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RESUMEN

Los citocromos P450 de la subfamilia 1A tlenen un papel importante en la transformacion
y bioactivacién de hidrocarburos aromaticos polliciclicos (HAPs) y también de compuestos
con importancia farmacoldgica como los benzimidazoles en especial el albandazol un
farmaco ampliamente usado para combatir Infestaciones parasitarias. En este estudio
invastigamos la modulacién de la sintesls y actlvidad del citocromo P450 1A1 (CYP1A1)
por los niveles de GSH. Para ello utilizamos un modelo animal a los cuales se jes indujo el
CYP1A1 inyectando albendazol (ABZ) (50mg/kg i.p) por 8 horas y manipulamos el estado
de glutation (GSH) tisular deteniendo su sintesis al inyectar L-butionin-[S,R]-sulfoximina
(BSO) (2 mmol/kg i.p). Hubo una tendencia decreclente del nivel de GSH A lag 3y 6 hrs.
(85%, 62% respectivamente) siendo esta disminucion significativa a 11hrs (21%). El ABZ
no tuvo efecto sobre los niveles de GSH. La actlvidad de la glutatién reductasa (GR) fue
inhibida parcialmente por el tratamiento con BSO (74%), slendo esta inhibicién
significativa en los animales tratados con BSO y ABZ (65%). La inyeccién con ABZ indujo
la actividad catalltica del CYP1A1 (Etoxi resorufina O-deetilasa [EROD]). Este efecto se
vio incrementado significativamente por el tratamiento con BSO (10 veces). Sin embargo
el incremento de la actividad no fue seguida por la expresidn de la protaina detectada por
inmunorréplicas. Por la posible sobreestimacion de EROD medimos la actividad de los
CYPs 1A2, 2B1 y 2B2. El tratamiento con BSQ no afectd la expresién y la actividad
catalltica de estos citocromos en el periodo de tiempo en qua fue administrado el ABZ.
Cuando se utilizé un sustrato clasico como benzofa)pireno (B[a]P), se observé que el
B[a]P disminuyo significativamente los niveles de GSH y este descenso fue mas evidente
al administrarlo junto con BSO (36%). El B[a]P Inhibié asimismo la actividad GR (69%),
por el contrario hubo una Induccién significativa de GR en presencla de BSO (145%). En
La actividad EROD no hubo cambios en el tratamiento de BSO/B[a]P. El B[a]P previo
tratamiento con BSO tuvo un efecto significativo sobre la induccion proteica del CYP1A1.
La disminucion del GSH en tejido hepatico afectd ligeramente la expresion del CYP1A1,
y su capacidad para activar compuestos como el BlalP. El incremento observado en la
actividad EROD promovida por BSO pudiera deberse a una sobre estimacion del método
como ha sido mencionado por otros autores. Por otra parte el Bla]P disminuye los niveles
de GSH y afecta la actividad de GR al conjugar su efacto con BSO. Se conoce que el
Bla]P genera compuestos reactivos de su propio metabolismo y estos consumen GSH
para su eliminacién, por lo que la disponibilidad de GSH disminuye aun mas a la vez que
promueve la rapida converglén de GSH a su estado reducido al estar inhibida la sintesis
por un Inhibidor como el BSO. Todo suglere que &l CYP1A1 es afectado de forma
diferente cuando es inducido por un sustrato clasico (Bfa]P) y no clasico (ABZ), en
presencia de niveles bajos de GSH.

Palabras clave: Citocromo P450 1A, benzimidazoles, glutation, glutation reductasa
albendazol, benzo[a]pireno, Etoxiresorufina O-deetilasa




1 INTRODUCCION
1.1 Glutatién
1.1.1 Propledades y caracteristicas

El glutation (y-Lglutamil-Leisteinil-glicina) es el tiol celular no proteico mds abundante ya
que se encuentra en concentraclones milimolares (1 a 10 mM, dependiendo del tipo celular)
(Dickinson y cols.2002). Esta presente en animales, plantas y microorganismos y es soluble
en agua encontrandose principalmente en el citosol celular (Kosower y Kosower, 1878,
Meister A, 1976., Kidd PM, 1991, Lomaestro y Malone, 1995). El giutatién (o GSH tiene un
peso molecular de 314.6 Da mientras que la forma oxidada (GSSG) tiene un peso
molecular de 612.6 Da. Esta formado por tres aminodcidos: dcldo glutamico, clstelna y
glicina unidos por un enlace gama entre los dos primeros aminodcldos el cual reslste la
degradacion por peptidasas (Figura1). '

Hay evidenclas que indican que la porcion y-glutamil del glutation funciona en el
transporte de aminoécidos (especialmente cistina y otros aminoacidos neutrales), de
péptidos y de aminas (Melster y Anderson, 1983). El grupo sulfihidrilo (-SH) del residuo de
cisteina le da a la molécula el caracter de donador de electrones, como lo indica su
potencial redox negativo GSSG + 2 H'+ 2e"— 2 GSH (E' o=-0.23 V) (Lewin. S, 1976).

Esto hace del GSH un potente antioxidante y un cofactor para las reacciones
enzimaticas que requieren la disponibilidad de electrones, comportdndose como un
“equivalente reductor” (Kehrer y Lund, 1994). También puede reaccionar de manera
reversible con los grupos tioles de la proteinas, péptidos y moléculas de cisteinas formando
enlaces disulfuro, afectando los estados de oxidacién de moléculas importantes como la
SOD Cu,Zn (superdxido dismutasa Cu,Zn) y la anhidrasa carbénica, por un proceso
descrito como glutationilacion (Halliwell y Gutteridge, 2000; Kretzchmar, 1996).

Graclas a que los puentes disulfuro son estructuras fundamentales en la
conformacién de una proteina, estos mecanismos son capaces de regular la actividad de
varias enzimas como cinasas y fosfatasas.

El poder reductor del GSH es una medida de la capacidad celular para la
depuraclon de radicales libres, donacion de electrones y capacidad de donar grupos
sulfihidrlos. Estos procesos son la clave de las multiples acclones del GSH a nivel
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molecular, celular y tisular, y describen su efectividad como una antitoxina sistémica

(Meister A, 1976).
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Fig.1 Estructura de y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (GSHI-

1.1.2 Bioquimica y sintesis

Los procesos que llevan a cabo la sintesis y la degradacion del glutation se
Incluyen en el ciclo y- glutamll, que esta estrachamente relacionado a varias funciones
fisioldglcas y metabdlicas en las que participa este péptido.

Se sintetiza en la célula por acciones secuenciales de la y-glutamilcistein sintetasa
(GCS) y la glutation sintasa (GS) en una serie de sels reacclones catalizadas
enzimaticamente (Meister A, 1973; 1983) (Figura 2).

La actividad de la GCS parace ser el factor limitante en la sintesis de GSH, su
actividad es regulada por retroalimentacién negativa por elevadas concentraclones
fisioléglcas de glutation. La GCS estd compuesta de dos subunidades una catalitica
(GSCh) y una regulatorla (GCSI).

La GCSh es responsable de la actividad catalltica favoreciendo la unidén dependiente
de ATP del acido glutamico con una cisteina, mientras que la GCSI modula la K, de la
enzima por el glutamato y su sensibilidad a {a inhibicion por retroallmentacién por GSH.




y-glutamilcisteina Clsteina
Glutamato

ADP ATP

E! segundo paso sintético es catalizado por la glutation cintaza que afiade glicina
utilizando ATP al dipéptido y-glutamilcisteina, la cual no es Inhibida por el producto de la
reaccion como la GCS. Su expresion es tejldo especifica y se encuentra en gran cantidad

en rlifién.

y-glutamilcisteinglicina

(GSH)

Glicina

y-glutamilclstelna

GSH ATP

Sintetasa

ADP

El glutatién se transporta (exportado de las células) por la y-glutamil transpeptidasa una
enzima unida a la éuperﬂcle externa. La accion de asta enzima es la de romper de una
manera ATP dependiente, la unién gama entre el glutamato y la clstelna para transferir el
residuo glutamll a otros aminoacidos formando y-glutamil aminoacldos, y cisteinglicina.
Este daltimo compuesto se degrada por la acclén de dipeptidasas para formar clstelna y

glicina libre.




