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l. Resumen

EldmcmnoP-ﬁO(CYP)repmeniamafamﬂiadeaﬁmmiaosomlsque
cata]jzandmtaboﬁéumoxidaﬁvodemuchoscompuato&&msumtussonmnm
compuestos endogenos como exdgenos. El metabolismo de xenobi6ticos por e
CYPF puede resultar en la disminucién de la toxicidad del compuesto original o en
la activacién de éste, generando metabolitos intermediarios mas toxicos y
reactivos. Los principales CYPs que participan en e metabolismo de xenobidticos
pertenecen a las familias 1, 2 y 3, y estan localizadas principalmente en el higado,
aunque algunas formas especificas del CYP se expresan en tefidos extrahepéticos
normales y en neoplasias. Las diferencias en la expresién de enzimas CYP en los
diversos tejidos pueden afectar la biotransformacion de agentes quimicos
potencialmente carcinégenas, que pueden finalmente influir en la susceptibilidad
para el desarrcilo de cancer. Por lo anterior, consideramos importante conocer la
modulacién de las principales familias del CYP involucrados en el metabolismo de
xenobidticos del tracto gastrointestinal {TGI) ante el tratamiento con diferentes
inductores de CYPs hepdticos. Para lo cual se administraron los diferentes
tratamientos: fenobarbital / p - naftoflavona; cidohexanol / albendazol y tolueno,
por separado a ratas macho Wistar, al tévmino fueron sacrificadas, extrayendo
higado, esbfago, estémago, duodeno y colon. Se obtuvieron [racciones
microsomales y se determind la presencia de CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2El y
CYP3A2 (Western Blot) y su respectiva actividad catalitica. En este trabajo se
demostr6é que los 6rganos del TGI no solo son capaces de expresar las enzimas
CYPs involucradas en el metabolismo de xenobitticos, sino también de inducir
estas enzimas ante el tratamiento con poderosos inductores.




Il. Introduccidén

1. Biotransformacion
Todos los seres vivos, incluidos el hombre, estamos expuestos a diferentes sustancias
quimicas, productos de sintesis natural y firmacos, a todos ellos se les Hama xenobi6ticos.
Los xenobiGticos, entran en contacto y atraviesan las superficies epiteliales del tracto
gastrointestinal (TGI), del aparato respiratorioc o de 1a piel, y cuando alcanzan el torrente
sangukeoseccmidaaquedmmpues&p&ehédmganismo.Dadedcmbcbmnd
epitelio, los xenobiSticos empiezan a ser transformados por las distintas enzimas del
organismo de las que pueden ser sustrato. Se sabe que el érgano que realiza la mayor
transformacion es el higado, sin embargp, se ha observado que los tejidos que son portal
de xenobitticos, como el aparato respiratorio y el TGl contienen enzimas que participan
en esta transformacién
Al conjunio de reacciones enzimdticas que convierten a los xenobidticos en especies
" quimdcas distintas y que pueden ser menos o mds dariinas que el compuesto original, se le
da el nombre de biotransformacién. Este proceso de biotransformacién que experimenta el
xencbidtico, desde la superficie epitelial de contacto hasta Ilegar a los 6rganos blanco,
consta de cuatro pasos: absorcitn, distribucion, metabolism y excrecién (Pefia, 2001).
La absorcitn de un xenobittico se define como el proceso por medio del cual éste atraviesa
membranas y capas celulares hasta [legar al torrente sangufneo. La distribucién del
xenobiGtico se refiere a la localizacion y concentracién de éste en los diferentes tejidos, es
decir, una vez que el xenobidtico ha liegade al torrente sanguineo, se distribuye al 6rgano
blanco, a uno o varios almacenes de depodsito (sitos donde se puede acumular el
compuesto) o a diversos 6rganos para su bioctransformacion; la distribucion del
xenobittico es regulada por el flujo sanguineo, la velocidad de difusion en las interfaces
sangre-tefido, la permeabilidad de la membrana y de la afinidad del tefido por el
compuesto. Finalmente, es durante la excrecién donde disminuye la concentracion del
xenobittico. Todas las secreciones corporales excretan compuestos quimicos, aunque las
tres principales vias son la orina, las heces y el aire exhalado (Pefia, 2001).
Durante el metabolismo de los xenobitticos, se incrementa la polaridad de los mismos,
para hacerlos menos difundibles a través de las membranas biol6gicas y mas solubles en el




agua, facilitando asi su excrecién. Este proceso preterxde reducir Ia cantidad de xenobiético
que llega al tejido blanco, asi como, el tiempo de permanencia del xencbittico dentro del
organismo. Si son transformados en substancias més dariinas, se dice que el compuesto
La Biotransformacién de xenobitticos se lleva a cabo en dos grandes fases. En Ia Fase | se
incluyen reacciones de reduccion, oxidacién e hidrélisis, a través del sistema enzimético
citocromo P-450, que tienen como funcién principal introducir en el sustrato un dtomo de
oxigeno proveniente del oxfgeno molecular, para hacer compuestos més polares e
hidrofilicos (Pedia, 2001).

En la Fase II se lievan a cabo principalmente reacciones de conjugacidn, catalizadas por un
corjunto de enzimas, la mayoria de eilas localizadas en el citosol, como son las
sulfotransferasas, metiltrasferasas o glutation-S-transferasa. Las reacciones consisten en
agregar un grupo polar de tamarfio relativamente grande a los productos de las reacciones
de la Fase I o a los xenobidticos originales que contienen los grupos funcionales
apropiados para ser sustratos de las reacciones de conjugacion. Los donadores de los
grupos polares tiemen que ser compuestos de alta energia, ya que las reacciones de
conjugacién no son termodindmicamente favorables. El resultado que se logra con estas
reacciones es un gran incremento de 1a solubilidad del xenobiGtico en agua, por lo que son
facilmente excretados. (Pedia, 2001).




2. Citocromo P-450
21. Generalidades

Citocromo P450 (CYP) es el principal sisterna enzimdtico de fase 1. Esta es una
superfamilia génica que codifica enzimas metabolizadoras de compuestos endobidticos y
xenobidticos, 1as cuales tienen un amphio intervalo de especificidad de sustratos.
Una caracterfstica importante de las enzimas CYP es que metabolizan numerosos agentes
quimicos endobidticos de diversas estructuras (esteroides, écidos biliares, prostaglandinas,
dcidos grasos}) y xenobioticos, incluyendo farmacos, contaminantes ambientales,
mutigenos y carcinégenos (Gonzalez, 1990; Hukkanen, 2000; Gonzalez-Jasso, 2003).
Las enzimas CYP fueron descritas por primera vez en 1958 por Martin Klingenberg, quien
descubri¢ un pigmento microsomal en higado de rata, el cual se reducia en presencia de
mondxido de carbono, con un tnico pico de absorcién a una longitud de onda de 450nm.
Por lo que a estas enzimas se les denomind P (por pigmento} y 450 (por la absorcién de
longitnd de onda). Después se nombraron Citocromo P450, al ser caracterizadas como
hemoprotetnas P-450 por Omura y Sato (Estabrook, 1996, 1998; Hukkanen, 2000).
Este sisterna CYP se encuentra en todos los eucariontes, siendo mis estudiado en
mamiferos por la importancia que tiene para el humano. Se encuentra representado
principalmente en higado, que es el drgano méds involucrado en la desintoxicecion de
xenobitticos y en el metabolismo de endobidticos, aunque también se ha encontrado una
notable cantidad en intestino deigado, y en menor concentracién en otros 6rgancs
extrahepéticos. En eucariontes las enzimas CYP se encuentra en el reticulo endoplasmico y
en la mitocondria de la célula. En organismos procariontes, se encuentra en citosol, por lo
cual se fes llama CYP solubles.

22. Nomenclatura
Hl sistema de nomenclatura actual para clasificar las enzimas CYP se realiza en relacién
c;nsnmhmiﬁnysed&dgmmérbolesﬁk)gajéﬁmsdaivadosdehm&
amino4cidos. Para obtener un mejor resultado, se acord6 utilizar sole las partes del gen
que codifican caracteristicas tridimensionales importantes de la proteina. Estas secuencias
de referencia son pocas en la regién N - terminal, y mas abundantes en la C - terminal
(Nelson, 1998)




Los genes del citocromo P-450 son nombrados con 1a raiz CYP. La familia es designada por
un niinvero, la subfamilia se representa por una letra y el nimero siguiente representa a la
isoforma individual. Una familia exhibe hasta el 40% de similitud en la secuencia de
aminocdcidos en comparacin con genes de otra familia y las enzimas de la misma
subfamilia concuerdan en mds del 55%. La superfamilia CYP comprende alrededor de 20
familias génicas, de las cuales 10 estAn presentes en mamiferos. Las subfamilias
representan uniones fuertes de agrupacim de genes ¥y no necesariamente su
funcionalidad. El mimero en las familias por debajo de 100 estdn reservadas para
eucarionies, y sobre 100 son designadas como enzimas de origen procarionte. (Gonzilez,
1990; Josephy, 1997; Nelson, 1996)

Hasta el momento, se han determinado alrededor de 90 genes CYP, y de estos se han
estimado 53 diferentes genes funcionales y 24 pseudogenes, para humanos. (Hukkanen,
2000; Ingelman-Sundberg, 2002)

En mamiferos, las familias del CYP 14, 7, 17, 19 y 21 se encuentran en reticulo
endoplismico, y en mitocondria se encuentran las familias 11 y 27. Las enzimas de las
familiags CYP1, CYP2 y CYP3 son mis activas en el metabolismo de xenobiGticos, y las
restantes tienen funciones fmportantes en el metabolismo de compuestos endogenos.
{Hukkanen, 2000)

23. Estructuma

La superfamilia enzimdética CYP, consiste en una gran variedad de isoformas que tienen
selectividad inter- e intrasustrato, y se caracterizan por ser hemoprotefnas capaces de
transportar electrones. Al ser hemoproteinas, poseen una parte proteica (apoproteina), la
cual es responsable de su amplic intervalo de especificidad a el sustrato, y un grupo hemo
{grupo prostético) donde se localiza un solo 4tomo de hietro, protoporfirina del grupo
prostético IX (Figura.1}. {Josephy, 1997; Lin, 1999)

La estructura primaria de las enzimas CYPs cuentan con alrededor de 400 a 530
aminoacidos, con los cuales se realizan alineamientos de regiones homologas, y se
obtienen cuatro regiones conservadas con importancia estructural o funcional. Las cuatro
regiones son: la regién N-terminal, dos regiones con aminocécidos caracteristicos en la
parte media y una en la regién C-terminal.




En la regién N-terminal, se encuentra una secuencia responsable de la insercién de la
proteina en la membrana, por lo que con esta secuencia se puede diferenciar entre
citocromos microsomales, mitocondriates y solubles. En la parte media se conserva la
treonina de la posicién 302 (ThrX2), y se asume que entra en contacto directo con el
oxigeno molecular. También se conservan los residuos 402 y 413, que se caracterizan por
tener un aminodcido aromético, y terminar con fenilalanina {Phe) en las proteinas CYP
microsomales y con triptéfano (Trp) en los dtocromos mitocondriales; el cambio en el
aminoacido aromatico se relaciona con Ia interaccién de la proteina con su donador de
electrones. Por Gltimo, en la regién C-terminal se encuentran de cince a diez posiciones
comunes para todos los CYPs de vertebrados, la mas importante es la cisteina de la
posicion 436 (Cyst®), la cual se encuentra unida al grupo hemo (Ruckpaul, 1989).

Para obtener la estructura secundaria de estas enzimas se utilizan aproximaciones tetricas,
comw andlisis estadisticos, estereoquimica, entre otros. Sin embargo, las distintas funciones
son determinadas por la estructura en tercera dimensidn. (Ruckpaul, 1989)

De las enzimas CYPs en bacterias las que estin bien identificadas son: P-450cam (CYP101),
P-450emp (CYP108) y el dominio que contiene el grupo hemo de P-450ms3 (CYP102).
Diversos experimentos fisicos, quimicos y bioquimicos, asf como la comparacion de
secuencias de aminodcidos, hacen suponer que la estructura de Jos CYPs eucariontes {de
membrana) es similar a estos CYPs procariontes.

