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1. RESUMEN

El metabolismo in situ de compuestos endobidticos y xenobidticos en el tejido cerebral, es en
gran parte mediado por enzimas de la familia del citocromo P450 (CYP). Los CYP conforman un
grupo de enzimas con gran versatilidad en la naturaleza que catalizan la insercién de oxigeno
molecular estereoespecificamente a una gran cantidad de compuestos organicos. Durante el ciclo
catalitico de algunos CYP, en especial del citocromo P450 2E1 (CYP2E1), se forman intermediarios
muy reactivos como son las especies reactivas de oxigeno. Una induccion del CYP2E1 en higado por
xenobidticos como el alcohol o el farmaco antituberculoso isoniazida (INH), se puede manifestar en la
sobreproduccion de especies reactivas y generar con esto dafio celular y/o tisular. El dafio oxidativo
en cerebro ha sido relacionado a su vez con toxicidad en sistema nervioso periférico y enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y Parkinson, sin embargo no se sabe a ciencia cierta el origen
de este estrés.

Puesto que otros inductores de CYP2E1 hepatico también inducen la enzima en cerebro, en
el presente trabajo se plantea la posibilidad de que la INH pueda inducir el CYP2E1 en cerebro, que
esta induccion esté acompafiada de dafio por estrés oxidativo y en consecuencia se pueda vincular
con un proceso neurodegenerative. Por otro lado, la INH se ha relacionado con neuropatias
periféricas y su mecanismo es aun desconocido. Considerando lo anterior, el objetivo principal de
este trabajo es el de inducir CYP2E1 en cerebro de rata con isoniazida, evaluar la induccitén
regioespecifica y detectar la generacion de estrés oxidativo.

Para ello, se administré via intraperitoneal 200 mg/kg de iNH por 5 dias a ratas macho Wistar
de 250 g de peso corporal. Posteriormente se obtuvo la fraccion microsomal de higado y de
diferentes regiones del cerebro. Con el fin de detectar a la enzima, su posible induccién asi como la
produccién de radicales libres, se evaluaron los siguientes parametros: concentracion de CYP totales,
inmunodeteccion de CYP2E1, cuantificacion de actividad enzimatica utilizando dos sustratos
diferentes (N-Nitrosodimetilamina y p-Nitrofenol) y evaluacion de la lipoperoxidacién (LPO) por medio
de la cuantificacion del malondialdehido.

Los resultados presentan una aparente reduccion en la concentracion de CYP hepatico total
de ratas tratadas con INH. Un estudio de diferencia espectral sugiere que la INH o un metabolito de
ella impide una correcta cuantificacién de los CYP totales. Por otro lado, se logré detectar un
incremento significativo en la actividad de CYP2E1 en el cerebelo e higado de rata con respecto a su
control. Mediante la técnica de western blot, se pudo comprobar la induccién especifica del CYP2E1
por la INH en higado pero no se encontraron niveles detectables de la proteina en ninguna de las
regiones del cerebro evaluadas. En el caso de la cuantificacion de la lipoperoxidacion, no se
encontraron diferencias significativas respecto a los testigos en ninguno de los tejidos analizados.

Los resultados muestran que la exposicion a isoniazida provoca una induccién de CYP2E1 en
higado y cerebelo de rata. Aunque no fue posible detectar un incremento en la lipoperoxidacién, no se
puede descartar un posible dafio del tejido que, tomando en cuenta las funciones del cerebelo, se

puede ver afectado el equilibrio, la postura, los finos movimientos y el aprendizaje motor.




2. INTRODUCCION

Citocromo P450 es el nombre con el que se conoce a una familia de enzimas muy versatiles
en la naturaleza involucradas en el metabolismo oxidativo de moléculas organicas. Estas proteinas se
han conservado ampliamente a lo largo de la evolucion y se pueden encontrar en bacterias, hongos,
plantas y mamiferos entre ellos los humanos. Los citocromo P450 son hemoproteinas que utilizan
oxigeno molecular y dos cofactores para catalizar una gran variedad de inserciones de oxigeno
estereoespecificas y regioselectivas en compuestos exégenos o endogenos. Estos procesos son de
vital importancia para los organismos ya que participan en la destoxificacion y en la biosintesis de
diversos compuestos.

En eucariontes, los citocromos P450 se encuentran intracelularmente acoplados a una
membrana ya sea del reticulo endoplasmico liso (citocromo P450 microsomal) o de la membrana
interna de ta mitocondria, junto con otras enzimas donadoras de electrones como el citocromo P450
reductasa, el citocromo b5, y en caso de la mitocondria la ferredoxina reductasa. Debido a lo anterior,
a todo el conjunto de citocromos P450 también se le conoce como el sistema MMO por sus siglas en
inglés (Membrane-bound Microsomai Monooxigenase system)

Dependiendo de su funcion, las diferentes isoformas de los citocromos P450 se pueden
encontrar distribuidos en varios tejidos del mismo organismo, por ejemplo, en humanos, las 15
isoformas involucradas en el metabolismo de xenobidticos se encuentran mayoritariamente en el
higado, y minoritariamente en otros tejidos como rifién, préstata, piel, epitelio nasal, génadas,
placenta, cerebro, pulmén, bazo, pancreas y tracto gastrointestinal (Lewis, 2003). Por otro lado, los
CYP implicados en la biosintesis de esteroides se encuentran en érganos productores de esteroides
como testiculos, ovarios y placenta.

El nombre de Citocromo P450 fue asignado después de que en 1964 Omura y Sato
describieron en microsomas la presencia de un pigmento que al acomplejarse con mondxido de
carbono y en presencia de un agente reductor (ditionita de sodio o NADPH), presentaba un pico
maximo de absorcion a los 450 nm. Tiempo después se determind que este pigmento correspondia a
un “nuevo” grupo de hemoproteinas que por sus caracteristicas espectrofotométricas se le denominé
citocromos P450, luego se acordé en reducir este nombre a las siglas CYP. Debido al descubrimiento
de varias isoformas se procedié a clasificarlas segun sus secuencias de aminoacidos.

Los miembros de una familia de CYP poseen mas del 40% de similitud entre sus secuencias
de aminoacidos y se les ha asignado un nimero, los nimero menores a 100, estan reservados para
eucariontes mientras que los mayores a 100 a procariontes. En una sub-familia sus miembros
presentan mas del 55% de similitud y se les asigna una letra, finalmente se asigna otro ndmero que
indica especificamente al miembro de la subfamilia. Por ejemplo, la isoforma mas abundante en
higado humano, el CYP3A4, es la cuarta isoforma encontrada de la subfamilia A, de la familia 3, de
tos citocromo P450.

Para cada enzima, existen variantes alélicas o polimorfismos. Estas variaciones genéticas
pueden manifestarse de diferentes formas en la enzima expresada, por ejemplo, pueden ocasionar

que la enzima gane, disminuya o pierda su actividad.




Ademas de su funcion fisiolégica y metabdlica, los CYP estan involucrados con procesos de
mutagénesis y toxicidad. Existen evidencias de que algunas isoformas son capaces de activar
compuestos exdgenos (como farmacos o compuestos ambientales) haciéndolos mas nucleofilicos y
propiciando la formacion de aductos con biomoléculas como proteinas o ADN, por otro lado, los CYP
producen especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species)
durante su ciclo catalitico. La cantidad de ROS o el tipo de sustratos “activados” que se generen

dependera de la naturaleza de cada isoforma y de la especificidad del sustrato.
2.1 Ciclo catalitico del citocromo P450
La familia de los citocromo P450 es capaz de metabolizar una enorme gama de sustratos

desde moléculas muy grandes y lipofilicas como los esteroides, hasta moléculas muy pequefias y

mas polares como el alcohol y la acetona. La afinidad a los diferentes sustratos obedece al tamafio, a

“a hidrofobicidad y a los aminoacidos que integran cada bolsa catalitica del CYP en cuestion. Una

caracteristica comun a todas las isoformas es su sitio activo de catalisis que es una protoporfirina IX o

grupo hemo unido a una cisteina como quinto ligando.
La mayoria de la informacién acerca del ciclo catalitico de los CYP, se ha obtenido a partir de

estudios cristalograficos de ta enzima bacteriana CYP101 o CYPcam que es un citocromo soluble

(encargado de metabolizar el alcanfor) aislado de Psedomona putida.

Figura 1 Ciclo catalitico tedrico del citocromo P450, RH- Sustrato, ROH- Sustrato oxidado

Es importante sefalar que fos detalles del cicio, adn no son comprendidos completamente y
en efecto, solamente los cuatro primeros pasos representados en la figura 1 han sido caracterizados.

El hierro del grupe hemo se encuentra en su estado basal hexacoordinado con una molécula
de agua (1), y con un estado de oxidacioén 3+, teniendo solamente un electrén desapareado, es decir
tiene un espin de %, conformacién que se conoce como bajo espin. El primer paso de la catalisis

consiste en el desplazamiento de esta molécula de agua por el sustrato. El sustrato por lo general se
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acomoda en el dominio lipofilico de la bolsa catalitica, incrementando la hidrofobicidad y al desalojar
la molécula de agua cambia el espin del Fe arrojando la estructura pentacoordinada (2), a éste se le
flama de alto espin ya que los 5 electrones del Gitimo orbital se encuentran desapareados {espin =
5/2).

El segundo paso consiste en fa reduccion del complejo a un estado ferroso 2+ por la entrada
de un electrén (3). La procedencia de este electron dependera del tipo de célula o de |a localizacion
del citocromo dentro de ella. En eucariontes, el electron proviene de la oxidacion de una molécula de
NADPH que realiza la enzima NADPH citocromo P450 reductasa.

El tercer paso comprende la unidn del oxigeno molecular al citocromo {que ya se encuentra
en estado 2+) formando un complejo superoxido (4). A partir del cuarto paso no se tienen estructuras
aisladas, sin embargo, se propone que debe ocurrir una segunda reduccion en fa que posiblemente
se forman especies de oxigeno activadas. El origen de este segundo electron radica también en la
localizacion del citocromo.