Los y-glutamil aminoacldos formados en la reaccion de transpeptidacion son
sustratos de la enzima intracelular y-glutamil ciclotransferasa, la cual los convierte en los
correspondientes aminodacidos libres, frecuentemente cisteinas; los residuos vy -glutamil
forman 5-oxiprolina. -

La 5-oxiprolinasa (d) abre la estructura ciclica para producir glutamato. (Wilson. y
Cannan, 1937, Maister y Bukenberger, 1962)

RCHCOOH
NH,
Aminoacido
®
»glutamii-cistein-glicina
R (glutation)
COOH
th PhsH ADP+P, Fig.2 Ciclo del glutation
y HNCHCO-NHCH,COOH ® g.cLicodel g '
Al _cldo-'y- Cistalnil-glicina / ATP (a) “y-glutamilcistein
glutamil o) H,NCHOOOH
©® Glicina CH,SH sintetasa, (b)  glutatién
RCHCOOH CH,SH 00-NHCHOOOH intet futamil
» n ' =
N, H,N(.YH-COOH (é'“ﬂ: y-glutamll-clsteina sintetasa,  (c)  y-glutami
Aminocido histelng CHNH, ciclotransferasa, (d)

\ oxlprolinasa, (e) y-glutamil
ADP+P,
/@

OQ(" CO0H transpeptidasa; (f) peptidasa
@ (CHy),

ATP
N coon e
§-oxiprolina COOH
Acido glutmico
ATE AP
+P

1.1.3 Inhibldores de |a sintesis de glutation.

La L-butlonin-[S,R]-sulfoximina (BSO) es un Inhibidor de la sintesis de GSH. Su
administracién produce un decremento an los niveles tisulares de GSH y esto la largo plazo
produce una disminucién en los niveles plasmaticos del péptido (Griffith y Meister, 1879).

La disminucién rapida de GSH en el higado y rifién, por la acclon de un inhibidor de
la GCS, produce un efecto muy rapido sobre la poza de GSH en estos te|ldos, debido a que
a pesar de que |a sintesis es inhibida, su exportacién continta (Pastore y cols., 2003).
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Quimicamente el BSO es un andlogo de la metionin sulfoximina (MSO) el cual se

Identificd como un Inhlbldor especifico de la biosintesis de GSH, pero debido a que era
muy tdxico, el BSO se empled en lugar del MSO ya que conservaba la especificidad en la
Inhiblclén de la sintesls de GSH y no presentaba toxicldad sobre los tejidos en el cual fue
probado (Griffith, 1982).

Mecanismo de accion

El BSO se une reversiblemente como un analogo de y-glutamll-a-animobutarato un
producto Intermedlario de la reaccién norma de la enzima, ya que solo un diastomero del
BSO es unido, la unién inicial ocurre con una Kl de 25 uM o menos(Griffith, 1982). EI BSO
unido es entonces fosforilado en el nitrogeno de la sulfoximina. La estequiometria y
distribuclén de carga del producto BSO-P recuerda al intermedlarlo tetrahedrico hipotético
formado durante la reaccion entre el a-aminobutarato y el y-glutamil-fosfato . La extrema
fimeza de la unlén suglere que el BSO-P es tamblén un analogo estructural cercano del
estado de translclon asoclado con la formacién o colapso del Intermediario producido en la
reaccion normal. (Griffith, 1082). '
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Kramer y colaboradores en 1987 observaron una disminucién de GSH después de
inyecciones intra peritoneales simples o0 multlples a ratas. La disminucion maxirma de GSH
se presentd en un lapso de 2-4 horas en plasma, rifion e higado y fue mas tardla en otros
tejldos.



1.1.4 Funciones

La poza de GSH participa como mencionamos brevemente antes, en 3 funciones
principales: a) como cofactor para la glutation S transferasa (GST) en las vias de
detoxlficaclon, b) como sustrato para la GGT que transfiere el acido glutdmico presente en
la molécula de GSH a otros aminoacidos, para su Incorporacién a la célula y ¢) para
depuraclén de radicales libres y como cofactor de enzimas antioxidantes.

El papel fislolégico del GSH se ha implicado en multitud de funciones celulares tales
como el transporte de aminodcidos, la sintesis de protelnas y écldos nucleicos, el
mantenimiento de enzimas en su forma activa, la proteccion contra la radiaclon y
endotoxinas. Tamblién particlpa en reacclones de transhidrogenaclén involucradas en la
formacién y mantenimiento de grupos -SH de otras moléculas (p.ej coenzima A). Provee
de capacidad reductora para varias reacclones y juega un papel importante en la
detoxificacion de peréxidos de hidrégeno, otros peroxidos y radicales libres (Hayes y
Mclellan, 1999), participa en la detoxificacién de metales reactlvos enddgenos y exégenos
y electrofilos, y en la regulacion del ciclo celular y diferenciacion celular (Meister y
Anderson,19883; Meister,1984; Wang y Ballatori, 1998; DelLeve y Klapowitz, 1980).

1.1.5 Enzimas relacionadas con el glutation.

La funclén antioxidante del GSH es mantenida por su reciclamliento a través de la
acclén de 1) la glutatién peroxidasa (GPx) y 2) la glutation reductasa (GR). La superoxido
dismutasa (SOD), cataliza la reduccién del anién superéxido (O27) produciendo H.O; el cual
es reducido por la glutation peroxidasa generando en la reaccion una molécula de HzQ. La
glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2) es una enzima ampllamente distribulda; que cataliza la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutatién (GSH). Es esenclal para el clclo redox
del glutatién, ya que mantiene niveles adecuados de glutation celular reducido.

Esta enzima homodimérica es miembro de la familia de las oxidoreductasas, la cual
funciona como flavoproteina de disulfuros. Cada subunidad tlene cuatro dominlos,
empezando en el NH-terminal: un dominio de unién a FAD, un dominio de unién a NADPH,
un dominio central y un dominio de Interfase. El sitio activo de la GR esta en la interfase
dimérica. Ya que el sitio de union a GSSG estd compuesto de residuos de ambas
subunidades solo la forma dimérica es activa (Bashir y cols., 1995)
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El glutation oxidado se reduce por una reaccion de miltiples pasos en la cual GR es

inicialmente reduclda por NADPH. La GR contiene flavin adenin nucledtidos y usa los
equlvalentes reductores desde el NADPH para reconvertir GSSG a 2GSH. (Figura 3)

Las enzimas dependlentes de GSH proveen la segunda linea de defensa, ya que
funcionan detoxificando moléculas reactivas y ayudan a prevenlr la propagaclén de
radicales libres. Muchas de las protelnas dependientes de GSH son inducidas
coordinadamente a través dei elemento de respuesta antioxidante (del inglés: ARE).

La transcripcion de la glutation-S-transferasa (GST) es modulada por varios agentes
pro-oxidantes por medio del ARE (Xla y cols., 1996). Esta enzima cataliza Ia conjugacion
del GSH con compuestos producidos in vivo durante el estrés oxidativo y representa un
sensor capaz de transmitir las varaclones REDOX a la maquinaria de apoptosis
modulando las vias de cinasa actlvadas por estrés (Adler y cols., 1999).