(@ ®)

Figura.1. {3} Estructura tridimensional del Citocromo P-450, se visualiza ks parte apoproteca y e grupo
prostético, (b) con su dtomo de hieto (Fe). (Walliams, 2004)




24. Funcidn
Como ya he mencionado, la principal funcién del citocromo P-450 es transformar
compuestos xenobiticos lipofilicos a compuestos polares, reduciendo la veloddad de
difusion en el organismo, y facilitando su excrecién. La distribucion celular definida de
estas enzimas sugiere funciones endbgenas especificas, domde actian sobre e
metabolismo de esteroides, acidos grascs y sales biliares, entre otros. También, estin
involucrados en la sintesis de éxido nitrico gaseosos simple, usado, entre otras funciones,
como toxina antipatégenos.
Las enzimas CYP, dependiendo del sustrato y las condiciones del medio, catalizan al
actividad reductasa. (Yermeulen, 1996)
La actividad monooxigenasas de las hemoproteinas CYPs catalizan reacciones en donde
un dtomo de oxigeno molecular (di} oxigeno es insertado dentro del sustrato, y el otro es
reducido a agua (Josephy, 1997}, cuya reaccién es:

NADPH+H*+0O:+RH — NADP*+H0+R-OH

Dentro de esta actividad se pueden llevar a cabo reacciones de hidroxilacién; N-, O- y S-
desalquilacién; desaminacién, desulfuracién, deshalogenacin oxidativa, asi como la
epoxidacién, donde se afiade un oxigeno a una unién o carbono-carbono (Vermeulen,
1996).

La segunda actividad del sistemma CYP es el liberarse de especies de oxigeno reducido, la
cual se conoce como actividad oxidativa, ésta involucra la transferencia de electrones de
CYP reducido al oxigeno meolecular con la formacién de radicales superdxido (Or) v
per6xido de hidrégeno (H20). Esta actividad se relaciona con la oxidacién microsomal de
catecol y la oxigenacién microsomal de xenobifticos como la anilina y benceno
(Vermeulen, 1996). La reaccitn global ex:

NADPH +H*+0; —» NADP*+H:\:

La actividad reductasa generalmente se observa donde el suministro de oxigeno molecular
es limitado o si un aceptor de electrones estd disponible; esta actividad produce radicales
libres intermediarics. Esta reaccién se produce bajo condiciones subcelulares de baja
tension de oxigeno, en presencia de NADPH. Las reacciones de reduccion mds comunes




son la transformacién de nitroderivados aromabicos a aminas, la azoreduccion de aminas
primarias y la deshalogenacién reductiva (Vermeulen, 1996; Peiia, 2001).

2.5. Mecanismo de accion.

La estructura de las enzimas CYP posee dos sitios para atrapar moléculas, uno de oxigeno
{O2) en el sitic hemo, y otro en el sustrato que se une justo sobre el grupo hemo. La
conversion de una sustancia en una especie més polar es mediante la incorporacién de
oxigeno molecular {(Hukkanen, 2000).
El ciclo de la reaccién de oxidacion del xenobibtico catalizada por Citocromo P-450, en
términos generales es el siguiente (Fig.2):

1. Se inicia cuando el sustrato se une al citocromo férrico (Fe*).

2 Unelectvon es transferido al 4tomo Fe*, pasarvlo a su estado ferroso (Fe?*).

3. Laforma ferrosa se une a una molécula de Os.

4. Se vuelve a realizar una reduccitmn agregandose un electsén y ademés un protén.

5. Se pierde una mokécula de agua dejando un complejo (FeOp.

6. El complejo (FeO)* en forma directa oxida el sustrato.

Pl -y ‘?‘;——“" *
CYP

'*‘@f' ® - .
® o Y
==e ©m-

Fgura2. Mecanismo de cddacion. Los mimeros comresponden a los pasos exphicados en e
texto. (Guengerich, 1953}
Las enzimas citocromo P-450 pueden tener ciclos de oxidacién - reduccién  durante el
metabolismo de endobiticos y xenobibticos, sin apreciable dafio estructural. Sin embargo,
la participacién del CYP la termina un proceso que se dasifica como inactivacién, el




mecanismo mds coman es la interaccién reversible como resultado de la competencia por
¢l sitio activo del CYP e involucra el primer paso del cido catalitico. Por otro lado, los
agentes que actiian durante o después del paso de ransferencia del oxigeno son
interacciones generalgnente irreversibles o quasi-irreversibles, estos pueden incluir la
alquilacién del grupo hemo y unidn covalente a la apoproteina.

2.6. Polimorfismo Genético
La alteracién en la expresion de una enzima ocurre como resultado tanto de polimorfismo

genético como de la exposicién a compuestos que inducen o reprimen las isoenzimas de
manera individual (Gonzilez, 1990}

El polimorfismo de las enzimas citocromo P-450 es un factor importante en las diferencias
interindividuales del metabolismo de fArmacos y Ia toxicidad por diferentes compuestos, a
pesar de esto la influencia del polimorfismo de CYP y la susceptibilidad a céncer es mencs
evidente. La mutacion en el gen para una enzima especifica puede dar como resultado una
enzima con alta, baja o nula actividad enzimética, 0 la ausencia de la enzima. Un
la oxidacién de medicamentos es el encontrado para CYP2Dé y CYP2C19. Se sabe que el
nivel de CYP2D6 es menor en la poblacion caucdsica (de 5 a 10% de la poblacion),
representando a metabolizadores lentos del medicamento debrisoquina (antihipertensivo)
(osephy, 1997; Lin, 1998; Ingelman-Sundberg, 2002).

Otra implicacién del polimorfismo genético, es la susceptibilidad a carcindgenos quifmicos
para definir el riesgo a padecer cancer. Muchos factores como el sistema de reparacion del
DNA o mutaciones en la lfnea germinal de algunos supresores de genes, junto con la
diferentes predisposiciones a cincer. Con esto, el riesgo relativo es estimado por fenotipos
y genotipos, asi como por el nivel de exposicitn a carcindgeno (Kawajiri, 1996).




3. Inhibicién

importancia no solo como agentes terapéuticos, insecticidas o herbicidas, sino también
como sondas para determinar estructuras, mecanismos y el papel biolégico de estas
enzimas. _
El ciclo cataliticoo del citocromo P-450 incluye tres etapas en las cuales es particularmente
vulnerable a la inhibicion:

s La unidn al sustrato.

» La uni6n subsecuente a oxigeno molecular para la primera transferencia de

electrones.

¢ El paso catalitico en el cual el sustralo es oxidado.
Los inhibidores de CYP se pueden dividir en tres grupos principales: (a) agentes que se
uren reversiblemente (interfieren en el ciclo catalitico antes del evento oxidative), (b}
agentes que forman complejos quasi-irreversibles con el 4tomo de hierro y (c) agentes que
se unen de forma irreversible a las protefnas o al grupo hemo (Lin, 1998).
Los agentes que actGan durante o después del paso de transferencia de oxigeno,
generalmente son inhibidores irreversible o quasi-irreversibles, y muchas veces, caen
deniro de la categorfa de inhibidores catalisis-dependientes.
La actividad de los agentes que inhiben al CYP esti gobernada por su caracter hidrof6bico
y por la fuerza de la unitn entre su hetefodtomo y el grupo prostético. Los agentes menos
efectivos incluyendo alcoholes, éteres, cetonas, lactosas y otras estructuras en las cuales el
dtomo de coordinacifn es un oxigeno, se coordinan débilmente al grupo prostético hemo-
tanto con las protetnas como el grupo prostético, ya que poseen, en su mayoria
compuesios nitrogenados arométicos. Los derivados de piridina e imidazoles son los mas
-utilizados (Gonzilez, 1998).
La inhibicion de enzimas CYP puede redudir la eficiencia de algunos medicamentos, esto
ocurre cuando el medicamento requiere de activacion metabolica, ya que después de una
inhibicién puede reducir su efecto o su activacién es bloqueada. Un ejemplo es la codeina,
la cual es metabolizada a morfina por CYP2D$, la inhibicién de este CYP por otro

-10-




medicamento tiene efectos significativos en la formacién de morfina, alterando la
eficiencia de la anestesia. (Lin, 1938)

4. Induccién
Existen enzimas que fio estdn presentes o bien lo estin en cantidades minimas y que ante
la presencia de una sustancia, que suele ser su sustrato, la célula aumenta
considerablemente la cantidad de esta enzima, a la sustancia que incrementa Ia sintesis de
novo se le lama inductor. A esta forma de regulacién de la expresion de genes se [lama
induccién.
Desde el punto de vista biologico, la induccion de enzimas CYP es una respuesta
adaptativa para proteger a las células de xenobidticos, por medio del incremento en la
desintoxicaci6n (Lin, 1998).
La inducciém de las protefnas CYP es el aumento en la concentracion de enzimas en uno o
més tejidos, dando como resultado el incremento en su actividad metabolica, y
disminuyendo la concentracidn del xenobidtico en plasma. La induccién es de gran
importancia, principabmente clinica por las implicaciones farmacolégicas que representa,
como es el tempo de metabolizacion de medicamentos, asf como, en relacién con
xenobidticos que al ser metabolizados pueden llegar a ser pro-carcindgenos, carcindgenos
o mutdgenos.
Por esto, es importante reconocer ¢l estado basal de 2 concentracion de una protetna CYP,
el valor de las sintesis y el valor de la degradacién. Los niveles basales de enzimas estin
determinados por una variedad de factores, incluyendo género, edad, estado hormonal y
nutricional, y Ia presencia o ausencia de enfermedad. Algin cambio en los valores basales,
relativamente estables de un CYP, debido a la exposicidn a un inductor puede reflejar
cambios en cualquiera de esios procesos, o en todos 2 la vez niveles, sintesis y
degradacion (Josephy, 1997; Guengerich, 2002).
El aumento en la concentracién puede tomar horas o dias hasta Ilegar al maximo. Esta
elevacién depende de la continuidad de la exposicién, de la presencia del agente inductor,
es decir, si el agente inductor es retirado, Ia actividad enzimatica regresa lentamente a su
estado basal, debido a la degradacién y produccién normal de la protena. La induccitn de
enzimas generalmente exhibe una tipica relacion dosisrespuesta (Josephy, 1997;
Guengerich, 2002).

-1t -




La induccion de las enzimas CYP estd relacionada con propiedades fisicas y estructurales
de los compuestos a los que se encuentra expuesto, particularmente de lipofilicidad y
persistencia. Estos inductores pueden presentar dos caracteristicas importantes: (i) son
sustratos de las enzimas que inducen, y (ii} esta induccién de enzimas, frecuentemente,
aumentan la desintoxicacion. Por lo tanto, las enzimas CYP inducidas son capaces de
unirse y oxidar al agente causante de su aumento, en la mayoria de los casos (Josephy,
1997, Gonzalez-Jasso, 2003).

Aungue la induccion de enzimas CYP puede ser ventajosa, en muchos casos puede tener
una variedad de consecuencias farmacolégicas nocivas, incluyendo alteraciones en la
eficacia de medicamentos, interaccitn medicamento-medicamento, y en el incremento en
la activacibn metabdlica de procarcindgenos, o dar metabolites altamente tixicos
diferentes del compuesto original. Ademds, si las enzimas CYP inducidas catalizan la
activacifn metablica de una toxina o carcinfgeno, la exposicion del organismo a este
compuesto, seguido de una induccién, puede aumentar su toxicidad (Guengerich, 2002).
. Dependiendo del balance entre desintoxicacién y activacion, la induccién puede dar como
resultado una respuesta benéfica o nodva.

El incremento de enzimas CYP puede estar dado como consecuencia de un incremento en
la expresién del gen respectivo y/o de Ia baja degradacion de proteina. (Baliharova, 2003)
El incremento en los niveles de enzima es regulado mediante diferentes mecanismos:
incremento en la velocidad de transcripcion del gen adecuado, estabilizacion del RNA
mensajero (mRNA) derivade de la transcripcion, o por la estabilizacién de la protefna
(Josephy, 1997).

