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l. Resumen 

El citocromo P-450 (CYP) representa una familia de enzimas microsomales que . 
catalizan el metabolismo oxidativo de muchos compuestos. Sus sustratos son tanto 

compuestos endógenos corno ex6genos. El metabolismo de xenobi.6ticos por el 

CYP puede resultar en la disminución de la toxicidad del compuesto original o en 

la activación de éste, generando metabolitos intermediarios más tóxicos Y 

reactivos. Los principales CYPs que participan en el metabolismo de xenobi6ticos 

pertenecen a las familias 1, 2 Y 3, Y están localizadas principalmente en el hígado, 

aunque algunas formas espedficas del CYP se expresan en tejidos extrahepáticos 

nonnales y en neoplasias. Las diferencias en la expresión de enzimas CYP en los 

diversos tejidos pueden afectar la biotransformación de agentes químicos 

potencialmente can:in6genos, que pueden finalmente influir en la susceptibilidad 

para el desarrollo de cáncer. Por lo anterior, consideramos importante conocer la 

modulación de las principales familias del CYP involucrados en el metabolismo de 

xenobióticos del tracto gastrointestinal (fGI) ante el tratamiento con diferentes 

inductores de CYPs hepáticos. Para lo cual se administraron los diferentes 

tratamientos: fenobarbital / P - naftoflavona; cidohexanoi / albendazoI Y tolueno, 

por separado a rata!; macho WJ.Star, al término fueron sacrificadas, extrayendo 

hígado, esófago, estómago, duodeno y colon. Se obtuvieron fracciones 

microsomales y se determinó la presencia de CYPlAl/2. CYP2B1/2. CYP2E1 Y 

CYP3A2 (Westem Blot) y su respectiva actividad catalítica. En este trabajo se 

demostró que los órganos del TGl no solo son capaces de expresar las enzimas 

CYPs involucradas en el metabolismo de xenobióticos, sino también de inducir 

estas enzimas ante el tratamiento con poderosos inductores. 

- I . 



11. Introducción 

1. Biot1ansformaci 
Todos los seres vivos, incluidos el hombre. estamos expuestos a diferentes sustancias 

qtúmicas. productos de sfntesis natural y fármacos, a todos ellos se les llama xenobi6ticos. 

Los xenobi6ticos.. entran en contacto y atraviesan las superficies epiteliales del tracto 

gastrointestina (fGI), del aparato respiratorio o de la pie1, Y cuando alcanzan el torrente 

sanguíneo se considera que el compuesto penetró el organismo. Desde el contacto con el 

epitelio, los xenobi6ticos empiezan a ser trallsfollllados por las distintas enzimas del 

organismo de las que pueden ser sustrato. Se sabe que el órgano que realiza la mayor 

transformaci6n es ellúgado, sin embargo, se ha observado que los tejidos que son portal 

de xenobi6ticos, como el aparato respiratorio y el TGI. contienen enzimas que participan 

en esta t:ransEormaciÓIL 

Al crqunto de reacciones enzimáticas que convierten a los xenobióticos en especies 

qtúmicas distintas Y que pueden ser menos o más dañinas que el compuesto original, se le 

da el nombre de biotransformadón. Este proceso de biotransformaci que experimenta el 

xenobi6tico, desde la superficie epiletiaI de conI:acto hasta llegar a los órganos blanco, 

comta de cuatro pasos:: abson:ión.. disIribtri6n. metabolismo Y excreción (peña. 2001). 

La absorción de \Dl xenobi6tico se define romo el proceso por medio del cual éste a traviesa 

membrana9 Y capas ce1n1ares hasta llegar al tonmte s.angu:fneo. La distribución del 

xenobiótiro se refiere a la localización y concentraci6n de éste en los diferentes tejidos, es 

decir, una vez que el xenobi6tiro ha llegado al torrente sanguineo, se distribuye alórga:no 

blanco. a uno o varios almacenes de depósito (sitios donde se puede acumular el 

compuestu) o a diversos órganos para su biotranstonnaci6n; la distribución del 

xeuobiótico es regulada por el flujo sangutneo, la velocidad de difusión en las interfaces 

~, la permeabilidad de la memIxana. Y de la afinidad del tejido por el 

compuesto. Finalmente, es durante la excreción donde disminuye la concentración del 

xenobi6tico. Todas las secreciones corporaies excretan cou!f1Uest05 qufmicos, cnmque las 

tres principales vtas son la orina, las heces y el aire exhalado (pena. 2001). 

Durante el metabolismo de los xenobióticos, se illuemehta la polaridad de los mismos. 

para hacerlos menos difundíbIes a través de las membranas biológicas Y más solubles en el 
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agua. facilitando asi su excreción. Este proceso pretende reducir la cantidad de xenobiótico 

que llega al tejido blanco, asi como, el tiempo de permaneocia del xenobi6tiro dentro del 

organismo. Si. son transformados en substancias más dañinas. se dice que el compuesto 

sufrió una bioactivaci6p. 

La Biotranslonnaci de xenobi6ticos se lleva a cabo en dos grandes fases. En la Fase 1 se 

incluyen reacciones de reducción. oxidación e hidrólisis, a través del sistema enzimálico 

dtocromo P-450, que tienen como función principal introducir en el sustrato un átomo de 

oxigeno proveniente del oxigeno molecular, para hacer compuestos más polares e 

hidrolílicos (Pei\a, 2001). 

En la Fase TI se llevan a cabo principalmente reacciones de coojugación. cataTizadas poi" un 

conjunto de enzimas, la mayoria de ellas localizadas en el citosoL como son las 

suHotrallsferasas, metiItrasIerasas o glutaf:i6n..&.transIerasa. Las reacciones consisten en 

agregar un grupo polar de tamaño relativamente grande a los productos de las reacciones 

de la Fase loa los xenobiót:icos originales que contienen los grupos funciona1es 

apropiados para ser sustratos de las reacciones de ~gaci6n. Los donadores de los 

grupos polares tienen que ser compuestos de alta energia.. ya que las reacciones de 

conjugación no son temwJdinámicame favorables. Fl resultado que se logra con esta!! 

reacciones es un gran iucn:noento de la solubilidad del xenobi6üco en agua, poi" lo que son 

fácilmente excretados. (Peña. 2001). 

-3· 



2. Citocromo P-450 

2.1. Generatidades 
Gtocromo P-450 (CYP) es el principal sistema enzimático de fase l. Esta es una 

saperfamilia génica que codifica enzimas metaboIizadoras de compuestos endobióticos Y 

xenobióticos.las cuales tienen un amplio inI:erva1o de especificidad de sustratos.. 

Una caractedstica importante de las enzimas CYP es que metabolizan numerosos agentes 

quimicos endobi6tiros de diversas estructuras (esteroides, ácidos biliares, prostaglandinas, 

ácidos ~) Y xerobióticos, incluyendo fármacos, contaminantes ambientales, 

mutágenos y carcinógenos (González,. 1990; Hu.llanen,. 2000; González-Jasso, 2(03). 

Las enzimas CYP fueron descritas por primera vez en 1958 por Martín KIingenberg. quien 

d€!5CUhrió un pigmento microsomal en hígado de rata.. el cu.aI se reduda en presencia de 

mon6xido de carbono, con un ú:ni.co pico de absordón a una longitud de onda de 45Orun. 

Por lo que a estas enzimas se les denominó P (por pigmento) y 450 (poi" la absorción de 

longitud de onda)_ Después se nombraron CibJeromo P4S0, al ser caracterizadas como 

hemoproteill3S P-450 por Onmra Y Sato (&tabrook.l996, 1998; Hullanen.. 2tXX». 

Este sistema CYP se encuentra en todas los eucariontes, siendo más estudiado en 

mamHeros por la importanc:ia que tiene para el humano. Se encuentra representado 

princi:pa1mente en túgado, que es el órgano más involucrado en la desintoxicación de 

xenobi6ticos y en el metabolismo de endobióticos, aunque también se ha encontrado \.IDa 

notable cantidad en intestino delgado, Y en menor concentraci6n en otros órganos 

extrahepáticos. En eucariontes las enzimas CYP se encuentra en el reticulo endopl.ásmico Y 

en la mitocondria de la célula. En O1ganismos procarionte:s.. se encuentra en dtosoL por 10 

cual se }es llama CYP solubles-

2.2. Nomenclatln 
F1 sistema de nomenclatura actual para clasificar las enzimas CYP se realiza en relación 

con SU evolución Y se designa en átboIes filogenéticos derivados de la secuencia de 

aminoácidos- Para obtener un mejoI' resultado, se acordó utilizar solo las partes del gen 

que codifican caracteristica: tridimemiona1es importantes de la proteina Estas secueocias 

de lefe:tencia son pocas en la región N - terminaL y más abundantes en la e - terminal 

(NeIson. 1998) 
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Los genes del citocromo P-450 son nombrados con la raíz CYP. La familia es designada por 

un número, la sublamilia se rl'}IIESelll:a por una 1et:ra y el número siguiente represalla a la 

isoforma individual Una familia exhibe hasta el 40'\. de similitud en la secuencia de 

aminoácidos en comp¡uación con genes de otra familia Y las enzimas de la misma 

subfanñlia coocuenlan en más del 55%. La superfamilia CYP comprende alrededor de 20 

familias génkas. de las cuales 10 están presentes en mamíferos. Las sublamilias 

representan uniones fuertes de agrupación de genes Y no necesariamente su 

funcionalidad. F1 número en las fami1:ia5 por debajo de 100 están reservadas para 

encariontes, y sobre 100 son designadas como enzimas de origen procarionte. (González,. 

1990; Josephy, 1997; Ne1son.l998) 

Hasta el momento, se han Uetaminado alrededor de 90 genes CYP, Y de estos se han 

estimado 53 diferentes genes ftmdooaIes Y 24 pseudogenes, para humanos. (Hull.anen,. 

2{ID, IngeIman-Sundberg, 2002) 

En mamíferos, las familias del CYP 1-4. 7, 17, 19 Y n se encuentran en reticulo 

endoplásmico, Y en mitocondria se en:aentran las familias 11 Y ZJ. Las enzimas de las 

familias CYPI, CYPl Y CYP3 son más activas en el metabolismo de xeoobióticos, Y las 

restantes tienen funciones importantes en el metabolismo de compLteslos endógenos. 

(Hullanen,. 2lXXJ) 

2.3. Estructura 
La superfamilia enzimática CYP, comiste en una gran variedad de isoformas que tienen 

selectividad inter- e intrasustrato, y se caracterizan por ser hemOyiOMuas capaces de 

transportar electrones. Al ser hemoprotefnas. poseen una parte proteica (apoprotefua), la 

cual es respollsable de su amplio intervalo de especificidad a el sustrato, Y un grupo hemo 

(grupo prostético) donde se localiza un solo átomo de hierro, protopoditina del grupo 

prostético IX (Figural). Oosepb.y, 199'7; Lin.1999) 

La estructura primaria de las enzimas CYPs cuentan con alrededor de 400 a 550 

aminoácidos, con los cuales se realizan alineamientos de regiones hom6&ogas, y se 

obtienen cuatro regiones conservadas con importancia estroctural o fuocional. Las cuatro 

regiones son: la región N-terminal dos regiones con aminoácidos característicos en la 

parte media Y una en la región C-ternúnal. 
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En la región N-terminal, se encuentra una secuencia responsable de la inserción de la 

proteína en la membrana. por lo que con esta secuencia se puede diferenciar entre 

citocromos microsoma1es, mitocondria1es Y solubles. En la parte media se conserva la 

treonina de la posición 302 (Thr3ll!), 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 aminoácido aromático, Y terminar con fenilalanina (Phe) en las proteínas CYP 

microsornaIes Y con triptófano (frp) en los citocromos mitocondriales; el cambio en el 

aminoácido aromático se relaciona con la interacción de la proteína con su donador de 

electrones. Por último, en la región C-terminal se encuentran de cinco a diez posiciones 

comunes para todos los CYPs de verteJndos. la más importante es la cisteína de la 

posición 436 (Cysus), la cual se encuentra unida al grupo hemo (Ruckpaul1989). 

Para obtener la estructura secundaria de estas enzimas se utilizan aproximaciones teóricas, 

como análisis estadísticos, este:reoqufmica entre otros. Sin embargo, las distintas funciones 

son determinadas por la estructura en tercera dimensión. (RuckpauL 1989) 

De las enzimas CYPs en bacterias las que están bien identificadas son: P-45Ocm. (CYP101), 

P-45Otm.p (CYPl~) Y el dominio que contiene el grupo hemo de P-4SOmA-3 (CYP102). 

Diversos expelÍmelltos fisicos, qufmiros Y bioqufmicos, así como la comparaci6n de 

secuencias de aminoácidos, hacen SIlponer que la esI:n.Ictura de }os CYPs eucariontes (de 

membrana) es similar a estos CYPs proca.rionIe;. 