En el quinto y sexto paso se adicionan dos protones al oxigeno, y se cree gue durante la
catalisis, propicia el rompimiento del enlace oxigeno-oxigeno y se libera agua. De este paso surge la
especie representada como FeO® (7). Este complejo de alta valencia también puede ser escrito como
Fe'=0 pero su configuracion electronica exacta es desconocida.

El séptimo paso que cofresponde a la conversion del sustrato al producto es desconocido.
Existen varios mecanismos propuestos, que incluyen que la especie FeO® debe “extraer” un protén
del sustrato y realizar la reaccion la cual puede ser hidroxilacién, dealquilacion, deshidratacion,
deshidrogenacién, isomerizacién, dimerizacion, union carbono-carbono, entre otras.

Finalmente el producto es liberado y la enzima regresa a su estado basal en el octavo paso.

La estequiometria de la reaccion se puede resumir de a siguiente forma:

RH + O, + NADPH + H* —"— ROH + H,0 + NADP"

Este ciclo se puede llevar a acabo también en ausencia de sustrato, todo dependera de la
disponibilidad de los donadores de electrones y de la naturaleza de cada isoforma (para revisiones
consultar Paul Ortiz de Montellano 2005).
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2.2 Citocromo P450 y especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) son pequefias moléculas
derivadas del oxigeno altamente inestables. Ejemplo de ellas son el anion superdxido, el peréxido de
hidrageno, el radical hidroxilo y los peroxidos organicos. Los niveles de ROS pueden incrementarse
descontroladamente y resultar en un dafio celuiar. Cuando ocurre un desequilibrio donde las especies
oxidantes estan en mayor proporcion que las antioxidantes se conoce como estrés oxidativo (EO) y a
aste se le ha relacionado con diversos padecimientos como envejecimiento (Martin y Grotewiel 2006),
enfermedades hepaticas (Tanikara y Tomitura 2006), insuficiencia cardiaca (Tsutsui 20086), artritis
reumatoide (Hitchon y El-Gabalawy 2004), cataratas (Shichi 2004), carcinogénesis (Toyokuni 2006),
enfermedades neurodegenerativas (Halliwell 2006) y dafios causados por la isquemia-reperfusion
(Galaris y col., 2006), entre otros.

La principal fuente de ROS dentro de la célula es la mitocondria donde ocurre la siguiente

transferencia de electrones:

- ~ - le ) _ fem
0,—">0; —*>H,0,——>OH" +0H —=—2H,0
Oxigeno anién +2H*  perdxido de radical +2H"

molecular superoéxido hidrégeno hidroxilo

Durante la reduccién del oxigeno (cadena respiratoria), algunos productos intermedios son
liberados. La especie reactiva de oxigeno liberada mas dafiina, reactiva o inestable es el radical

hidroxilo. Actualmente se considera a |as reacciones de Haber-Weiss como la principal fuente de ésta

especie:

Fe* + H,0,— Fe* + OH™ + OH™ (Reaccion de Fenton)
Fe* +0; — Fe* +0,

Reaccion general :

05 + H0:—">0,+OH™ +OH"

Esquema 1. Ciclo de Haber-Weiss. El cation ferroso dona un electrén al peroxido de
hidrégeno para formar un i6n hidroxilo y un radical hidroxilo. Posteriormente el i6n
férrico recupera un electrén del superoxido para producir oxigeno y regenerar el catién
ferroso (Mladenka y col., 2006).

Sin embargo, la cadena respiratoria no es la Unica generadora de ROS. Desde las primeras
evidencias de la existencia de la familia Citocromo P450, a ésta se le ha asociado con la produccion
de especies reactivas de oxigeno (Thurman y col. 1972) tales como el i6n superéxido proveniente del
peroxido de hidrégeno (Kuthan y col., 1978). Tiempo después se propuso la existencia de productos
alternos debido al “desacoplamiento” de la reaccion y hasta 1993 Loida y Sligar propusieron 3
desviaciones o vias que resultan en la liberacién de productos alternos durante el ciclo catalitico del

CYP (Figura 2).
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(Felv) =~ (Fe-szz)

Figura 2. Ciclo catalitico de citrocromo P450 con sus ramificaciones. Cada nube representa los puntos de

desvio donde ocurre |a “fuga’ de productos. Modificado de Zangar et al., 2004.

La primera desviacion (a) es la produccion del radical i6n superoxido gracias al decaimiento
de un electrén en el complejo terciario “ferro-superdxido” (Fe-O,). El segundo punto de desvio es
debido a la protonacion del oxigeno proximal del complejo “ferro-hidroperoxido” (Fe-H,0,) formando
asi peréxido de hidrogeno (b). El tercer punto de desvio requiere la adicion de 2 electrones mas ala
especie FelV para formar una molécula de agua (c). La continua produccién de ROS es un resultado
inevitable del consumo de NADPH por los P450 microsomales ya sea en ia presencia o ausencia de
sustratos. Sin embargo, el que la reaccion siga por sus diferentes ramificaciones dependera de varios
factores como del tipo de isoforma, de sustrato, del pH, de la concentracion de oxigeno, fuerza idnica,
y otros. (Blanck y col., 1991; Gorsky y col.,1984; Zhukov y Archakov, 1982, 1985).

La mayoria de la especies P450 son poco eficientes en cuanto al grado de acoplamiento o
eficiencia de reduccion del NADPH, aunque varia segun cada citocromo (Gorsky y col., 1984). Aun en
la ausencia de cualqﬁier sustrato, la cadena transportadora de electrones microsomal, continta
oxidando NADPH vy produciendo ROS. El sistema microsomal, aparentemente contribuye
significativamente a ia produccion de ROS dentro de la célula, atn en condiciones basales. Tomando
en cuenta el gran contenido de enzimas microsomales, se puede inferir que éstas pueden ser una

fuente importante de ROS en algunos tejidos (Zangar y col., 2004).
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2.3 Citocromo P450 2E1 un importante generador de ROS in-situ

El citocromo P4502E1 (CYP2E1) antes conocido como Citocromo P450 Etanol-inducible, fue
una de las primeras isoformas identificadas. En 1965 Orme-Johnson y Ziegler postularon la existencia
de un sistema metabolizador de etano! distinto al de la alcohol deshidrogenasa. En 1968 Lieber y
DeCarli nombraron a esta ruta de metabelismo del etanol como MEOS (por sus siglas en inglés
Microsomal Ethanol Oxidizing System) Posteriormente, Ohnishi y Lieber (1973) sugirieron la
presencia de un sistema microsomal con propiedades similares a las enzimas de citocromo P4350.
Finalmente en 1978 Miwa y colaboradores lograron solubilizar y reconstituir el sistema microsomal y
contribuyeron con evidencias inequivocas de la funcion del citocromo P450 como metabolizador del
etanol mediante un mecanismo NADPH dependiente.

Ingeiman-Sundberg y col. (1981) explican ta oxidacién del etanol como una consecuencia de
la liberacion del ion hidroxilo por CYP2E1. Es decir, la produccién de ROS como el peréxido de
hidrégeno por el CYP2E1 puede desencadenar reacciones de tipo Haber-Weiss en presencia de
Hierro libre dentro de la céluta y esto en consecuencia producir i6n hidroxilo que oxida directamente al
etanol formando acetaldehido (fig 3). Aunque posteriormente se comprobd que también ocurre una
reaccion tipica monooxigenasa (Cederbaum 1989) y que la reaccion con el hidroxilo ocurre
minoritariamente fue sorprendente el hecho de que la isoforma responsable del metabolismo del

etanol fuera también una importante productora de ROS.
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Figura 3. Esquema propuesto por Ingelman-Sundberg 1981 para la oxidacién de etanol por CYP2E1

La primera evidencia de que el CYP2E1 produce ROS de forma mas abundante que las
demas isoformas fue determinada por Gorsky y col. (1984). Estos autores midieron directamente la
produccion de perdxido en ausencia de sustrato con las isoformas purificadas. Con estos estudios
encontraron que el CYP2E1 exhibe una mayor actividad oxidativa ya que habia un mayor consumo

de oxigeno molecular. Un aumento en la actividad oxidativa resulta en una mayor produccion de O,
H,0, y OH’ que puede manifestarse en un incremento de la lipoperoxidacion dependiente de

NADPH. Posteriormente se comprobd que esta lipoperoxidacion puede ser inhibida al utilizar

anticuerpos especificos para CYP2E1 (Ekstrom, y col. 1989).




La razén por la cual CYP2E1 genera mas especies reactivas que las demas isoformas no
esta descrita totalmente. Sin embargo, se sabe que a diferencia de las demas isoformas, CYP2E
contiene una elevada proporcion de la hemoproteina en el estado de aito espin aln en la ausencia de
sustrato (Koop y col. 1982, Guengerich and Johnson 19897), esto facilita 1a continua entrada del
NADPH al ciclo catalitico reduciendo asi al oxigeno en repetidas ocasiones,

La sobreproduccion de ROS dependiente de fa induccion del CYP2E1 incrementa la
lipoperoxidacion de membranas biologicas incluyendo la membrana mitocondrial. Cualquier dafio en
la membrana mitocondrial modifica su permeabilidad y disminuye los niveles de ATP. Esto promueve
una muerte celular de tipo necrético o puede liberar citocromo ¢ al citosol lo cual trae como
consecuencia la activacion de Ia ruta de las caspasas y con elflo una muerte celular apoptotica (Caroy

Cederbaum, 2004} (Figura 4).
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Figura 4. Esquema propuesto por Caro y Cederbaum para la toxicidad dependiente de CYP2E1 en
hepatocitos. TPM.- Transicion en la permeabilidad de la membrana, PMM.- Potencial de la membrana
mitocondrial, Cyt c.- Citocromo c. El 4cido araquidénico (AA), la butamin sulfoximina (BSO), el etanol y el

Fe se utilizan como inductores de la enzima o de la lipoperoxidacion.

Una gran cantidad de estudios evidencian concluyentemente el papel de CYP2E1 en la
hepatoxicidad del etanol (Cederbaum 1991), en la patogénesis de las enfermedades alcohol
hepéticas (Nieto y col., 2002) y en la esteatohepatitis no alcohdlica (Weitman y col., 1998, Villeneuve
y col., 2004).