Durante el curso de las reacclones catalizadas por GPx y GR el GSH es reciclado a
través de procesos de Oxido-reduccion, ’

En contraste, el GSH se consume durante la generacién de glutation S-conjugados
por la glutatién S-transferasas o por la actividad de la y-GGT (Pastore y cols., 2003).

NADPH - NADP*

reductasa cssa
GSH
Gluta —

L5 peroxidasa H,O
(Dlsulfuro proteina-proteina) L%)H

PSSP

roteina-S-S-glutation
PSSG

Proteina-SH)
‘L PSH

Fig.3 Ciclo REDOX del GEH



1.2 Cltocromos P450

Los citocromos P450 son un grupo de enzimas que al ser reducidas con ditonita de
sodio y mezcladas con monéxido de carbono, presentan un plco maximo de absorclén en
luz visible alrededor de 450 nm (Omura y Sato, 1964). Oxigenan un amplio espectro de
sustratos lipofilicos orlginando una serle de metabolitos interrnedios que se van a convertir
en sustratos de las enzimas de la llamada fase Il del metabolismo. Muchos de los
metabolitos que originan los P450, son biolégicamente activos y su expreslon es modulada
por muchos de los agentes que metabolizan. Farmacodlogos y toxicélogos originalmente se
interesaron en los citocromos P450 ya que estas enzimas juegan papeles importantes en el
matabolismo de medicamentos, carcinégenos y hormonas esteroldes (Estabrook, 1996).

L.a superfamilia de cltocromos P450 esta presente desde bacterlas hasta humanos y
se piensa que se diversificé ampliamentse desde su origen. Se han encontrado genes de
este grupo en arqueobacterias, en plantas y casl en todas las especies animales.

Los citocromos P450 participan en las reacciones de fase | del metabolismo. En ellas
ocurre la biotransformacion de los grupos funcionales. susceptibles a sufrir reacciones de
oxidacion, reduccion o hidrolisis para transformarlos en moléculas con mayor polaridad. Las
transformaciones efectuadas aumentan la hidrofilicidad de los diversos compuestos y su
excrecion corporal (Perelman, 2000),

Los compuestos como farmacos y plaguicidas son transformados
predominantemente en el higado humano por las subfamilias CYP1A1, CYP1A2, CYP2AE,
CYP2B6, CYP2C, CYP2E1 y CYP3A4. (Spatzeneger y Jaeger, 1995; Meyer y Pardew
1999).

Las biotransformaciones oxidativas catalizadas por los citocromos P450 incluyen
hidroxilaclén aromatica y de cadena lateral, desalquilacién de N, O y S, oxidacion de N,
sulfoxidacion, hidroxilacién de N, desaminacién, deshalogenacién y desulfuracion. (Figurad)




Azoreduccidn
R—N=—N—R'— = R—HNHy + HN —R'

Nitro-reduccitn aromatica

nmo; — RNH:

‘Dehalogenacién reductiva
R~—CH—X2 ——= R—CHzH + HX

Flg.4 Reacclones de reducciones catalizadas por el cltocromo P450

Estos complejos anzimaticos se encuentran anclados a la membrana det reticulo
endoplasmatico a través de una hélice hidrofébica cercana al extremo N-terminal, por lo
que la mayor parte de la proteina se sitta en la cara cltoadlica de la membrana. Esta hélice
transmembranal esta segulda, por regla general, por una serie de aminoacldos basicos
cuyos reslduos interacclonan con las cargas negativas de los lipidos de la membrana.
(Chaple, 1998) (Figura 5). La caracteristica estructural comun al grupo de xenobidticos
oxidados por los citocromos P450 es su alta liposolubilidad. (Perelman, 2000)

Sabadabad 6

i

-&l#&#ﬂ'@dtﬁ&“ﬁlﬁ..‘lﬁ&b‘&".OQ L Al )

Flg.5 Locallzaclon del sistema citocromo P450 en la membrana del reticulo endopldsmico




10

1.2.1 Mecanismo de oxidacidn de xenobiéticos por acclén de los cltocromos P450

Las enzimas del citocromo P450 son proteinas de membrana con un grupo hemo
(Goodman y Gilman, 1996), que para catalizar sus reacciones requleren de la reductasa
NADPH-citocromo P450, NADPH+H de cofactor y oxigeno molecular.

La reacclon de oxidacion multifisica conslste en que el sustrato (xenobidtico)
reacciona con la forma oxidada del citocromo P450 (Fe*?), para formar un complejo enzima-
suetrato. La reductasa det citocromo P450 acepta un electrén de NADPH+H", que a su vez
reduce el complejo oxidado de citocromo P450-xenobiético. El complejo citocromo P450-
sustrato reducido (Fe*™?) reacciona con oxigeno molecular y con un segundo electrén da
NADPH+H" donado a través de la misma reductasa de flavoproteina, para formar una
especle de oxigeno activado, principalmente un grupo hidroxilo (-OH).

En las fases finales se libera un dtomo de oxigeno en forma de agua y otro se
transfiere al sustrato. Una vez liberado el sustrato sometido a oxidacion, la enzima oxidada
(citocromo P450) se regensra (Goodman y Glimann, 1996) (Figura 6)

Fig.6 Representacion esquematica de las fases de oxldacién de un xenoblético por enzimas
de citocromo P450
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1.2.2 Citocromo P450 Subfamllla 1A

Varios genes de la superfamilia de citocromos P450 son altamente inducibles,
particularmente por xenobléticos que se unen a receptores intracelulares especificos y
consecuentemente modulan la expresién del gen. La subfamilia CYP1A Incluye tres genes
(CYP1A1, CYP1A2y CYP1B1) que son Induclbles por hidrocarburos aroméaticos policiclicos
(HAP) y por dioxinas. Los HAPs son sustratog para la enzima CYP1A1, la cual cataliza su
oxldaclon.

El gen CYP1A1 es altamente induclble por 2,3,7 8-tetraclorodlbenzo-p-dioxina
(TCDD) y por hidrocarburos aromaticos planares tales como el 3-metilcolantreno o el
benzo[a]pireno (B[a]P) (More!l y Barouki,1998). Como enzima metabolizadora de fase I, la
principal funclén atribuida a la enzima CYP1A1 es la de oxidar a los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) hidroféblcos, como primer paso para su eliminacion. Sin
embargo, hay evidencias que sugleren que la alta actividad de la enzima puede llevar a
toxicidad por bioactivacién de xenobléticos. Esto es mejor ejemplificado por el metabolismo
de bifenllos policlorados (PCBs). (Brooks y cols, 1999)

El B[a]P se encuentra en el humo del tabaco y en la carne asada. Sufre dos
reacciones de oxigenaclén sucesivas por la CYP1A1, que conduce la formacion de un
compuesto altamente mutagénico y carcinogénico: el dlol-epdxido-benzo-[a]-plreno. Este
dltimo, asi como otros metabolltos intermediarios pueden ser sustratos de las enzimas de
fase |l tales como la GST y UGT (UDP-glucorenitiransferasa) y dar lugar a otras moléculas
hidrofilicas que van a ser posteriormente excretadas. Por lo tanto el balance entre la
actividad del CYP1A1 y las actividades enzimaticas de fase ll es critico parta evitar la
acumulacion de reactivos téxicos intermediarios del metabolismo de B[a]P (Morel y Barouki,
2001).