Aunque hay pocas excepciones, los inductores de enzimas CYP generalmente ocasionan
sintesis de mopo. El valor de esta sintesis es dependiente de la concentracién mRNA,
reflejando el valor de transcripcién del gen especifico para cada enzima. Sin embargp,
aunque e aumento en la concentracién del mensajero espectfico se relaciona con el
‘aumento en a actividad transcripcional, ol mRNA es degradado relativamente lento y, por
lo tanip, es acumulado, los niveles se quedan elevados después de una recuperacién de la
actividad transcripcional a niveles basales. Por lo anterior, no podemos considerar que la
concentracion de CYP especifico es el valor de la degradacion de mRNA, y viceversa, el
mRNA no es reflejo de la actividad enzimitica del CYP inducido (Guengerich, 2002).
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4.1. Regulacién de la induccién

Las proteinas receptoras son responsables de la activacién transcripcional de los genes
correspondientes de enzimas CYP. Los receptores nucleares son factores dependientes del
ligando y regulan la trascripcién de genes de proteinas CYP y otros genes que generan
respuestas celulares especificas a ligandos. En ausencia de un ligando, el receptor nuclear
estd asociado en un complejo receptor nuclear co-represor, dando como resultado la
inhibicion de la transcripcién. Después de la exposicién a un ligando, los receptores
nucleares tienen cambio conformacional que libera el complejo co-represor y refuerza la
activaciém (Fig3). Estos receptores nucleares son factores de respuesta a elementos
especificos en el ADN, como a elementos de respuesta a xenobitticos (XRE) (Josephy,
1997; Honkakoski, 2000; Xie, 2002).

El receptor mejor caracterizado es el receptor aril hidrocarburo (AhR), el cual es mediador
de la induccién de los genes CYP1AT, CYPIA2 y CYP1BI. El ligando mas potente del AhR
es TCDD (2, 3, 7, 8 - tetraclorodibenzo - p - dioxina), y pertenece a los PAHSs {Josephy,
1997).

Fig.3. Regulacitn de los receptores nucleares relacionados con CYP (Honkakoski, 2000)

El proceso de induccidn de la enzima CYP1Al, por la exposicion a TCDD se muestra en la
Figura 4. El AhR, en amsencia de TCDD, existe en ¢l citosol en un complejo con la protetna
chapercna Hsp90. La unién de un agente inductor (TCDD) al receptor, disocia este
complejo (AhR - Hsp90), llevando a la translocacién del AhR dentro del naceo al formar
un segundo heterodimero con el AhR nuclear transportado (ARNT). Este heterodimero
(TCDD - AhR - ARNT) se une a un elemento de respuesta en el ADN (XRE), el cual
presenta muiiltiples copias en la regién 5 del gen CYP1A1 y funciona como un activador y
estimulador de la transcripcion de este gen, aumentado el mRNA para esta proteina, asf
como ]a concentracién de esta (Guengerich, 2002; Miao, 2004).
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Los receptores nucleares llamados receptores “orphan”, citados asf porque aun no ha sido
dentificado su ligando especifico, se relacionan estructuralmente con receptores nucleares
hormonales, y en los altimos afios, ha surgido evidencia que apunia a que su tinico papel
es la regulacion de enzimas CYP metabolizadoras de xenobidticos. Tres miembros de esta
familia de receptores nucleares han sido descritos: el receptor constitutivo de androstano
(CAR), el receptor X al pregnano (PXR) y el receptor de proliferacién de peroxisomas
(PPAR), los cuales juegan un papel crucdial en la induccién de familias CYP2, CYP3 y CYP4
hepdticos, respectivamente, seguido de la exposicion de inductores prototipo, como
fenobarbital (Fb) (utiliza CAR), rifampicina y pregnenolona léa-carbonitriloe (PXR)
(Guengerich, 2002; Xie, 2002).

El receptor CAR es constitutive y sus ligandos endSgenos incluyen androstanol y
androstenol. Los ligandos end6genos que estimulan 2 PXR incluyen corticosterona y
pregnenolona y para PPAR incluyen 4cido linoleico y acido araquidénico (Guengerich,
2002).

En humanos y en ratones, el receptor nodear PXR (hPXR y mPXR, respectivamente) se
encuentra altamente expresado en el higado ¥ en el Intestino delgado, y comparten
propiedades funcionales, en particular, para la regulacion de CYP3A. Sin embargo estos
dos ortblogos son farmacelogicamente distintos. Por ejemplo, la rimfamicina es un potente
activador de hPXR, tanto in Vivo como in Vitro, pero presenta un efecto limitado en mPXR

in Vitro y una pequefia induccién de CYP3A in Vioo (Xe, 2002).
%‘
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Figura.4. Mecanismo molecular regulado por el receptor Ah para la subfamiia CYP1A. (Guengerich, 1993)




5. Familias del Citocromo P-450
Hasta el momento, se han caracterizado 17 familias diferentes en humano. Las enzimas de

las familias 1, 2 y 3 son las més activas en el metabolismo de xenobidticos, mientras que las
otras tienen importantes funciones end6genas. En la Tabla.1, se muestran las familias CYP
encontradas en humanos y su funcién principal (Hukkanen, 2000}

Tabla.1. Familias CYP en Humanos y su principal funcidn.
{Tomada de Hukkanen, 2000)
Familia Funcion
CYF1 Metabolisimo de Xenobitticos
CYP2 Metabolismo de Xenobasticos.
Metabolismo de Acido Araquidénico
CYP3 Metabolismo de Xenobioticos
CYP4 Hidroxilacion de Acidos Grasos
CYPS Sintesis de Tromboxano
CYF7 7a - Hidroxilacién de Colesterol
CYP8 Sintesis de Prostaciclina
Rompimiento del sitio de uni6n al
colesterol.
cyPil Hidroxilacién 7 de esteroides
Sintesis de aldosterona
CYP17 Hidroxilacién 17a de estervide
CYP19 Aromatizacin de andrégeno
CYP2A 21-Hidroxilacion de esteroide
CYP24 24 -Hidroxilackon esteroidica
CYP7 Z7-Hidroxilacion esterofdica
CYP39 Se desconoce
CYP46 24-Hidroxilacién del Colesterol
CYP51 Biosintesis de esterol

5.1. Familia CYP1

La familia CYP1 estd compuesta de dos subfamilias, CYP1A y CYP1B, y estd constituida
por tres genes CYP1A1, CYP1A2 y CYP1BI, y no existen pseudogenes. Los tres comparten
la caracteristica de ser activados por PAHS, y estar regulados por AhR, ademas de estar
involucradas en el metabolismo de hidrocarburos policicticos, aminas heterociclicas y
aminas arcmaticas, generando metabolitos altamente reactivos capaces de unirse
covalentemente con macromoléculas, involucréndose asi en el desarrollo de carcinogénesis
de tipo quimico (Kawagari, 1996; Hukkanen, 2000; Santiago, 2002).




Sabfamilia CYP1A: CYP1Al y CYP1A2
La subfamilia CYP1A, se ha caracterizado por biotransformar sustratos con moléculas

lipofilicas planas poliaromiticas y heteroarométicas, como algunos compuestos naturales.
Todos los genes caracterizados hasta hoy se componen de seis exones, inchuyendo un
primer exén no codificante. Los genes CYP1A1 y CYP1A2 parecen estar localizados en
conjunto en el cromosoma 9 en ratémn, en el cromosoma 8 en rata, en el cromosoma 4 de
himster y en el cromosoma 15 de humano. Las secuencias estin codificadas
completamente para CYPIAT y CYP1A2 en humano, perro, conejo, raton, rata y hamster.
En la tabla 2 se enlistan las caracteristicas estructurales de estos dos miembros en varias
especies. (Kawajari, 1996)

Tabla2 Caracteristicas estructurales de los miembros de la subfamilia CYP1A (Tomado
de Kawajari, 1996)

CYP1A1 CYP1A2 % similitud
Especte % % entre
pas M milind A M nilig OP1A122
Humano 512 58165 100 516 58 082 100 71.7
Mono 512 58155 941
Perro 524 59 209 812 502 56 632 813 73.6
Conejo 518 58277 763 516 58 343 775 715
Rata 524 59393 78.6 513 58 259 744 68.9
Ratdm 524 59230 794 513 58 183 721 709
Héamster 524 59148 785 513 58 082 731 67.6

Cobayo 516 58 570 784
Trucha 522 59181 56.0

Aas = Aminoacidos; PM = Peso Molecular; % similitud = Porcentaje de simititud entre la secoencia
de aminoécidos de Ia especie particular en comparacién con la de humano.

Tanto CYPLA1 como CYPLA2 poseen una alia similitud en su estructura primaria ast
come en sus propiedades fisicoquimicas, pero hay una clara diferencia en los sustratos
especificos. Los ejemplos Hpicos de metabolismo de sustratos especificos para CYP1Al y
CYP1A2 son benzofajpireno (Bfa]P) y acetanilida, respectivamente. En cuanto a la
alineacién de aminodcidos, la tercera parte central es mucho mas variable en ambos CYF's
que el resto de las regiones, y esto puede estar determinando la especificidad del sustrato
de la subfamilia. Estos dos miembros de la subfamilia CYP1A son conservados
estructuralmente en mamiferos.

La enzima CYP1Al constituye el principal CYP extrahepdtico. En humanos, se ha
encontrado una considerable cantidad de mRNA y protefna en pulmén, linfocitos y
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placenta de fumadoras activas. Esta ispenzima coniribuye a la toxicidad de muchos
carcindgenos, especialmente por PAHSs (Kawajari, 1996; Santiago, 2002).

Para el gen CYP1A1 se ha descrito un polimorfismo que se relaciona con el cincer de
pulmon. El polimorfismo da lugar a dos alelos. Uno mas frecuente, denominado m1 con
una lisina en la posicion 462 (Lys¥?) de la proteina; y el mutante m2 con una Valina
(Val*%). La enzima CYP1A1 (Val) posee mayor actividad que la CYP1A1 {Lys), de forma
que el alelo m2 estd relacionado con un mayor riesgo de padecer cincer de pulmdn
(Santiago, 2002).

La induccién de mRNA para CYP1A1 y la formacién de aductos en el ADN por BlalP en
tefido pulmonar de fumadores activos sugiere que los niveles de la expresitn de CYP1A1,
en pulmén son importanie en la etiologia del cancer (Kawagjiri, 1996).

Por otro lado, al ser utilizado p-naftoflavona (Nf) come inductor de CYP1A1 en cultvo de
tejido de piel de ballena (Physeter macrocepiaius), se ha demostrado aumento en sus
niveles, por lo que sugieren utilizar la expresién de CYP1A1, en biopsias de piel, como
biomarcador a la exposicitn de xenobidticos en cetéceos (Godard, 2004).

La enzima CYP1A2 se expresa primordialmente en higado y constituye del 10al 15% de la
actividad total de CYP hepdtico. Esta enzima activa PAHS, nitrosaminas, aflatoxina Bl y
especialmente arilaminas generando compuestos que se pueden anir a DNA provocando
mutaciones. Su expresion es inducida por el humo de cigarro, la carme cocinada
directamente al fuego, algunos vegetales, rifampicina y omeprazol. Los niveles de CYP1A2
hepdtico pueden ser importantes en la determinacién de la susceptibilidad para
desarrollar cincer, inducido por arilaminas en humanos (Kawajari, 1996; Santiago, 2002).
Existen 6 variantes alelicas del gen CYPIA2, de las cuales dos de ellas estin
correlacionadas con los niveles de induccion por el hibito de fumar. Estas variantes
podrian explicar, parcialmente, las diferencias interindividuales observadas en la
actividad enzimética cuando se evalGia con cafeina como sonda. Existen algunos reportes
en donde se han dasificado a los asiéticos como metabolizadores pobres y a los caucdsicos
como metabolizadores extensos, por la diferencia en el tempo de metabolismo de alguncs
medicamentos. (Hukkanen, 2000; Galli, 2002; Santiago, 2002)

La proteina CYP1A2, al igual que CYP1A1, puede ser inducida por PAHS, pero el gen no
estA coordinado con el gen CYPIAL Diversos estudios han mostrado que la induccion de
mRNA de CYP1A2 por hidrocarburos no ocurre por mecanismos transcripcionales, y han
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sugerido que la induccion de CYP1A2 es el resultado de una estabilizacién de mRNA
(Smith, 1997).

Podemos ver la importancia de CYP1A en ratones knockout, los ratones knockout para
CYP1A2 (-/-) presenta una vida fértil y viable, a diferencia de un ratén knockout para
CYP1Al {(-/-} que son animales poco saludables e incluso llegan a morir en etapas
tempranas de la embriogénesis (Dey, 1999).

5.2. Familia CYP2
La familia 2 del dtocromo P-450 contiene a siete subfamilias: CYP2A, CYP2B, CYP2C,

CYP2D, CYP2E, CYP2F y CYP2J. Originalmente se le conocia como “familia inducible por
fenobarbital”, sin embargo se ha comprobado que solo induce a las subfamilias 2B y 2C
(Hukkanen, 2000; Santiago, 2002).