(a) (b) 

Figura. 1. (a) EstructIn b idimeltslUlal del CIoaomo P-450, se 'i'isuaIiza la parte a pop lXeica y el ~ 
prostético, (b) con su átomo de hierro (Fe). (WiIiams, 2(04) 
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2.4. Función 
Como ya he mencionado, la principal función del citocromo P-450 es transformar 

compuestos xenobi6ticos lipOOticos a compuestos polares, reduciendo la veIoddad de 

difusión en el organismo, Y facilitando su excnri6n. La distribución celular defirtida de 

estas enzimas sugiere funciones endógenas especificas, donde actúan sobre el 

metabolismo de esteroides, ácidos grasos Y sales biliares,. entre otros. También. esIán 

involucrados en la sfntesis de óxido nitrico gaseosos simple, usado, entre otras funciones, 

como toxina antipat6genos. 

Las enzimas CYP, dependiendo del sustrato Y las condiciones del medio, cata1izan al 

menos tres diferentes actividades: actividad monooxigenasa, actividad oxidativa Y 

actividad reductasa. cYenneu1en. 1(96) 

La actividad monooxi.genasas de las hemoprotefnas CYPs catalizan reacciones en dalde 

un átomo de oxigeno molecular (di) oxigeno es insertado dentro del sustrato, Y el otro es 

reducido a agua (Iosephy, 1~ roya reacción es: 

NADPH + H+ + Ch + RH -+ NADP+ + l-hO + R-OH 

Dentro de esta actividad se pueden nevar a cabo reacciones de hidroxilación; N-, O- Y 5-

desalquílación; desaminación. de:sulfuraci6ri deshalogenaci6n oxidativa. asi como la 

epoxidación, donde se aIlade un oxigeno a una unión n carbono-carbono (Vermeu1en,. 

1996). 

La segunda actividad del sistema CYP es el liberarse de especies de oxigeno reducido, la 

cual se conoce como actividad oxidativa,. ésta involucra la b ansferencia de electrones de 

CYP reducido al oxigeno molecular con la formación de radicales superóxi.do (Ch") y 

peróxido de hidrógeno (H2Oz). Esta actividad se relaciona con la oxidac:ián nlicrosomal de 

catecol y la oxigenación miaosomal de xenobi6ticos como la anilina Y benc:eoJ 

(VermeuIen,. 1996). La reacción global es: 

NADPH + H+ + Ch -+ NAO}» + H2Ü2 

La actividad redoctasa generalmente se observa donde el suministro de oxigeno molecular 

es limitado o si un aceptar de electrones está disponíbIe; esta actividad produce radicales 

libres intermediarios. Esta reacción se produce bajo condiciones subcelulares de baja 

tensión de oxigeno, en presencia de NADPH. Las reacciones de reducción más comunes 
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son la transformación de niboderivados aromáticos a aminas, la awreducci6n de aminas 

primarias Y la deshalogenación reductiva (Vermeulen,. 1996; Peña, 2001). 

2.5. Mecanismo de acción. 
La estructnra de las enzimas CYP posee dos sitios para atrapar m.olécu1a5, \mO de oxígeno 

(02) en el sitio hemo, Y otro en el sustrato que se une justo sobre el grupo hemo. La 

conversión de una sustancia en una especie más polar es mediante la incorporación de 

oxigeno molecular (Hukkanen,. 200J). 

El ciclo de la reacción de oxidación del xenobi6tico catalizada por Gtoc:romo P-450, en 

términos generales es el siguiente (Fig.2): 

1. Se inicia cuando el sustrato se une al dtocromo férrico (FeJ+). 

2 Un electrón es transferido al átomo FeJ+, pasando a su estado ferroso (Fe2+). 

3. La forma ferrosa se une a una molécula de 02. 

4. Se vuelve a realizar una reducri6n agregándose un electrón y además un protón. 

5. Se pierde una mo&écula de agua dejando un complejo (FeO)3>. 

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

Las enzimas citocromo P-450 pueden tener ciclos de oxidación - reducción durante el 

metabolismo de endobióticos y xenobióticos, sin apreciable daño estructural Sin embargo, 

la participación del CYP la tennina un proceso que se dasifi.ca como inactivacioo. el 

- 3-



mecanismo más común es la:interacción reversible como resultado de la competencia por 

el sitio activo del CYP e involucra el primer paso del ciclo catalitiro. Por otro lado, los 

agentes que actúan durante o después del paso de transferencia del oxigeno son 

interacciones generahnente irreversibles o quasi-irreversi estos pueden iochrir la 

alquilación del grupo hemo Y anión covalente a la apoprotema. 

2.6. Polimorfismo Genético 
La alteración en la expresión de una enzima ocurre como resultado tanto de polimorfismo 

genético como de la exposición a compuestos que inducen o reprimen las isoenzimas de 

manera individual (Gonzá1ez, 1990). 

El polimorfismo de las enzimas citouOlllO P-450 es un factor importante en las díferencias 

interindividuales del metabolismo de fármacos y la toxicidad por diferentes compuestos, a 

pesar de esto la influencia del polimorfismo de CYP Y la susceptibilidad a cánceI" es menos 

evidente. La mutación en el gen para una enzima especifica puede dar como resultado una 

enzima con alta, baja o nula actividad enzimática. o la ausencia de la enzima. Un 

polimorfismo en humanos con implicaciones clinicas importantes que está relacionado con 

la oxidación de medicamentos es el encontrado para CYP2D6 Y CYP2C19. Se sabe que el 

nivel de CYP2D6 es II'IenOI" en la población caucásica (de 5 a 10% de la pobladón), 

representando a metaboIizadores lentos del medicamento debrisoqnina (anl:ihipertensio) 

(Josephy, 19lJl; l..in,.1998; IngeIman-Sundbe 2001). 

Otra implicación del pol.imorfismo genético, es la sasceptibílidad a carc.inógenos quimicos 

para definir el riesgo a padecer cáncer. Mochos factores como el sistema de reparación del 

DNA o mutaciones en la lfnea germinal de algunos supresores de genes, junto con la 

variabilidad genética en la activación metabólica de carc.in6genos están asociados con 

diferentes predisposicione a cáncer. Con esto, el riesgo relativo es estimado por fenotipos 

Y genotipos. así como por el nivel de exposición a carcin6geno (Kawajiri. 1996). 
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3. Inhibición 
Existen inhíbidores espedfiros para las diferentes isoenzimas CYP, los cuales tienen 

importanria no solo como agentes terapéuticos, insecticidas o herbicidas, sino también 

como sondas para detenni:uar estructuras, mecanismos Y el papel biológico de estas 

enzimas. 

El ciclo catalftico del citoc:tomo P-450 incluye tres etapas en las cuales es particularmente 

vulnerabie a la inhibición: 

• La unión al sustrato. 

• La unión subsecuente a oxigeno molecular para la primera tramEerenci.a de 

electrones. 

• El paso catalítico en el cual el sustrato es oxidado. 

Los inhíbidores de CYP se pueden dividir en tres grupos principales: (a) agentes que se 

unen reversiblemente (interfieren en el ciclo cata1llico antes del evento oxidativo), (b) 

agentes que funnan complejos quasi-irreversililes con el átomo de hierro Y (e) agentes que 

se unen de forma irreversíble a las protemas o al grupo hemo (Un. 1998). 

Los agentes qne actúan durante o después del paso de transferencia de oxígeno, 

generalmente son inhibidores irreversi})¡e o quasi-irreversíb1es,. y muchas veces, caen 

dentro de la categoria de inhibidores catálisis-dependi 

La actividad. de 10& agentes que inhiben al CYP está gobernada por su carácter hidrofóbico 

Y por la fuerza de la onión entre su betei-oátomo y el grupo prostético. Los agentes menos 

efectivos incluyendo alcoholes, éteres, cetonas, lactosas Y otras estructuras en las cuales el 

átomo de coontinaci6o es 1Dl oxigeno, se coordinan débilmente al grupo prostéLko hemo­

hierro. En CU1d:taste. los inhibidores reversibles más efectivos interactúan fuertemente 

tanto con las pwtetuas como el grupo prostético, ya que poseen. en su mayoria 

amtpueslos nitrogenados aromáticos. Los derivados de piridina e imidazoIes son los más 

·utiliz.ada9 (Gonzá1ez.l9S6). 

La inhibición de enzimas CYP puede reducir la e6cie:ncia de algunos medicamentos, esto 

ocurre cuando el medicamento requiere de activación metabólica. ya que después de una 

inhibición puede reducir su efecto o su activación es bloqueada. Un ejemplo es la codeína. 

la cual es metaboIizada a morfina por CYP2D6, la inhibición de este CYP por otro 
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medicamento tiene efectos significativos en la formación de morfina, alterando la 

eficiencia de la anestesia. (Un.. 1998) 

4. Inducción 
Existen enzimas que no están presentes o bien lo están en cantidades núnimas Y que ame 
la preseucia de una sustancia. que suele ser su sastrato, la célula aumenta 

considerablemente la cantidad de esta enzima, a la sustancia que incrementa la síniesis lit 

novo se le I1ama inductor. A esta forma de regu1aci6n de la expresión de genes se llama 

inducción. 

Desde el punto de vista bio&6gico, la inducci6n de enzimas CYP es una respuesta 

adaptativa para proteger a las células de xenobi6licos, por medio del ucenelto en la 

desintoxicación (Lin, 1998). 

La inducrión de las proteínas CYP es el aumento en la am:entrarión de enzimas en uno o 

más tejidos, dando como resolt:ado el incremento en su actividad metabólica,. Y 

disminuyendo la concenI::rarión del xenobi6tiro en plasma. La induaión es de gran 

i:mportancia. principalmente clínica por las impticaciones farmacológicas que repiesenta, 

como es el tiempo de metaboIizac:i6n de medicamentos, as.( como, en relación ron 

xenobi6ticos que al ser metaboIizados pueden llegar a ser pro-can:inógeno cardll6getlOS 

o mutágenos. 

Por esto, es importante reconocer el estado basal de la concentraci6n de una protel:na CYP, 

el vab- de las sintesis Y el valor de la degradación. Los niveles basales de enzimas están 

determinados por una variedad de factores, iDduyendo género, edad. estado hormonal Y 

nutricional. y la presencia o attSerria de eufezu:eiad. Algún cambio en los valores basales,. 

relativamente estables de un CYP, debido a la exposición a un inductor puede reflejar 

cambios en cua1quiera de estos procesos. o en todos a la vez: niveles. sfntesis Y 

degradación Oosephy, 1997; Guengerich. 2002~ 

El aumento en la concentraci6n puede tomar horas o d1as basta Degar al máximo. Esta 

elevación depende de la contimridad de la exposición. de la presencia del agente inductor, 

es decir, si el agente indDCtol" es retirado, la actividad enzimática regresa lentamente a su 

estado basaL debido a la degradación y producctón normal de la protefna. La inducción de 

enzimas generalmente exhíbe una tipica relación dosis-respoesta Oosephy, 1997; 

Guengerich. 2(02). 
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La inducción de las enzimas CYP está relacionada con propiedades físicas y estructumles 

de los compuestos a los que se encuentra expuesto, particu.1.armente de lipofiliddad Y 

persistencia Estos inductores pueden presentar dos caracteristicas importantes: (i) son 

sustratos de las enzimas que inducen. y (ii) esta inducción de enzimas, frecuentemente, 

aumentan la desintoxicación. POI' lo tanto, las enzimas CYP inducidas son capaces de 

unirse y oxidar al agente causante de su aumento, en la mayoria de los casos Oosephy, 

1997, González-Jasso, 2003}. 

Aunque la inducción de enzimas CYP puede ser ventajosa.. en muchos casos puede tener 

una variedad de consecuencias farmacológicas nocivas, incluyendo alteraciones en la 

eficacia de medicamentos,. interacciOO medicamentlHnedicamento, yen el incremento en 

la activación metabólica de procarcin6geoos, o dar metabolitos altamente tóxicos 

diferentes del compuesto original Además, si las enzimas CYP inducidas catallzan la 

activación metabólica de una toxina o carcinógeno, la exposición del organismo a este 

compuesto, seguido de una inducción, puede aumentar su toxicidad (Guengerich. 20(2). 

Dependiendo del balance entre desintoxicación y activación, la inducción puede dar como 

resultado una respuesta benéfica o nociva. 

El incremento de enzimas CYP puede estar dado como consecueocia de un incremento en 

la exptesión del gen respectivo y/o de la baja degradación de proteina. (Baliharová. 2(03) 

FJ incremento en los niveles de enzima es regulado mediante diferentes mecanismos: 

incremento en la velocidad de tramcripción del gen adecuado, estabilizaci6n del RNA 

mensajero (mRNA) derivado de la trallSClip:iÓfI, o por la estabíIización de la prote1na 

(Josephy,l997). 