La actividad de la CYP1A1 puede también producir Eapecles Reactivas de Oxigeno.
Ya que se ha demostrado que varias mono-oxigenasas llberan perdxido de hidrégeno
durante su ciclo catalitico particularmente en la presencla de los llamados sustratos no
acoplados (Puntarulo y Cederbaum, 1998). Por lo tanto, se puede dar el caso de que una
alta actividad de la CYP1A1 puede ser deletérea a causa de la generacion de un estrés
oxidante y la subsigulente oxidacion de macromoléculas blolégicas. Por ejemplo se ha
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demostrado que la induccién del CYP1AT por TCDD causa alteraclones en al DNA al ser

oxidado, formando 8-oxo-guanosina (8-oxoG) (Parky cols., 1996).
1.2.3 Mecanismo general de inducclén del cltocromo P450 1A1

La induccidn del gen CYP1A1 por HAPs y dloxinas es un paradigma de la regulacién
genica por xenobidticos (Whitlock, 1999). Sa ha demostrado que estos compuestos se
unen a un receptor cltoplasmatico llamado AhR. (Receptor de hidrocarburos aromaticos)
que es un factor de trascripcion que contiene motivos hélice-hoja-hélice/per.-ARNT-slm
(bHLH. /PAS). En la ausencia de un ligando, el AhR esta presente aen el citosol formando un
complejo con HSP90, la proteina tipo inmunofilina XAP2 y la co-chaperona p23. Se plensa
que esta dltima contrlbuye a mantener la estabilidad del complejo HSP90 (Meyer y
Perdew,1909; Kalazuaskas y cols., 1999). Cuando los xenobibticos se unen al receptor,
AhR este s liberado del complejo muitiprotelnico citosélico y entra al nicleo donde forma
un heterodimero con la protaina ARNT (translocador nuclear del raceptor Ah). Los estados
de transactivaclon del heterodimera AHR/Arnt reclutan factores de trascripeién generales
CB/p300 para Arnt y RIP140, SRC-1 para AhR como coactivador. (Kobayashi y cols.,19897;
Kumar y cols., 1999)

El dimero AHR/Arnt se une a una secuencia de DNA conocida como elemento de
respuesta a xenobléticos (XREs; 5-TNGCGTG-3) presentes en el promotor del gen
CYP1A1, causando una modificacién local de la estructura de la cromatina (Figura 7).

Se ha observado que el complejo AhR-ARNT hace slnergia con otros factores de
transcripelén como NF1 y Sp1, produciendo una potenciacién en la expresion del gen.
{Nebert y cols., 2000)
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0% |igando (p.ej TCDD)

degradacién Efactos plolotm‘lcou
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Fig.7 Mecanismo de activacion transcripcional por AhR
1.2.4 Inducclén del CYP1AT por benzimidazoles

Reclentamente se propuso una ruta alternativa de induccion del CYP7AT la cual es
Independlente del receptor AhR (recaptor de hldrocarburos aromaticos). A estos inductores
se les ha llamado inductores no clasicos, ya que se trata de varlos compuestos no
pollciclicos y no planares. Ellos no comparten los criterioa estructurales que los clasifica
como inductores clasicos y ligandos del Ahr, a diferencla de compuestos hidrofobicos
planares o co-planares de estructura policiclica (Lewis 1997; Delescluse y cois., 2000).

La Independencia del AhR ha sldo demostrada por ensayos de uni6n a ligando, en
la cual haciendo competir sustratos no clsicos como el tlabendazol (TBZ) y omeprazol
(OMZ) con un Inductor clasico como al TCDD. Los primeros no desplazan al segundo en su
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unién al receptor (Lemalire y cols.,, 2004). Ya que es0s compuestos no se unen
directamente al AhR (Daujat y cols, 1992), segin un reporte por Kikuchi y cols. (1998), los
compuestos benzimidicos como el omeprazol serian capaces de inducir la expresion del
CYP1A1 através de una via mediada por protelnas-tirosina cinasas, de la famllia Src

Delescluse y cols. (2000) han propuesto un modelo alternativo de Inducclon del
CYP1A1, en el cual el complejo formado por AhR, HSP80 y otras proteinas (proteinas
relacionadas a inmunofilinas P; y/b pps80™®), se disociarfan en el nicleo en lugar del
citoplasma. AhR heterodimeriza con Arnt. HSP90 y pp60"° podrian probablemente jugar
un papel facllitador ampliando la funcién del receptor para transducir el mensaje. Elios
podrian también participar en Inter-relaclones y/o interconexiones entre numerosos
receptores intracelulares (RAR, receptor de écldo retinoico; GR, receptor de
glucocorticoldes; ER, receptor de estrogenos: PR, receptor de progesterona) y vias de
sefializacion (Figura 8).

Ligando no clasico-AhR (p.e] OMZ)
uc:o Ligando-AhR (p.ej TCDD)

S
'\Tb‘@

\ “ RARs
vias

ORx
ERs

cruzadas PRx

CYPIAI
K K potenc:ador promotor J

Flg.8 Modelo alternativo de induccién del CYP1A1
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Entre los inductores no clasicos se encuentran los benzimidazoles los cuales
incluyen compuestos como el omeprazol, un inhibldor de H'/K'-ATPasa géstrica, Y
benzimidazoles antihelminticos como el albendazol, para el cual se sabe que este tipo de
compuesto sulfurado sufre una S-oxidacion en dos etapas dando primeramente sulféxido
de albendazol seguido por sulfona de albendazol. La Flavin monooxigenasa y el CYP3A4
(Fagertton y cols., 1986., Moroni y cols., 1995 y Rawden y cols., 2000) participan
predominantemente en el primer paso metabdlico, mientras la formacion de la sulfona es
catalizada por la familla CYP1A1 (FiguraS).
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Flg.9 Princlpal ruta metabdlica del Albendazol (Balihorova y cols., 2003)
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1.2.56 Control de la inducibilldad del CYP1A1

La expresion del gen CYP1A1 es Inducida primariamente por ligandos del AhR.
Aunque es improbable que esto represente el Unico determinante del nivel de axpreslon de
este gen. Otros factores tales como hormonas, citocinas y ofras sustancias quimlcas han
demostrado que modulan este efecto. La eficiencia del AhR podria ser modulada por
eventos de fosforilacién (Safe, 1998). A su vez, se sabe de la regulacion del promotor del
gen CYP1A1 por hormonas como el estradlol, asf como por un numero de citoclnas como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la Interleucina-1 B que reprimen la induccion de este
gen.

Existen evidencias en cuanto al mecanismo de represlbn a nivel transcripcional del
gen CYP1A1 mediado por estrés oxidativo. La actividad de este gen es regulado
negativamente por H20; o por el decremento de glutatién (el cual también cambia el astado
REDOX celular hacia un estado mas oxldado).

En experimentos realizados en células HepG2 humanas y células de hepatoma de
rata H4, el TCDD Incremento los niveles de RNAm del CYP1A1. Sin embargo este efecto
ge Inhibié al dar un tratamiento previo con H,0;. De igual manera el uso de L-butlonin (S,R)-
sulfoximina (BSO), un inhibidor de la y-glutamll sintetasa también Inhibié la sinteala de
RNAm del CYP1A1 inducido por TCDD (Morel y Baroukl,1688).




17
2. Antecedentes

Otto y cols en 1997, demostraron en un modelo de trucha arcoirirs que la induccioén
del CYP1A1 por tetraclobifenilos (TCBs) estaba regulada por los niveles de tioles en varios
tejidos. Usando BSO observaron una Iinhiblcién en la actividad y expresion de la enzima
CYP1A1 por el decremento en los niveles de GSH, el cual también promovié una
disminucion en la actividad de las enzimas glutation reductasa (GR) y glutatlén peroxidasa
(GPx)

Por ofro lado, las infecclones parasitarias crénicas provocan estrés oxidativo, a
través de elevar los niveles de glutation oxidado, o de inhibir la actividad de la GR, como lo
observaron Sanchez y cols (1999) en hamaters Infectados por Dicrocoelium dendriticum , lo
que los llevd a proponer que la infeccion producia una Ineficlencla para depurar ROS por
las enzlmas antioxidantes y sintesis de GSH durante la Infecclén con dafio oxidativo al
higado.