Ademas de la generacion de ROS también se ha considerado a CYP2E1 como un cofactor
carcinogénico hepatocelular ya que esta involucrado en la activacion metabolica de una gran cantidad
de hidrocarburos alifaticos, aromaticos y halogenados de bajo peso molecular como algunos

solventes y mondémeros de origen industrial, la mayoria de ellos candidatos a carcindgenos

(Guenguerich et al, 1991). De hecho, se ha encontrado relacion entre los polimorfismos que
incrementan la actividad de CYP2E1 con la susceptibilidad al cancer esofagico, nasofaringeo,

pulmonar, renal, gastrico, colo-rectal, y hepéatico en algunos grupos étnicos (Danko y Chaschin 2005).




2.4 Induccién de CYP2E1 por Xenobiéticos

£l CYP2E1 es capaz de inducirse, es decir, aumentar sus niveles normales por accién de un
efector.-En los primeros estudios de este fenomeno, se tuvo una evidencia clara de que la ingesta
cronica del etano! producia la proliferacion del reticulo endoplasmico liso en células hepaticas de rata
(Iseri y col., 1966). Esto indicaba claramente que el CYP2E1 podia inducirse por algunos xenobidticos
es decir, cambiar su proporcion ante alguna sustancia exdgena al organismo involucrado.

La induccién de CYP2E1 puede llevarse a cabo por tres mecanismos: activacion de la
transcripcion (Ueno y Gonzalez, 1990), estabilizacion del RNA mensajero (mRNA) (Song y col., 1987)
o aumento en la eficiencia de la traduccion (Kim y Novak, 1990) y estabilizacion de la proteina (Koop,
Tierney 1990). Sin embargo, en el casc de la exposicion a xenobidticos, se ha encontrado que la
induccion se lleva a cabo principalmente por los dos Ultimos mecanismos post-transcripcionales
(Novak y Woodcrott 2000}.

{Los niveles de proteina del CYP2E1 se elevan de 2 a 8 veces en células hepaticas como
respuesta a la exposicion a diferentes xenobidticos como el etanol, la piridina, el pirazol y la
isoniazida sin que se aumenten los niveles de su MRNA (Ryan y col., 1985, Johansson y col., 1998,
Palakodety y col,, 1988, Kim y Novak, 1990, Zangar y col., 1993). Es por esto que el mecanismo de
induccién mas conocido o aceptado para CYP2E1 por xenobiéticos es mediante la estabilizacion de
la proteina, sin embargo, no todos los estudios coinciden. Por ejemplo, hay quienes reportan un
incremento en los niveles de mRNA después de la exposicion a etanol (Ronis y col., 1993}, pirazol
(Kubota y col., 1988) y acetona (Kraner y col., 1993). Este fendmeno se ha explicado como un
mecanismo involucrado con la traduccién. Kim y col. (1990) encontraron que una exposicion a
piridina, aumenta los niveles de la proteina de CYPZE1 aun en presencia de inhibidores de la
transcripcién, y no asl en presencia de inhibidores de la traduccion, adicionalmente encontraron una
disminucion en la concentracion de colas poliadeniladas de RNA (poly(A)RNA) “libres” o en solucion.
Posteriormente Kocarek y col. (2000) comprobaron que poly(A)RNA y algunas secuencias que no
fueron producto de la traduccion, son importantes en la proteccion del mRNA del CYP2E1 de las
RNAsas (enzimas que degradan los mRNA), sugiriendo que el aumento en las concentraciones de
proteina del CYP2E1 es debido al incremento en la efectividad de Ia traduccion de mRNA de CYP2E1
que ya existian previamente en la célula.

Por otro lado, la mayoria de las investigaciones arrojan evidencias de que el mecanismo de
induccion de CYP2E1 por xenobitticos es debido a una alteracion en la degradacion natural de su
proteina. Una de ellas incluye el estudio realizado por Eliasson y col. (1988) en el cual evaluaron la
concentracion de CYP2E1 en hepatocitos obtenidos de ratas control y en hepatocitos obtenidos a
partir de ratas expuestas a 5 inductores de CYP2E1 (etanol, imidazol, 2-propanol, dimetilsulfoxido
[DMSO] e isoniazida). Después de 3 dias no se detect6 al CYP2E1 en los hepatocitos testigo, sin
embargo, en los hepatocitos obtenidos de ratas tratadas, el 50% del contenido inicial de CYP2E1
permanecié sin que se pudiera detectar su mRNA. Luego de esto, evaluaron si los inductores eran

capaces de unirse al sitio activo de ta enzima mediante estudios de diferencia espectral y calculos de

constantes de unién y encontraron que la habilidad del etanol, imidazol, 2-propano! y DMSO de




mantener los niveles del CYP2E1 correlacionaban con las constantes de unién calculadas a partir de
la enzima purificada. Lo anterior sugirié que {a union de un ligando es necesaria para la estabilizacién
de la enzima.

La presencia de un figando al sitio activo, mantiene a la enzima en una conformacion estable
que impide su degradacion. Como la sintesis (transcripcion) no se ve alterada, la estabilizacion
permite la acumulacion de la enzima que en comparacion con los testigos se manifiesta como una
induccion.

A pesar de que el fendmeno de estabilizacion se plante6 desde hace algunos afios, hasta la
fecha se desconoce con exactitud como se lleva a cabo la degradacion del CYP2E1. En un principio
se pensod que la protedlisis se lleva a cabo mediante un sistema autofagosomalllisosomal (Ronis e
Ingelman Sundberg, 1989, Ronis y col., 1991) ya que se detecté al CYP2E1 en compartimientos
lisosomales. Posteriormente estos mismos autores propusieron la participacién de una proteinasa
(Eliasson y col., 1992) cuya identidad, eficiencia y actividad aun se desconoce.

Por otro lado, la mayoria de los estudios han propuesto una inhibicion de la protedlisis
mediada por ubiquitinacion. Al respecto se ha propuesto que la actividad oxidativa del CYP2E1
modifica considerablemente a la proteina, es decir, los radicales libres producidos por el mismo ciclo
catalitico, oxidan a la enzima y la “marcan” para que posteriormente sea degradada por el complejo
proteosomal (Yang y Cederbaum, 1997, Goasduff y Cederbaum, 1999, Robeits, 1997). Al parecer en
este proceso se encuentran involucradas dos chaperonas moleculares de choque térmico (heat
shock Protein), la hsp90 (Goasduff y Cederbaum, 2000) y la hsp70 {Morishima y col., 2005)

Banerjee y col. {2000) realizaron una prediccion molecular computarizada del dominio
citosético del CYP2E1, en esta estructura tridimensional encontraron un sitio de reconocimiento para
ta ubiquitinacion y a partir de este estudio se propuso que esta secuencia de aminoacidos pudiera
estar refacionada con la interaccion de la enzima con el sustrato. Para comprobar esto, desarrollaron
un anticuerpo policlonal especifico para esta secuencia de aminoacidos. En ensayos in vitro
encontraron que la exposicion al anticuerpo de la enzima purificada inhibe tanto la ubiquitinacion
como la actividad especifica. Estas observaciones sugirieron una asociacion entre el dominio
citosolico del CYP2E1 que participa en la unién al sustrato para ta posterior catalisis y un sitio de
reconocimiento para la ubiquitinacion.

En contraste con lo anterior, Kim y Novak (1993) reportaron que aungue existe cierta relacion
entre las constantes de union y la inhibicion de las actividades, ésta no se cotrelaciona con la
induccién por lo menos con los inhibidores estudiados. Por ejemplo, encontraron que el Tiazol inhibe
fuertemente la actividad metabdlica, exhibe la mayor afinidad por el CYP2E1 e induce 4 veces a la
enzima pero, por otro lado, la Piridazina incrementa los niveles proteicos de CYP2E1 hasta 5 veces
inhibiendo muy poco la actividad metabédlica y uniéndose débilmente a la enzima.

Todas estas evidencias reafirman que la regulacion de la expresion de CYP2E1 por

xenobidticos involucra diversos mecanismos y que éstos dependen directamente del tipo de inductor.
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2.5 Isoniazida como un agente inductor de CYP2E1

La isoniazida (INH), también ilamada como la azida del acido isonicotinico, es el farmaco
utilizado como primera opcion en el tratamiento y la profilaxis de la tuberculosis tanto en México
{NOM-006-SSA2-1993) como en el resto del mundo (International Standards of Tuberculosis Care
(ISTC)). Su metabolismo hepatico consiste primeramente en su acetilacion por la N-acetil transferasa
produciendo acetil-isoniazida para posteriormente ser hidrolizado y liberar acido nicotinico y
acetilhidrazida.

Este farmaco empez6 a utilizarse como antituberculoso a partir de 1952 (Mc Dermoth 1969)
generando desde el principio efectos adversos, algunos de ellos metabélicos (Pauly 1953). Debido a
esto se desarrollaron varios estudios acerca de su interaccion con otros farmacos (Mazze y col.,
1882, Rice Talcott 1979) concluyendo que la INH de alguna forma inducia su metabolismo.

Posteriormente en 1985 Ryan y colaboradores, lograron aisfar y purificar una enzima que se
encontré en mayor concentracidon en microsomas de rata después de ser tratadas con isoniazida
(Ryan y col., 1985). La enzima se trataba del CYP2E1 en aquel entonces llamada P-450j. Un afio
después estos mismos investigadores lograron comprobar que dicha enzima purificada inducida por
INH se trataba de la misma que podia ser inducida por el etanol (Ryan y col. 1986).

En estudios posteriores se sugirid6 que el mecanismo de la induccién se realiza via la
estabilizacion de la proteina (Zand y col. 1993, Carroccio y col., 1994) o via aumento en la efectividad
de la traduccién (Park y col., 1993).