Subfamilia CYP2B: CYF2B1 y CYP2B2
La subfamilia CYP2B estd constituida por dos miembros CYP2B1 y CYP2B2 en rata, el

homslogo en humano de CYP2B1 es CYP2BS, el caal presenta 78% de similitud. Los genes
CYPZB en humano estin localizados en el cromosoma 19 en la regitm 19q13.1q132, y
estén constituidos por 9 exones, 377 amincdcidos y 43148 Da. Las enzimas CYP2B1 y
CYP2B2 tienen un 97% de homologia entre ellas y a pesar de esto muestran propiedades
electroforética y cromatograficas distintas. Ambes enzimas comparten sustratos, aunque
su afinidad y actividad son diferentes {Asteinza, 1998).

Tabla.3. Distribucitn en los tejidos de Ia expresion de miembros de la subfamilia CYP2B en

rata. {Nims, 1996)
CYP2B1 CYP2B2
Tefido Constilntivo Inducido Constitutivo Inducido
Higado +/- + + +
Intestino delgado +/- + - -
Pulmén + +/- +/- +/-
Adrenal + + + +
Rifion +/- +/- - +/-
Testiculo + - -

+ Todos los estudios han encontrado la expresion de la isoforma.
- Ningtin estudio reporta la isoforma en el tejido.
+/- Algunos estudios reportan la expresion y otros no.

El inductor prototipo de la subfamilia CYP2B es Fb. La inducci6n estd mediada por el
receptor nuclear CAR y probablemente por PXR. Algunos estudios dirigidos a la




induccion de CYP2B en ratas se han realizado con xenobitticos de diversas estructuras,
que incluyen, pesticidas halogenados, medicamentos, hidrocarburos volitiles como las
cetonas, xilenos y piridina, y varios bifenilos polihalogenados (Nims, 1996; Hukkanen,
2000). .
La subfamilia CYP2B se ercuentra expresada constimtivamente en pulmén, glindula
adrenal, testiculos y ciertas regiones del cerebro. La induocidn de estas isoformas con Fb es
reconocida en higado, en algunas regiones del cerebro, cerebeko y en la glindula adrenal
{Nims, 1996).

Subfamilia CYP2E: CYP2E1L
La subfamilia CYP2E contiene un imico miembro, la iscenzima CYP2El. Ha recibido

mucha atencién, por su importancia en la activacion de agentes quimios a productos
citobéxicos ¢ carcinogénicos y por su participacion activa en el metabolismo de etanol,
originando hepatotoxicidad. {Ronis, 1996; Galli, 2002)

El gen CYP2E], contiene nueve exones, en el humano estd localizado en el cromosoma 10,
region 10g24.3-gqter, midiendo 11413 pares de bases; en el ratén, estd localizado en ef
cromosoma 7, ¥ en rata, se localiza en el ccomosoma 1. La Tabfa.4 muestra algunas de las
caracteristicas importantes de esta enzima. (Ronds, 1996)

La enzima CYP2E], biotransforma un amplio intervalo de agentes quimicos, en particular
compuestos hidrofébicos ¥ pequefios, oxida el etanol y otros alcoholes primarios.
Ademds, tiene la capacidad de redudir dioxigeno a radicales oxi-reactivos, iniciando Ia
peroxidacion de membranas lipidicas, también se relaciona con la toxicdad por la
produccién de radicales libres y, por lo tanto, al estrés oxidativo. Su induccién contribuye
a una tolerancia del alcohol y otros farmacos (Ronis, 1996; Santiago, 2002).

Se ha reportado que la ispenzima CYP2E] se encuentra en altas concentraciones en reticulo
endoplésmico, y también estd presente en membrana celular y vesiculas lisosomales. La
expresion de CYP2E] constituye el 5% de la actividad total en el higado, se ha registrado
mayor expresion en la region perivenosa, y estd presente en rinémn. Existen bajos niveles de
CYP2E1 expresados en mucosa nasal, pulmdn, testiculos y ovarios, intestino delgado,
colon, células endoteliales de la vena umbilical y linfocitos, asi como en cerebro,
especificamente en hipocampo y corteza. | mRNA de CYP2E! ha sido detectado en
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sisterna nervioso centrat de humano y de rata. La distribucién celular definida implica
importancia y funciones endogenas especificas (Ronis, 1996)

Fl tratamiento con etanol induce la expresion de esta enzima en linfocitos y en intestino
grueso, principalmente en colon. La regulacion nutricional no parece afectar la
concentracién de CYP2E1 en intestino grueso y en linfocitos, aunque hay una disminucién
de la expresién en intestino delgado. En pacientes con diabetes dependientes de insulina
se aprecia un incremento en la expresibn de CYP2El en linfocitos, también se ha
demostrado Iz induccién de CYP2E1 en el pulmén con isoniazida, aunque esta expresién
es afectada por 1a tensitn con el oxigeno (Ronis, 1996).

El metabolismo del acetaminofen por el CYP2E] produce un metabolito hepatotdxico: N-
acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) que en circunstancias normales el higado lo
desintoxica rdpidamente por accién de la N-acetilcisteina estimulando la conjugacién del
metabolito con el glutatién. Pero en caso de sobredosis de acetaminofen o frente a la
induccién del CYP2E] provocada por etanol se puede producir hepatotoxicidad ya que
aumenta la produccién del intermediario toxico disminuyendo la concentracién del
gletation por el uso excesivo y por ende su accion desintoxicante. Por lo anterior, las
personas con habitos alcoh6licos Genen tn alto riesgo de predisposicion a hepatotoxicidad
aun consumiendo dosis terapéuticas de acetaminofen (Galli, 2002).

Tabla4. Caracteristicas estructurales de la enzima CYP2El en diferentes especies.
__(Adaptado de Ronis, 1996)

Especie | Aas | PM | %Similitud | No. Exones | Cromosoma
Rata 493 56916 75 9 1
Conejo 492 56634 78 9

Humano 493 56820 100 9 10

Aas = Aminoacidos; PM = Peso Molecular; % similitud = Porcentaje de similitud entre la secuendia

de amincdcidos de Ia especie particular en comparacion con la de humano; No. Exones =Numero
de exones.

Se han descrito varios polimorfismos genéticos que afectan al gen CYP2EL el primero de
eflos se localiza en la region anterior del extremo 5, dando lugar a dos alelos, uno
frecuente que se le conoce como cl y otro raro Hamado c2. El alelo mutante c2 tiene una
tasa transcripcional mayor que el alelo cl, ko que parece estar relacionado con el desarrollo
de determinados tipos de céncer. Sin embargo, parece que es el genotipo c1/cl el factor
que confiere la susceptibilidad para desarrollar céncer pulmonar, con una aparente




asociacién al habito de fumar, y en el desarrollo de otros tipos de céncer en el tracto
aerodigestivo en alcohélicos crénicos (Santiago, 2002). '

La regulacién del CYP2E] es altamente complejz, ocurre a nivel transcripcional y/o post-
transcripcional. La méxima induccién de CYP2E] es akcanzada en una forma coordinada
por la combinacién de diferentes mecanismos transcripcional, pre-transcripcional, de
traduccién y posttraduccibn. La exposicibn a xenobidticos, como la pirimidina,
incrementa la eficiencia transcripcional, la acetona regula la induccién con un mecanismo
de post-transcripeitn el cual es a través de [a interaccién con la serina de 1a posicion 129
{Ser'®) dafiando la fosforilacikin y degradacién, por lo que se estabiliza la proteina; el
benceno estabiliza la proteina CYP2E], por la inhibicién en la degradacién de esta. Se ha
demostrado que con otros sustratos como el etanol y la isoniazida, protegen contra la
fosforilacién y estabilizan la proteina CYP2El, conira la degradacién. (Ronis, 1996;
Gonzalez-Jasso, 2003}

5.3. Famila CYP3
La familia CYP3 posee solo una subfamilia: CYP3A, que a su vez comprerwde cuatro genes:

CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43 (este ultimo identificado recientemente). Los
genes CYP3A4, CYP3AS y CYP3AT codifican para enzimas que metabolizan practicamente
los mismos sustratos. La diferencia entre ellos se encuentra en el lugar de expresién. El
CYP3A4 es el principal citocromo en higado, CYP3A5 y CYP3A7 se expresan
esencialmente en tejidos extrahepdticos y en higado fetal, respectivamente. Por otro lado,
CYP3A4 y CYP3A7 estén regulados por un receptor orphan que es PXR y CYP3AS5 por un
receptor de glucocorticoides (Hukkanen, 2000; Santiago, 2002).

Sabfamilia CYP3A: CYP3A2

Las enzimas CYP3A4 estin involucradas en el metabolismo de méds de la mitad de los
medicamentos que se conocen hoy en dia. Del 25 al 30% de las enzimas CYP en el higado
son CYP3A4 y mas de la mitad de las enzimas CYP totales en mucosa intestinal Su gen
esta localizado en el cromosoma 7 en humano. La enzima CYP3A4 tiene su homéloga en
rata lamada CYP3A2 (Galli, 2002).

El gen CYP3A2, también llamado testosterona 6 beta-hidroxilasa, abarca alrededor de 25kb
y contiene 13 exones, el cual es el mayor mimero reportado para genes CYP.
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La enzima CYP3A2 cataliza el metabolismo oxidativo de gran vanedad de sustancias con
marcadas diferencias estructurales. Estd implicada en el metabolismo de mds de 60% de
los farmacos en uso entre los que se incluyen agentes inmunosupresores (ciclosporina),
antimic6ticos: {clotrimazol) y antibiticos macrolidos (eritromicina). Actia en la
hidroxilacién de algunos esteroides como la testosterona, la progesterona y el cortisol. Los
medicamentos antiepilépticos son generalmente inductores de esta enzima CYP y pueden
reducir particularmente la eficacla de Ios anticonceptivos orales. Todo esto, pone de
manifiesto una de las bases en k2 interaccitn entre formacos en pacientes con terapias en
las que se combinan varios medicamentos afectando su eficacia y toxicidad (Santiago,
2002).

La variabilidad en expresion de CYP3A se debe a miiltiples factores entre los que se
erwuentra la induccién por medicamentos, compuestos ambientales, y los factores
genéticos. En los altimos aftos, se han descrito varios polimorfisinos genéticos que afectan
a este gen, sin embargo, no hay reportes de la evidencia definitiva de que este
polimorfismo genético tenga relacion con su actividad catalitica {Guengerich, 1999;
Santiago, 2002).

6. Tracto Gastrointestinal
El tracto gastrointestinal (TGI) esta constituido bésicamente por cuatro érganos: estfago,
estémago, intestino delgado (duocdeno, yeyuno e ileén) e intestino grueso (ciego, colon y
recto); cada uno varia en el tipo celutar, su flora bacteriana, y su funcién (almacenamiento,
digestitm, secrecion, absorcién, metabolismo, barrera activa y eliminacién).
Los érganos del TGI son tubulares y estin conformados por cuatro capas, como se muestra
en la Figura 6, con las siguientes caracteristicas (Lesson, 1988):

1. La mmucosa, contiene un epitelio plano poliestratificado no queratinizado, que
descansa sobre una capa de tefido conectivo subyacente, lamina propia. La mucosa
consta de células superficiales que producen moco, células parietales (producen
4cido clothidrico manteniendo el pH géstrico), células cimogenas o principales
(liberan enzimas hacia el lumen gdstrico), ¥ células entero-endocrinas (sintetizan,
almacenan y secretan hormonas). En algunas regiones, la mmcosa forma
proyecciones (vellosidades) o se invagina para formar las glindulas o criptas
intestinales revestidas de epitelio. La [amina propia produce anticuerpos, en




especial IgA, en respuesta a antigenos y microorganismos que se encuentran en ef
intestino.

La capa submucosa, permite la movilidad de la mucosa y contiene tefido conectivo
laxo que soportd muchos vasos sanguineos de gran calibre y un plexo nerviosos. En
algunas regiones, hay glindulas submucosas y cimulos de tejido linfético.

. Capa muscalar. También Hamada hinica muscular, consta al menos de dos capas de
fibras musculares lisas: tma capa circular interna, la cual estrecha la luz, y una
longitudinal externa (que acorta el intestino y ampiia la luz). El plexo mientérico de
Anerbach se localiza entre estas dos capas musculares y regula la propulsion del
alimento (peristaltismo).

. La serosa o adventicia, es la capa mas externa y esta formada por tejido conectivo
relativamente denso y elastico. Cuando se mezcla con el tejido conectivo de las
estructuras vecinas recibe el nombre de adventicia, pero en muchas oiras regiones

esta cubierta por el peritoneo y se le denomina serosa. Contiene vasos sanguineos y
linféticos,

Figura.6. Capas que conforman al Tracto gastrointestinal.