Ademas, Ankrah y cols (1995), demostraron que la infaccion con Plasmodium
berghei aumentaba la susceptibilidad al dafio por aflatoxina en ratones. Esta potenclacion
se debfa en parte a una disminucién en los niveles de GSH hepaticos. Por lo que la
Infaccion parasitaria impiden la detoxificacién de la aflatoxina y otras toxinas hepaticas, lo
que probablemente se traduzca en dafio hepatico.

Como mencionamos anterlormente los benzimidazoles son metabolizados por la
CYP1A1, mas especificamente, Asteinza (1998) demostrd que el antihelmintico albendazol
y su metabolito el sulféxido de albendazol (ABZSO) son fuertes Inductores de la actividad
y expresion de la Isoforma CYP1A1. Se menciona que una elevada actividad metabdlica
de esta isoforma, transformara mas rapildamente al metabolito farmacolégicamente activo
(sulféxido) a sulfona lo que implicaria que se tengan que aumentar las dosis del farmaco
para alcanzar concentraciones terapéuticas del madicamento.
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3. Justificaclon.

Dada la relevancia que tiene la subfamilia CYP1A1 en el metabollsmo y bioctivacién
de compuestos de importancla farmacoldgica como es el caso de los benzimidazoles,
particularmente el albendazol (Astelnza y cols, 2000) y en la detoxificacién de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) para transformarlos en compuestos con
actividad carclnogénica, nos interesé estudiar la modulaclén en la sintesis y en la actlvidad
de esta subfamilia de citocromos por GSH, puesto que diversas condiciones patologicas
pueden disminuir los niveles de GSH. Para ello, utllizamos un modelo animal al cual se le
disminuyeron los niveles tlsulares de glutation, mediante inyecciones con BSO. Es de
esperar que el estado redox celular, asl como los niveles de radicales llbres puedan
modular la expresion del CYP1AT1, lo que tendria consecuencias fisiolégicas para el
organismo. Sl la actividad de la hidroxilasa se ve Inhibida por un decremento en la sintesis
de GSH, entonces la actlvidad farmacoléglca del albendazol y de otros benzimldazoles,
sustratos de esta enzima, sera mayor y se requerirdn de menores dosis para mantener los
niveles terapéuticos de estos farmacos.

Hipotesls
La inhibicion de la sintesls de GSH por BSO afactara negativamente la induccion del
CYP1A1 por albendazol.




4, OBJETIVOS
4.1 General

Investigar la modulacién de la presencia y la actividad del CYP1A1 inducido por
albendazol, al disminuir los niveles de GSH y su correlaclon con la actividad de las enzimas
asocladas a su metabolismo.

4.2 Partlculares

« Disminulr los niveles tisulares de GSH, a través de la administracion de BSO a varios
intervalos de tlempo.

e Estandarizar el tiempo de adminlstracién de BSO en donde se observe un
decremento de los niveles de GSH

+ Maedir la concentracion de GSH en homogenizados de higados de rata, por métodos
bloquimicos

e Inducir la actividad del CYP1A1 con albendazol al tlempo de disminucién de los
niveles de GSH en higado

e Determinar la actividad enzimatica del CYP1A1 en los grupos inducldos y no
inducldos mediante la prueba de etoxiresorufinas O-destilasa (EROD)

« Determinar la actividad de una enzima asocladas al glutation (GR), mediante
ensayos enzimaticos en homogenizados de higado de rata en los grupos inducldos y
no inducidos.

* MedIr l]a expresion de la proteina CYP1A1 en homogenizados de higados de rata de
los grupos inducidos y no Inducidos, mediante Inmunodeteccién con anticuerpos
aspeclficos.

« Comparar la respuesta obtenida para el ABZ con la de un sustrato clasico como el
B[a]P.
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5. Metodologla

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 230 a 250 gramos de peso corporal.
Para manipular los niveles de GSH in vivo, se utllizé L-butionin-[S,R]-sulfoximina (BSO,
Slgma) que es un inhibidor especifico de la y-glutamil cisteinil sintetasa (y-GCS)
(Halliwell y Gutterich, 1992). Se formaron grupos de tratamiento (4 animales por grupo)
en los que los animales recibleron por via i.p.: 1) aceite de maiz (Slgma) 500ul, 2) L-
butionin-[S,R]-sulfoximina (BSO, Sigma) 2 mmolkg de peso en NaCl 0.8%. 3) una dosis
tnlca de 50 mg/kg de peso de Albendazol suspendido en aceite de maiz (ABZ, Smith
Kline & French) 4) BSO y tres horas después, una dosls Unica de ABZ 60mg/kg/ por un
lapso de 8 horas (Esquema 1)

Esquema 1
y Oh 8h
| |
r p |
Oh 3h
| ] i
I | |
8 am 11 am 7 pl"“
Administradidn l
de BSO Administracién Sacrificlo y
2mmolkg en de ABZ 50 homogenizaddn  de
NaQl 0.9% w ma/kg en Organos
500 acelte de malz

~ 500 pl

Dado que los resultados del esquema anterior indican que el tratamiento de BSO+ABZ
induce una mayor actividad del CYP1A1 que la producida por el ABZ, nos
preguntamos sl un efecto slmllar también ocurriria al utilizar un sustrato clasico del
CYP1A1 como es el banzo[a]pireno. Para ello reallzamos el esquema 2 utilizando ahora
este hidrocarburo en vez del ABZ.
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Esquema 2
0h 6 h
) | D |
/ I r(/r |
3
| ]
| l !
8 am 11 am 5 pm
Sacrificio Y
Administracién de homogenizacion  de
Administracién de Benzo[a]plreno 50 Organos
BSO 2mmolkg en NaCl mg/kg en acelte de
0.9% ~ 500 pl maiz » 500 pl

Este lote de animales se dividié de forma simllar a la descrita arriba; 1) aceite de malz
500ul, 2) BSO 2mmolkg por 3h, 3) una dosls Unica de B[a]P 50 mg/kg por 6h, 4) BSO
2mmol/kg por 3h y después benzo[a]pireno 50 mg/kg por 6h. (Esquema 2)

6.1 Obtenclén de microsomas de los Esquemas 1 y 2 de tratamiento

Los animales se sacriflcaron por dislocaclén cervical y se procedid a la extraccion de
los organos los cuales se homogenizaron en KCI 0.1M a 4°C. Los homogenizados, se
centrifugaron a 9 000 x g por 10 min a 4°C y se obtuvo la fraccién 89, la cual se volvi a
centrifugar a 105 000 x g por thr a 4°C, se recuper6 el pellet y se homogenizd en
amortiguador de fosfato-potasio (100mM pH 7.4, 4°C), después de lo cual se centrifugé a
105 000 x g por 1h a 4°C y se recuperd el pellet, el cual se homogenizé en un amortiguador
fosfato-potasio 100mM pH 7.4 (EDTA 1mM + DTT 0.1mM + glicerol 20%) la fraccion
microgsomal resultante se almacend en criotubos a -70°C.