El mecanismo de induccion post-transcripcional se comprobd con un comportamiento
farmacocinético particular donde interaccionan la isoniazida con el paracetamol (Epstein y col., 1991;
Chien y col., 1997, Zand y col. 1993) y la hidroxilacién de la clorzoxazona (O'Shea y col., 1997). Esta
interaccion farmacocinética se considera especial por su comportamiento inhibidor/inductor que
dependera de la concentracion plasmatica de INH, es decir, mientras la isoniazida esté presente en el
organismo, ésta se coordinara con fa enzima en su sitio catalitico e inhibira su actividad. Por otro
lado, esta coordinacion estabilizara la enzima impidiendo su degradacién y con esto permitiendo su
acumutacion. Cuando los niveles de INH sanguineo disminuyen, se libera el sitio catalitico de la
enzima y permite que algun sustrato (como la clorzoxazona) ingrese en todas las enzimas
“estabilizadas” y se oxide. Comparando con un testigo, el resultado de estas interacciones, puede
manifestarse como una induccioén de la actividad {Figura 5).

Ademas de los efectos adversos metabolicos, el consumo de la INH estd acompariado con
hepatotoxicidad {Vasudeva y Woods 1997). Uno de los origenes de esta hepatotoxicidad puede ser la
sobreproduccion de ROS en el tejido hepdtico (Shodi y col., 1997). Diversos estudios han querido
adjudicar el posible estrés oxidativo generado a la induccion especifica de CYP2E1 por INH (Yue y
col., 2004; Huang y col. 2003). Incluso, en un estudio del 2006, se logré correlacionar polimorfismos

del CYP2E1 con la susceptibilidad al dafio hepatotéxico por INH (Vuilleumier y col., 20086).
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Figura 5. Interacciones det Citocromo P450 (CYP), Sustrato (S) e Inductor/Inhibidor (1) que generan ia
induccion via estabilizacion de la proteina. a) Sistema en presencia de |, b) Sistema en ausencia de 1, i)
Comparacion de fos niveles de actividad de CYP en presencia o ausencia de |, en el caso de la presencia
de I no se ve reflejada ninguna actividad por fo que se comporta como un inhibidor ii) Comparacién de los
niveles de actividad después de la presencia de 1 (a) o en ausencia de 1 (b). En el caso de la presencia de

un| la actividad aumenta, es decir, actia como un inductor.

Conjuntamente a los dafios en higado, la ingesta crénica de INH se ha asociado con
aparicién de neuropatia periférica (afeccion del nervio periférico en cualquiera de sus componentes
basicos, la mielina o el axén) (Jacobs 1979) y en casos de sobredosis, con neurctoxicidad (MclLay y
col., 2005: Lockman y col., 2001). Estos padecimientos se manifiestan desde el inicio del consumo de
la INH (Jones Jones 1953, Lubing 1953, Macleod 1954) por lo que ha sido tema de varias
publicaciones. Un gran numero de investigadores han tratado de explicar €l mecanismo que genera
las neuropatias, sin embargo, no se ha logrado dilucidar completamente. Entre las investigaciones
realizadas, destaca la teoria de que la INH modifica el metabolismo de la piridoxina (Blakemore y col.,
1972, Snider 1980), ya que se descubrié desde muy temprano que la piridoxina se comportaba como
un antidoto de la neuropatia (Carlson y col. 1956). La piridoxina es una vitamina importante para la
sintesis del neurotransmisor GABA, una disminucion en la concentracién del neurotransmisor,
provoca excitacion del sistema nervioso que se puede manifestar a su vez, como sintomas
caracteristicos la neuropatia periférica (Gammon y col., 1960).

Por otro lado-Sanfeliu y colaboradores proponen una posibie intervencion de ROS (Sanfeliu y

col., 1999).
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2.6 CYP2E1 en cerebro

Todas las células aerobicas sufren dafio oxidativo, sin embargo, las del cerebro son
especialmente sensibles. Considerando que CYP2E1 puede metabolizar y activar una gran cantidad
de compuestos citotoxicos, mutagénicos y carcinogénicos, que tiene una alta actividad oxidativa
capaz de generar especies reactivas, y que ademas interviene en el metabolismo de una gran
cantidad de compuestos endogenos, fue de gran interés estudiar si esta enzima se encuentra en
cerebro y evaluar asi su impacto fisicldgico y toxicoldgico.

La primera evidencia de que el CYP2E1 se expresa en cerebro de rata fue proporcionado por
Hannson y col. (1990). Varios estudios se han realizado para detectar la presencia de CYP2E1 en
cerebro de varios organismos. La tabla 1 resume algunas de las investigaciones realizadas entre
1990 y 2006. Con estudios de inmunohistoquimica se sabe que la enzima se encuentra distribuida
heterogéneamente en los diferentes tipos de células cerebrales encontrandose en mayor proporcion
en las neuronas (Kapoor y col. 2006). Se ha logrado inducir a la enzima con etanol, estreptozotocina,
pirazol, acetona, nicotina y aspartame, medir su actividad mediante diferentes técnicas y en diferentes
tejidos y detectar a la proteina por inmunoensayos (Ver Tabla 1). Un dato interesante es que la
induccion puede ser exclusiva para tejido cerebral en el caso de la ingesta cronica de nicotina
(Anandatheerthavarada y col., 1993) y de aspartame (Vences-Mejia y col., 2006).

Hay que considerar que debido a la *hermeticidad” del cerebro, la presencia de esta enzima
puede crear un micro-ambiente independiente de la concentracion ptasmatica y fungir como
catalizador de xenobidticos, sintetizador de compuestos y generador de estrés oxidativo in situ.

Montoliu y col. (1994) relacionan la generacion de especies reactivas en cerebro de rata y
astrocitos (Montoliu y col. 1995) con la induccién de CYP2E1 por etanol. Raza y col. (2004) han
encontrado esta relacion en cerebro de ratas tratadas con estreptozotocina (STZ) efecto que se logra
contrarrestar con &cido ascorbico segun un estudio de Ahn y col., (2006).

Por otro lado, la presencia de CYP2E1 en cerebro de rata se ha podido ligar mediante
estudios de polimorfismos con una ligera susceptibilidad a fa generacion de tumores cerebrales como
glioma y neuroma acustico (De Roos y col., 2003, Agundez y col., 2004).

Varias evidencias soportan que el mecanismo de induccion de la enzima en cerebro es
mediante la estabilizacion de la proteina. Por ejemplo, transcurrido un tiempo después de la
exposicion de la nicotina, los valores de CYP2E1 regresan a sus niveles normates (Joshi y Tyndale
2006) sin que se encuentren altos niveles de mRNA (Howard y col., 2001) y ademas se detecta una
inhibicion de fa degradacién {Micu y col., 2003). En este afio Joshi y Tyndale proponen en su estudio

que el mecanismo de induccion se basa en un incremento en la eficiencia de la traduccion como

ocurre con la piridina (Kim y Novak, 1990).




Organismo Localizacién Induccién Técnica utilizada Referencia
Antes / Después de inducir con...
Rata BOVSCZTCB SNMB Sin inducir 1HQ Hansson y col. 1990
Rata Cerebro Completo Sin inducir WB Jayyosi y col. 1992
" Rata GB CB/GBCBSNH Etanol IHQ Shoda y col. 1993
Rata cci/cc Etanol PNP NDMA Anandatheerthavarada y col.
{CZHGB BS IHQ 1993
- Rata /CZTCBBSH Nicotina NDMA e IHQ Anandatheerthavarada y col.
1993b
Humano CBCzZ Sin inducir IHQ RT-PCR Fariny col., 1993
Rata Cerebro completo Sin inducir PCR Hodgson y col. 1993
Rata /BO Etanol wB Wamer y Gustafsson 1994
Rata / Cebero completo Etanol WB Roberts y col. 1994
Rata / Mitocondria CC Etanol NDMA, PNP Bhagwat y col. 1995
Rata /H Etanol CZN Tindberg y col. 1996
Rata Cerebro completo Sin inducir RT-PCR PCR Yoo y col. 1997
HumPre Cerebro completo Sin inducir RT-PCR Boutelet-Bochan y col. 1997
Rata SN /SN INH IHQ Watts y col. 1998
Rata CBBS Sin inducir NDMA WB SB Tirumalai y col. 1998
HumPre Cerebro completo Gestacion WB CZN Brzezinski y col. 1999
Rata CBCzZHBS/ CZH Etanol CZNWB NB IHQ Upadhya y col. 2000
Humano CZCBTHMB Sininducir | IHQ CZNWBNB
Rata Inhibicion CC LPS CZN Renton, Nicholson 2000
Rata /BOCFHCB Etanol W8 iHQ Howard y col. 2003
Rata /BOCZOBCBBS Nicotina WB IHQ
Humano CZHCMB CBH Alc/Fum IHQ
Rata MitCC CC STZ-diab WB Raza y col. 2003
Ratén CC GB Sin inducir HQ WB RT-PCR Vaglini y col., 2004
Humano Cerebro Compieto Sin inducir PCR PCR-RT Choudhary y col. 2005
Primate’ CCHCZTBSCB/CZCB Nicotina WB IHQ Joshi Tyndale 2006b
Rata /CB Aspartame WB PNP Vences-Mejia y col. 2006
Rata H CB BO Hi/H CB HiBO EtOH Pir NDMA WB Yadav y col. 2006
Acetona RT-PCR
Tabla 1 Investigaciones que demuestran la presencia de CYP2E1 en cerebro de 4 organismos. En la segunda
columna se indica el tejido analizado, si la deteccion fue antes o después de inducir y en el caso de haber
induccién en la tercera columna se indica el nombre del inductor. HumPre-Humano Prenato, BO-Bulbo offatoric,
3 VS-Vasos sanguineos, CZ-Corteza, T-Talamo, CB-Cerebelo, SN-Sustancia negra, MB-Materia blanca, CC-
Cerebro completo, GB-Ganglia basal, H-Hipocampo, BS-Tallo cerebral, NT-Nucleo talamico, Hi- Hipotalamo, Pir-
Pirazol EtOH- Etanol LPS-Lipopolisacarido IHQ- Inmunohistoguimica WB-Western blot NDMA- Actividad con n-
i nitrosodimetitamina PNP- Actividad con p-nitrofenol CZN- Actividad con clorzoxazona Alc/Fum -Alcohdlicos
fumadores, PCR-reaccién en cadena de’ ia DNApolimerasa RT-PCR Transcriptasa reversa del PCR NB-
Northernblot. d ‘
" Mono verde africano (African green monkey)
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Recientemente Vasiliou y col. (2006) demostraron que la expresion de este CYP afecta
directamente 1a concentracion del acetaldehido formado a partir del etanol y que esto correlaciona
directamente con la somnolencia de las ratas experimentales, lo cual coincide con lo obtenido por
Zimatkin y col., (2006) en donde describen que el CYP2E1 tiene un papel mas importante que fa
alcohol deshidrogenasa en la oxidacion del etanol en cerebro. Con el estudio de Boutelet-Bouchan se
demuestra la induccién del CYP2E1 en cerebro de feto humano lo que aportaria informacion sobre la
patogénesis del Sindrome aicohdlico fetal (FAS) que afecta principalmente al tejido nervioso del feto
(Boutelet-Bouchan y col., 1997).