Aunqoe hay pocas excepciones, los inductotes de enzimas CYP generalmente ~ 

sintesis de 1IOllO. FJ valor de esta sfntesis es dependiente de la corcelltrad6n mRNA, 

re8ejando el valor de transuipci6u del gen especffico para cada enzima. Sin embargo, 

aunque el aumento en la conceuuadón del mensajeto espec:ffico se re1aciona. con el 

aumento en la ad:iridad trallscripcionaL el mRNA es degradado relativamente lento y, por 

lo tanto, es acumulado, los niveles se quedan elevados después de una recuperación de la 

actividad transcripcional a niveles basales. Por lo anterior, no podemos considerar que la 

concentración de CYP especí6co es el valor de la degradación de mRN A, Y viceversa, el 

mRNA no es reflejo de la actividad enzimática del CYP inducido (Guengerich, 2002). 
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4.1. Regulación de la inducción 
Las proteínas receptoras son responsables de la activación transcripcional de los genes 

correspondientes de enzimas CYP. Los receptores nucleares son factores dependientes del 

ligando Y regulan la ~ de genes de protefnas CYP Y otros genes que generan 

respuestas celulares esped:ficas a ligandos. En auserria de un ligando, e! receptor nuclear 

está asociado en un comp&e;o receptor nuclear co-represor, dando como resultado la 

inhibid6n de la traIl:!ICripci6IL Después de la exposición a un ligando, los receptores 

nucleares tienen cambio conformacional que libera e! complejo co-represor y refuerza la 

activad6n (Fig.3). Estos receptlJles nucleares son factores de respuesta a elementos 

especffiros en e! ADN,como a elementos de respuesta a xenobt6OCos (XRE) Oosephy, 

1997; Honkakoski. 2000; Xie. 2002). 

El receptor mejor caracterizado es e! receptor aril hidrocarburo (AhR), e! cua1 es mediador 

de la inducción de los genes CYP1Al, CYPlA2 Y CYP1B1. El ligando más potente de! AhR 

es TCDD (2.. 3,7,8 - tetraclorodiben - P - dioxina), Y pertellece a los PAHs (Josephy, 

1997). 

Fig.3. Regulación de los lecq>tutes nucleares relacionados con CYP (Hool:akoski, 2OOJ) 

El proceso de inducción de la enzima CYP1A1, por la exposición a TCDD se muestra. en la 

Figura.4.. El AhR. en aIISelria de TCDD, existe en el dtosol en un complejo con la protefna. 

chaperona Hsp9O. La unión de un agente indactor (fCDD) al receptor, disocia este 

complejo (AhR - Hsp9O), llevando a la translocaci6n del AhR dentro del núcleo al formar 

un segundo heterodimero con e! AhR nuclear transportado (ARN1). Este heterodimero 

(fCDD - AhR - ARN1) se une a un elemento de respuesta en e! ADN (XRE), el cual 

presenta múltiples copias en la región 5' del gen CYP1Al Y funciona como un activador y 

estimulador de la transcripción de este gen. aumentado el mRNA para esta proteína, así 

como la concentración de esta (Guengerich. 2002; Miao, 2004). 
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Los receptores nucleares llamados receptores "orphan", citados asi porque aun no ha sido 

identificado su ligando especifico, se relacionan estructuralmente con receptores nucleares 

hormonales, y en los últimos años, ha surgido evidencia que apunta a que su único papel 

es la regulación de enzimas CYP metabolizadoras de xenobi6ticos. 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 proliferac:i6n de peroxisoInltS 

(PP AR), los cuales juegan un papel crodal en la i:nducci6n de familias CYP2,. CYP3 Y CYP4 

hepáticos.. respectivamente, seguido de la exposición de inductores prototipo, como 

fenobarbita1 (Fb) (utiliza CAR), rifampicina Y pregneno4ona 16a-carboniJ:ri1o (PXR) 

(Guengerich. 2002; Xie, 2002)-

FJ receptor CAR es constitutivo y sus 6gandos endógenos incluyen androstanoI y 

androstenol Los 6gandos endógenos que estimulan a PXR incluyen corticosterona Y 

pregnenolona Y para PPAR incluyen ácido 1:inoleiro Y ácido araquidónico (Guengerich,. 

2002). 

En humanos Y en ratones, el receptor nuclear PXR (hPXR Y mPXR, respectivamente) se 

encuentra altamente expresado en e1lúgado y en el intestino delgado, y comparten 

propiedades funcionales, en part:icu1ar, para la regulación de CYP3A. Sin embargo estos 

das ortólogos son larmarológicame distintos. Por e;emplo, la rimfamicina es un potente 

activador de hPXR,.. tanto i1t Viro como in Vitro, pero presenta un efecto limitado en mPXR 

in Virro y una pequeña indncción de CYP3A in Viro (Xie, 2002). 
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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 más activas en el DEtabolismo de xenobi6ücos, mientras que las 

otras tienen importantt;s funciones endógenas. En la Tabla.1, se muestran las familias CYP 

encontradas en humanos y su función principal (Hukkanen. 200). 

Tabla.1. Familias CYP en Humanos y SIl principal función. 
(Tomada de Hullinen. 2000) 

Familia 
CYP1 

CYP2 

CYP3 
CYP4 
CYPS 
CYP7 
CYP8 

CYP11 

CYP17 
CYP19 
CYP21 
CYP24 
CYP26 
CYPZl 
CYP39 
CYP46 
CYP51 

5.1. FamiLia CYP1 

Función 
~ de Xenobi6ticos 
Metabolismo de Xenobiótiros. 

Metabolismo de Ácido Araquid6nico 
Metabommo de Xenobióticos 

Hidroxilaci6n de Ácidos Grasos 
Sintesi.s de Tromboxano 

7a - Hidroxi1aci6n de Co&esterol 
Síntesis de Prostadclina 

Rompimiento del sitio de unión al 
colesterol 

Hidroxilaci6n 7p de esteroides 
Síntesis de aldosterona 

Hidroxi1aci6n 17a de esteroide 
Aromatización de andrógeno 
21-Hidroxilaci6n de esteroide 
24 -Hidroxi1ación esterokIica 

Hidroxi1aci6n del ácido retinoico 
Z7 -Hidroxi1aci6n esteroidica 

Se desconoce 
24-HidroxíIación del Colesterol 

Bi ..... tntesis de esteroI 

La familia CYP1 está compuesta de dos suhfamilias, CYPlA y CYP1B, Y está constituida 

por tres genes CYPlA1, CYP1A2 Y CYPl 81, Y no existen pseudogenes. Los tres comparten 

la caracterfstica de ser activados p<X P MIs, y estar regulados por AhR. además de estar 

involucradas en el metabolismo de hidrocarburos poIicidiros. aminas beterodclicas Y 

aminas aromáticas, generando metabolitos altamente reactivos capaces de unirse 

covalentemente con macromoIécalas, involucrándose así en el desarrollo de carcinogénesis 

de tipo químico (Kawajari. 1996; Hullanen. 2OOJ; Santiago, 2002). 
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Sebfaailia CYPIA: CYPIAI y CYPlAl 
La sablarnilia CYP1A, se ha caracterizado por btotransfurmar sustratos con moléculas 

lipofilicas planas poliaromálicas Y heteroaromáticas, como algunos compuestos naturales. 

Todos los genes caracterizados hasta hoy se componen de seis exones, incluyendo lID 

primer exóD no codi6cante. Los genes CYPIAl Y CYP1A2 parecen estar localizados en 

conjunto en el cromosoma 9 en ratón,. en el cromosoma 8 en rata, en el cromosoma 4 de 

hámster y en el cromosoma 15 de humano. Las secuencias están codificadas 

completamente para CYP1Al Y CYP1A2 en humano, perro, conejo, ratón, rata y hámster. 

En la tabIa..2 se enIistan las caracteristicas estructurales de estos dos miembros en varias 

especies. (Kawajari. 1996) 

Tab1a.2. Caractemt::ic:a estructura1es de los miembros de la subfamilia CYP1A (Tomado 
de Kawajari. 1996) 

CYPlAl CYPlA2 % similitud 
Especie 

PM 
% PM % entre 

!>..as 
similitud 

!>..as 
sinúlitud CYP1Al/2 

Humano 5U 58165 100 516 5800 100 71.7 
Mono 5U 58155 94.1 
Perro 524 59209 812 502 56632 81.3 73.6 

Conejo 518 58277 76.3 516 58343 775 715 
Rata 524 59393 78.6 513 58259 74.4 68.9 

Ratón 524 59230 79.4 513 58183 72.1 70.9 
Hámster 524 59148 78.5 513 5800 73.1 67.6 
Cobayo 516 58570 78.4 
Trucha 522. 59181 56.0 

Aas - Aminoácidos; PM .. Pe50 MoIecalu; % similitud .. Pom!otaje de similib!d entre la secuencia 
de aminoácidos de 111 especie • _L en COII la de humano. 

Tanto CYPlAl como CYP1A2 posem una alta similitud en su estructura primaria as1 

como en StlS propiedades fi.!ictx}ufnOOos, pero hay una clara diferencia en los sustratos 

espedficos. Los ejempbI tfpicos de metabolismo de sustratos esped6cos para CYP1Al Y 

CYPlA2 son benzo[aJpireno (B{aJP) y acetanilida, respectivamente. En cuanto a la 

'aIineac:ión de aminoácidos, la tercera parte central es mucho más variable en ambos CYP's 

que el resto de las regiones. Y esto puede estar determinando la especificidad del sustrato 

de la subfamilia. Estos dos miembros de la subiamilia CYP1A son conservados 

estructuralment en ma:m1feros. 

La enzima CYPlA1 constituye el principal CYP extrahepático. En humanos, se ha 

encontrado tma considerable cantidad de mRN A Y protefna en pulmón. linfocitos Y 
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placenta de fumadoras activas. Esta isoenzima contribuye a la toxicidad de muchos 

carcinógenos. especialmente por PAHs (Kawajari. 1996; Santiago, 2002). 

Para el gen CYP1A1 se ha descrito un polimorfismo que se relaciona con el cáD::er de 

pulmón. El potimorfi&mo da. lugar a dos alelos. Uno más frecuente. denominado m 1 con 

una lisina en la posición 462 (L~ de la protetna; Y el mutante m2 con una Valina 

(V~ La enzima CYPlA1 (Val) posee mayor actividad que la CYP1A1 (Lys), de forma 

que el alelo m2 está relacionado con 1m mayor riesgo de padecer cáncer de pulmón 

(Santiago, 2002). 

La inducción de mRNA para CYP1A1 Y la formación de aductos en el ADN por BlaJP en 

tejido pulmonar de fumadores activos sugiere que los niveles de la expresión de CYP1A1, 

en pulmón son intpOI tattte en la et:ioIogia del cáncer (Kawajiri. 1996). 

Por otro lado, al ser utilizado ~nafto8avona (Nf) como inductor de CYPlAl en cultivo de 

tejido de piel de ballena (PIry.;du maa~), se ha demostrado aumento en sus 

niveles. por lo que sugieren utilizar la expresión de CYPlAl, en btopsias de pi.et como 

biomarcador a la exposición de xenobi6ticos en cetáceos (Godard. 2004). 

La enzima CYP1A2 se expresa primord..ialmen en hfgado y constituye del 10 a115~ de la. 

actividad total de CYP hepático. Esta enzima activa PAHs, nitrosaminas, aflatoxina B1 Y 

especialmente arilamina:s generando compuestos que se pueden unir a DN A provocando 

mutaciones. So. expresión es inducida por el humo de cigarro, la carne cocinada 

directanede al fuego, algunos vegetales. rifampicina y oaa::ptazol Los niveles de CYP1A2 

hepático pueden ser importantes en la deb::ilniuación de la susceptibilidad para 

desarrollar cáncer, inducido por ariIaminas en humanos (Kawajari. 1996; Santiago, 2002). 

Existen 6 variantes a1elicas del gen CYP1A2,. de las cuales dos de ellas están 

correlacionada. con los niveles de inducción por el hábito de fumar. Estas variantes 

podrfan explicar, parrialmente, las diferencias interindividaaIes observadas en la 

actividad enzimática cuando se evalúa con cafefna como sonda. Existen aIgtmos reportes 

en donde se han clasificado a los asiáticos como metaboIizadores pobres y a los caucásicos 

como metaboIi.?adore extensos, poi" la. diferencia en el tiempo de metabolismo de algunos 

medicamentos. (Hukkant:n. 2OOl; Galli. 2002; Santiago, 2(02) 

La proteína. CYPlA2, al igual que CYP1Al, puede ser inducida por PAHs, pero el gen no 

está coordinado con el gen CYP1A1. Diversos estudios han mostrado que la inducción de 

mRNA de CYPlA2 por hidrocarburos no ocurre por mecanismos transcripcionales, Y han 
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sugerido que la inducción de CYPlA2 es el resultado de una estabilización de mRNA 

(Smitb. 1997). 