Todas las mediciones de GSH, las actividades enzimaticas y los inmunoblotts se
hicleron por triplicado para cada animal por grupo de tratamiento.
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6.2 Determinacidn de actividades O- Dealqullacién de alkoxiresorufinag (AROD)

Para cuantificar la actividad de los citocromos 1A1, 1A2, 2B1 y 2B2 se utillzé la
reacclén de O-dealquilacién de etoxl-resorufina (ERQD), metoxi resorufina (MROD),
pentoxiresoruflna (PROD) y benzlloxiresorufina (BROD), respectivamenta. Las reacciones
para cada determinacién se hicieron de la siguiente manera: en una celda de cuarzo para
fluorometria se mezclaron: una solucion amortiguadora de Tris-HCI 50mM y MgCl, 26mM
a pH 7.8, el sustrato especifico (la alkoxi-resorufina correspondlente para cada CYP; Burke
y Myers ,1975; Burke y cols, 1985; Rodriguez y Prough, 1991; Nerurka y cols, 1993)
disuelto en DMSO y la suspension microsomal. La mezcla se incub6 a 37°C durante 3
minutos y se Iniclé agregando 20 ui de una soluclén 50mM de NADPH en Tris-HCI a pH
7.6. La cinética de aparicion de resorufina se evalu6 cada 15 segundos durante 3 min a
37°C en un fluorémetro. La medicién se hizo a una longitud de onda de excitaclén de 630
nm y 285 nm de emision (Asteinza y cols., 2000).

5.3 Determinacidn de Ia actividad enzimatica de GR

Con la fracclén cltosdlica (sobrenadante de 105 000 x g) obtenida en el proceso de
aislamiento de microsomas se determind la actividad de GR segun Carlberg y Mannevick
(1975). La mazcla de reaccion consta de: 500 ut de amortiguador de fosfatos 0.2M, EDTA
0.003M pH 7.0; 50 pl de glutation oxidado 20 mM, 50 pl de NADPH 2mM en Tris-HCI 10
mM pH 7.0, la mezcla se incubéd a 37°C y la reacclén se inicid agregando 5 pl de la enzima
(muestra) llevando a un volumen final de 1ml. La cinética de reacclén se siguié cada 15 seg
por 3 min a una longitud de onda de 340nm en una cubeta de cuarzo.

6.4 Determinacién de los niveles de GSH (saegtn Senft y cols, 2000)

Una fracclén de los drganos (= 190mg) se homogenizd con amortiguador A (KCI
154mM, DTPA 5mM en amortiguador de fosfatos 0.1M). A un volumen del tejido
homogenizado correspondiente al 10% se le agregé un volumen Igual de amortiguador B
(HCI 40mM, DTPA 10mM, Acldo ascérbico 20mM, TCA 10%) se centrifugaron a 14 000 x g
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20 min a 4°C y se filtrd el sobrenadante con papel de 0.45um y se congelaron a -70°C

por no mas de 4 semanas. Las muestras se anallzaron por fluorometria de la sigulente
manera, en celdas de cuarzo se agregd una cantldad de homogenizado entre 5 y 10 pl, se
agregd TCA-RQB (amotiguador de supresion REDOX) (HCI 20mM, DTPA 5mM, acldo
ascorbico 10mM) (TCA 5% en RQB), y se incubaron 5min al final de este lapso se le afadio
1 ml de amortiguador de fosfatos 0.1M y 150 pl de OPA (O-ptalaldehlldo)-. Se Incubaron
30min en oscuridad y se leyeron en un fluorémetro a 365nm de excltacion y 430nm de
emisién

5.5 Determinaclién de proteinas

Se midi6 la concentracién de proteinas con un reactlvo para ensayo de proteinas
(Bio Rad) basado en el método de Bradford (Bradford, 1976) en las muestras microsomales
y cltosdlicas

6.6 Electroforesis e Inmunodeteccion para el CYP1A1/A2 y CYP2BA

Se colocaron 5 pg de proteina microsomal an cada carril. Las muestras tratadas se
analizaron por elactroforesis en geles de pollacrifamida dodecll sulfato (SDS-PAGE) de
acuerdo a la técnica de Laemmll (1970) se utilizé un gel de separacién de 12.5% y se
corrieron a 120 volts por aproximadamente 1 hr. Para la Inh'lunodetecclén, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham) durante 1 hora a 100
volta,

Después de la inmunotransferencla los sitios de unién no especlifica en la
membrana se bloquearon con una solucién de leche an polvo al 2% w/v y BSA 0.5% wiv
en amortiguador de TBS (Tris Buffered Saline) pH 7.6 en agltacion constante durante toda
la noche a 4°C.

Después se realizaron lavados con TBS (pH 7.6) y TBS-Tween 20 (0.1%) para
posteriormente incubar con los antisueros especificos diluidos en PBS/leche en polvo 1%,
BSA 1% en dilucién 1:1000 (anti-CYP1A1 y antl-CYP2B1) por 1 hora a temperatura
ambionte en agitacion moderada. Las membranas se lavaron posterlormente con TBS y se
incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (dilucién 1:2000 en
PBS/leche en polvo 1%/BSA1%) durante 1.5 horas a temperatura amblente, despues de un
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ligero lavado con TBS, se revelaron con diaminobenzidina (DAB) y H,0; (30%). Las

membranas se analizaron mediante el analizador de imagenes Fluor-S (Blo Rad) y
utilizando el programa Quantity One (Bio Rad) para la cuantificacion densitométrica de
expresion de las protelnas menclonadas.

5.7 Anélisis de los datos

Los datos presentados corresponden al promedio de la actlvidad de los microsomas de
cuatro animales de cada uno de los grupo analizados y se obtuviaron, desviaciones y error
estandar y para compararios entre grupos y entre tratamlentos, se utllizé un andlisis de
varianza no paramétrica y un anallsis post-hoc de comparacién de Dunnet y de Tukey con
un p< o igual a 0.05 usandose el programa GraphPad Instat Sofware Inc
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6. Resultados
6.1 Niveles do GSH

El BSO inhibe la sintesis de GSH, pero su exportacién continda (Pastore y cols, 2003) por
lo que observamos un continuo decremento del tiol a medida que transcurre el tiempo
(85%, 62% y 21% de los valores controles a las 3, 6 y 11 horas respectivamente) (Figura
10). Al terminar nuestro experimento (11h) los higados mostraron niveles significativamente
menores que los animales controles. El tratamiento con ABZ no parece afectar la sintesis
de GSH. El grupo que recibié BSO y ABZ tuvo el 45% de los niveles controles. Un ANOVA
de una via mostré difersncias significativas entre los grupos con una p <0.05. El anallsis
post hoc de Dunnet mostré que las diferencias significativas eran entre el grupo control y el
tratado con BSO por'11 horas (p<0.017), entre el control y el tratamiento con BSO/ABZ
(p<0.05) as! mismo hubo diferencias significativas entre el grupo de ABZ y el tratado con
BSO por 11 horas (p<0.05). No hubo diferencias entre el grupo BSO/ABZ y BSO después
de 11 horas (Figura 11).

Fig.10

v de los niveles de GSH en animales tratados con BSO y ABZ
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Fig.11
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6.2 Actividad de Glutatlén reductasa

Daterminamos la actividad de la glutation reductasa en el citosol de los homogenizados
centrifugados a 105 000 x g. Para el primer grupo de datos se observé una disminucién en
la actividad de 81% en el grupo de ABZ, de 74% en el grupo de BSO y la mayor
disminucién se observé en el grupo BSO/ABZ con 65% de disminucién respecto al control
(Figura12). Se efectu6 una ANOVA de una via la cual arrojo una p=0.0253, y una post-
prueba de Dunnet mostré diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
BSO/ABZ (p<0.05), la prueba de comparaclén entre grupos nos mostré diferencias entre
ABZ y BSO/ABZ. (Figura 13)
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6.3 Actividad de EtoxI-Resorufina-O-Deetllasa (EROD)

Para evaluar la actividad del CYP1A1 en los diferentes grupos de tratamiento se utilizo el
método EROD la cual es sustrato de este CYP, los resultados del grupo ABZ, BSO/ABZ se
muestran en la Flgura 14, Existe una marcada diferencia entre la actividad de la enzima
hepética cuando los microsomas se obtuvieron de los animales tratados con ABZ solo y
cuando fueron extraidos de los que recibieron BSQ/ABZ.