En el cerebro humano, los niveles de CYP2E1 se encuentran mayoritariamente en las
neuronas piramidales de la corteza frontal, en las neuronas piramidates del hipocampo, en las células
granutares del giro dentado y en las células Purkinje del cerebelo (Howard y col., 2003). Todas estas
regiones son fas que mas sufren dafio por el abuso del alcohol (Fadda y Rosetti, 1998)

Especialistas en fa enfermedad de Parkinson (PD} encontraron la expresién y la induccién de
CYP2E1 en la sustancia negra (Riedl y col., 1996, Watts y col., 1998). Este hallazgo fue. de gran
interés porque la patologia de PD se caracteriza por la pérdida de por lo menos el 60% de las
neuronas dopaminérgicas localizadas en esta zona, ademas, explicé de cierta forma el fenomeno de
pakinsonismo (expresion de sintomas motores del parkinson) por la exposicidon a n-hexano {Pezzoli y
col., 1995). El CYP2E1 localizado en las células contenedoras de dopamina en la sustancia negra
puede metabolizar al n-hexano produciendo la 2,5-hexanodiona y a la vez degenerar las neuronas
contenedoras del CYP (Jenner 1998). La localizacién especifica de esta enzima en la sustancia negra
genera preguntas en cuanto a su papel fisiologico. Una de estas preguntas corresponde a si el
CYP2E1 interviene en la generacion de ROS y con ello participa en la transduccion de sefiales como
es el caso de las especies reactivas de nitrégeno. Otra de ellas es si el CYP2E1 esta invofucrado en
la sintesis 0 metabolismo de la dopamina, lo que fue contestado con las investigaciones de
Nissbrandt y col. (2001) donde encuentran que una inhibicion de CYP2E1, aumenta la concentracion
de dopamina y asumen que el CYP2E1 participa de manera importante en el metabolismo de este
neurotransmisor.

La degeneracion de fas células dopaminérgicas de la sustancia negra en pacientes con PD es
provocada aparentemente por la combinacion de factores genéticos y ambientales. El hecho de que
CYP2E1 se encuentre precisamente en las neuronas dopaminérgicas, puede ser relevante debido a
que el CYP oxida el alcohol a acetaldehido y éste puede a su vez condensarse con la dopamina o la
serotonina formando asi isoquinolonas neurotoxicas {(Han y col., 1996) y con ello dafio celular. El
aumento en la formacién de ROS por el CYPZE1 puede contribuir al estrés oxidativo que degenera a
|a sustancia negra en la patogénesis del PD. Por otra parte, Patel y col., (2006) lograron detectar una
induccién del CYP2E1 después de una administracion crénica del paraquat, insecticida que se ha
relacionado con parkinsonismo.

En contraste con lo anterior, Tyndale y Miskys proponen que la presencia de CYP2E1 en
cerebro contribuye a la neuroproteccion contra el PD, ellas se basan en la induccion de la enzima por
ta nicotina y fa terapia con nicotina para disminuir el progreso de la enfermedad. (Myskis y Tyndale,

2006). Hay algunas evidencias que soportan esta teoria. Entre ellas la relacion del CYP2E1 con la
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destoxificacion de la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Vaglini y col., 2004)
que se utiliza para inducir l1a degeneracion de fa sustancia negra y asi desarrollar el PD en ratones
experimentales. Ademas a la fecha, no se ha encontrado una relacién entre PD y polimorfismos de
CYP2E1 en estudios realizados con pacientes ingleses (Bandmann y col,, 1997), chinos (Wang y col,,
2000), y taiwaneses (Wu y col., 2002).

Por otro lado en humano, no se han detectado la proteina de CYP2E1 en SN aunque si en

escasa proporcion el mRNA (Farin y Omienciski 1993).

2.7 Estrés oxidativo en tejido cerebral y sus consecuencias

El consumo de oxigeno en cerebro es alrededor del 20% del consumo total del organismo. En
la literatura se mencionan varias “situaciones” en el cerebro que lo hacen mas vulnerable al dafio
oxidativo. Ejemplo de estas situaciones son: la presencia de aminoacidos excitotdxicos (como el
glutamato) producto de la muerte celular de otras células; la generacion de O, mitocondrial que
aumenta con la edad; la propiedad que tienen muchos neurotransmisores como la dopamina de
auto-oxidarse y producir conjugados o radicales neurotoxicos; el alto contenido de hierro libre en
varias regiones cerebrales; los lipidos de la membrana neuronal que son de alto contenido de acidos
grasos polinsaturados (PUFA), la generacién de una alta concentracién de H,O, via superéxido
dismutasa, monoamino oxidasa, flavoenzimas, etc; la escasez de defensas antioxidantes; la
presencia de macréfagos dentro de algunas células glia; la gran cantidad de CYPs (Halliwell 2006); la
ubicuidad de oxido nitrico dentro de las neuronas; la escasez de catalasa, glutation peroxidasa y
vitamina E en comparacién con el higado y por Ultimo el hecho de que las neuronas no se dividen y
cualquier dafio al tejido cerebral tiende a ser acumulativo conforme transcurtre el tiempo (Cui y col,,
2004).

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas presentan diferentes sintomas, afectan
diferentes regiones del cerebro y surgen por diferentes causas, sin embargo, estos padecimientos
tienen en comtn la evidencia de la participacion del estrés oxidativo (EO) (Simonian 1996), entre ellas
se encuentran la Enfermedad de Parkinson, Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Huntington,

Esclerosis Amiotropica Lateral y Ataxia de Friedrich siendo las dos Gitimas de origen hereditario.
Envejecimiento cerebral y £EO

El factor de riesgo mas consistente relacionado a enfermedades neurodegenerativas es el
propio envejecimiento de las células. Durante dicho envejecimiento, el cerebro sufre modificaciones
tanto morfolégicas como funcionales afectando las células dendriticas, las sinapsis, la
neurotransmision, -la circulacién y el metabolismo que se ve reflejado en alteraciones del sistema
motor, sensorial, de suefio, memoria y aprendizaje.

Se ha propuesto que el decaimiento de las funciones: mitocondriales en relacién con el

desacoplamiento de la cadena respiratoria y la “fuga” de ROS esta directamente relacionado con el
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deterioro progresivo de las funciones cerebrales. Esto se ha comprobado con un aumento, conforme
a la edad, de; deleciones del DNA mitocondrial, concentracién de la especie 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (80H dG) que es producto de |a oxidacién de la deoxiguanosina por diferentes ROS,
la concentracién de proteinas y lipidos oxidados y un decremento en la concentracion de glutation

que es una molécula de defensa antioxidante. (Para revisiones ver Schulz y col., 2000, Cui y col.,

2004, Mariani y col., 2005)
Enfermedad de Parkinson y EO

El parkinson se caracteriza por temblor, lentitud de movimientos voluntarios y rigidez
muscular. Fisiolégicamente se produce por la pérdida de neuronas dopaminogénicas en la sustancia
negra. El mecanismo de esta muerte celular ain no esta totaimente elucidado sin embargo, datos
experimentales soportan una intervencion del aumento de estrés oxidativo, de la disfuncion
mitocondrial y excitotoxicidad.

Varias evidencias han permitido refacionar el EO con la enfermedad, por ejemplo hay una
generacion normal de ROS durante el metabolismo de la dopamina y ademas la oxidacion de ésta
puede generar semiquinonas muy téxicas; en la sustancia negra de cerebros post mortem se ha
encontrado un aito contenido de depésitos de hierro, un decremento en el glutation, productos de ia
lipoperoxidacién, oxidacion del DNA (80H'dG) y oxidacion del RNA (BOHG). En pacientes que aun
no evidencian el fenotipo del padecimiento, se ha encontrado agregacion de proteinas dependientes
de EO lo que demuestra que es un rasgo caracteristico temprano de la enfermedad. Adicionalmente,
se ha encontrado en pacientes microglias activadas conocidas por liberar radicales y citocinas
inflamatorias y ademas se ha encontrado disfuncion mitocondrial particularmente en el complejo | de
la cadena respiratoria. (Para revisiones ver Schulz y col., 2000, Cui y col., 2004, Mariani y col., 2005,

Halliwell y col., 20086, Koutsilieri 2002)
Enfermedad def Alzheimer y EO

El Alzheimer (AD) se caracteriza por deterioros cognitivos y transtornos conductuales.
Algunos sintomas son la pérdida de la memoria, la pérdida del idioma, desorientacién en tiempo y
espacio. Histopatolégicamente, se caracteriza por la pérdida de sinapsis, pérdida de células
neuronales (principalmente en la corteza cerebral, hipocampo y amigdala), deposicién extracelular de
la proteina B-amiloide (que forma placas seniles) y la precipitacion intracelular de la proteina tau
hiperfosforitada (que forma “marafias” neurofibrilares). El mecanismo de la patogénesis aun es
desconocido, sin embargo, existen dos teorias importantes, {a primera propone una pérdida masiva
de la acetilcolina y la segunda una posible implicacion del EO.

Las evidencias son las siguientes: desaceleracion de los sintomas de la enfermedad por la
ingesta de vitamina E; disfuncién mitocondrial por la disminucidon del complejo IV de la cadena

respiratoria; acumulacion de hierro en las placas seniles; incremento en la concentracién de 80H'dG,
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proteinas oxidadas, y 80HG. (Para revisiones ver Aslan 2004, Schuiz y col., 2000, Cui y col., 2004,
Mariani y col., 2005, Halliwell y col., 2006).