Podemos ver la importancia de CYP1A en ratones k:nockout. los ratones knodout para 

CYP1A2 (-j-) presenta una vida fértil Y viable, a diferencia de un ratón knockout para 

CYPIAl (-j-) que son animales poco saludables e incluso 1legan a morir en etapas 

tempranas de la embriogénesis (Der, 1999). 

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

CYP2D, CYP2E, CYP2F Y CYP2J. Originalmente se le conoda. como "familia inducíble por 

fenobarbitar, sin embargo se ha complobado que solo induce a las subfamilias 2B y 2C 

(Hullanen,. 2m); Santiago, 2002). 

SabfaJníü CYP2B: CYPlBl y CYP282 
La subfamilia CYP2B está constituida por dos miembros CYP2B1 Y CYP2B2 en rata, el 

homólogo en humano de CYP2B1 es CYP2B6, el cual presenta 78% de similitud. Los genes 

CYP2B en humano están localizados en el cromosoma 19 en la región 19q13.1-q13.2. Y 

están constituidos por 9 exones, 371 aminoácidos Y 43148 Da Las enzimas CYP2B1 Y 

CYP2B2 tienen un rn% de homoJogfa entre ellas Y a pesar de esto muestran propiedades 

e1ed:toforética Y aomatográficas distintas. Ambas enzimas comparten sustratos, aunque 

su afinidad y actividad son diferentes (Asteinza, 1998). 

TabIa.3. Distríbuci6n en los tejidos de la. expresióll de miembros de la subfamilia CYP2B en 
rata. ,1996 

CYP2B1 CYP2B2 
T - Constitutivo lnclncido Comtitutivo Inducido 
~ +j- + + + 

Intestino delgado + j - + 
Pulmón + +j- +j- +j-
A~ + + + + 
Rmón +j- +j- +j-

Testiculo + 
+ Todas los estudios han encontrado la. expresión de la isofurma. 

Ningún estudio reporta la. isolorma. en el tejido. 
estudios la. . 6n otros no. 

El inductor prototipo de la subfamilia. CYP2B es Fb. La inducción está mediada por el 

receptor nuclear CAR Y probablemente por PXR. Algunos estudios dirigidos a la 
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inducción de CYP2B en ratas se han realizado con xenobióticos de diversas estructuras, 

que incluyen. pesIiddas haIogenados, medicamentos, hidrocarburos volátiles como las 

cetonas, xilenos Y piridina, Y varios bifertilos poliha1ogenados (Nims, 1996; Hullinen, 

200J). 

La subfamilia CYP2B se encuentra expresada consti.tu.tivamente en pulmón, glándula 

adrenaL teslicnlos y ciertas regiones del. cerebro. La inducción de estas isoformas con Fb es 

reconocida en hígado, en algunas regiones del cerebro, cerebelo Y en la glándula adrenal 

(Nims,l996). 

Subfutilill CYP2E: CYrlEl 
La subfamilia CYP2E contiene un ú:nico miembro, la isoenzima CYP2E1. Ha recibido 

mucha atención, por su importancia en la activación de agentes qu1miros a productos 

citot6xicos o ca.:rcinogénkos y por su participación activa en el metabolismo de etanol. 

originando hepatotoxiddad. (Ronis, 1996; GaIli. 2OOl) 

El gen CYP2E1, contiene nueve exones, en el humano está localizado en el cromosoma 10, 

región 10q24.3-qter, midiendo 11413 pares de bac;es; en el ratón. está localizado en el 

cromosoma 7, y en rata.. se localiza en el cromosoma 1. La Tabla.4 muestra algunas de la5 

caracteristicas importantes de esta enzima. (Ronis. 1996) 

La enzima CYP2E1, biotransforma un amplio imervalo de agentes qufmiros. en particular 

compuestos hidrof6bkos y pequeños, oxida el etanol Y otros alcoholes primarios. 

Además, tiene la capacidad de reducir dioxIgeno a radicales oxi-reactivos, iniciando la 

peroxi<lación de membranas lipúlicas. también se :relaciona con la toxicidad por la 

producción de radicales libres y, por lo tanto, al estrés oxidativo. Su. inducción contríbuye 

a tma tolerancia del akoboI Y otros farmaros (Ronis, 1996; Santiago, 2002). 

Se ha reportado que la isoenzima CYP2E1 se encuentra en altas corw;:entracion en retíro1o 

endop1ásmico, Y también está presente en. membrana celular Y vesiculas lisosomales. La 

expresión de CYP2E1 constituye el 5% de la actividad total en elhfgado, se ha registrado 

mayor expresión en la región perivenosa, y está ptesente en riñón. Existen bajos niveles de 

CYP2E1 expresados en mucosa nasaL pulmón. testicalos y ovarios, intestino delgado, 

colon, células endotelia1es de la vena wnbilical y linfocitos, así como en cerebro, 

especfficamente en hipocampo y corteza. Fl mRNA de CYP2E1 ha sido detectado en 
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sistema nervioso central de humano y de rata La distribución celular definida implica 

importancia Y funciones endógenas espedficas (Ronis, 1996) 

El tratamiento con etanol induce la expresión de esta enzima en linfocitos y en intestino 

grueso, principalmente en colon La regulación nutriciona1 no parece afectar la 

concentraci6n de CYP2E1 en intestino grueso yen linfocitos, aunque hay una disminución 

de la expresión en intestino delgado. En pacientes con diabetes dependientes de insulina 

se aprecia Wl incremento en la expresión de CYP2E1 en linfocitos. también se ha 

demostrado la inducción de CYP2E1 en el pulmón con isoniazida. aunque esta expresión 

es afectada por la tensión con el oxigeno (Ronis.. 1996~ 

El metabolismo del acetaminofen por el CYP2E1 produce un metabolito hepatotóxico: N­

aceti1-p-benzoq (NAPQI) que en c:ircunstancias normales el hígado lo 

desintoxica rápidamente por acción de la N-acetilcistein estimulando la COIljugaci6n del 

metabolito con el glutatión. Pero en caso de sobredosis de acetaminofen o frente a la 

inducción del CYP2E1 provocada por etanol se puede producir hepatotoxicidad ya que 

aumenta la producción del intermediario tóxico disminuyendo la concentración del 

glutatión por el uso excesivo y por ende su acción desintoxicante. Por lo anteriar, las 

petsonas con hábitos alcohólicos tienen 1U\ alto riesgo de predisposición a hepatotoxicidad 

aun consumiendo dosis terapéuticas de acetaminolen (Galli, 2(02). 

Tabla4. Caracteristicas estructurales de la enzima CYP2E1 en diferentes especies. 
(Ar1· de Ronis, 1996) 

Espege 1 Aa I PM 1 % SiDl.11itud I No. Exones J CroDlIOSOma 
Rata 493 56916 75 9 1 

Conejo 492 56634 78 9 
Humano 493 56820 100 9 10 

Aas - Aminoácidos; PM - Peso Molecular, S similitDd - Putcentaje de similib.Mi errtre la secuencia 
de aminoácido!I de la especie parI:ia1Iar en CDIIlJl'Il1'8Ci con la de humano; No. Exones zNumero 
deexooes. 

Se han descrito varios polimorfismos genéticos que afectan al gen CYP2E1; el primero de 

ellos se localiza en la región anterioI' del extremo 5', dando lugar a dos alelos, uno 

frecuente que se le conoce como el y otro raro llamado c2 El alelo DUltante c2 tiene una 

~ transcripcional IJla}'OI' que el alelo el, lo que parece estar relacionado con el desarrollo 

de determinados tipos de cáncer. Sin embargo, parece que es el genotipo el/el el factor 

que confiere la susceptibilidad para desarrollar cáncer pulmonar, con una aparente 
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asociación al habito de fumar, Y en el desarrollo de otros tipos de cáncer en el tracto 

aerodigestivo en alcohóticos crónicos (Santiago, 2(02). 

La regulación del CYPlE1 es altamente compleja, ocurre a nivel transcr:ipcional y/o post­

transcripcional La máxima inducción de CYP2E1 es alcanzada en una forma coordinada 

por la combinación de diferentes mecanismos t:ran5cripciona pre-transcripci de 

traducción Y post-tradacci6n. La exposición a xenobi6tiros, como la pirimidina, 

incrementa la ef:icierria transcripdonal, la acetona regula la inducción con un mecanismo 

de post-t:ranscripción el cual es a través de la interacción con la serina de la posición 129 

(Sert29) dañando la fostorilaci6n Y degradación. poi' lo que se estabiliza la protefna; el 

benceno estabiliza la protetna CYP2E1, por la inhibición en la degradación de esta. Se ha 

demostrado que con otros sustratos como el etanol y la isoniazida.. protegen contra la 

fosforilación Y estabilizan la proteína CYP2E1, contra la degradación. (Ronis, 1996; 

González-Jasso, 2(03) 

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

CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 Y CYP3A43 (este último identificado recientemente). Los 

genes CYP3A4,. CYP3A5 Y CYP3A7 codifican para enzimas que metabolizan prácticamente 

los mismos sustratos. La dife:encia entre ellos se encueuba en el lugar de expresión. F1 

CYP3A4 es el pthlCipal citocromo en lúgado, CYP3A5 Y CYP3A7 se expresan 

esencialmente en tejidos extrahepátiros yen hígado fetal. respectivamente. Por otro lado, 

CYP3M Y CYP3A7 están regulados por un receptor orpban que es PXR y CYP3A5 por un 

receptor de glucocortiroide (Hullanen. 21m; Santiago. 2002). 

s.bfaaiJia CYP3A: CYP3A2 

Las enzimas CYP3M están involucradas en el metabolismo de más de la mitad de los 

medicamentos que se conocen hoy en d1a. Del 25 al ~ de las enzimas CYP en el hígado 

Son CYP3A4 Y más de la mitad de las enzimas CYP totales en murosa intestinal Su gen 

está localizado en el cromosoma 7 en humano. La enzima CYP3A4 tiene su homóloga en 

rala llamada CYP3A2 (GaIIi. 2002). 

El gen CYP3A2, también llamado testostelOua 6 beta-hidroxilasa. abarca alrededOI' de 25kb 

y contiene 13 exones, el cual es el mayor número reportado para genes CYP. 
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La enzima CYP3A2 cataliza el metabolismo oxidativo de gran variedad de sustancias con 

marcadas diferencias estructnra1es. Está implicada en el metabolismo de más de 60% de 

los fármacos en uso entre los que se incluyen agentes inmunosupresores (ciclosporina), 

antimicóticos· (clot:ritnazoI) y antibióticos macrolidos (eritromicina). Actúa en la 

hidroxilación de algunos esteroides como la testosterona. la progestelOlla y el cortisol Los 

medicamentos antiepilépticos son generalmente inductores de esta enzima CYP Y pueden 

reducir particularmente la eficacia de los anticonceptivos orales. Todo esto, pone de 

manifiesto una de las bases en 13 interacciÓll enlre fármacos en pacientes con terapias en 

las que se combinan varios medj. amentos afectando so eficacia y toxicidad (Santiago, 

2002). 

La variabilidad en expresión de CYP3A se debe a múltiples factores entre los que se 

encuentra la inducción por medicamentos, compuestos ambientales, y los factores 

genéticos. En los últimos años, se han descrito varios poümorl:ismos genéticos que afectan 

a este gen,. sin embargo, no hay reportes de la evidencia definitiva de que este 

polimorfismo genético tenga relación con su actividad catalítica (Guengerich, 1999; 

Santiago, 2002). 

6. Tracto Gastrointestinal 
El tracto gastrointestinal (fGl) está constituido t-ésicamente por cuatro órganos: esófago, 

estómago, intestino delgado (duodeno, yeyuno e ile6n) e intestino grueso (ciego, colon Y 

recto); cada uno varia en el tipo celn1ar, su flora bacteriana, Y su función (a1macenamiento, 

digestión. secreción. absorción. metabolismo, barrera activa Y eliminación). 

Los órganos del TGI son tubulares y están confonnados por cuatro capas, como se muestra 

en la Figura 6, con las siguientes caraderisticas (Lesson. 1988): 

1. La mucosa. contiene tm epitelio plano po1iestratificado no queratinizado, que 

descansa sobre una capa. de tejido rooectivo subyacente. lamina propia. la mncosa 

consta de células superficia1es que producen moco, células parietales (producen 

ácido dorlúdrico manteniendo el pH gástrico), células cimógenas o principales 

(liberan enzimas hada el lnmen gásI::ñco), Y céIn1as entero-i!ndocri (sintetiza:n.. 

almacenan Y secretan honnonas). En aIgunas regiones, la mucosa forma 

proyecciones (vellosidades) o se invagina para formar las glándulas o criptas 

intestinales revestidas de epitelio. la lamina propia produce anticuerpos, en 
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especial IgA. en respuesta a antígenos y microocga:nismo que se encuentran en el 

intestino. 