Fig.14

Actividad FROD sn microsoman Inducldos con ABZ y tratados con B8O
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Una ANOVA de une via mostré uha p< 0.0001, y una prueba de Dunnet determiné
diferencias significativas entre el grupo control y ABZ (P<0.05) control y BSO/ABZ
(p<0.017), una prueba de Tukey mostré diferencias entre los grupos BSO y-ABZ (p<0.05"),
BSO y BSO/ABZ (p<0.001™"), ABZ y BSO/ABZ (p<0.0017).



Determinamos las actividades AROD para los CYPs 1A2, 2B1 y 2B2 y se calculd el
incremento de las diferentes actividades dc cada grupo con respecto al control. En el caso
de MROD se observé un incremento 4.2 y 2.9 veces para ABZ y BSO/ABZ
respectivamente. Para la actividad PROD y BROD el incremento respecto al control oscilo
entre 0.8 y 1.1 veces en el caso de ABZ, para el grupo BSO/ABZ el incremento fue de 1.1 a
1.4 veces en las respactivas pruebas fuc menor teniendo un valor. Comparativamente la
actividad EROD mostrod el mayor incremento en las ratas tratadas con ABZ y con BSO/ABZ

siendo estas de 3.7 y 10 veces respectivamente. (Tabla.1)

Tabla.1. Actividad Enzimaticas MROD, PROD y BROD (Valores promedio + D.E),
(pmoles/min/mg/prot).

Actividad _____control .. _BSO/control _ ABZicontrol  BSQ/ABZ/control
MROD
(1A2) _ 1230+ 32 o ez £18 5235+ 223 3670+ 106 _
N @y @8
PROD | ‘
(2B81) | 841120 863 116 946+ 08 1160+ 2.2
e an I | ) N
BROD
(2B2) _..3»18+£34 308945 2683+ 866 L3144 121
i (1.0) (0.8) (1.0)

Entre paréntesis y negritas se presenta el incremento de actividad respecto al control

pL]
6.4 Medicion de actividad MROD (1A2), PROD (2B1) Y BROD (2B2).
6.5 Inmunorréplicas
6.5.1 CYP1A1/2
Para correlacionar la actividad del CYP1A1 con la expresién de la proteina, hicimos
inmunorréplicas del grupo tratado con ABZ y BSO/ABZ. Cada banda corresponde a un
animal tratado por grupo. El analisis densitométrico corresponde al promedio de cuatro

animales por grupo.( Figuras 15, 16y 17)
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Una ANOVA de una via mostro diferenclas significativas entre los grupos (p< 0. 0001 ) y un
analisis post hoc de Dunnet mostrd diferencias entre el grupo control y BSO (p<0.05) y
control y ABZ (p<0.01**) una prueba de Tukey mostré significativas entre los grupos BSO y
ABZ (p<0.0017), y entre BSO y BSO/ABZ (p<0.0017),no hubo diferencias entre los grupos
ABZ y BSO/ABZ




6.5.2 CYP2B1
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Dado que la actividad medida en el ensayo PROD (Figura18), podria traslaparse

parclaimente con la actividad medida a través de EROD, decidimos realizar inmunorréplicas

para ver la expresion proteinica de la isoforma 2B1.(Figuras 19 y 20).

El andlisis densitométrico muestra que la expresién de la proteina no se ve reflejada en el

aumento de actividad del CYP2B1 en el tratamiento de BSO/ABZ de manera similar a lo

observado con la expresion del CYP1A1.

Una ANOVA mostré diferencias significativas ( p

= 0.0077) entre los grupos control y BSO (p<0.05) y entre BSO y ABZ (p<0.05") , no hubo
diferencias entre el grupo ABZ y BSO/ABZ (Figura21).
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6.6 Efecto del BSO sobre la Induccién de CYP1A1 por un sustrato clasico.

El B[a]P por si solo reduce los niveles de GSH hasta en un 43% y un 36% al
administrar conjuntamente BSO (Figura 22). Una ANOVA de una via mostré diferencias
significativas (p<0.0062) y una post-prueba de Dunnet mostr6 diferenclas entre el grupo
control vs BSO 6h (p<0.05), control vs BSO/B[a]P (p<0.017) y entre los grupos BSO3h vs
BSO/B[a]P (p<0.05 )(Figura 23)

Flg.22 % de los niveles de G8H en grupos tratados con B30, Bla]P y BEO/B[a]P
120 1
-E 100
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Fig.23
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6.7 Actlvidad de GR en citosol de animales tratados con B[a]P y BSC

Por ofra parte la actividad de la glutatién reductasa tamblén se afecté por el
tratamlento con B[a]P observandose un decremento del 89% y de 81% cuando los
animales reclbleron solo BSO. Por el contrario el tratamiento BSO/B[a]P indujo un
Incremento de 145% en la actividad de GR (Figura24). Un ANOVA de una via mostrd
diferenclas significativas (p=0.0015) y un analisis post hoc de Tukey mostro diferencias
significativas entre los grupos control vs B[a]P/BSO (p<0.05"), BSO vs B[a]P/BSO
(p<0.01**) y B[a]P vs BSO/B[a]P (p<0.01**) (Figura25)

Fig.24 % de GR en grupos tratados aon BEO Y BAP
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Fig.25 Actividad de GR en grupos tratados con BSO y B[a]P
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6.8 Actividad EROD en microsomas Inducidos con Bfa] P

En este no se observé un incremento de actividad similar a la observada cuando el

cltocromo se indujo con albendazol con tratamiento previo de BSO.

Un ANOVA de una via mostré diferencias significativas (p <0.0001) y un analisis post

hoc, mostré diferencias significativas entre el grupo control vs Bla]P (p<0.001™") y control vs
BSO/B[a]P (p<0.01**),no hubo diferencias entre el grupo de Bla]P y BSO/B{a]P.(Flgura 26)

E

Fig.26
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6.9 Inmunorréplicas del CYP1A1 inducldo por B[a]P

Observamos la induccion proteica del CYP1A1 inducido por B[a]P pravio tratamiento con
BSO (Figuras 27 y 28).
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De manera similar a la actividad EROD el anadlisis densitométrico (Figura 31) de las
membranas mostré diferencias significativas con un valor de p = <0.0001 y una post-prueba
de Tukey mostré diferencias entre el control va BAP (p<0.001***) y control vs BSO/B[a] P
(p<0.001**") asl mismo hubo diferencias entre el grupo de Bla]P va BSO/B[a]P (p<0.01**)
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7. Discuslén

El GSH tiene una amplia participacién en el metabolismo de xenobidticos,
especificamente en aquellos que son bioactivados por las enzimas de fase | como los
cltocromos. La conjugacién con GSH permite su ellminacion y disminuyen su reactividad
con moléculags endoégenas. Existen condiciones patologicas asociadas con un incremento
en el estrés oxidativo en donde se ha demostrade que los niveles de GSH se hallan
afectados. Los pacientes con VIH, con diabetes tipo Il 0 con desnutricion muestran niveles
disminuidos de GSH en sus células sangulneas (Sen, 1997). Pacientes con
naurocisticercosis muestran evidencias de un incremento de estrés oxidativo en el liquido
cefalorraquideo (Herrera y cols.,,  2003) asl como en modelos de roedores se ha
demostrado un incremento del estrés oxidativo con alteraciones en los niveles de GSH,
debido a infecciones parasitarias (Sanchez-Campos y cols, 1969).

