg/dia durante tres
dias en nifios o adultos”2.

Es interesante hacer notar que los estudios farmacocinéticos
muestran una gran variabilidad interindividual en el metabolismo del

este tipo de mediciones y la efectividad del tratamiento en pacientes con
neurocisticercosis'?%. Después de la administracién del farmaco por via
oral en humanos y roedores, es casi imposible detectar la molécula
parental en la sangre, en su lugar aparece el metabolito sulfoxidado
ademas de la sulfona de albendazol’s. Se ha reportado que el primero es
el responsable de la actividad farmacolégica, ademdas de que presenta
embriotoxicidad, mientras que la sulfona no es activa ni téxica. Es claro
que el conocimiento de los sistemas enzimaticos que participan en la
conversibn del albendazol en sus dos derivados, resulta indispensable
para explorar el papel del metabolismo en la variabilidad interindividual
reportada en pacientes bajo tratamiento.

Los primeros estudios realizados por Fargetton y col. en 198612,
mostraron  la  participacion de la  flavin-adenin-dinucleétido-
monooxigenasa (FMO) hepéatica de rata en la sulfoxidacién del
albendazol. La inmunoinhibicién de la reaccién por IgG anti-FMO fue la
primera evidencia de la participacién de esta enzima presente en
microsomas de higado. Este resultado se confirmé mediante inactivacién
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térmica de FMO, asf como por adicién de metamizol que es un inhibidor
especifico de la proteina. Adicionalmente, cuando se utilizaron IgG anti-
citocromo ¢ reductasa y clotrimazol, un inhibidor no competitivo de CYP
que no afecta la actividad de FMO, se inhibi6é también la sulfoxidacion
mostrando la participacién de esta familia enzimatica.

Posteriormente, se abordé el estudio de las familias de CYP
involucradas en el primer paso del metabolismo del albendazol El
?réératamiento de ratas con dexametasona, Ei{i.te induce al CYP3Al,
incrementa 4 veces la actividad de sulfoxidacién de albendazol presente
en microsomas!?, confirmando que al menos esta isoenzima de CYP
posee una participacién. El hecho de que el tratamiento conjunto de
dexametasona y albendazol en humanos incrementa en sangre la
concentracién de metabolito sulfoxidado, que habia quedado como
inexplicable cuando se observél?, ratifica los hallazgos en el modelo
animal. De igual manera, el pretratamiento de ratas con fenobarbital,
inductor de CYP2B1/2, incrementé en microsomas Ja produccion de
sulféxido de albendazol al doblei?, lo cual es una evidencia de la
participacién de esta otra subfamilia de CYP.

Hasta este punto podemos resumir que la primera reaccion
metabdlica que sufre el albendazol en mamiferos estd mediada por las
enzimas: FMO, CYP3A y CYP2B, siendo la primera la de mayor
participacion. La ausencia de efectos observados en el pretratamiento de
animales con 3-metilcolantreno!?6, descarta la participacion de la isoforma
CYP1A en la sulfoxidacién del antihelmintico.

Con objeto de discernir el camino metabélico correspondiente a la
segunda oxidacién del albendazol, Souhaili-El Amri y colaboradores
estudiaron la participacién del CYP en la sulfonacién del derivado
sulféxido en higado de rata perfundido!?8. En estas condiciones el higado
de rata normal puede metabolizar la molécula parental a sus derivados
sulféxido y sulfona, y el pretratamiento con albendazol promueve el
incremento del segundo metabolite. En microsomas provenientes de
animales pretratados con albendazeol, 3-metilcolantreno, aroclor e
isosafrol, la curva de biotransformacién del sulféxido de albendazol en
sulfona es bifésica, lo cual sugiere que mas de una enzima participa en la
reaccién. Dicha biotransformacién es inhibida totalmente por n-octilamina
por lo que la FMO no esta involucrada en este paso. Podemos interpretar
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estos resultados como que el albendazol induce su propio metabolismo
en la etapa de conversién del sulféxido en suifona.