El TGI contiene sus propios reguladores hormonales. Las principales hormonas que
controlan las funciones del TGI se producen y liberan a partir de células de la mucosa del
estomago y del intestino delgado. Estas hormonas estimulan Ia produccién de los jugos
digestives y provocan el movimiento de los érganos. Las hormonas que controlan la
digestion son la géstrica, Ia secretina y la colecistocinina. Ademds, existen dos clases de
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reguladores nerviosos que ayudan a controlar el TGl los nervios extrinsecos, los cuales
inervan a los érganos digestivos desde el cerebro o desde la médula espinal y provocan la
liberacién de dos sustancias quimicas: la acetilcolina y la adrenalina, y los nervios
intrinsecos, que forman una red densa incrustada en las paredes del esofago, el estémago,
¢l intestine delgado y el colon, estos desencadenan su funcién cuando las paredes de los
érganos huecos se estiran con la presencia de los alimentos, liberando muichas sustancias
diferentes que aceleran o retrasan el movimiento de los alimentos y la produccitn de jugos
en los 6rganocs digestivos.

7. Citocromo P-450 en Tracto Gastrointestinal

Los tejidos extrahepdticos, especialmente los que son portales de entrada de xenobitticos,
como o es el TG, también expresan enzimas CYP. En estos 6rganos, los CYPs, no solo
contribuyen al metabolismo de primer paso, sino también, influyen en la viabilidad de
agentes terapéuticos y pueden afectar la eficiencia de una sustancia activa por activacién o
una inactivacion de un pro-firmaco, ya que la mayoria de los medicamentos tenen su
blanco en tefidos extrahepaticos. La magnitud y caracteristicas de la biotransformacion de
medicamentos, entre tejido y blanco, pueden tener un impacto significativo en 1a eficiencia
del tratamiento. La toxicidad quimica en tejidos extrahepéticos, frecuentemente resulta de
la activacitn metabolica in situ mediada por CYF, en el érgano blanco, y por la toxicidad
que tiene el compuesto.

El TGI sirve de portal de entrada de xenobitticos de forma oral, incluyendo medicamentos
y alimentos. Se ha probado que existen niveles limitados de expresién de enzimas CYP en
el tracto digestivo, a excepcion del intestino delgado. En cambio, en tejido neoplésico en
los diferentes 6rgancs de este tracto se incrementa significativamente la expresion y
actividad de enzimas CYP.

‘ 7.1. Citocromo P-450 en Eséfago

El esGfago no es considerado como un érgano que posea actividad metabélica alguna, sin
embargo en forma constitutiva expresa bejos niveles de mRNA de CYP1A1, CYP1A2 y
CYP2EL. La cantidad de citocromo que posee el estfago representa solo un 7% del
contenido hepdtico (Murray, 1994; Dey, 1999; Ribero, 2001; Ding, 2003).
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Se ha demostrado que en neoplasias de esofago (adenocarcinomas y turmores de células
escamosas) se incrementan significativamente los niveles de CYP1A1/2 y CYP2E], y
CYP3A4/5 (Murray, 1994; Lachevrel, 1999; Ding, 2003).

72. Citocromo P-450 en Estbmago

La evidencia de expresion de CYP en el estdmago humano es muy limitada,
principalmente porque seria dificil de explicar el significado biologico de la presencia de
" CYP en un 6rgano cuya funcion es secretoria més que absorbente, y porque en condiciones
normales, la superficie del estémagp esta cubierta con una barrera mucosa que impide e
contacte de las células epiteliales con posibles agentes genottxicos presentes en el
alimento.

En la mucosa gastrica normal de ratén, solo se han encontrado niveles de mRNA de
CYP1A1 inducida por 3-metikcolantreno (3-MC) (Dey, 1999). La aplicacion de diferentes
métodos (inmunohistoquimica, inmenodeteccién y RT-PCR) han permitido identificar a
CYP3A en el epitelio gastrico normal. Sin embargo, en condiciones patolégicas de
metaplasia intestinal y de adenocarcinoma gastrico, se ha evidenciado la induccion,
principalmente de los CYP's 1A y 3A. Esto hace suponer la participacién de fos CYP's en
el proceso de carcinogénesis gistrica. Ademds, durante el proceso de carcinogénesis, la
mucosa gastrica sufre una serie de alleraciones histolégicas haciendo permeable la
superficie de ka misina al transporte y penetracion de xenobidticos lipofilicos como PAHS,
nitrosaminas y aminas heterociclicas; mismos que podrian ser bicactivados si se expresan
y son funcionales los CYP's en mucosa géstrica (Tatemichi, 1999; Vences-Mejia, 2005).

7.3. Citocromo P-450 en Intestino Delgado

La principal funcién del intestino delgado es absorber nutrientes y agua. Una funcién
secundaria es la biotransformacién de compuestos dando como resultado la bicactivacion
o desintoxicaci6n, por lo que es un érgano que expresa altos niveles de CYPs.

La caracterizacién de los niveles de mRNA de CYP en el intestino delgade humano, por
Northern blot y/0 RT-PCR, han revelado la expresién de mRNA de CYP1Al (Ding, 2003;
Zhang, 1999), CYP1B1 (Zhang, 1999), CYP2EI1 (Ronis, 1996; Zhang, 1999; Ding, 2003) y
CYP3A4 (McKinnon, 1995; Zhang, 1999; Ding, 2063).

Estudios recientes, muestran que el contenido de CYP se incrementa ligeramente de
ducdenc a yeyuno, y disminuye agudamente al pasar a ile6n, a pesar de que estas




regiones no son anatémicamente distintas si hay diferencia en su capacidad de absorcion
y secreci6n (Lin, 1999; Zhang, 1999; Ding, 2003). La localizacién de CYP1Al, CYP2Bl/2y
CYP3A1/2 se observa en mayor proporcion en duodeno. La activided enzimitica de
demetilacion de eritromicina (END), que es catalizada por CYP3A4, ha confirmado la
expresion predominante de CYP3A4 en el intestino delgado humano, y se ha reconocido
que la mayor actividad de esta enzima se localiza en la regién proximal del intestino
delgado (Zhang, 1999). Las enzimas CYP1A2 y CYP2E] en microsomas intestinales, no se
han detectado (Lin, 1999).

El metabolismo mediado por CYF en intestino delgado puede servir como una barrera
para la captacién sistémica de xenobiticos, facilitando su excreci6n al lumen del intestino
o0 la bicactivacién de xenocbitticos y como consecuencia unirse a macromoléculas de los
enterocitos. (Ding, 2003) La regeneracion de las células epiteliales de la mucosa intestinal
tiene un tiempo de vida programado, y esto puede tener como consecuencia, por ejemplo,
que cuando la enzima CYP3A4 intestinal metaboliza aflatoxina Bl de la dieta, forma
metabolitos reactivos que a su vez forman aductos en macromoléculas dentro de los
enterocitos. Estos aductos pasan inadvertidos porque estos enterocitos se mudan como
resultado de una répida migracion, entonces se puede pemsar que esta migracion y
maduracién provee un mecanismo de proteccién contra toxinas carcinogénicas (Lin, 1999).
Por Io que, altas concentraciones de CYP3A4 en intestino delgado sugiere una funcitn
protectora contra el desarrofio de céncer. (Murray, 1994)

7.4. Citocromo P-450 en Intestino Grueso.

La principal funcién del intestino grueso es la absorcién de agua y electrolitos, ademés de
bm&m&ﬁrnguao,dﬁmpodeammmadwado,adm,h
propulsién retrograda del colon puede ayudar a demorar el paso de compuestos téxicos y
prolongar asf [a exposicion de estos con varias enzimas de biotransformacién encontradas
en la maxcosa, también [a presencia de la microflora intestinal ayuda a la digestién y a Ia
biotransformacion.

Se ha demostrade a través de hibridacion in situ la presencia de mRNA de CYP3A4 en
todas las secciones de colon (McKinnon, 1995). El anilisis con RT-PCR en biopsias de
colon, identificaron la expresion de mRNA de CYP1A1 y CYP1A2 y CYP3A4, en contraste
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con estudios anteriores, en donde no se detectaron miembros de la subfamilia CYP1A
{McKay, 1993).

Se ha demosirado que el tratamiento con etanol induce 1a expresién de la enzima CYPZEL
en intestinh grueso, principalmente en colon (Ronis, 1996). Ademds, el tratamiento con
inductores como Nf, 3MC y Fb, han inducido significativamente la expresion del
CYP1A1, CYP1A2 y CYP2BI, respectivamente, en microsomas de colon. (Rosenberg, 1991;
Dey, 1999)

En cuanto a presencia de enzimas CYPs en tejido neoplésico de colon, el grupo de
Massaad, en 1992, realiz6 una comparacién entre tefido normal y tumores de colon, y
encontraron la induccién de CYP3A en tefido neoplésice. En contraste, en 1993, McKay y
colaboradores encontraron la induccién de CYP1A y CYP3A solo en tefido neoplésico.

8. Citocromo P-450 en Higado

Se han realizado numerosos estudios de Citocromo P-450 en higado, por ser el principal
6rganc implicado en la biotransformacién de compuestos exdgenos y enddgenos. En
higado de mamiferos, se han caracterizado la mayor cantidad de CYPs. A Ia fecha, existen
cerca de 20 mil reportes de caracterizacién, regulacién, induccién e inhibicién de esta
enzima en higado de diferentes especies, en muchos de eflos por su relaciém en el
metabolismo de firmacos, compuestos carcindgenos, mutagénicos o toxicos ¢ por la
activacion de estos.

Dentro de los citocromes P-450 que se han identificado en higado se encuentran CYP1A1,
CYP1A2, CYP2A, CYP2B1, CYP2B2, CYP2C, CYP2D6, CYFP2E1 y CYPIA (Maya, 1995;
Pelkonen, 1997; Smith, 1997; Lin, 1998; Galli, 2002; Santiago, 2002; Ding, 2003). Ademds se
ha demostrado la induccién de estas enzimas después de la exposicitn a diferentes
inductores, entre ellos el aroclor, inductor de CYP1A, y 3-MC, induce CYP2B, que al
comprobar su poder carcinogénico o mutagénico se ha limitado sa uso, por lo que se ha
buscado otros inductores con los mismos resaltados.
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9. Agentes inductores
El compuesto B-naftoflavona (Nf, fig.5.) es el inductor prototipo de la subfamilia CYP1A
en higado de ratas. Se ha demostrado que la expresién y actividad de CYP1A1/2 aumenta
en higado cuando a los organismos se les ha expuesto previamente a este potente inductor.
Baliharova y cols (2003) demostraron que el tratamiento con f-Nf aumenta la expresion y
actividad enzimdtica de CYP1A en cultivos de hepatocitos de rata y de carnero. El equipo
de Lakshmi, en 1997, realizaron experimentos para asentar el riesgo y prevenir la
tumorogénesis por el metabolismo de N-acetilbencedina y N,N'-diacetilbenzidina en
microsomas de higado de rata con y sin el tratamiento de B-Nf, encontrando que el
metabolismo aumenta 8 veces en microsomas hepdticos de ratas tratadas con B-NI, estas
mismsmtaspresénta:mmmyorcanﬁdaddeadmﬁnmdADNpmbsmetaboﬁms
resultantes, por lo tanto CYP1A juega un papel fundamental en el metabolismo de estos
compuestos.
El fenobarbital (Fb, fig.5.), s otro inductor potente de CYPs, como alternativa al uso de 3-
'MC (Masaki, 1984). Fb es un barbitarico de accién prolongada, y es utilizado en el
tratammiento de crisis epilépticas y/o como sedante. Se ha considerado al Fb como el
inductor prototipo de la subfamilia CYP2B en higado (Nims, 1996) y se ha identificado el
sitio de respuesta a fenobarbital (SRF) en la regién 5" del ADN, y a pesar de que no se ha
caracterizado por completo Ia actividad de este sitio se encuentra cerca de gen para
CYP2B1/2 por lo que se propone como un regulador y activador de este gen. Fb también,
puede activar receptores nucleares orphan como CAR y PXR e indudir enzimas de las
subfamilias CYP2B y CYP3A, respectivamente, en higado de mamiferos. Recientemente, se
ha demwostrado que Fb tiene la capacidad de regular genes e inducir enzimas CYPZH en
higado de pollo, CYP102 y CYP106 en Badifus megateriwes, CYP6A2 en Drosphile
melamopaster, CYPOD en Muscg demestica, v en mamiferos también induce los genes CYP2A1,
CYP2A5 y CYP2A 4 (Czekaj, 2000; Sueyoshi, 2001).
Actoalmente, ya se demwostr6 que la combinacin de Fb y B-Nf aumenta la expresion de las
enzimas CYP1A, CYP2B, CYP2E1 y CYP3A en microsomas hepaticos (Escobar-Garcta,
2001).
El cidohexanol (Ci, fig5) se ha empleado como otro potente inductor de las enzimas
CYP2B1/2 y CYP2E] en microsomas hepéticos de rata. Este inductor es un solvente de uso
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comun en lacas y pinturas, también se ha utilizado como intermediario en la preparacion
de plasticos y otros compruestos quimicos (Espinosa-Aguirre, 1997; Gonzalez, 1998).