2 La capa submucosa. permite la movilidad de la mucosa y contiene tejido conectivo 

laxo que soportá mncbos vasos sangufneos de gran calibre Y un plexo nerviosos. Fn 

algunas regiones, hay glánduIa:s submucosas Y cimwlos de tejido linfático. 

3. Capa muscular. También llamada túnica muscular, consta al menos de dos capas de 

fibras mnscuIares lisas: una capa circular interna, la cual estrecha la luz,. Y una 

longitudinal externa (que acorta el intestino Y amplia la luz). El plexo IIrientériro de 

Aaerbach se localiza entre estas dos capas mnsculares y regnla la propulsión del 

alimento (peristalt:mno). 

4. La serosa o adventicia, es la capa más externa Y está formada por tejido conectivo 

relativamente denso y elástico. Cuando se mezda. ron el tejido conectivo de las 

estructuras vecinas recibe el nombre de adventicia, pero en muchas otras regiones 

está cubierta por el peritoneo Y se le denomina serosa. Contiene vasos sanguíneos y 

linfá ticos. 

.g • 

_-.. ,_. _ 4 ~~. ~ • _~ • 

Tale.· 

Figura.6. Capas <¡De conforman al Tracto gastrointestinal 

El TGI cootiene sus propios reguladores bonnonaIes. Las principales hormonas que 

controlan las ftmciones del TGI se producen y liberan a partir de células de la mucosa del 

estómago Y del intesliuo delgado. Fstas honIolas estimulan la producción de los jugos 

digestivos Y provocan el movimiento de los órganos. Las hormonas que controlan la 

digestión son la gástrica. la secretina Y la coIecistocinina Además, existen dos clases de 
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reguladores nerviosos que ayudan a controlar el TGL los nervios extrinseros, los cuales 

inervan a los 6I'ganos digestivos desde el cerebro o desde la médula espinal Y provocan la 

liberación de dos sustancias quimicas: la aceti1colina Y la adrenalina. y los nervios 

intrinsecos, que forman una red densa :incrustada en las paredes del esófago, el estómago, 

el intestino delgado y el colon.. estos desencadenan su función cuando las paredes de los 

6I'ganos huecos se estiran con la presencia de los alimentos, liberando 1IU1Chas sustancias 

dilermtes que aceleran o retrasan el movimiento de los alimentos y la producción de jugos 

en los órganos digestivos. 

7. Citocromo P-450 en Tracto Gastrointestinal 
Los tejidos extrabepáticos, especialmente los que son portales de entrada de xenobióticos. 

como 10 es el TGL también expresan enzimas CYP. En estos órganos, 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 activación o 

una i:nactivaci6n de un pro-fánnaco, ya que la mayorla de los medicamentos tienen su 

blanco en tejidos extrahepáticos. La magnitud y caracterisIicas de la biotranslormaci6n de 

medicamentos, entre tejido y blanco, pueden tener un impacto significativo en la eficiencia 

del tratamiento. La toxicidad quimica en tejidos ext:rahepáticos, frecuentemente resulta de 

la activación metab6tica in situ mediada por CYP, en el órgano blanco, Y por la toxicidad 

que tiene el rompuesto. 

FJ TGI sirve de portal de entrada de xenobi6tiros de forma oraI. incluyendo medicamentos 

y alimentos. Se ha probado que existen niveles limitados de expresión de enzimas CYP en 

el tracto digestivo, a excepción del intestino delgado. En cambio, en tejido neoplásico en 

los diferentes órganos de este tracto se roementa significativamente la expresión Y 

actividad de enzimas CYP. 

7.1. Citocromo P-450 en Esófago 
Él esófago no es considerado como un órgano que posea actividad metabólica algtma. sin 

embugo en forma constitutiva expresa bajos niveles de mRNA de CYPlA1, CYPlA2 Y 

CYP2E1. La cantidad de citocromo que posee el esófago representa solo un 7% del 

contenido hepático (Murray, 1994; Dey, 1999; Ribero, 2001; Ding, 2OCJ3). 
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Se ha demostrado que en neoplasias de esófago (adenocarcinomas y tumores de células 

escamosas) se iruementan significativamente los niveles de CYPlA1/2 y CYP2E1, Y 

CYP3M/5 (Marray, 1994; Lechevrel.1999; Ding, 2003) . 

. 
7.2. Citocromo P-450 en Estómago 

La evidencia de expresión de CYP en el estómago humano es muy limitada. 

principalmente porque seria difici1 de explicar el significado biológico de la presencia de 

. CYP en un órgano cuya función es secretoria más que absorbente, y porque en condiciones 

normales, la superficie del estómago esta cubierta con una barrera mucosa que impide el 

contacto de ~ células epiteliales con posibles agentes genotóxicos presentes en el 

alimento. 

En la mucosa gástrica normal de ratón,. solo se han encontrado niveles de mRNA de 

CYPlA1 inducida por 3-meti1colantreno (3-MC) (Dey, 1999). La aplicación de diferentes 

métodos (inmunohistoqufmica inmunodetecc:ió Y RT-PCR) han permitido identificar al 

CYP3A en el epitelio gástrico normal Sin embargo, en condiciones patológicas de 

metaplasia intestinal Y de adenocarcinoma gástrico, se ha evidenciado la inducción. 

principalmente de los CYP's lA y 3A Esto hace suponer la participación de los CYP's en 

el proceso de carcinogénesis gástrica. Además, durante el proceso de carcinogénesis. la 

mucosa gástrica sufre una serie de altemdones histológicas haciendo permeable la 

superficie de la misma al transporte Y penetración de xenobióticos lipoffiicos como p AHs. 

nitrosaminas Y aminas heta •• "' .. Ijcac;; mismos que podrían ser bioactivados si se expresan 

y son funcionales los CYP" s en mucosa gástrica (fatemk:hi. 1999; Vences-Mejia. 2005). 

7.3. Citocromo P-450 en lutBStino Delgado 
La principal funci6n del intestino delgado es absorber nutrientes y agua. Una hmci6n 

secundaria es la biotransformación de compnestos dando como resultado la bioactivaci6n 

o desintoxicación por lo que es un órgano que expresa aItos niveles de CYPs. 

La caracterización de los niveies de rnRNA de CYP en el mtestino delgado humano, por 

Northem bIot y/o RT -PCR,. han revelado la expresiáI. de mRNA de CYPlA1 (Ding. 2003; 

Zhang.. 1999), CYP1B1 (Zhang.. 1999), CYP2El (Roois, 1996; Zhang. 1999; Ding, 2(03) y 

CYP3M (McKinnon.. 1995; Zhang. 1999; Ding. 2003). 

Estudios recientes, muestran qae el contenido de CYP se incrementa ligeramente de 

duodeno a yeyuno, y disminuye agudamente al pasar a ileón. a pesar de que estas 
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regiones no son anatómicamente distintas si hay diferencia en su capacidad de absorción 

y secreción (Un, 1999; Zhang. 1999; Ding. 2003). La localización de CYP1A1, CYP2B1j2 Y 

CYP3Alj2 se observa en mayor proporción en duodeno. La actividad enzimática de 

demetilac:ión de eritromicina (END), que es catalizada por CYP3A4, ha confirmado la 

expresión predominante de CYP3A4 en el intestino delgado humano, y se ha reconocido 

que la mayor actividad de esta enzima se localiza en la región proximal del intestino 

delgado (Zhang, 1999). Las enzimas CYPlA2 Y CYP2E1 en microsomas intestinales, no se 

han detectado (Un.. 1999). 

FJ metabolismo mediado por CYP en intestino delgado puede servir como una barrera 

para la captación sistémica de xenobi6ticos, facilitando su excreción allumen del intestino 

o la bioactivaci6n de xenobi6ticos Y como consecuencia unirse a macr0m01.écul.as de los 

enterocitos. (Ding. 2003) La regeneración 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 B1 de la dieta, forma 

metabolitos reactivos que a su vez forman aductos en macromolécuIa:s dentro de los 

enterocilos. Estos adactos pasan inadvertidos porque estos enterocitos se mudan como 

resultado de una rápida migrac:i6n. entonces se puede pensar que esta migración Y 

maduración provee un mecanismo de protección contra toxinas carcinogénica.s (Lin. 1999). 

Por 10 que. altas concertba ...... JUes de CYP3A4 en intestino delgado sugiere una función 

protectora contra el desarrollo de cáncer. (Munay, 1994) 

7.4. Citocromo P.t50 en IntastllM> Grueso. 
La principal función del ir.te:Aino grueso es la absoteión de agua Y e1ectroIitos, además de 

la excredón. En intestino grueso, el tiempo de almacenamiento es elevado, además, la 

propulsión retrograda del colon puede ayudar a demorar el paso de compuestos tóxicos Y 

prolongar as!: la exposición de estos con varias enzimas de biotransfonnaci encontradas 

,en la mucosa. t:ambién la ptesacia de la mic:ro8ora intestinal ayuda a la digestión ya la 

biotratEifutmaci6n. 

Se ha demostrado a través de hibrida:i6n in situ la presencia de mRNA de CYP3A4 en 

todas las secciones de colon (McKinnon.. 1995). El análisis con RT-PCR en biopsias de 

colon. identificaron la expresión de mRNA de CYPlA1 y CYP1A2 Y CYP3M, en contraste 
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con estudios anteriores, en donde no se detectaron miembros de la subfamilia CYPlA 

(McKay,l993). 

Se ha demostrado que el tratamiento con etanol induce la expresión de la enzima CYP2El 

en intestino grueso, principalmente en colon (Ronis. 1996). Además, el tratamienIo con 

inductores como Nf, 3-MC Y Fb, han inducido significativamente la exptesióll del 

CYPlA1, CYPlA2 Y CYP2B1, respectivamente, en microsomas de colon. (Rosellbeg, 1991; 

Dey,1999) 

En cuanto a presencia de enzimas CYPs en tejido neoplásico de colon. el grupo de 

Ma<Isaad,. en 1 m realizó una comparación entre tejido normal y tumores de colon.. y 

encontraron la inducción de CYP3A en tejido neoplásiro. En contraste, en 1993, McKay Y 

colaboradores encontraron la inducción de CYPlA y CYP3A solo en tejido neoplásico. 

8. Citocromo P-450 en HIgado 
Se han realizado numerosos estudios de Gtocromo P-450 en hígado, por ser el principal 

órgano implicado en la biob ansfotna:i6n de compuestos exógenos y endógenos. En 

lúgado de manúferos, se han caracterizado la mayor cantidad de CYPs. A la fecha, existen 

cerca de 20 mil reportes de caracterización regolad6n.. inducción e inhibición de esta 

enzima en hígado de diferentes especies. en muchos de ellos por su relación en el 

metabolismo de fármacos, compuestos carci:nógenos. mutagénicos o tóxicos o por la 

activación de estos. 

Dentro de los citocromos P-450 que se han identificado en higado se encuentran CYPlAl, 

CYP1A2,. CYP2A. CYP2B1, CYP2B2,. CYP2C, CYP2D6, CYP2E1 Y CYP3A (Maya. 1995; 

PeIkonen. 199'7; Smith" 1997; Un,. 1998; GaIIi.. 2002; Santiago, 2002; Ding, 2003). Además se 

ha demostrado la inducrión de estas enzimas después de la exposición a difaeltt:s 

inductores, entre ellos el aroclor, inductor de CYPlA, y 3-MC,. induce CYP2B, que al 

coDlplObar su poder can:irkJgéuico o mutagénico se ha limitado su uso, poi" lo que se ha 

buscado otros inductores con los mismos resultados. 
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9. Agentes inductores 
FJ compuesto ~vona (Nf, fig.5.) es el. inductor prototipo de la sabfamilia CYPlA 

en hígado de ratas. Se ha demostrado que la expresión Y octividad de CYPlA1j2 aumenta 

en hlgado cuando a los organismos se les ha expuesto previamente a este potente inductor. 

Baliharová Y coIs (2003) demostraron que el tratamiento am ¡l-Nf aumenta la expresión y 

actividad enzimática de CYP1A en cultivos de hepatocitos de rata y de camero. El equipo 

de Lakshmi, en 1997, realizaron experimentos para asentar el riesgo Y prevenir la 

twnorogénesis por el metabolismo de N-acetiIbeocedin Y N,N' -diacetilbenzidina en 

microsomas de hígado de rata con y sin el tratamiento de ¡l-Nf.. encontrando que el 

metabolismo aumenta 8 veces en microsomas hepáticos de ratas tratadas con ¡l-Nf, estas 

mismas ratas ~ una mayor cantidad de aductos en el. ADN por los metabolitos 

resultantes, por 10 tanto CYPlA juega un papel fundamental en el metabolismo de estos 

compuestos. 