Esclerosis lateral amiotropica (ALS) y EO

La ALS se caracteriza por una degeneracion progresiva de las neuronas motoras de la
médula espinal, corteza y tallo cerebral que se manifiestan en debilidad y atrofia muscular. EI 10% de
los casos son hereditarios y el resto esporadicos. En casi todos los casos estudiados de esta
enfermedad hereditaria se ha encontrado una mutacion en el gen que codifica para la superdxido
dismutasa SOD (otra de las enzimas de defensa antioxidativa) pero adn no esta claro si la
enfermedad esta relacionada con la inactivacion de ia enzima o con la aparicién de otras funciones
como respuesta a la mutacion. Evidentemente, hay varios estudios que sefialan esta oxidacion
excesiva en el tejido, como por ejemplo: disfuncién mitocondrial en los complejos |y 1V de {a cadena
respiratoria; deposicion de hierro en las neuronas motoras; y un aumento en los niveles de 80H'dG,
HNE y 3-nitrotirosina (producto de fa reaccion entre especies reactivas de nitrégeno y tirosina). (Para
revisiones ver Cui y col., 2004, Mariani y col., 2005, Halliwell y col., 2006).




[

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de las enfermedades neurodegenerativas involucran al estrés oxidativo como una
consecuencia o un factor clave en su etiologia (Halliwell y col., 2006). Son muchas las propuestas
que pudieran explicar el origen del estrés oxidativo en el tejido cerebral, sin embargo, no se han
encontrado evidencias contundentes.

El CYP2E1 es una enzima presente en el tejido cerebral (Yadav y col., 2006) involucrada en
el metabolismo de sustancias endégenas y exogenas que, durante su ciclo catalitico, tiene una fuga
considerable de especies reactivas de oxigeno capaces de desencadenar estrés oxidativo (Lieber
1997).

El presente estudio pretende explorar Ia posibilidad de que el CYP2E1 presente en cerebro,
es capaz de generar estrés oxidativo después de la exposicion a un inductor especifico tal como la
isoniazida, la cual es el farmaco utilizado como primera eleccion en el tratamiento y la profilaxis de la
tuberculosis. En algunos casos, la ingesta de este farmaco se ha relacionado con dafio en el sistema

nervioso y hasta la fecha no se ha elucidado perfectamente su mecanismo de accion (Sanfeliu y col.,

1999).

4. HIPOTESIS

La isoniazida sera capaz de inducir CYP2E1 y estrés oxidativo en diferentes regiones del

cerebro de rata.
5. OBJETIVOS

Objetivo general

Encontrar una induccién regioespecifica de CYP2E1 por la exposicion a isoniazida en cerebro
de rata mediante la deteccién de la proteina especifica, la actividad enzimatica y la produccidn de

dario oxidativo.
Objetivos particulares

- Obtener fraccion microsomal de corteza, cerebelo, hipopcampo, tallo cerebral, bulbo oifatorio y
de higado tanto de ratas testigo como tratados con INH

- Cuantificar la concentracién de CYP totales en los microsomas de higado y corteza

- Medir la actividad especifica de CYP2E1 en microsomas.

- Detectar la concentracion de CYP2E1 en los microsomas.

- Detectar lipoperoxidacién en los microsomas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Diagrama de fiujo

‘ 6 Ratas Wistar macho 250 g peso corporal J

|
v v
INH via i.p. 200mg/Kg/dia por 5 dias SSl via i.p. por 5 dias’
! |
v

Sacrificio por dislocacion cervical J

r Corteza
- - » Cerebelo
Obtencién de Higado J ( Obtencion de cerebro l—b Hipocampo
Tallo cerebral

l Homogeneizacion y obtencion S9 J l Homogeneizacion y lavado a 3000QJ

IT:entr‘rfugacién diferencial a 100000g [ Centrifugacion diferencial a 1100009J

v

r Almacenamiento de alicuotas a -70° C |

v

Bulbo olfatorio

[ Cuantificacién de CYPtotaIesH Andélisis espectrofotométrico

r Inmunoelectrotransferencia I

!

r Ensayo de actividad enzimatica ]

!

Euantiﬁcacién de MDA ]

Figura 6. Diagrama de fluyjo de la metodologia realizada. SSI- Solucion salina isotonica; INH-

|soniazida; MDA-Malondialdehido. * Se administrd el mismo volumen que las tratadas con INH
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6.2 Reactivos

La isoniazida (INH), NADPH, ditionita de sodio (Na,S,0,), 4-nitrofenol (PNP), 4-nitrocatechol,
N-nitrosodimetilamina (NDMA), &cido etilenediamintetracético (EDTA), Ditiotrietol DTT, Triton X-100,
3,3-diaminobenzidina y el trimetoxipropano fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (Saint Louis,
MO). El acido tiobarbirtdrico fue adquirido en Fluka Chemicals. El anticuerpo policlonal de cabra anti-
CYP2E1 y el segundo anticuerpo anti-cabra 1gG conjugado con peroxidasa fueron adquiridos de BD-

Gentest (Woburn, MA, USA}

6.3 Animales

Se utilizaron 6 ratas macho cepa Wistar con un peso corporal promedio de 250 g (Bioterio
Instituto de Investigaciones Biomédicas). Se les dividid en dos grupos, a uno de ellos se le administro
por via intraperitoneal INH a una dosis de 200 mg/kg/dia por 5 dias (Watts y col., 1998) y al grupo
restante, se le administré solucion salina isotonica (SSI) durante el tratamiento. Las ratas fueron
sacrificadas por dislocacién cervical tres horas después de la dltima administracion e inmediatamente

se les decapitd y se obtuvo el tejido hepético y cerebral.

El cerebro se disectd en 5 regiones: corteza, cerebelo, hipocampo, bulbo olfatorio y talio

cerebral tomando en cuenta los cortes descritos por Glowinski e Iversen 1965 (Dibujo 1).

Dibujo 1. Dibujo modificado de Cheung y Cardinal 2005. Aqui se indican las regiones del cerebro

disectadas.




6.4 Obtencién de la fraccion microsomal

El higado fue homogeneizado en una solucién de KCl1 0.15 M, se centrifugd a 9000 g para
obtener la fraccion postmitocondrial (S9). Posteriormente, esta fraccién se resuspendié en una
solucién de fosfatos con sacarosa 0.32 M y se centrifugé a 100,000 g por 1 hora a 4°C para la
obtencidn de fraccién microsomal. El boton se resuspendio en una solucion amortiguadora de fosfato
de potasio 100 mM (pH 7.4), EDTA 1 mM, DTT 1 mM y glicerol al 20%. Se dividi6 el volumen en

pequefias alicuotas para su conservacion a -70°C hasta su uso.

Para cerebro se utilizé el método descrito por Howard y col., 2003 con la intencién de
recuperar la mayor cantidad posible de membrana. Para ello se homogeneizaron todas las regiones
por separado en 100 mM de Tris (pH 7.4) con 0.1 mM de EDTA, 0.32 M de sacarosa y 0.1 mM DTT,
posteriormente se centrifugd dos veces a 3000 g por 3 minutos para luego centrifugar el
sobrenadante a 110 000 g por una hora y media. Los botones resuttantes se resuspendieron en 100
mM de Tris (pH 7.4), 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 1.15% p/v KCl y glicerol al 20% v/v. El volumen se

dividié en pequefias alicuotas para su almacenamiento a -70° C hasta su uso.

La cantidad de proteina total se midio por el método de Bradford (Bradford, 1979) utilizando el

protocolo descrito por el proveedor.

6.5 Determinacion de Citocromos P450 totales

Se utilizd el método de Omura y col., 1972, el cual se basa en la deteccion a 450 nm de un
cromoéforo producto de la union del monéxido de carbono (CO) al Fe? del grupo hemo del citocromo.
Los microsomas fueron ajustados a una concentracion de 1 mg/mL en un amortiguador de fosfatos de
potasio 0.1 M pH 7.4, EDTA 1mM, 20%(v/v) glicerol y 0.4% (viv) TRITON N-101, luego se distribuyd
la solucion en dos celdas para establecer en el espectrofotémetro una linea base de 400 — 500 nm
que se usa como blanco. Posteriormente a una de las celdas se le burb\jjeé CO y se agreg6 a ambas
celdas trazas de ditionita de sodio (Na,S,0,) para leer de nuevo un barrido espectral de 400-500 nm.

£1 estudio de CYP totales se llevé a cabo solamente en microsomas de higado y corteza.

6.6 Analisis espectrofotométrico.

Se utilizé el método descrito por Schenkman y col. (1967) el cual consiste en comparar el
espectro de una solucion de microsomas obtenidos del grupo testigo contra una solucion de los
mismos microsomas con compuesto. Este procedimiento permite detectar el estado de oxidacion del
atomo de hierro presente en las hemoproteinas. Para ello se preparé una solucion de microsomas

testigo a una concentracién final de 1 mg/mlL. en amortiguador de fosfatos de potasio 0.1M pH 7.4,
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con EDTA 1mM, 20%(viv) glicerol y 0.4% (v/v) TRITON N-101, luego se colocaron dos celdas con [a
solucién en un espectro de doble haz luminoso y se corrié una linea base de 350 a 500nm.

Posteriormente se agregd a una de las celdas 5, 10, 15,20y 25 mmoles de INH.

6.7 Actividad especifica
6.7.1 Utilizando p-Nitrofenol

La actividad se evalud mediante 1a hidroxilacion del p-nitrofenol como sustrato especifico de
CYP2E1 y fa formacion de 4-nitrocatecol como producto {Reinke y Moyer 1985, Koop 1986). La
reaccion se llevé a cabo en un amortiguador de Tris HCI MgCl, pH 7.4 adicionado con p-nitrofenol a
una concentracién de 2mM. La reaccion se inicid con la adicion de NADPH 50mM y después de 10
minutos a 37° C, se detuvo con HCIO, 0.6 N. Posteriormente toda la mezcla se centrifugé por S min a
3000 rpm y se tomé el sobrenadante para mezclarlo con 100 pl de NaOH 10 N. Finalmente esta
mezcla se centrifugd a 15000 rpm por 10 min y se recolectd el sobrenadante para medir su
absorbancia a 510 nm.