La inhiblclén de la sintesls de GSH por BSO se ha asoclado a una menor induccién
del citocromo 1A1 por sustrates clasicos corno el benzo[a]plreno (Otto y cols, 1989).

El albendazol es un antihelmintico de amplio uso en nuestro pals cuya bioactivacién
ocurre a través de los citocromos hapéticos (Asteinza y cols, 2000). El albendazol es
ademas un farmaco que resulta ser un sustrato no clasico del CYP1A1, por lo que la
inhibicién de la induccion del citocromo por niveles disminuidos de GSH, como los que se
presentaria en condiciones patoldgicas podria modificar su farmacocinética. Para investigar
esta posibilldad utilizamos un modelo en rata en donde manipulamos los niveles de GSH
con BSO.

Encontramos que una sola dosls de 2mmol/kg de BSO disminula los niveles de GSH
sin afectar de modo visible a los animales, loa que reclbieron posteriormente una dosis de
ABZ para poder observar el efecto de los niveles de GSH sobre la induccién del CYP1A1
por ABZ
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Encontramos de manera opuesta a lo reportado por Otto y cols (1999) un marcado

incremento de la actividad EROD. Este hallazgo es interesante ya que otros autores como
Drew y Miners (1984) mencionan que el BSO no tiene efecto ni in vivo ni in vitro sobre los
niveles hepaticos microsomales de citocromos P450,

Este incremento de la actividad EROD cuande es inducido por BSO/ABZ, puede
deberse a que el ABZ induce otros cliocromos como el CYP2A6, CYP2E1 (Souhall-El Amri,
y cols ,[1998a), CYP2B1 Y CYP2B2 (Astainza y cols, 2000) y en menor medida el CYP3A4
(Souhall-El Amrl, y cols ,1998a y Astelnza y cols 2000). Por ello, y porque no observamos
un incremento en la cantidad de enzima en los inmunorréplicas (Figura17 ) es que creemos
que se pueda estar sobreestimando la actividad EROD en los microsomas de ratas tratados
con BSO/ABZ, ya que tal vez la actividad del CYP1A1 determinada a través da EROD
pueda detectar la actividad de ofros citocromos (Burke y cols., 1994). Se ha considerado
que la actividad AROD para un determinado citocromo no es completamente selectivo del
CYP que se esta midiendo. En este contexto Burke y cols. (1994) reportan actividades
EROD para loa citocromos CYP1A2, CYP2A1 Y CYP2C6 aunque en menor proporcion que
para el CYP1A1.

Para investigar esta poslbllidad, determinamos las actividades de los citocromos
CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2. Se observé un Incremento en la actividad del CYP1A2 a las
ocho horas de Inducclén por ABZ (4.2 veces) similar a lo reportado por Astelnza y cols,
2000 a las 24 horas (6.0 veces). Sin embargo en el grupo BSO/ABZ solo se observé un
incremento de 2.9 vaces de esta actividad a diferencla del incremento observado para el
CYP1A1 en este mismo grupo (10 vaces), asto suglere que las dos isoformas de la familia
CYP1A son inducidas al menos por ABZ.

Por otra parte, la actividad del CYP2B1 y CYP2B2 no mostraron variacion alguna de
la actividad en los diferentes grupos de tratamientos, ya que el incremento en los
tratamientos con ABZ y BSO/ABZ fue de 1.0 a 1.4 veces (PROD) Y de 0.8 y 1.0 veces
(BROD) lo cual indica que no hubo Inducclén de estas Isoformas de citocromos por los
tratamientos ABZ y BSO/ABZ. Sin embargo, no podemos descartar fa Inducclon de este
CYP por ABZ ya que Astelnza y cols (2000) observaron un incremento de 4.1 veces
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(PROD) y 14 vecaes (BROD) pero en un tiempo posterlor, a las veinticuatro horas del

tratamiento de induccidn. No sabemos si en el caso del BSO/ABZ se pudlera observar un
Incremento mayor en un tiempo posterior al analizado por nosotros.

El incremento de la actividad EROD no fue seguido, como se comanto antes, por un
aumento en la proteina detectada por inmunorréplicas, es decir al inducir el CYP1A1 con
ABZ en presencia de BSO no observamos aumento en la expresion de proteina en el
perlodo de tlempo de este tratamlento de manera opuesta a lo reportado por Otto y cols.,
(1999) en su modelo de trucha arcoirls. -

Otros resultados Interesantes son los que demuestran que el benzo[alplreno
consume GSH, disminuyendo significativamente los niveles basales, probablemente porque
sus metabolitos se conjugan con él y lo consumen como ha demostrado en un modelo in
vitro Romero y cols, (1996). Estos hallazgos son interesantes ya que demostrarfa que los
metabolitos carcinogénicos disminuyen los niveles hepaticos de GSH y seria relevante
conocer sl la disminucién de GSH ocurre en tejidos blanco de este compuesto aromatico
como el tejido pulmonar. Otro hallazgo interesante de este experimento es la induccion de
la actividad de la GR. Estos datos sugieren una modulaclén de enzimas de fase |l por este
carcindgeno ambiental.

Asimismo, el aumento en la actividad del CYP1A1 puede deberse a macanismos en que los
benzimidazoles activarian al CYP1A7 de una forma alternativa a la ruta clasica que
involucra la via de sefializacion del receptor AhR, (Delescluse y cols, 2000). Hay
evidencias de que tirocinas clnasas de la famila src estan Involucradas en la induccion del
CYP1A1 por compuestos slmilares al ABZ como el OMZ (omeprazol) y TBZ (tiabendazol)
¢Podra esta via alterna propuesta para benzimidazoles interactuar con el GSH en la
promaocidn y actividad del CYP1A1?

La evidencia obtenida de este estudio a través de la medicion de la sintesis de
proteina por inmunorréplicas y la capacidad de bioactivacién del benzo[a]plreno (datos no
mostrados), nos indica que la modulaclén del CYP1AT por los niveles de GSH reduce
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ligaramente la expresion de la proteina cuando se induce por albendazol, a su vez la

capacidad de bioactivaclén de la CYP1A1 también se ve disminida, por lo que creemos
que la inhibicién de la sintesis de GSH a las dosis de BSO empleada afecta ligeramente la
expresion y capacldad metabdlica de este citocromo.

Por otra parte, la explicacién dada para el Incremento de la actividad de la CYP1A1
promovido por el BSO medido a través del método de EROD, es que estd pudiera deberse
a una sobre estimacion del ensayo como lo han menclonado Chen y Bunce (2004)
considerando que el uso de inmunorréplicas es un medio mas sensible para medir la
concentracién de la proteina del CYP1A1 que la del ensayo EROD.
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8. CONCLUSIONES

+ La inhibiclén de la sintesis de GSH por la administracién de BSO 2mmol/kg, parece
modular la actividad pero no la cantidad de CYP1A1 inducido por ABZ.

« ElI ABZ no modifica los niveles de GSH hepatico, lo cual indicarla que sus
metabolitos no se conjugan con él, nl modula la actividad de la GR.

¢ El B[a]P disminuye los niveles de GSH hepatico, lo cual indicarfa que sus
metabolitos se conjugan con él y modula la actividad de la enzima GR, lo cual
conflrmaria el hecho de que los metabolitos del benzo[a]pireno consumen y oxidan
GSH.

* EI BSO no Inhibe ni la induccién del CYP1A1 ni la actividad de la enzima causada
por el B[a]P.

o La respuesta diferencial encontrada en el caso de estos dos inductores (clasico y no
clasico), confirma la evidencla de que ocurre por vias diferentes.
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