Como se ha mencionado con anterioridad, el 3-metilcolantreno es
un inductor de la subfamilia CYP1A en higado de roedores, por lo que
alguna de estas isoenzimas se encuentra involucrada en la segunda fase
de conversién del albendazol.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, confirman un
nofable incremento en la actividad de CYP1A1 en higado de ratas que
recibieron albendazol. Dicho incremento fue detectado mediante las tres
metodologfas propuestas: medicién de actividad enzimética, anélisis por
inmunoblot o utilizando pro-mutigenos especificos en el sistema de
Ames. Aunque cuantitativamente el incremento no fue similar en las tres
estrategias (30 veces cuando se compararon actividades enzimaticas, 6.5
veces en experimentos de Western blot, v 4.8 veces por experimentos de
mutagénesis), se muestra que esta Gltima metodologia puede ser
utilizada para la estimacién de las variaciones de CYP ocasionadas por
agentes xenobiéticos. En trabajos anteriores realizados en nuestro
laboratorio con ciclohexanol, se llegbé a una conclusién similar'?®, La
importancia de ello radica en que las pruebas de mutagénesis resultan
mas econdmicas y podrian resultar sensibles para la deteccion de
alteraciones en las concentraciones de CYP en linfocitos de individuos
expuestos a xenobibticos.

AGn cuando, anteriormente al presente trabajo, existian datos
referentes a la induccién del CYP1Al por el pretratamiento con
albendazol, no se habia realizado una biisqueda sistemaética de otras
isvenzimas de CYP que, por su participacién en el metabolismo de
xenobibticos, son importantes. Tal es el caso de CYP1A2, CYP2B1 y
CYP2B2 cuyos niveles se encuentran alterados por el tratamiento con
albendazol. La actividad enzimatica de CYP1A2 se eleva 12.6 veces y la
de CYP2B1 y CYP2B2 se elevan 2 y 3.7 veces, respectivamente. La
participacidn de CYP2B en la sulfoxidacién del albendazol queda de
manifiesto en los experimentos en los que la produccién de este
metabolito por microsomas hepéticos se incrementd dos veces (Moroni y
col., 1995)126,

Un dato adicional observado con microsomas de ratas tratadas con
albendazol, es la disminucién en la expresién tanto de proteina como de
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actividad enzimética correspondientes a CYP2El. Esta isocenzima es
importante ya que se encuentra involucrada en el metabolismo de
moléculas con diferente estructura quimica como pueden ser: etanol,
acetaminofén, anestésicos, isoniazida, etc130, La expresién de esta
isoenzima se ha relacionado con susceptibilidad de poblaciones a cancer
pulmonar y de estémago? 131, Una pregunta interesante por resolver, es
el significado biolégico que representa una disminucién en las
concentraciones basales de CYP, en especial de aquellos citocromos
involucrados en el metabolismo de moléculas endégenas como lo es el
CYP2EL.

Por otro lado, resulta interesante el hecho de que el mebendazol
no mostré el mismo efecto que tuvo el albendazol sobre los CYP
estudiados. Parece ser que la accién de los citocromos involucrados en el
metabolismo del albendazo! se centra en el azufre exociclico localizado en
el carbono 5 del anillo de benzimidazol. El mebendazol carece de él y, al
no presentar potencial para inducir a este tipo de moléculas (CYP),
debilita la hipétesis de que sea la estructura del imidazol o del
benzimidazol la responsable de la induccién. Sin embargo, este
antihelmintico mostré un efecto inhibitorio sobre la actividad de ambos
miembros de la subfamilia 2B sin afectar la concentracién y actividad de
la subfamilia 1A.