Hl albendazol {Al, fg.5) es otro agente inductor, el cual es un medicamento de amplio
espectro antihelmintico en humanos y en la medicina veterinaria, es de gran eficiencia en
el tratamiento de neurccisticercosis. Los pasos de biotransformacién de este medicamento
por los microsemas de higado de rata involucra una S-oxidacion inicial por flavinas (FMO)
y CYP3A, produciendo albendazol sulféxido (ABZSO), y un segunda S-oxidacién por
CYP1A1 dando como resultado albendazol sulfona (ABZSO2). La actividad antihelmintica
y embriottixica de Al en ratas es debido al metabolito ABZSO. Un estudio realizado por
Asteinza y cols (2000) demostré un incremento en la expresién de CYP1A1/2 después del
tratamiento con Al, e induccién en la actividad enzimatica de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1
y CYP2B2 por el tratamiento de Al y de ABZSO, en microsomas hepiticos de rata. En
algunos otros estudios realizados en hepatocitos de camneto y rata tratados con Al han
sido capaces e inducir la expresion de CYP1A y CYP2B (Baliharov4, 2003).

La combinacitn de Ci-Al (Escobar-Garcta, 2001), ha sido una combinacién eficaz para la
induccién de CYP1A, CYP2B, CYP2E] y CYP3A.

El tolueno (Tol, fig.5) es otro compuesto quimico inductor de CYPs, es un compuesto
quimico que actGa como solvente y que se incorpor$ a la industria en reemplazo del
benceno, el cual es altamente toxico. Tol es utilizado como disolvente en la fabricacion de
pinturas, resinas y tintas, ademds de ser materia prima de colorantes, explosivos y otros
compuestos orgénicos. Es liquido y se absorbe muy poco a través de la piel, pero a través
del tracto gastrointestinal el hidrocarburo entra en la sangre répidamente. Los vapores de
Tol se absorben répidamente por inhalacitn, asi que Iz intoxicacion sistémica puede
presentarse en pocos segundos dependiendo de 1a concentracién. Debido a la solubilidad
del tolueno en las grasas, este hidrocarburo tiende a acumularse en los tefidos en
dafios en el higado y / o rifiones. Por todas las caracteristicas de Tol y los efectos que
produce, se han llevado a cabo estudios en relacién con la induccién de CYP hepético en
ratas. El metabolismo del tolueno esté relacionado con el metabolismo del bencil-akeohol,
dependiente de CYP2EL Se ha comprobado que se inducen CYP1A1/2, CYP2B1/2
CYP2E1 y CYP3A (Gut, 1993; Nakajima, 1994, 1997; Gonzalez-Jasso, 2003).




Figura.5. Algunos Inductores importantes de enzimas CYP en higado.
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1ll. Justificacion

La modulacién de enzimas CYP en Tracto Gastrointestinal es poco conocida,
aun cuando este constituye una de las principales vias de entrada de
xenobitticos. Los niveles constitutivos de enzimas CYP en TGI se encuentran
extremadamente bajos en comparacién con el higado, sin embargo, se ha
demostrado una induccién significativa de enzimas CYP en estadios
neoplasicos de los tejidos del TGL Por lo que es de gran importancia conocer
si estos tienen la capacidad de responder a inductores de enzimas CYPs que

ya han sido estudiados en el higado.




IV.Objetivo

Conocer la modulacién de las principales familias del Citocromo P-450
involucrados en el metabolismo de xenobitticos de tracto gastrointestinal

ante el tratamiento con diferentes inductores.
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V. Hipotesis

Si los organos que constituyen el tracto gastrointestinal son capaces de
sintetizar constitutivamente enzimas del Citocromo P-450 involucradas en el
metabolismo de xenobidticos, entonces podrian tener la capacidad de

induccién, ante el tratamiento con diferentes inductores.
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VI. Material y Métodos

1. Tratamiento de Ratas
Se utilizaron 48 ratas macho de la cepa Wistar, de 200 a 250 g de peso corporal Se

dividieron de forma aleatoria en cuatro grupos de 12 ratas cada uno. Cada grupo recibi6
agua y alimento nd libitsim. El esquemna de tratamiento para cada grupo fue el siguiente:

* Grupo Control. Cada rata de este grupo recibié por tres dias consecutivos 1 mi de
aceite de maiz por via intraperitonial (i.p.}.

* Grupo Fenobarbital - p-Naftoflavona (Fb/Nf). Este tratamiento se realizo
basado en el esquema de induccién reportado por Matsushima, et al. (1979), el
cual consiste en la administracién de fenobarbital (60 mg/kg de peso, via ip.)
disuelto en aceite de maiz, por tres dias consecutivos. Al tercer dia, se aplic6 p-
naftoflavona (80 mg/kg de peso, via ip.), disuelto en aceite de maiz.

* Grupo Ciclohexanol - Albendazo! (Ci/Al). Este grupo fue tratado con 2.5% (v/v)
de ciclohexanol en agua de bebida por cuatro dias. En el tercer dia, se les
administr una dosis inica de albendazol (50 mg/kg de peso) por via ip.,
disuelto en aceite de maiz (Escobar-Garcia, 2001}.

* Grupo Tolueno (Tcl). A este grupo se le administré tolueno al 25% (v/v) diluido
en agua destilada por via Lp., por tres dias consecutivos (Gonzalez-Jasso, 2003).

Veinticuatro horas después de haber finalizado cada tratamiento, los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical, con un ayuno previo de 12 hrs. Los animales se
perfundieron por via intracardiaca, con una solucion de 0.9% de cloruro de sodio (NaCl), y
enseguida, se extrajeron los 6rganos (esSfago, estémago, intestino delgado (duodeno),
intestino grueso (cok6n) e higado, colocandose por separado en 50 ml de una solucitn 0.15
M de cloruro de potasio (KCI). Todo el procedimiento se realizé en completa esterilidad y
Ios 6rganos fueron manejados en frio, asi como las soluciones.
2. Preparacion de Fraccion Microsomal

La fraccién 59 se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Maron y Ames (1983),
para lo cual se agruparon en una sola muestra cada 6rgano por sistema de tratamiento y
fueron homogenados en una solucién 150 mM de clorure de potasio, (3ml por gramo de
peso del 6rgano). La homogenizacién de los tejidos se Hlevo a cabo en un aparato Potter-




Elvehjem con pistito de teflén. Posteriormente, cada homogenado se centrifugé a 9000 g
por 10 min a 4° C en una centrifuga Marathon 21K/R. El sobrenadante (fraccion 59) fue
centrifugado a 100 000 g por 60 min a 4° C, en la ultracentrifuga Beckman XL-90, para
obtener la fraccién microsomal. El boton se resuspendit con amortiguador fosfato-potasio
100 mM (pH 7.4), con un homogenizador manual de vidrio y se centrifug6 nuevamente a
100000 gporthra4°C.

A continuacién, la pastilla se resuspendi6 con amortiguador fosfato-potasio 100 mM (pH
74), ditiotritol (DTT) 0.1 mM, 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM y 20% de
glicerol. La fraccion microsomal se almacend en alicuotas de 500 pl en ultracongelacion
hasta su uso.

3. Determinacion de Proteina

La determinacién de proteinas se realiz6 por el método de Lowry (1951), donde se
colocaron diluciones de cada fraccién microsomal, en un primer tubo se realizd una
dilucién 1:300 y en el segundo Ia dilucitn de 1:600, A ambas diluciones se les agreg6 3 ml
que contenian 294 ml de carbonato de sodio (NaxCOh) al 1% disuelto en hidréxido de
sodio (NaOH) 0.1 N, 30 yl de tartrate de sodio-potasio al 2% y 30 pl de sulfato de cobre
(CuSOy) al 1%. Se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
colocaron 0.3 ml de ta sotucion fenol-folin diluida 1:3 en aguna destilada, y se incabaron por
30 min a temperatura ambiente. Finalmente se midié la absorbancia en un
espectrofotémetro Beckman Coulter DU650 a una longitud de onda (A} de 550 nm. La
determinacién de la concentracién se realizé interpolando los valores en una curva
estandar de albamina (0 a 1 mg).

4. Electroforesis y andlisis de inmunodeteccion (Western Blot}

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida a temperatura ambiente en
presencia de dodecilsulfato de sodic (SDS) utilizando un sistema de amortiguador
discontinuo. Se ultilizé un peine de 10 pozos en el gel concentrador (2 x 8 x 0.075 cm) al 4%
de acrilamida, y un gel separador (7 x 8 x 0.075 cm) con una concentracién de acrilamida al
7.5% y bis-acrilamida al 02%. {Laemmli, 1970} Las muestras microsomales se tiferon con
pironina Y, como indicador de migracién limite.

SeuﬁljzamnpamcadaCYPconh'olcmnerdallpgdeprotema,ypofcadatratamjenJ:OS;,lg
de protefna microsomal hepatica, v 20 pg de proteina mirosomal de cada uno de los
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6rganos del tracto gastrointestinal. Fn cada pozo se colocaron las muestras tefiidas en el
siguiente orden:
CYP control comercial

Una vez colocada las muestras, la electroforesis se realizé a 100v durante 40min, con una
solucién amortiguadora de Tris - HCl 0.05 M, glicina 0.38 M y SDS al 0.1%, pH 83. En
seguida, las protefnas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 8 x 6 cm,
realizindola a 200 v por 60 min (Towbin, 1979).

Los sitios inespecificos fueron bloqueados con leche descremada al 5% en amortiguador de
fosfatos salino (PBS), durante toda la noche a 4° C. Posteriormente, las membranas fueron
lavadas con PBS-Tween 20 al 0.3% por 10 min cada lavado, y se incubaron con agitacidn
con el primer anticuerpo anti-CYP contra rata hecho en cabra, diluido 1:2000 con PBS-BSA
al 15%, por 2 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron, tres lavados con
PBS-Tween 20 al 0.3%, para eliminar el exceso del anticuerpo, enseguida se incubaron las
membranas con el segundo anticuerpo conjugado de conejo anti~cabra, diluido 1:2000 con
PBS, por 60 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS, de 10 min
cada uno. Las bandas fueron reveladas con 3-3'diaminobencidina y pertxido de
hidrégeno.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anticuerpos policlonales contra CYP1A1/2,
CYP2B1/2, CYP2El y CYP3A2 de rata, desarrollados en cabra, obtenidos por el
laboratoric Daiichi Pure Chemicals; y el segundo anticuerpo utilizado fue anti IgG de
cabra (monodonal} desarrollade en conejo, unido a una peroxidasa de rébano, purificado
Una vez terminado el revelado de bandas, las membranas de nitrocelulosa fueron
analizadas para obtener datos de densitometria, en el fotodocumentador y analizador de
imégenes de la marca Herolab.
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5. Actividad enzimética.
Lasachvrdadaenzméhcasdepadm&sdemnmasmhamdetamuudasnedunte

la dealquilacién de alkoxiresorufinas (CYP1A y CYP2B), la hidroxilacién de p-nitrofenol
{CYP2ED)} y la hidroxilacién de eritromicina (CYP3A2). Tanto los sustratos como sus
productos que fueron utilizados para cada evaluacién, se obtuvieron de Sigma Chemical
Co.