Para conocer la concentracion del producto de reaccion, se preparé una solucion estandar de
4-nitrocatecol {5-50 nmol/mi). En el caso de higado se procur6 alcanzar una concentracion de 1mg/mi

de proteina mientras que en cerebro se utilizé una concentracion de 0.2 mgprot/ml

6.7.2 Utilizando N-nitrosodimetilamina

Esta técnica se basa en la medicién del formaldehido, producto formado durante la
desmetilacion de la nitrosodimetilamina (NDMA) catalizada por CYP2E1 (Tuy Yang 1985). El medio
de reaccién contuvo TrisHC! 70mM pH 7.4, semicarbazida 10 mM, MgCl, 14 mM y KCI 215 mM, 1
mM de NADPH y 4 mM de NDMA en un volumen total de 1 ml. Se agregaron los microsomas (0.4 mg
proteina) y se dejd incubar por 30 min a 37° C. Posteriormente se detuvo la reaccion con 100 pl de
Sulfato de Zinc 25% y 100 pl de solucién saturada de Hidréxido de Bario. Luego de centrifugar la
mezcla por 10 minutos a 2000 rpm se mezcldé 0.7 mi del sobrenadante con la misma cantidad de
reactivo de Nash. Esta mezcla se calenté a 70° C por 20 min y el formaldehido resuitante se midi6 en

el espectrofotometro a 415-nm (Yang y col., 1991).




6.8 Electroforesis e inmunodeteccién especifica para CYP2E1

Se realizé una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida dodecil sulfato (SDS-
PAGE) (Laemmili 1970). Se manejaron concentraciones de 4% para el gel concentrador y 8% para el
gel separador. En los carriles se cargaron 50 pg de proteina total para microsomas de cerebro, 5 ug
de proteina total para higado y como testigo positivo 1 pg de microsomas de higado inducidos con
acetona y 40 yg de microsomas de cerebelo tratados con piretroides. La electroforesis se realizé a
200 volts por una hora y la electrotransferencia de proteina a la membrana de nitrocelulosa por toda
la noche. Luego de esto, las membranas se bloquearon por tres horas con una solucion de albamina
al 3% wiv en amortiguador salino de Tris (TBS), se lavaron las membranas con TBS-Tween20 al 1%,
se incubaron con antisuero especifico de cabra contra CYP2E1 diluido 1:3500 (Howard y col. 2003)
con TBS-Albimina al 0.3% por una hora y media a temperatura ambiente agitacion constante. Luego
de un segundo lavado con PBS-Tween, se incubb con un segundo anticuerpo anti-igG de cabra
conjugado con peroxidasa (dilucion 1:1500 en TBS-Albumina 0.3%). Las membranas se revelaron

con 3,3"-diaminobenzidina y H,0, al 30%. Los analisis de densitometria se realizaron con el programa

ID Kodak version 3.6.3.

6.9 Evaluacion de le lipoperoxidacion

La lipoperoxidacion se evalud mediante la cuantificacion del producto colorido resultante de la
reaccion entre el malondialdehido con el &cido tiobarbitarico (Draper-Hadley 1990). Para esto se
mezclé 0.4 mg de proteina microsomal con 1mi det reactivo de TBARS (HCI 2%, acido Tiobarbitarico
0.375%, acido tricloroacético 15% y mesilato de deferoxamina 0.066%) y se hirvieron por 15 min.
Luego de enfriarse, se agregd 1.5 mL de una mezcla de butanol/piridina (15:1 v/v) para agitarse y
posteriormente obtener la capa superior que se centrifugd a 1500g por 10 min. Finalimente se leyo
esta mezcla a 532 nm usando un tubo con TBARS como blanco. Para calcular la concentracion de

MDA se realizé una curva estandar con Trimetoxipropano (0.25-5 nmol/mi).

6.10  Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados con el programa XLSTAT bajo la prueba de t de student

y una alfa de 0.01 6 0.05 segun se indica en cada resultado
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacién de CYP totales

El barrido espectral de fas muestras después de haber realizado el ensayo, describe curvas
como las figuras 6a y 6b. Para conocer la cantidad de citocromos P450 se considera la absorbencia a
490nm como punto de referencia y se utiliza un coeficiente de extincion molar de (450-490) 91 mM’*
cm” (Omura y Sato 1964) el cual se calculo utilizando preparaciones de CYP450 altamente

purificadas

Barrido espectral CYP-CO Higado SSI

-0.06 1.
nm

[ + SSI1 % SSI2 SSi3

Figura 6a. Barrido espectral del método de cuantificacién de Citocromos P450 totales con

mondxido de carbono. Las curvas representan la medicidn por triplicado de 0.8 mg de proteina de

microsomas de higado de rata tratados con SSI por 5 dias.
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Barrido espectral CYP-CO Higado-INH
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Figura 6b. Barrido espectral del método de cuantificacion de Citocromos P450 totales con
monéxido de carbono. Las curvas representan la medicion por triplicado de 0.7 mg de proteina de

microsomas de higado de rata tratados con INH por 5 dias.

Considerando los valores de absorbancia de 420, 450 y 490 nm, los valores de CYP totales

por mg de proteina se presentan a continuacion.

CYP totales Higado
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Figura 7. Contenido de CYP totales en microsomas de higado de rata, Los resultados son el promedio de 3
ratas por cada tratamiento. Existe un decremento en la concentracion de CYP totales estadisticamente

significativo considerando una alfa de 0.01 con fa prueba t de student.
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| En ninguna de las muestras de corteza analizadas, se detect6 un pico claro en el barrido de
400 a 500 nm (figura 8).

CYP totales Corteza

-0,05 1/
0,07 -

nm

Figura 8. Barrido espectral resultado de la metodologia para cuantificar citocromos P450 totales de
microsomas de corteza. Las lineas negras representan los valores de absorbancia de 2.6 mg de proteina
de microsomas tratados con INH y las grises representan los valores de absorbencia de 2.8 mg de proteina

de microsomas tratados con SSI.
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7.2 Analisis espectrofotométrico

Para identificar el tipo de interaccién de la INH con los citocromo P450 se realizé un estudio
de diferencia espectral. Con el cambio de comportamiento en el barrido espectral, se puede identificar
si el compuesto se une directamente con el &tomo de hierro de la hemoproteina (espectro tipo If) o si
interacttia con la bolsa catalitica (espectro tipo 1). La figura 9 representa los barridos espectrales de
este estudio. Cada una de las lineas representa los valores de absorbancia después de llegar a

diferentes concentraciones de INH. Aunque el barrido espectral no es muy claro, se puede sospechar

de un espectro tipo II.

Diferencia espectral Microsomas SSI

3
L
o
000380 390 4001 470 420 430 440 450 460 470 480 490 500
nm
~—— 10 micmol —— 20 micmol 30 micmoj - 40 micmol —— 50 micrrol

Figura 9. Barridos espectrales de 0.1 mg de proteina de microsomas de rata testigo con diferentes

concentraciones de INH

La INH modifica considerablemente el comportamiento de absorcion det CYP (Figura 10) por
lo que los calculos de constantes de disociacion espectral (kd) no se realizaron. Sin embargo, los

resultados sugieren una interaccion de la INH con el atomo de hierro de la hemoproteina P450.

Espectro INH con buffer

T

310 320 330 340 350

-0.5 -

——— buffer solo - buffer+0.5mINH buffer+ 1mINH \
<o DUfFET+ 1.5MINH . buffer+2miINH —— buffer+2. 5mINH
......... buffer+3.5mINH

Figura 10. Barrido espectral de la INH a diferentes concentraciones con el

amortiguador utilizado en los experimentos
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7.3 Actividad especifica

Para evaluar ia actividad especifica de CYP2E1 se utilizaron 2 sustratos, el p-nitrofenol y la N-

nitrosodimetilamina.
7.3.1 Utilizando p-Nitrofenol

La tabla 2 resume los resuitados de actividad. Sélo se analizo en 2 secciones del cerebro.
Ninguno de los tratamientos a excepcion de higado, muestran una diferencia significativa con

respecto a los controles

Tabla 2. Actividad especifica de CYP2E1 tomando como sustrato el PNP_ Para los ensayos se utiliz6 0.4

mg de proteina de microsomas de higado y 0.1mg de proteina de microsomas de cerebelo y corteza.

SSi INH
Microsomas nmol catOH/min/mg +D.S. nmol catOH/min/mg +D.S.
Higado 1.61 0.21 339" 0.13
Cerebelo 526 1.02 5.37 0.56
Corteza 4.05 0.27 5.15 0.96

*Diferencia significativa con un valor de alfa menor a 0.01. catOH - catecol

7.3.2 Utilizando N-Nitrosodimetilamina

Para evaluar la linealidad de ta reaccién, se realizaron varias mediciones de actividad

cambiando la concentracion de proteina microsomal total .obtenida de animales tratados con INH

(figura 11).
nmol CHOH / min v.s. mg proteina Higado
30 4
25 | +25.3659
£
E
5
20 -
5 B //+1 9.2389
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g -
c -
15 | $15.0959
10 + v ‘ ‘ ‘ T . -
100 200 300 400 500 600 700 800 900
micg prot

Figura 11. Actividad enzimatica de CYP2E1 a deferentes concentraciones de proteina.
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En base a estos resultados, se decidié trabajar con 0.5 mg de proteina para higado. La figura

12 resume los resuttados de actividad obtenidos en higado.

Actividad CYP2E1 Higado

nmolCHOH!min{mg prot

» p<0.01

6.48

216

Figura 12. Actividad de CYP2E1 de microsomas de higado de rata tratadas con SSI e INH.

El ensayo se realizé con 0.5mg de proteina total.

Este mismo experimento se realizé con los microsomas de las diferentes regiones del cerebro

disectadas. Es importante sefialar que se tenia poca cantidad de proteina por lo que se utilizd

alrededor de 0.2 mg de proteina para cada ensayo. Para bulbo olfatorio se utilizé 0.15 mg de proteina

total, para hipocampo y tallo cerebral 0.25mg de proteina, y para corteza y cerebelo se utilizaron 0.2mg de

proteina total. Cerebelo es el dnico tejido que presenta diferencia entre los tratados y los controles con un

valor de . menor a 0.01.