F1 fenobarbital (Fb, fig.5.), es otro inductor potente de CYPs, como alternativa al uso de 3-

MC (Masald. 1984). Fb es un barbitúrico de acción prolongada. y es utilizado en el 

tratamiento de crisis epilépticas Y j o como sedante. Se ha considerado al Fb como el 

inductor prototipo de la subfamilia CYP2.B en hfgado (Nims. 1996) Y se ha identificado el 

sitio de respuesta a fenobarbita.I (SRF) en la región 5' del ADN, Y a pesar de que no se ha 

caracteriDdo por completo la actividad de este sitio se encuentra cerca de gen para 

CYP2Bl j 2 por lo que se propme com:IlDl regulador Y activador de este gen. Fb también,. 

puede activar receptores nucleares orphan como CAR y PXR e inducir enzimas de las 

subfamilias CYP2B y CYP3A. respectivamente en hígado de mamfferos. Recientemente. se 

ha demostrado que Fb tiene la capacidad de regular genes e inducir enzimas CYP2H en 

higado de pollo, CYPl02 Y CYP106 en &aiIRs ~, CYP6A2 en Dn1sophifa 

~, CYP6D en M.lIStll ~ Y en manúferos también. induce b; genes CYP2A1, 

CYP2A5 Y CYP2A 14 (Czekaj, 2IID, Sueyoshi. 2001). 

Actualmente. ya se demostró que la combinación de Fb Y ¡l-Nf aumenta la expresión de las 

enzimas CYPlA, CYP2B, CYP2E1 Y CYP3A en microsomas hepáticos (Esrobar-Garda, 

2001). 

El cidohexanol (O, fig.5) se ha empleado como otro potente inductor de las enzimas 

CYP2B1j2 Y CYP2E1 en microsomas hepáticos de rata. Este inductOl" es un solvente de uso 
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común en lacas y pinturas, también se ha utilizado como intermediario en la preparación 

de plásticos Y otros compuestos qutmiros (Espinosa-Aguirre, 1997; González, 1998). 

El aIbendazoI (AL fig.5) es otro agente inductor, el cual es un medicamento de amplio 

espectro antihelrrún~ en humanos y en la medicina veterinaria. es de gran eficiencia en 

el tratamiento de neurocisticerco Los pasos de biotransformación de este medicamento 

por los microsomas de hígado de rata involucra una S-oxidadón inicial por flavin.a§ (FMO) 

y CYP3A. produciendo aIbendazol sulf6xido (ABZSO), y un segunda S-oxidaci6n por 

CYP1Al dando como resultado aIbendazol sulfona (ABZS02). La actividad antíhelnúntica 

yembriotóxi.ca de Al en ratas es debido al metabolito ABZSO. Un estudio realizado px 

Asteinza Y coIs (2OOJ) demostró un rot:me:irto en la expresión de CYP1Al /2 después del 

tratamiento con AL e indncri6n en la actividad enzimática de CYPlA1, CYP1A2. CYP2B1 

Y CYP2B2 por el tratamiento de Al Y de ABZSO, en microsomas hepáticos de rata. En 

algunos otros estudios realizados en hepatocitos de camero y rata tratados con Al, han 

sido capaces e inducir la expresión de CYPlA y CYP2B (Baliharová. 2(03). 

La combinación de Ci-Al (Esrobar-Garda. 2(01), ha sido una combinación eficaz para la 

inducción de CYPIA, CYP2B, CYP2E1 Y CYP3A 

El tolueno (1'01. fig.5) es otro compuesto qufmico inductor de CYPs, es un compuesto 

quimico que actúa como solvente y que se incorpoIó a la industria en reemplazo del 

benceno,. el cual es altamente tóxico. Tal. es uh1izado como disolvente en la fabric:ac:ión de 

pinturas, resinas Y tintas, además de ser materia prima de colorantes, explosivos Y otros 

compuestos or-gánicos. Es liquido Y se absorbe muy poco a través de la piel. pero a través 

del tracto gastrointestina el hidroca:tburo entra en la sangre rápidamente. Los vapores de 

Tal se absorben rápidamente px inha1aci6n, así que la intoxicaci6n sistémica puede 

presentarse en pocos segundos dependiendo de la coocentradón. Debido a la solubilidad 

del tolneno en las grasas, este hidrocarburo tiende a acumularse en los tejidos en 

proporción al contenido de grasa. Los efectos de una exposición crónica pueden incluir 

daños en el hígado y / o riñones. Por todas las caJadedstlcas de Tol y los efectos que 

produce, se han llevado a cabo estudios en relación con la inducción de CYP hepático en 

ratas. El metabolismo del tolueno está relacionado con el metabolismo del bencil-a1cohoL 

dependiente de CYP2.EI. Se ha comprobado que se IDducen CYPIA1/2,. CYP2.B1/2 

CYP2E1 Y CYP3A (Gut,.1993; Nakajima, 1994, 1997; González-Jasso, 2003). 
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FiguraS. Algunos Inductores importantes de enzimas CYP en hígado. 

o ~H O ~ Y 
NH 

--=: 

~ d O 

IJ-Naftoflavona Fenobarbital Oclohexanol 

Albendazol Tolueno 

- JO-



111. Justificación 

La modulación de enzimas CYP en Tracto Gastrointestinal es poco conocida, 

aun cuando este constituye una de las principales vías de entrada de 

xenobióticos. Los niveles constitutivos de enzimas CYP en TGI se encuentran 

extremadamente bajos en comparación con el hígado, sin embargo, se ha 

demostrado una inducción significativa de enzimas CYP en estadios 

neoplásicos 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 hígado. 
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IV. Objetivo 

Conocer la modulación de ~ principales familias del Gtocromo P-450 

involucrados en el metabolismo de xenobióticos de tracto gastrointestinal 

ante el tratamiento con diferentes inductores. 
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v. Hipótesis 

Si los órganos que constituyen el tracto gast:rointestin son capaces de 

sintetizar constitutivamente enzimas del Gtocromo P-450 involucradas en el 

metabolismo de xenobióticos, entonces podrlan tener la capacidad de 

inducción, ante el tratamiento con diferentes inductores. 
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VI. Malerial y Métodos 

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

dividieron de forma aleatoria en cuatro grupos de 12 ratas cada uno. Cada grupo recibió 

agua y alimento tzd libitum. El esquema de tratamiento para cada grupo fue el siguiente: 

• Grupo Control. Cada rata de este grupo recibió por tres días consecutivos 1 ml de 

aceite de maíz por vía intraperitoniaJ (i. p.). 

• Grupo Fenobarbital - IJ-Naftoflavona (Fb/Nf). EstE tratamiento se realizó 

basado en el esquema de inducción reportado por Matsushima, et al (1979), el 

cual consiste en la administración de fenobarbital (60 mg/ kg de peso, vía i.p.) 

disuelto en aceite de maíz, por tres días comecutivos. Al tercer día. se aplicó ¡3-

naftoflavona (SO mg/kg de peso, vía i.p.), disuelto en aceite de maíz. 

• Grupo Ciclohexanol - Albendazol (O/Al). Este grupo fue tratado con 2.5% (v/v) 

de ciclohexanoI en agua de bebida por cuatro días. En el tercer día. se les 

administró una dosis única de aIbendazol (SO mg/kg de peso) por vía i.p., 

disuelto l'Il aceite de maiz (Escobar-Garda. 2001). 

• Grupo T oIueno (fol). A este grapo se le administró tolueno al 2.5% (v / v) diluido 

en agua destilada poi' via i.p., por tres días consecutivos (González-Jas,so, 2003). 

Veinticuatro horas después de haber finalizado cada tratamiento, los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervicaL con \Ul ayuno previo de 12 rus. Los animales se 

perfundieron por via i:ntracardiaca, con una solución de O.~ de cloruro de sodio (NaO), Y 

enseguida, se extrajeron los órganos (esófago, estómago, intestino delgado (duodeno), 

intestino grueso (colón) e hígado, colocándose por separado en 50 ml de una solución 0.15 

M de cloruro de potasio (KG). Todo el procedimiento se realizó en completa esterilidad y 

los órganos fueron manejados l'Il fria, así como las soluciones. 

2. Preparación de Fracción IIicrosomal 
La fracción 59 se realizó de acuerdo al procedimiento descrito por Maron Y Ames (1983), 

para lo cual se agruparon l'Il una sola muestra cada 6Tgano por sistema de tratamiento y 

fueron homogenados en una solución 150 mM de cloruro de potasio, (3rn1 por gramo de 

peso del órgano). La homogenizaci6n de los tejidos se llevo a cabo en un aparato Potter-
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Elvehjem con pi<itilo de teflón. Posteriormente, cada homogenado se centrifugó a 900J g 

por 10 min a 4° e en una centrifuga Marathon ZIK/R El sobrenadante (fracción 59) fue 

centrifugado a 100 (XX) g por 60 min a 4° C, en la ultracentrífuga Beckman XL-90, para 

obtener la fracción microsomal El botón se resuspendió con amortiguador fosIato-potasio 

100 mM (PH 7.4), con un homogenizador manual de vidrio y se centrifugó nuevamente a 

100 OOJ g por 1 hr a 4"C. 

A continuación. la pastilla se resuspendió con amortiguador fosfato-potasio 100 mM (PH 

7.4), ditiotritol (DTI) 0.1 mM, ácido etilendiaminotetra.acé (EDTA) 1 mM Y 20% de 

glicerol La fracción microsoma1 se ahnacen6 en alícuotas de 500 ¡.ú en ultracongelación 

hasta su uso. 

3. Determinación de Proteína 
La detenninación de proteínas se realizó por el método de Lowry (1951), donde se 

colocaron diluciones de cada fracción mi.crosomaL en un primer tubo se realizó una 

dilución 1:300 yen el segundo la dilución de 1:600. A ambas diluciones se ~ agregó 3 mi 

que contenían 294 mi de carbonato de sodio (NCI2COJ) al 1 % disuelto en hidróxido de 

sodio (NaOH) 0.1 N, 3O}ll de tartrato de sodio-potasio al 2a.<. Y 30 }ll de suUato de cobre 

(CuSOc) al 1 %. Se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

colocaron 0.3 mi de la solución fenol-foIfn diluida 1:3 en agua destilada, Y se incubaron por 

30 min a temperatura ambiente. Finalmente se midió la absorbancia en un 

espectrofotómetro Beckman Coulter DU650 a una longitud de onda (A) de 550 nm. La 

determinación de la concentración se realizó interpolando los valores en una curva 

estándar de albúmina. (O a 1 mg). 

4. EIectroforesis Y análisis de inmunodeteccJón (Westem BJot) 
Las electroloresis se realizaron en geles de poIiacrilamida a temperatura ambiente en 

presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) utilizando un sistema de amortiguador 

discontinuo. Se utilizó lDl peine de 10 pozos en el gel COI"rentrador (2 x 8 x 0.075 cm) al4 % 

de acrilamida. Y un gel separador C7 x 8 x 0.075 cm) con una concentración de acrilamida al 

7.5% Y bis-acrilamida al 02%. (Laemmli. 1970) Las muestras microsomales se tiñeron con 

pironina Y, como indicador de migración limite. 

Se utilizaron para cada CYP control comercial 1 j.lg de proteína. Y por cada tratamiento 5j.lg 

de proteína microsomal hepática. Y 20 )lg de proteína microsomal de cada uno de los 
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órganos del tracto gastrointestinal En cada pozo se colocaron las muestras teñidas en el 

siguiente orden: 

CYP control comen:ia1 
Vado 
GropoControl 
Vado 
Grupo Fb/Nf 

'Vacio 

GrupoCi/Al 
Vacio 
Grupo Tal 
Vado 

Una vez colocada las muestras, la elecbofOIesis se realizó a 100v durante 4Omin. con una 

solución amortiguadota de Tris - HO 0.05 M. glicina 0.38 M Y SOS al 0.1 %, pH 8.3. En 

seguida, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa de 8 x 6 cm" 

realizándola a 200 v por 60 min (fowbin, 1979). 