5.1. Dealquilacion de Alkoxiresorufinas {AROD)
La actividad de AROD se midi6 a través de la formacion de resorufina de acuerdo al

método de Burke (1985). Esta determinacién consiste en realizar la siguiente mezcla
(volumen final de 2 ml):
s  Solucién amortiguadora Tris-HC1 50 mM y cloruro de magnesio (Mg(12) 25
mM (pH 7.6),
» Susirato especifico (etoxiresorufina 0.05mM - CYP1Al, metoxiresofuina 0.5
mM - CYP1A2, pentoxiresorufina 1mM - CYP2B1 y bensiloxiresorufina tmM
- CYP2B2), disuelto en dimetilsulféxido {DMSO)
¢ Proteina microsomal de cada 6rgano (10 pl - EROD; 20 pl - MROD; 40 il -
PROD; 30 pl - BROD).
Dicha mezcla se incubd por 3 min a 37 °C, inictindose la reacd6n al adicionar 20 pi de
NADPH 50 mM, esta mezcdla se mantuvo a 37° C durante 10 min. Las mediciones se
realizaron en un fluorémetro Versa Fluor BioRAD, a una A de excitacién de 530 nm, y de
emisién de 585 rm. La determinaciém de la actividad enzimdlica se realiza interpolando
los valores en una curva patrén de resorufina (10 a 640 pM). Los resultados se reportan en
pmwles de resorufina / mg de protefna / min.

5.2. Hidroxilacién de p-Nitrofenol (PNPH)
La actividad de CYP2EI se evalut mediante la hidroxilacion del sustrato p-Nitrofenol para

obtener la formacion de 4-nitrocatecol, de acuerdo al método descrito por Koop (1986). A
una mezcla de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M (pH 6.8), se le afadi6 p-nitrofenol
100 mM y 100 ul de proteina microsomal de cada 6rgano, obteniendo un volumen final de
1 ml, esta mezcla se incubé a 37° C por 5 min. La reaccién se inici6 con la adicién de 20 p!
de NADPH 10 mM disuelto en amortiguador, esta reaccién se conservé durante 10 min a
37° C. Terminado el tiempo, se agregé 0.5 ml de 4cido triclorcacético (TCA) 05 M y se
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realizé una centrifugacién a 3500 rpm durante 15 min, se tomd 1 ml de sobrenadante y se
agreg6 0.1 mi de NaOH 10 N. La absorbancia se ley6 en el espectrofotdmetro Beckman
Coulter DU650 a una A de 510 nm. Los datos se cbtuvieron interpolando los resultados en
una curva de 4-nitrocatecol de la concentracion 0 a 50 nM y los resultados son expresados
en nmoles de 4-nitrocatecol / mg de protefna / min.

5.3. Demetilacion de Eritromicina (END}
La actividad de CYP3A2 se determiné mediante la produccién del formaldehido por la N-

demetilacién de eritromicina, de acuerdo al método de Alexidis et al. (1996). La mezcla
contuvo amortiguador (Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM), eritromicina 10 mM, y 100 pl de
suspensién microsomal. Esta mezcla se incubt durante 3 min a 37° C, la reaccién se inicié
al agregar 100 ul de NADPH 10 mM y se mantuvo a la misma temperatura por 10 min. La
reaccin se detuvo con la adicitn de 05 ml de 4&ido tricloroacético al 125%.
Posteriormente, se centrifugo a 5700 rpm, a 1 ml del sobremadante se agregd 1 ml del
reactivo de NASH (soludion de acetato de amonio 2 M, acido acético (CH-COOH) 50 mM
y acetil-acetona 20 mM, en agua destilada), y se incub6 a 50° C por 30 min. Finalmente, se
midi6 la produccién de formaldehido en el espectrofotdmetro Beckman Coulter DU650 a
una L = 412 nm. Los resultados se obtuvieron por la interpolacién de datos de una curva
estédndar de formaldehido con concentraciones entre 0 - 160 nM y son expresados como
nmoles de formaldehido / mg de proteina / min,

6. Andlisis Estadistico.
Los resultados obtenidos de las actividades cataliticas dependientes de cada CYP fueron

evaluadas con un andlisis de varianza (ANOVA) y para los casos donde de encontraron

variabilidad entre el grupo testigo y los grupos experimentales se empleo la prueba de t de
Student para muestras independientes y se considera una p < 0.05.
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Vlil. Resultados

1. Citocromo P-450 en Microsomas Hepiticos

Los resultados correspondientes a la modulacién de CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2EL y
CYP3A2 en microsomas hepéticos se muestran en las figuras 7 y 8.

La mayor expresion y la mas alta actividad catalitica de CYP1A1/2 se registrd en los
microscmas hepdticos tratados con Fb/Nf. Como se puede apreciar en el grupo tratado
con Ci/Al el aumento en la expresién fue menor y en el grupo tratado con Tol, aun
cuardo no hubo incremento de la expresion de la enzima CYP1A1/2, ambos grupos si
presentaron un aumento estadisticamente significativo (p < 0.05) en la actividad catalitica
de EROD y MROD dependiente de CYP1A1 y CYP1A2

La expresién de CYP2B1/2, tuvo una mayor expresién en microsomas de higado tratados
con Fb/Nf, seguida de los microsomas tratados con G/ Al, y a pesar de esto, la actividad
catalitica de ambas enzimas, CYP2B1 y CYP2B2, se incrementt significativamente en todos
los grupos experimentales al ser comparados con 1a actividad del grupo control, con un
valor de p <0.05.

La expresién de la proteina CYP2E] aumenio en los microsomas de los grupos tratados
con Fb/Nf y Ci/ Al y la actividad enzimética en microsomas hepéticos no se modificaron
con ninguno de los tratamientos.

El tratamiento con Fb/Nf indujo Ia expresion de CYP3A2 en microsomas hepéticos. La
actividad enzimatica de dimetilacién de eritromicina se increments significativamente {p <
0.05) con los tres tratamientos, obteniendo la mayor actividad catalitica en el grupo tratado

con Fb/N¥,
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Figura.7. (a) Inmunoblot de CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYF2E]1 y CYP3A2 en microsomas
hepéticos, con los diferentes tratamientos. {(b) Representacién grifica del incremento
relativo de la expresién de cada uno de los CYPs en cada tratamiento.
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Figura 8. Representacién grifica de la actividad catalitica dependiente de CYP1Al
(EROD), CYPtA2 (MROD), CYP2Bl (PROD), CYP2B2 (BRCD), CYP2E1 (PNFPH) ¥
CYP3A2 (END) en microsomas hepéticos, con los diferentes tratamientos. * p <0.05,
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2. Citocromo P-450 en Microsomas de Eséfago

En la figura 9a y %, se muestra el inmunoblot y su andlisis densitométrico,
respectivamente, de la expresion de las proteinas CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2E] y
CYP3A2 en microsomas de eséfago. La figura 10 corresponde a la actividad cakalitica de
cada una de estas enzimas.

Como se puede apredar en el grupo control existe expresién constitutiva de cada uno de
los CYPs evaluados. El tratamiento con Fb/Nf indujo significativamente la expresitn de
CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2E1 y CYP3AZ2 Este incremento en la expresion se acompaid
con el aumento de las actividades cataliticas correspondientes para cada una de las
enzimas. Los tratamientos (G/ Al y Tolueno no modificaron la expresién de las proteina ni

1a actividad dependiente de cada CYP.
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Figura. 9. (a) Inmunoblot de CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2E] y CYP3A2 en microsomas de
esofago, con los diferentes tratamientos. (b} Representacién gréfica del incremento relative
determinado por densitometria de la expresion de cada uno de los CYPs en los diferentes

tratamientos.
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Figura 10, Representacion grafica de la actividad catalitica dependiente CYP1A1 (EROD),
CYP1A2 (MROD), CYP2B1 (PROD}, CYP2B2 (BROD), CYP2E1 (PNPH) y CYP3A2 (END)

en microsomas de esofago, con los diferentes tratamientos. * p<0.05.
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2. Citocromo P-450 en Microsomas de Estémago

Las enzimas CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP2El se expresaron constitutivamente en
microsomas de estémago del grupo control (Fig. 11).

En microsomas g4stricos de los grupos tratados con Fb/Nf y Ci/ Al, presentaron aumenio
de la expresion de CYP1A1/2, obtentendo mayor induccién con el primer tratamiento. El
tratamiento de tolueno no modificd la expresion basal de estas enzimas. Las actividades
EROD y MROD dependientes de CYP1Al y CYP1AZ, respectivamente, se incrementaron
significativamente {p < 0.05) ante el tratamiento de Fb/Nf (Fig.12).

Tanto la expresion como la actividad de CYP2B1/2 se incrementaron en microsomas de
estdmago con el tratamiento Fb/Nf. La actividad catalitica de CYP2B2 también se
incrementd significativamente (p € 0.05) en el grupo tratado Gi/Al, aun cuando su
expresin no tuvo anmento con este tratamiento.

La expresion de las enzimas CYP2E] y CYP3A2 no se modificaron con ningin tratamiento,
la actividad catalitica de CYP2E1 aument6 significativamente, en los grupos tratados de
Fb/Nf y Gi/AL y [a actividad enziméitica de CYP3A2 también se increment con los

tratamientos de Fb/Nf y Tol (p < 0.05).
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Figura.11. (a) Inmunoblot de CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2E] y CYP3A2 en microsomas
gastricos, con los diferentes tratamientos. (b) Represehladbn grifica del incremento
relativo determinado por densitometria de la expresion de cada uno de los CYPs en los
diferentes tratamientos.
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Figura12 Representacién grafica de la actividad catalitica dependiente de CYP1Al

CYP2B2 (BROD), CYP2E1 (PNPH) y

(EROD), CYP1A2 (MROD), CYP2B1 (PROD),
CYP3A2 (END) en microsomas géstricos, con los diferentes tratamientos. * p<0.05.
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3. Citocromo P-450 en Microsomas de Duodeno

En microsomas de duodeno solo se expresa en forma constitutiva el CYP3A2 (Fig. 13).

La expresion de CYP1Al/2 se increments ante los tratamientos con Fb/Nf y Tol. En
cuanto a la actividad enzimética, auments significativamente (p < 0.05) la actividad EROD
de CYP1A1 ante los tres tratamientos y no hubo diferencias significativas en la actividad
MROD dependiente de CYP1A2 (Fig. 14).

En microsomas de duodeno no se expresa CYP2B1/2 con ningun tratamiento. Sin
embargo, la actividad PROD (CYP2B1) aument6 significativamente (p < 0.05) en los
microsomas de duodeno del grupo tratado con Fb/ N, y la actividad BROD, dependiente
de CYP2B2, se incrementt significativamente (p < 0.05) con los tratamientos de Fb/Nf y
Tol.

La expresién y actividad catalitica de CYP2El no fueron modificadas con ningim
tratamiento.

Aun cuando, la expresién de la enzima CYP3A2 se indujo solo con el tratamiento con
Fb/Nf, la actividad cataliica dependiente de esta proteina se incrementt

significativamente (p < 0.05) con todos los tratamientos.
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Figura.13. (a) Inmunoblot de CYP1A1/2, CYF2B1/2, CYP2E1 y CYP3AZ en microsomas

de duodero, con los diferentes tratamientos. (b) Representacién grafica del incremento

relative determinado por densitometria de la expresion de cada uno de los CYPs en los
diferentes tratamientos.
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Figura.14. Representacién gréfica de la actividad catalitica dependiente de CYP1Al
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CYP3A2 {END) en microsomas de duodeno, con los diferentes tratamientos. * p<0.05.




4. Citocromo P-450 en Microsomas de Colon
En microsomas de colon del grupo contrel no se expresan en forma constitutiva ninguna

de las enzimas CYPs evaluadas en este estudio (Fig. 15). El tratamiento con tolueno
increments la expresion de las enzimas CYP2EL y CYP3A2 en colon, esta dltima también

se indujo con el sistema Fb/Nf.