Los datos de variabilidad interindividual en la farmacocinética del
albendazol en pacientes con neurocisticercosis, habian sido explicados en
base a diferencias en absorcién1®?, restindole importancia a la existencia
de variaciones del metabolismo. Los datos referidos aqui y reportados por
otros autores, asi como los obtenidos por nosotros, hacen pensar en
diferencias en el metabolismo como una de las principales causas en las
varfaciones  individuales reportadas. Partiendo de esta premisa y
tomando en cuenta que el sulféxido de albendazol es la molécula
terapéuticamente efectiva, podemos aventurar que los pacientes con una
actividad basal elevada de CYP1Al, rapidamente metabolizaran el
sulféxido a sulfona, presentando una mayor resistencia al tratamiento; de
igual manera que aquellos que presenten una actividad baja de FMO y de
CYP3A. Para estos altimos, la eleccion de dar dexametasona en
combinacién con albendazol repercutird en una mejoria en la respuesta
farmacolégica. Del mismo modo, y considerando que las isoenzimas de
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CYP estudiadas juegan un papel preponderante en la activacion de pre-
carcinégenos ambientales y de farmacos de uso comin, los pacientes bajo
tratamiento deberian tener un control estricto respecto a su dieta, habitos
de fumar y tratamiento con otros fArmacos.
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CONCLUSIONES

& El tratamiento con albendazol induce al CYP1A1, principalmente, y a
los CYP1A2, 2B1 y 2B2 en menor proporcién.

# Lainduccion detectada en el CYP1A1 mediante las técnicas de Western
blot y actividad enzimatica, fue también evidente al usar las pruebas

- de'mutagénesis en S. typhimuriun.

% El CYP2E1 se ve discretamente alterado por el albendazol de forma
negativa.

& FEl tratamiento con mebendazol modificé negativamente al CYP2B,
pero no mostrd efecto sobre el resto de los CYP analizados.

% La estructura benzimudazodlica no parece ser la responsable de la
induccién de la actividad de los CYP.

% El radical tiopropilo en el carbono 5 del anillo imidazdlico, es; el blanco
de accidon de los CYT involucrados en el metabolismo del albendazol.

& Existe variabilidad interindividual en la actividad del CYPTA.
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ABREVIATURAS

ADN
ADNc
AF
AHH
AhR
ARNm
ARNT
AROD
AT

BROD

CF
cYyp
DMSO
DRE
EROD
FB

Fe
MO
HPNF

Albendazol

Acido desoxirribonucléico

Acido desoxirribonucléico complementario
2-Aminofluoreno 7

Hidroxilasa de hidrocarburos arométicos policiclicos
Receptor Ah

Acido ribonucléico mensajero

Proteina nuclear transclocadora del receptor Ah
O-Dealquilasas de alkoxi-resorufinas
Acetona

Benzo[a]pireno

O-Deetilasa de benziloxi-resorufina
Controles o testigos

Ciclofosfamida

Citocromo(s) P450

Dimetilsulféxido

Elementos de respuesta a dioxina
O-Deetilasa de etoxi-resorufina
Fenobarbital

Fierro

Flavin-monooxigenasaf(s)

Hidroxilasa de p-nitrofenol



MC

MROD

NADH
NADPH
NDMA
nm
nmeoles
nt

pb
PCN
pmoles
PROD
rpm

59
TAO
TCDD

XRE

Longitud de onda

Mebendazol

3-Metilcolantreno

Milimolar

O-Deetilasa de metoxi-resorufina
Normal

Nicotinamida adenina nucleétido reducido
Nicotinamida adenina nucleétido fosfato reducido
N-Nitrosodimetilamina

Nanémetros

Nanomoles

Nucleétidos

Pares de bases
16a-carbonitril-pregnenolona
Picomoles

O-Deetilasa de pentoxi-resorufina
Revoluciones por minuto

Fraccion postmitocondrial
Triacetil-oleandomicina

2,3,7 8-Tetraclorodibenzoparadioxina
Volts

Elementos de respuesta a xenobi6ticos
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