Los sitios i:nespecíficos fueron bloqueados con leche descremada a15% en amortiguador de 

fosfatos sa1ino (PBS), durante toda la noche a ~ C. PosteriOI'Illellte. las membranas fueron 

lavadas con PBS-Tween 20 al 0.3% por 10 mm cada lavado, y se incubaron con agitación 

con el primer anticuerpo anti-CYP contra rata hecho en cabra, diluido 1:200) con PBS-BSA 

al 15%, por 2 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron. tres lavados con 

P8S-Tween 20 al 0.3%, para eliminar el exceso del anticuerpo, enseguida se incubaron las 

membranas con el segundo anticuerpo coojugado de conejo anti-cabra, diluido 1:2(0) con 

PBS, por 60 min a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con PBS, de 10 min 

cada WlO. Las bandas fueron reveladas con 3-3' diaminobencidin Y peróxido de 

hidrógeno. 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anticuerpos poIidonales contra CYPlA1/2,. 

CYP2Bl/2. CYP2E1 Y CYP3A2 de rata. desarroIIados en cabra, obtenidos por el 

,laboratorio Dañchi Pule Olemicals; Y el segundo anticuerpo utilizado fue anti IgG de 

cabra (monodonal) desanollado en conejo, unido a una peroxidasa de rábano, purificado 

por Sigma CllemicaI Ca. 

Una vez terminado el revelado de bandas, las membranas de nitrocelulosa fueron 

analizadas para obtener datos de densitometria, en el fotodocumentadOl' y analizador de 

imágenes de la marca Herolab. 
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5. ActMdad enzimática. 
Las actividades enzimáticas dependientes de enzlmas CYP fueron determinadas mediante 

la dea1quilaci6n de aIkoxiresorufinas (CYPlA Y CYP2B), la hidroxilaciÓfl de p-nitrofencl 

(CYP2El) Y la hidrox;ilación de eritromicina (CYP3A2). Tanto los sustratos como sus 

productos que fueron utilizados para cada evaluación.. se obtuvieron de Sigma Chemkal 

eo. 

5.1. Dealqui1ación de Alkoxiresorufinas (AROO) 
La actividad de AROD se midió a través de la formación de resorufina de acuerdo al 

método de Sude (1985). Esta determinación consiste en realizar la siguiente mezcla 

(volumen final de 2 mI): 

• Solución amortiguadora Tris-HClSO mM y cloruro de magnesio (Mg02) 25 

mM (PH 7.6), 

• Sustrato específi.ro (etoxiresorufina O.05mM - CYPlAl, metoxiresofuina 05 

mM - CYPlA2,. pentoxiresorufina 1mM - CYP2B1 Y bensiloxiresornfina 1mM 

- CYP2B2), disuelto en dimetilsulfóxido (DMSO) 

• Proteína microsoma1 de cada órgano (10 Jll - EROD; 20 Jll - MROD; 40 Jll -
PROD; 30 Jll- BROO). 

Dicha mezcla se incab6 por 3 min a 37 OC iniciándose la reacción al adicionar 20 ¡.Ll de 

NADPH 50 mM, esta mezcla se mantuvo a 37' e durante 10 m:in. Las mediciones se 

realizaron en un Huorómetro Versa Fluor BioRAD, a una A de excitadón de 530 nm,. Y de 

emisión de 585 mn. La determinación de la actividad enzimátic:a se realiza interpolando 

los valores en una curva patrón de resorufina (10 a 640 pM). Los resultados se reportan en 

pmoles de resorufina / mg de protefna / mm. 

5.2. Hidroxi1aci6n de p-NitrotenoI (PNPH) 
la actividad de CYP2E1 se evaluó mediante la hidroxiIaci6n del sustrato p-Nitrofenol para 

obtener la formación de 4-nitrocaterol, de acuerdo al método descrito por Koop (1986). A 

una mezcla de solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M (pH 6.8), se le añadió p-nitrofenol 

100 mM Y 100 Jll de proteína microsomal de cada órgano, obteniendo un volumen final de 

1 mi, esta mezcla se incubó a 'g' e por 5 min. la reacción se inició con la adición de 20 Jll 
de NADPH 10 mM disuelto en amortiguador, esta reacción se conservó durante 10 min a 

37' e Terminado el tiempo, se agregó 05 mi de ácido tridoroacético (feA) 05 M Y se 
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realizó una centrifugación a 3500 rpm durante 15 min, se tomó 1 mi de sobrenadante y se 

agregó 0.1 ml de NaOH 10 N. la absorbancia se leyó en el espectrofotómetro Beckman 

Coulter DU650 a una). de 510 nm. Los datos se obtuvieron interpolando bs resultados en 

una curva de 4-nitrocatecol de la concentración O a 50 nM Y los resultados son expresados 

en nmoIes de 4-nitrocatecol / mg de proteína / min. 

5.3. Demetilación de Eritromicina {ENO} 
La actividad de CYP3A2 se determinó mediante la producción del formaldehido por la N-

demetilaci6n de eritromici.na. de acuerdo al método de Alexidis et al (1996). La mezcla 

contuvo amortiguador (fris-HO 50 mM. Mg0210 mM), eritromicina 10 mM,. Y 100 ¡J..! de 

suspens:iÓII Inicrosomal. Esta mezcla se incubó durante 3 min a 37" C, la reacción se inició 

al agregar 100 ¡J..! de NADPH 10 mM Y se mantuvo a la misma temperatura pot' 10 min. la 

reacción se detuvo con la adición de 05 mi de ácido tricloroacético al 125%. 

Posteriormente, se cmtrífugo a 5700 rpm.. a 1 ml del sobrenadante se agregó 1 mi del 

reactivo de NASH (solución de acetato de amonio 2 M. ácido acético (CJ-bCCX)H) 50 mM 

yacetil-acetona 20 mM. en agua destilada), y se incubó a SOO e poi' 30 min. Finalmente, se 

midió la producción de forma1dehído en el espectrofotómetro Beckman Coultel' DU650 a 

una 1. = 412 nm. Los resultados se obtuvieron por la interpolación de datos de una curva 

estándar de formaldehido con concentraciones entre 0- 160 nM Y son expresados como 

runoles de fonnaklehído / mg de proteína / min. 

6. AnáflSis EstadIstico. 
Los resultados obtenidos de las actividades cataliticas dependientes de cada CYP fueron 

evaluadas con un análisis de varianza (ANOV A) 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 consideIa una p S 0.05. 
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VII. Resultados 

1. Citocromo P-450 en M/crosomas Hepáticos 

Los resultados c~dientes a la modulación de CYP1Al/2. CYP2B1j2. CYP2E1 Y 

CYP3A2 en microsomas hepáticos se muestran en las figuras 7 Y 8. 

La mayor expresión y la más alta actividad catalítica de CYP1Al/2 se registró en los 

microsomas hepáticos tratados con FbjNf. Como se puede apreciar en el grupo tratado 

con Gj Al el aumento en la expresión fue menor y en el grupo tratado con Tol, aW1 

cuando no hubo i:nc:remento de la expresión de la enzima CYPlAl/2. ambos grupos si 

presentaron un aumento estadislicamente significativo (p s: 0.05) en la actividad catalítica 

de EROD y MROD dependiente de CYP1Al Y CYP1A2 

La expresión de CYP2Blj2, tuvo una mayor ~n en microsomas de lúgado tratados 

con FbjNf, seguida de los ~ tratados con aj Al, y a pesar de esto, la actividad 

catalítica de ambas enzimas, CYP2B1 Y CYP2B2. se incrementó significativamente en todos 

los grupos experimentales al ser comparados con la actividad del grupo control.. con W1 

valor de p S; 0.05. 

La expresión de la protefna CYPlE1 aumento en los mic:rosomas de los grupos tratados 

con FbjNf y o¡ Al, y la actividad enzimática en microsomas bepátiros no se modificaron 

con ninguno de los tratamientos. 

F1 tratamiento con FbjNf indujo la expresión de CYP3A2 en microsomas hepáticos. La 

actividad enzimática de dimetilaci6n de eritromicina se incrementó significativamente (p s: 

0.05) con los tres tratamientos, obteniendo la mayor actividad catalítica en el grupo tratado 

con FbjNf. 
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Figura.7. (a) Inmonoblot de CYPlAl/2,. CYP281/2, CYP2E1 Y CYP3A2 en microsomas 

hepáticos, con los diferentes tratamientos. (b) Representación gráfica del incremento 

relativo de la expresión de cada uno de los CYPs en cada tratamiento. 
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CYP3A2 (END) en microsomas hepáticos, con los diferentes tratamientos. * p :5: 0.05. 
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2. Citocromo P-f.5O en Microsomas de Esófago 

En la figura 9a Y 9b, se muestra el inmunobIot Y su análisis densitométrico, 

respectivamente, de la expresión de las proteínas CYPlAl/2, CYP2B1/2, CYP2E1 Y 

CYP3A2 en microsomas de esófago. La figura 10 corresponde a la actividad catalítica de 

ca da una de estas enzimas. 

Como se puede apreciar en el grupo control existe expresión comtitutiva de cada uno de 

los CYPs evaluados. El tratamiento con Fb/Nf indujo significativame la expresión de 

CYPlAl/2. CYP2B1/2. CYP2E1 Y CYP3A2 Este incremento en la expresión se acompañó 

con d aumento de las actividades catalflicas COiIespondientes para cada una de las 

enzimas. Los tratamientos G/ Al Y Tolueno no modificaron la expresión de las protefna ni 

la actividad dependiente de cada CYP. 
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2. Citocromo P-450 en Microsomas de Estómago 

Las enzimas CYPlAl/2. CYP2B1/2 Y CYPlEl se expresaron constitutivamente en 

microsomas de estómago del grupo control (Fig. 11). 

En microsomas gástricos de los grupos tratados con Fb/Nf y G/ AL presentaron aumento 

de la expresión de CYPlAl/2. obteniendo mayor indocci6n con el primer tratamiento. Fl 

tratamiento de tolueno no modificó la expresión basal de estas enzimas. Las actividades 

EROD Y MROD dependientes de CYPlAl y CYPlA2,. respectivamente, se incrementaron 

significativament (p S; 0.05) ante el tratamiento de Fb/Nf (Fig.U). 

Tanto la expresión como la actividad de CYP2B1/2 se incrementaron en microsomas de 

estómago con el tratamiento Fb/Nf. La actividad cataHtica de CYP2B2 tammén se 

inueneltó significativamente (p S 0.05) en el grupo tratado G/ AL aun cuando su 

expresión no tuvo aumento con este tratamiento. 

la expresión de las enzimas CYP2E1 Y CYP3A2 no se modificaron con ningún tratamiento, 

la actividad catalitica de CYP2E1 aumentó significativamente. en los grupos tralados de 

Fb/Nf Y G/ Al; y la actividad en2imática de CYP3A2 también se incrementó ron los 

tratamientos de Fb/ Nf Y T 01 (p S 0.05). 
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3. Citocromo P-45O en Microsomas de Duodeno 

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

La expresión de CYPlAl/2 se incrementó ante los tratamientos con Fb/Nf y Tol.. En 

cuanto a la actividad enzimática, aumentó significativamente (p ~ 0.05) la actividad EROD 

de CYPlAl 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 CYP281/2 con ningún tratamiento. Sin 

embargo, la actividad PROD (CYP2B1) aumentó significativamente (p S 0.05) en los 

microsomas de duodeno del grupo tratado con Fb/Nf, y la actividad BROD, dependiente 

de CYP2B2, se incrementó significativamente (p ~ 0.05) con los tratamientos de Fb/Nf y 

Tal.. 

La expresión Y actividad catalítica de CYP2E1 no fueron modificadas con ningún 

tratamiento. 

Aun cuando, la expresión de la enzima CYP3A2 se indujo sok> con el tratamiento con 

Fb/Nf, la actividad catalítica dependiente de esta proteína se incrementó 

-significativamente (p ~ 0115) con todos los tratamientos. 
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4. Cltocromo F450 en JIicrosomas de Colon 
En microsomas de colon del grupo control no se expresan en fonna constitutiva ninguna 

de las enzimas CYPs evaluadas en este estudio (Fig. 15). El tratamiento con tolueno 

incrementó la expresión de las enzimas CYP2El Y CYP3A2 en colon.. esta última también 

se indujo con el sistema Fb/Nf. 

Las actividades catalfticas de los CYPs en mkrosomas de colon se muestran en la 

figura.16, donde se puede apreciar qoe las actividades dependientes de CYP1A2. CYPlB2 

Y CYP3A2 se incrementaron significativamente (p S 0.05) en el grupo tratado con Fb/Nf. 

El tratamiento con al Al aumentó la actividad catalitica de CYP2B2 Y CYP3A2; Y el 

tratamiento con Tol solo iR:rementó significati .. amente la actividad de CYP2E1. 
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VIII. Discusión 

Las enzimas CYP, part:icn1arrnen las familias 1, 2 Y 3, catalizan la biotransformaci6n de 

una amplia variedad de compuestos ex6genos. Las enzimas incluidas en este estudio 

(CYPlA1/2. CYP2B1/2,. CYP2E1 Y CYP3A2) son de gran importancia para el ser humano. 