Las actividades catalfticas de los CYPs en microsomas de colon se mwuestran en la
figura.16, donde se puede apreciar que las actividades dependientes de CYP1A2, CYP2B2
y CYP3A2 se incrementaron significativamente (p < 0.05) en el grupo tratado con Fb/Nf.
El tratamiento con G /Al auments la actividad catalitica de CYP2B2 y CYP3A2; y o

tratamiento con Tol solo increments significativamente ka actividad de CYP2E].
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" Figura. 15. {a) Inommoblot de CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2E1 y CYP3A2 en microsomas
de cobon, con los diferentes tratamientos. (b) Representacion grafica del incremento
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tratamiento.
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Figura.16. Representacién grafica de la actividad catalitica dependiente de CYP1A1
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.53 -



V1Il. Discusidn

Las enzimas CYP, particalarmente las familias 1, 2 y 3, catalizan la biotransformacion de
una amplia variedad de compuestos exdgenos. Las enzimas incluidas en este estudio
(CYP1A1/2, CYP2B1/2, CYP2El y CYP3A2) son de gran importancia para el ser humano.
las enzimas CYP1A1 y CYP1A2 activan principalmente PAHs, ademds, pueden
metabolizar nitrosaminas, aflatoxina Bl y arilaminas, generando compuestos que se
pueden urir a ADN provocando mutaciones. Las enzimas de la subfamilia CYP2B
(CYP2B1 y CYP2B2) se han caracterizado principalmente por ser inducidas con Fb y son
capaces de metabolizar diversos compuestos entre ellos pesticidas halogenados y
organoclorados, medicamentos como el tamoxifen (utilizado como anticancerigeno), asi
como hidrocarburos volitiles, y varios bifenilos polihalogenados. La enzima CYP2EL,
biotransforma un amplio intervalo de productos quimicos, en particular compuestos
hidrofébicos ¥ pequefios, oxida etanol y otros alcoholes primarios. Ademds, tiene la
capacidad de reducdir dioxigeno a radicales oxi-reactivos, iniciar la peroxidacién de lipidos
de membrana, produccir radicales libres y, por lo tanto, estrés oxidativo. Finalmente, la
enzima CYP3A2 estd implicado en el metabolismo de méas de 60% de los medicamentos
inchryendo agentes inmunosupresores, antimicGticos y antibiéticos. Puede reducir
particularmente la eficacia de los anticonceptivos orales, y se ha demostrado que activa
pro-~carcindgenos como la aflatoxina B y PAHSs.

El érgano que expresa las mayores concentraciones de enzimas CYP es el higado, siendo
este el 6rgano predominante en el metabolismo de xenobidticos. En tejidos extrahepaticos
han desarrollado el sistema activo para metabolizar xenobitticos.

La capacidad metabllica que puede llegar a tener el tracto gastrointestinal puede influir
profundamente en el destino metabélico de los agentes quimicos ingeridos, dependiendo
de la isoformas de CYP presentes asi como de sus niveles funcionales. Con excepcitn del
‘intestino delgado, el resto de los Grganos que conforman el TGl expresan en forma
constitutiva niveles relativamente bajos de CYP. Sin embargo, es importante destacar que
en procesos neoplasicos de esdfago, estémago y colon los niveles de CYPs se encuentran
claramente inducidos, ademas, estd comprobado que ef metabolismo de xenobitticos por
el sistema enzimiticos CYP juega un papel importante en el proceso de carcinogénesis de
tipo quimico. Diversos estudios epidemiolégicos reportan un incremento en el riesgo de
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desarrollar cancer en tejidos del TGI por compuestos asociados con la dieta y el humo del
tabaco.

Aungue la induccién de enzimas CYP puede ser ventajosa, en muchos casos, biene una
variedad de consecuencias farmacoldgicas adversas, incluyendo alteraciones en la
eficiencia de medicamentos, interaccitn medicamento - medicamento e incremento en la
activacion metabolica de procarcinégenos o toxinas. El metabolismo, en términos de
activacion o desintoxicacion, dependerd de la localizacion celular, cantidad y la actividad
de las diferentes enzimas metabolizadoras presentes en un tefido particular. Por esto, en
este trabajo, se evaldo la capacidad de induccién de CYPs en tracto gastrointestinal, el cual
representa una de las principales vias de entrada de xenobidticos al organismo.

El higado, al ser el érgano que posee la mayor cantidad y diversidad de enzimas CYP,
también ha sido el 6rgano més utilizado como evidencia de los procesos de induccion de
diversos CYPs. El grupo de Gardia Franco, en 1999, propone ka induccién de enzimas CYPs
a través del tratamiento Fb/Nf, el cual posee una mayor capacidad de inducciém al
administraric en corgunto que por separado. Este tratamiento combinado Fb/Nf es un
potente inductor de CYP1A1/2, CYF2B1/2, CYP2E]L y CYP3A2, en microsomas hepaticos
{Escobar-Garcia, 2001). Otros dos exitosos esquemas de induccién en higado son, por una
parte, el sistema combinado de Ci - Al (Escobar-Garcta, 2001) con el cual se inducen los
CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP3AZ; y el segundo esquema, es el tratado con Tolueno, el cual
tiene 1a capacidad de inducir principalmente CYPZE1 (Nakajima, 1994, 1997, Gonziles-
Jasso, 2003) Al contar con estos antecedentes, se utilizaron estos sisteynas prototipo de
induccién para tener como referencia interna al higado.

En este trabajo se evidencié la expresion constitutiva de las emzimas CYP1A1/2,
CYP2B1/2, CYPZE] y CYP3A2 en microsomas de esofago. El tratamientoc con Fb/Nf
incrementé significativamente la concentracién y actividad de enzimas CYP1A1/2,
CYP2B1/2, CYP2E1 y CYP3A2 en estns microsomas, en comparacion con en el tratamiento
de Ci/ Al que solo indujo Ia expresién de ka subfamilia CYP2B y la actividad catalilica de
CYP3A2 y el tratamiento Tol, el cual, no modificé la expresion de proteinas CYP.

Ribeiro y cols, en el 2001, reportan un incremento de cerca dei 4% de CYP1Al en
microsomas de estfago al exponer a ratas a 3-MC, en comparacién con la induccién en
higado. En el presente estudic obtuvimos un incremento en la expresion del CYP1A1/2 de
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cerca del 33% en microsomas de es6fago en el grupo expuesto al sistema de Fb/Nf en
comparacién con microsomas hepaticos.

A pesar de que la principal funcién del estfago es conducir el alimento de la cavidad oral
hacia el estomago, al parecer tiene una capacidad metabélica importante a través de las
enzimas CYP, y esto puede estar relacionado con la resistencia a medicamentos en casos
de cancer, ya que en adenocarcinomas de eséfago se ha mostrado la induccién de las
subfamilias CYP14, CYP2E y CYP3A (Murray, 1994; Lechevrel, 1999; Ding, 2003).

En mucosa gastrica, tan solo se ha reportado la expresién basal de CYP3A4 en humanos
(homslogo de CYP3A2 en rata) (Ding, 2003). En el presente estudio, obtuvimos niveles
basales de CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP2EI, en microsomas gastricos, estos niveles se
incrementaron después de la exposicién a sistemas especificos de tratamiento, es dedir, et
tratamiento de Fb/Nf incrementd significativamente a CYP1A y CYP2B, el sistema Ci/ Al
modific los niveles de CYP1A, CYP2B y CYP2E], y el grupo tratado con Tolueno solo
aumentd la actividad de CYP3A2 Estos datos son fundamentales para explicar la
existencia de biotransformacién en mucesa gastrica, y cabe la posibilidad de que algunos
cambios patolégices podrian tener un impacto en la activacién de carcindgenos.

El intestino delgado provee el primer paso metabdlico importante para xenobititicos orales
y muchas de las enzimas pueden activarse por consiihiyentes normales de la dieta,
ademds el que sus células tengan un tiempo de vida corto (2 dias en rata) confiere una
ventag ya que en muchas ocasiones los metabolitos resultantes puede causar dafios a el
DNA o en otras macromoléculas, Estudios anferiores confirman que las enzimas CYP1A1
y CYP3A4 son predominantes en intestino delgado e indican que solo existen un nimero
limitado de otras enzimas en comparacién con el higado, las cuales se detectan en mayor
concentracién por induccién que en forma constitutiva (Zhang, 1999).

En trabajos previos en ratas, el tratamiento con 3-MC aument la actividad la enzima
CYP1A1 (Lin, 1999), ¥ los tratamientos por separado con Nf y Fb fueron capeces de
inducir la expresién de CYP1A1 y CYP2BL, respectivamente (Rosenberg, 1991). En este
trabajo se demostré Ia induccién del CYP1A1/2 y CYP1B1/2 en microsomas de duodeno,
después de la exposicion al tratamiento combinado de Fb/Nf se incrementaron los niveles
de CYP1A1/2 y CYP2B1/2 En microsomas que fueron tratados con Ci/ Al tuvieron un
mm.laexpmdem1/2&immaummmlaacﬁﬁdad dependiente
de CYP1A1 y CYP3A2 Por otro lado, al exponer a las ratas a tolueno se observé una
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potente induccién de CYPIA1/2 en microsomas de duodenoc. Se ha demostrado que la
induccitn de CYPs en intestino delgado es més ripida que en higado, aun cuando los
agentes son administrados por via intraperitonial, estos niveles se mantienen por corto
tiempo y puede deberse a su corto iempo de vida, por lo que también se puede encontrar
niveles altos de mRNA sin encontrar aumento en la expresién (Zhang, 1997).

Por ultimo, en colon no existe evidencia de expresién constitutiva de isoformas CYP, sin
embargo, experimentalmente se han inducido Ia expresion y la actividad enzimatica del
CYP1A1 con Nf (Rosenberg, 1991). En esta tesis se demostro la inducdén de la enzima
CYP3A2 por el sistema Fb/ Nf en microsomas de colon, en el grupo con el tratamiento de
Ci/ Al solo se presentaron cambios significativos en la actividad catalitica dependiente de
CYP2B2 y CYP3A2 y ante el tratamiento de tolueno se increments la expresion de CYP2EL
y CYP3A2 Mckay (1993) sugiere que al inducirse enzimas CYP en tejido normal de colen
podria incrementarse el riesgo de desarrollar cancer en este tejido. En tefido necplasico se
ha demostrado que la enzima CYP3A? es predominante, ¥y en menor concentracién
CYP1Al (Massaad, 1992; McKay, 1993). Con esto el sistema metabolizador puede influir
en la sensibilidad de este 6rgano para desarrollar citotoxidad y/o carcinogenicidad ante
medicamentos y otros xenobi6ticos, y también puede determinar la respuesta a agentes
anticancerigenos.

Pensando en el paradigma de activacin por CYP como un mecanismo bésico para
cambiar la estructura de un compuesto y ser un compuesto active, se podria proveer una
explicacion para la umitn de muchos compuestos quimicos a ADN y obas
macromoléculas, y se obtendria conocimiento en corto tiempo de la susceptibilidad a
desarrollar genotoxicidad y/o carcinogénesis, ya que la aduccion del ADN da por
resullado la transformacién de las células normales en cancerosas. Asi, la expresin
selectiva de isoformas CYP puede contribuir a entender la causa del dafio tefido especifico
ante diferentes xenobidticos. Por esto es relevante nuestro trabajo, ya que contribuimos a
entender la primera parte del paradigma al evidenciar la expresién constitutiva de algunas
proteinas CYPs en los 6rganos del TGI de rata y al demostrar su capacidad de incrementar
estas enzimas en presendia de diversos inductores. _

En este trabajo demostramos que los érganos del tracto gastrointestinal desarroilan una
induccién de enzimas CYP tejido especifica y, con esto, se podria hablar de cierta
susceptibilidad de estos drganos a los efectos toxicos de un metabolismo in situ. Por lo que
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probablemente el proceso de induccién en el tracto gastrointestinal podria ser un paso
inicial en el desarrollo de cancer de tipo quimico.

Es importante resaltar que una induccién de enzimas CYP previa a la administracion de
un farmaco, puede tener consecuencias en la farmacodinamica y farmacocinética del
medicamento reduciendo su actividad o su tiempo de vida dentro del organismo.

Otro punto importante, es que en muchas ocasiones se refieren generalmente a induccién
restringiéndola a casos donde la sintesis de proteina 6 mRNA es estimulada, sin embargo,
en este rabajo demostramos que no siempre hay una relacién entre la sintesis de proteina
y la actividad enzimdtica, por lo que es de gran importancia evaluar la actividad
enzimédtica para que se pueda considerar que el aumento en la concentracién de las
enzimas CYPs tiene actividad catalitica y no solo es el resultado de una acumulacién de
esta enzima. Sin embargo, un problema en la determinacién de la actividad enzimitica
radica en la selexién de sustratos para una enzima, ya que pocas veces estos sustratos son
especificos para una sola enzima. Por esto, es necesario realizar diferentes técnicas
cuantitativas, concentracién de mRNA, concentracién de proteina y actividad enzimitica,
para tener un estudio mas completo del efecto de un inductor sobre las enzimas en
diferentes érganos en un estudio in vfro.

En conclusitn, en este trabajo se demosiré que los Srganos del TGI no solo son capaces de
expresar las enzimas CYPs involucradas en el metabolismo de xenobibticos, sino también
de inducir estas enzimas ante el tratamiento con potentes inductores.
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