Las enzimas CYPlA1 Y CYPlA2 activan principalmente PAHs, además, pueden 

metaboIizar nitrosaminas, aflatoxina B1 Y arilaminas, generando compuestos que se 

pueden unir a ADN provocando mutaciones. Las enzimas de la subfamilia CYP2B 

(CYP2Bl Y CYP2B2) se han caracterizado principalmente por ser inducidas con Fb y S(I1 

capaces de metabolizar diversos compuestos entre ellos pesticidas halogenados Y 

organoc1orados. medicamentos como el tamoxifen (utilizado como anticancerlgeno), así 

como hidrocarburos volátiles, y varios bifenila¡ poliba1ogenados. La enzima CYP2E1, 

biotransfonna un amplio intervalo de productos qa.imicos, en particular compuestos 

hidroE6bicos y pequeños, oxida etanol Y otros alcoholes primarios. Además, tiene la 

capacidad de reducir dioxigeno a radicaies oxi-reactivos, inkiar la peroxidación de lípidos 

de membrana. produa:ir radicales libres y, por lo tanto, estrés oxidativo. Finalmente, la 

enzima CYP3A2 está impticado en el metabolismo de más de 60% de los medicamentos 

incluyendo agentes inrnnIx:\wpreso, a:ntimicótiros Y antibióticos. Puede reducir 

particularmente la eficacia de los anI:icooceptiVQi orales, Y se ha demostrado que activa 

pro-ca:rcinógen como la aflatoxina B Y P MIs. 

El órgano que expresa las mayores ooncentraciooes de enzimas CYP es el hígado, siendo 

este el órgano predominante en el metabolismo de xenobi6ticos. En tejidos extrahepátiros 

han desarrollado el sistema activo para metaboIizar xenobi6ticos. 

La capacidad metabólica que puede llegar a tener el tracto gastrointestina puede influir 

profundamente en el destino metabólico de los agentes qufmicos ingeridos, dependiendo 

de la i9oformas de CYP presentes asf como de sus nivek!s Ii.mcionales. Con excepción del 

'intestino delgado, el resto de los !Xganos que conforman el TGI expresan en forma 

constitutiva niveles relativamente bajos de CYP. Sin embargo, es importante destacar que 

en procesos neopl.ásicos de esófago, estómago Y colon los niveles de CYPs se encuenban 

claramente inducidos, además, está comprobado que el metabolismo de xenJbióticos por 

el sistema enzimáticos CYP juega un papel importante en el proceso de carcinogénesis de 

tipo qufmico. Diversos estudios epidemiol6giros reportan un incremento en el riesgo de 
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desarrollar cáncer en tejidos del TGI por compuestos asociados con la dieta Y el humo del 

tabaco. 

Aunque la inducción de enzimas CYP puede ser ventajosa, en muchos casos, tiene una 

variedad de consecuencias farmacológicas adversas, incluyendo alteraciones en la 

eficiencia de medicamentos, interacción medi.camento - medicamento e incremento en la 

activación metabólica de proca:tcillóge:nos o toxinas. El metabo~ en términos de 

activación o desintoxicación. dependerá de la locali7ación celular, cantidad y la actividad 

de las diferentes enzimas metabotizadoras presentes en un tejido particular. Por esto, en 

este trabajo, se evalúo la capacidad de inducción de CYPs en Iracto gastrointestina el cual 

representa una de las principales vías de entrada de xenobi6tiros al organismo. 

El higado, al ser el órgano que posee la maym cantidad y diversidad de enzimas CYP, 

también ha sido el órgano más utilizado como evidencia de}os procesos de inducción de 

diversos CYPs. El grupo de Garda Franco, en 1 m, propone la inducción de enzimas CYPs 

a través del tratamiento Fb/Nf, el cual posee una mayor capac:i.dad de inducción al 

administrarlo en conjunto que poi" separado. Este tratamiento combinado FbjNf es un 

potente inductor de CYPlA 1/2. CYP2B1/2,. CYP2E1 Y CYP3A2, en microsomas hepáticos 

(Escobar-Garcia. 2001). Otros dos exitosos esquemas de inducción en hígado son. por una 

parte, el sistema combinado de a - Al (Escobar-Garda, 2001) cm el cual se inducen los 

CYPlA1j2. CYP2.B1/2 Y CYP3A2; Y el segundo esquema. es el tratado con T oIueno, el cual 

tiene la capacidad de inducir principalmente CYP2E1 (Nakajima. 1994, 1m; Gonzá1es... 

Jasso, 2003) Al contar con estos anIEcedentes, se utilizaron estos sisIema-" prototipo de 

inducción para tener como releraria interna al hígado. 

En este trabajo se evidenció la expresión ccnstitutiva de las enzimas CYPlA1j2. 

CYP2B1/2. CYP2E1 Y CYP3A2 en mkrosomas de esofago. F1 tratamiento con FbjNf 

inc:ranentó significativa:men la concentración Y actividad de bIZimas CYPlAl/2. 

CYP2B1j2. CYP2E1 Y CYP3A2 en estos microsomas. en comparación ron en el tratamiento 

de Gj Al que solo indujo la expresión de la sublamilia CYPlB Y la actividad catalítica de 

CYP3A2 Y el tratamiento ToI. el cuaL no modificó la expresión de proteinas CYP. 

Ribeiro Y cols, en el 2001, reportan un increolellto de cerca del 4% de CYP1A1 en 

microsomas de esólago al exponer a ratas a 3-Me. en comparación con la inducd6n en 

hígado. En el presente estudio obtuvimos un incremento en la expresión del CYP1Alj2 de 
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cerca del 33% en microsomas de esófago en el. grupo expuesto al sistema de FbjNf en 

comparación con microsomas hepáticos. 

A pesar de que la principal función del es6fugo es conducir el alimento de la cavidad oral 

hacia el estómago, al parecer tiene una capacidad metabólica importante a través de las 

enzimas CYP, Y esto puede estar relacionado con la resistencia a medicamentos en casos 

de canceT, ya que en adenocarci.nomas de esófago se ha mostrado la inducci6n de las 

subfamilia.s CYP1A. CYP2E Y CYP3A (Murray, 1994; LechevreL 1999; Ding.. 2003). 

En mucosa gástrica. tan solo se ha reportado la expresión basal de CYP3M en humanos 

(homók>go de CYP3A2 en rata) (Ding.. 2003~ En el presente estudio, obtuvimos niveles 

básales de CYPlA1j2,. CYP1B1j2 Y CYP2E1, en nticrosomas gástricos, estos niveles se 

incrementaron después de la exposición a sistemas específicos de tratamiento, es decir, el 

tratamiento de Fb/Nf:iocrementó significativamete a CYP1A y CYP2B, el sistema Cij Al 

modificó los niveles de CYP1A. CYP2B Y CYP2E1, Y el grupo tratado con Tolueno solo 

aumentó la actividad de CYP3A2 Estos datos son fundamentales para explicar la 

existencia de biotransformaci6n en mucosa gástrica. y cabe la posíbilidad de que algunos 

cambios patológicos podrian tener un impacto en la activación de carcin6genos. 

El intestino delgado provee el primer paso metabólico importante para xenobi6tiros orales 

y muchas de las enzimas pueden activarse por comtituyentes normales de la dieta.. 

además el que sus células tengan un tiempo de vida corto (2 días en rata) confiere una 

venta;a ya que en muchas ~ los rretabolitos resultantes puede causar daños a el 

DNA o en otras macromolécula:s. Estudios anteriores confirman que las enzimas CYPlA1 

Y CYP3M son predominantes en intestino delgado e indican qne solo existen un número 

limitado de otras enzimas en comparación ron el hígado, las cuales se detectan en mayOl' 

concentraci6n por inducción que en forma comtitutiva (Zhang, 1999). 

En trabajos previos en rata9, el tratamiento con 3-MC aumentó la actividad la enzima 

CYPlAl (Un. 1999), Y los tratamientos por separado con Nf y Fb fueron capaces de 

inducir la expresión de CYP1A1 Y CYP281, respectivamente (Rosenberg. 1991). En este 

trabajo se demostró la inducción del CYP1A1/2 Y CYP181/2 en microsomas de duodeno, 

después de la exposición al tratamiento combinado de FbjNf se incrementaron los niveles 

de CYP1A1f2 y CYP2.B1j2 En microsomas que fueron tratados con G/ Al tuvieron un 

incrementó en la expresión de CYPlA1j2 asi como aumento en la actividad dependiente 

de CYPlA1 y CYP3A2 Por otro lado, al exponer a las ratas a, toIueno se observó una 
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potente inducción de CYPlAl/2 en microsomas de duodeno. Se ha demostrado que la 

inducción de CYPs en intestino delgado es más rápida que en hígado, aun cuando los 

agentes son administrados por via intraperitonial, estos niveles se mantienen por corto 

tiempo y puede deberse a su corto tiempo de vida, por lo que también se puede encontrar 

niveles altos de mRNA sin encontrar aumento en la expresión (Zhang, 1997). 

Por último, en colon no existe evidencia de expresión constitutiva de isoformas CYP, sin 

embargo, experimentaImen se han inducido la expresión Y la actividad enzimática del 

CYP1Al con Nf (Rosenberg, 1991). En esta tesis se demostró la inducción de la enzima 

CYP3A2 por el sistema Fb/Nf en microsomas de colon, en el grupo con el ttatamiento de 

O/ Al solo se presentaron cambios significativos en la actividad catalítica dependiente de 

CYP2B2 Y CYP3A2 Y ante el tratamiento de tolueno se incrementó la expresión de CYP2E1 

y CYP3A2. Mckay (1993) sugiere que al inducirse enzimas CYP en tejido normal de colon 

podría incrementarse el riesgo de desarrollar cáncer en este tejido. En tejido neoplásiro se 

ha demostrado que la enzima CYP3A2 es predominante, y en menor concentración 

CYPlAl (Massaad, 1992; McKay, 1993). Con esto el sistema metabolizador puede influir 

en la semíbilidad de este órgano para desarrollar citotoxidad y/o carrinogen.icid ante 

medicamentos y otros xenobi6tiros, y también puede determinar la respuesta a agentes 

anticancerigeno 

Pensando en el paradigma de act:ivaciOO por CYP como un mecanismo básico para 

cambiar la estructura de un compuesto y ser un compuesto activo, se podria proveer una 

explicaci6n para la unión de muchos compuestos químicos a ADN y otras 

macromolécula.s, y se obtendrla conocimiento en corto tiempo de la susceptibilidad a 

desarrollar genotoxicidad y/o carcinogénesis, ya que la aducción del ADN da por 

resultado la transfonnaci6n de las células normales en cancerosas. Así. la expresión 

selectiva de isoformas CYP puede contribuir a entender la causa del daño tejido especifico 

ante diferentes xenobióticos. Por esto es relevante nuestro trabajo, ya que contribuimos a 

entender la primera parte del paradigma al evidenciar la expresión conc;titutiva de algunas 

proteínas CYPs en los órganos del TGl de rata y al demostrar su capacidad de incrementar 

estas enzimas en presencia de diversos inductores. 

En este trabajo demostramos que los órganos del tracto gastrointestina desarrollan una 

inducción de enzimas CYP tejido específica y, con esto, se podria hablar de cierta 

sasceptíbilidad de estos órganos a los efectos tóxicos de un metabolismo in situ. Por 10 que 
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probablemente el proceso de inducción en el tracto gastrointestinal podría ser un paso 

inicia1 en el desarrollo de cáncer de tipo químico. 

Es importante resaltar que una inducd6n de enzimas CYP previa a la administración de 

un fármaco, puede tener consecuencias en la farmacodinámica 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 inducción 

restringiéndola a casos donde la síntesis de proteina ó mRNA es estimulada, sin embargo, 

en este trabajo demostramos que no siempre hay una relación entre la síntesis de proteína 

y la actividad enzimálica. por k> que es de gran importancia evaluar la actividad 

enzimática para que se pueda considerar que el aumento en la concentración de las 

enzimas CYPs tiene actividad catalítica y no solo es el resultado de una acumulación de 

esta enzima.. Sin embargo, un prob\ema en la determinaci6n de la actividad enzimática 

radica en la selección de sustratos para una enzima, ya que pocas veces estos sustratos son 

especfficos para una sola enzima. Por esto, es necesario realizar diferentes técnicas 

cuantitativas. concentradón de mRNA. concentración de proteina Y actividad enzimática. 

para tener un estudio mas completo del efecto de un inductor sobre las enzimas en 

diferentes órganos en un estudio in Piro. 

En conclusión, en este trabajo se demostró que los órganos del TGI no solo son capaces de 

expresar las enzimas CYPs involucradas en el metabolismo de xenobi6ticos, sino también 

de inducir estas enzimas ante el tralamiento con potentes inductores. 
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