Actividad CYP2E1 Cerebro por secciones

nmolCHOH/min/mg proteina

Hipocampo 'Hipocampo Médula Corteza Corteza | Cerebelo | Cerebelo
Bulbo SSI | Bulbo INH " s R e ss| INH ssl INH
3.2639881 | 7.4131428 |-0.1473362-0.6628495| 0.8286746 |-0.1303228 1.4762518 | 1.365942 | -2.788693 | 4.8264487 |

Figura 13. Actividad de CYP2E1 de microsomas de diferentes regiones de cerebro de rata.
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7.5 Electroforesis e inmunodeteccion especifica para CYP2E1

Se realizaron ensayos de inmmunodeteccion para higado y cerebro de cada una de las ratas

tratadas. La figura 16 resume los resultados a partir de los microsomas obtenidos de higado. Los

- microsomas tratados con INH tienen una mayor concentracion de CYP2E1 que en ratas tratadas con
SSi.
. Densitometria Westernblot Higado
140,000 -
120,000 4 CYP NI SR E RS % pe0.01
' e — ———~
Ssl INH
100,000 -
il
2
o 80,000 -
©
o
@ 60,000 A
2
£
40,000 -
20,000 -
0 - y
SSsi INH ;
60856.96 102629.46
r + 4953.23 +12513.28

Figura 14. Densitometria de la inmunodeteccién de CYP2E1 en higado de rata. En la parte
superior de la figura se puede observar la fotografia de la membrana de nitrocelulosa. La banda
izquierda es el control positivo para CYP2E1, las tres bandas siguientes corresponden a los
microsomas tratados con SSi y los tres restantes los tratados con INH. Cada uno de los carriles

fue llenado con 5 pg de proteina a excepcion del control positivo que se cargd 1 ug.

Los ensayos de inmunodeteccion en microsomas de las diferentes regiones de cerebro, no

pudieron detectar al CYP2E 1. Los experimentos se realizaron hasta con 60 pg de proteina

La figura 15 es una fotografia de un ensayo realizado con microsomas de cerebro completo de

. ambos tratamientos. Se incluyd un control positive de cerebelo de ratas tratadas con piretroides.
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Figura 15. Inmunodeteccion de CYP2E1 en cerebro completo. Los primeros tres carriles
corresponden a 40 ug de microsomas de ratas tratadas con INH, el cuarto carril corresponde a
20 ug de cerebelo tratado con insecticida y los tres restantes a 40 pg de microsomas de ratas

testigo. El Gltimo carril corresponde a 1ug de supersomas conteniendo CYP2E1.

7.6 Evaluacion de la lipoperoxidacion

L os resultados de los niveles de lipoperoxidacion en higado se resumen en la figura 16. En cada

uno de los ensayos se utilizdo 1 mg de proteina hepética de 3 ratas tratadas con SS!y con INH. No se

observa diferencia significativa entre los resuitados.

Lipoperoxidacion en Higado
0.25

0.2

0.15

0.1

»

nmol MDA / mg prot

0.05 .

SS! INH

Figura 16. nmol MDA /mg de proteina de Higados tratados con SSI ¢ con INH.
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En cerebro los resultados fueron muy similares, no se encontré diferencia alguna entre los

controles y los tratados en ninguna de las secciones analizadas. Para cada prueba se itilizd 0.1mg

de proteina (Tabla 3)

Tabla 3. Evaluacién de la lipoperoxidacién en diferentes regiones del cerebro

de rata tratados con SSI| o INH

Microsomas SS1+D.S. INH+D.S.
Bulbo Sin datos 1.005 +£0.104
Cerebelo 1.212 £ 0.107 1.096 + 0.001
Hipocampo 0.790+ 0.133 0.895 £ 0.221
Tallo cerebral 1.032 £ 0.062 1.200 + 0.001
Corteza 0.469 + 0.262 0.441 + 0.261

(U5}

[VS}




8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aln después de 50 afios de su introduccidon como un agente antituberculoso, la isoniazida
es imprescindible en Ia lucha contra la tuberculosis. Se utiliza como profilactico en nifios, genera
poca resistencia en comparacién con io otros farmacos y es poco costosa. Su consumo ha
aumentado considerablemente en los Gltimos afios debido a la reincidencia de la tuberculosis como
resultado a la co-epidemia con el virus de inmunodeficiencia humano (VIH) (Charles y Pape, 2006).
La INH es comtinmente administrada en conjunto con otros medicamentos y ademas se consume
por largos periodos de tiempo lo que de alguna forma facilita interacciones farmacocinéticas
(Grange y col., 1994).

En el presente estudio se demostrd que la INH es capaz de inhibir los citocromos totales en
higado de ratas tratadas por 5 dias con una dosis de 200mg/kg/dia (Figura 7). La inhibicién puede
suprimir el metabolismo de otros farmacos como en el caso de la fenitoina (Millel y col., 1979) la
carbamazepina (Wrigth y col., 1982}, el diazepam {Ochs y col., 1981) el triazolam (Ochs y col.,
1983) y el acetaminofén (Crippin 1993) ya que su co-administracion con INH reduce su depuracion
manifestandose como cuadros de toxicidad.

Hay que considerar que estos resultados pueden reflejar la inhibicion de los citocromos mas
abundantes en higado, en el caso de la rata el CYP2C (Zuber y col., 2002), que representa de cierta
forma al CYP3A4 humano, ya que oxidan los mismos sustratos como dihidropiridinas, aflatoxina B1
y algunos esteroides (Nedlecheva y col., 1994).

La inhibicion encontrada en este estudio coincide de cierta forma con las investigaciones in
vitro donde se muestra que la INH es capaz de inhibir la actividad enzimatica de las isoformas
humanas: CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19, CYP3A4 (Desta y col., 2001), CYP2C9 y CYP2E1
(Nishimura y col., 2004). La inhibicion puede explicarse por el tipo de interaccion que tiene la INH
con el grupo hemo de los Citocromos P450.

Para explorar este tipo de interaccidn, se realizaron estudios de diferencia espectral (Figura
9) y aunque no se obtuvieron resuitados concluyentes, se sospecharia que la INH se coordina
directamente con el hierro de 1a hemoproteina ya que los cambios espectrales presentan un maximo
de absorcidon en 425-435nm y un minimo en 390-405nm, comportamiento tipico de una interaccién
directa tipo Il (Shenkman y col., 1967). Al coordinarse la INH actia como un inhibidor de |a actividad
(Figura 5). Los resultados no son definitivos puesto que el minimo de absorbencia reportado para
compuestos que generan un espectro de absorcion tipo ll, no se ve con claridad en la Figura 9. Una
explicacion de ello puede ser que la isoniazida presenta un pico de absorcién a 290nm (Figura 10) y
éste enmascara la disminucién en la absorbencia del espectro tipo Ii.

El hecho de que la actividad se inhiba no quiere decir que también vayan a disminuir los
niveles de las enzimas. Considerando que la inhibicién se da siempre a nive! post-transcripcional (no
hay investigaciones previas que indiquen una inhibicién a nivel transcripcional) la permanencia de la
INH o de alguno de sus metabolitos presentes en los microsomas podria interferir con Ia

metodologia de la cuantificacion de CYP totales (ver materiales y métodos).
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En el caso de la cuantificacion de CYP totales en corteza, los resultados no muestran la
presencia de los CYP (Fig. 8),

Pese a que los niveles de CYP totales se vieron inhibidos en higado, fa concentracién de
CYP2E1 aumenta (Fig. 14) asi como su actividad (Fig. 12), to que concuerda con lo reportado por
Ryan y col. 1986. En cambio, en ninguna de las regiones analizadas de cerebro se detecta al
CYP2E1 por la técnica de Western blot (Fig. 15). Warner y Gustafsson (1994) tampoco pudieron
detectar esta enzima en las regiones cerebrales analizadas, sin embargo, Howard y col. (2003)
logran cuantificarlo aan en tejido de ratas testigo. Comparando Ios experimentos realizados en este
estudio con los hechos por Howard y col., la principal diferencia es que ellos utilizan otra técnica de
revelado que incluye fluorescencia que es una técnica mas sensible. Considerando que la
concentracion de CYP2E1 en cerebro es 1000 veces menor que en higado, (Tinberg e Ingelman-
Sundberg 1996), es probable que la técnica realizada en este estudio no fuera lo suficientemente
sensible.

No obstante los resuitados obtenidos por Western blot, se detecto actividad especifica de
CYP2E1 en cada una de las regiones analizadas. Dicha actividad se ve inducida Unicamente en
cerebelo de rata tratada con INH (Fig. 13), lo cual coincide parciaimente con otros estudios donde se
muestra la actividad de la enzima en cerebelo, bulbo olfatorio e hipocampo después del tratamiento
con etanol (Tabla 1).

Un incremento en la actividad de CYP2E1 en cerebelo, podria conducir a dafio oxidativo
(Figuras 3 y 4). Por ello, se explord la presencia de malondialdehido (MDA), producto mas
abundante de la lipoperoxidacion (LPO), en los microsomas obtenidos de higado y cerebro {Figura
16 y Tabla 3). Los resultados muestran que los indices de lipoperoxidacion en higado y cerebro de
animales expuestos a INH son iguales a los obtenidos en tejidos de animales testigo.

Por otro lado, Choi y col. {2002) expresan que la INH inhibe la produccion de especies
reactivas ya que al pegarse al sitio activo del CYP2E1, no permite que se desarrolle el ciclo
oxidativo y esto impide 1a liberacion de ROS; también observan que la INH de alguna forma actua
como un “atrapador” de estas especies.

En estudios previos, se ha encontrado un incremento en fa LPO en higado de ratas después
de una exposicion cronica a INH semejante a los tratamientos de pacientes con tuberculosis (Sodhi
y col., 1997). Por lo anterior es posible que la dosis utilizada en este estudio no fuera suficiente para
generar niveles detectables de MDA por la exposicion a INH o que las defensas antioxidantes son
suficientes para contender con ias especies reactivas generadas.

Tomando en cuenta que el cerebro es mas vulnerable a la LPO que el higado, una
induccion de la actividad de CYP2E1 en cerebelo podria desencadenar un desequilibrio oxidativo en
sus células. Tal es el caso de la ingesta cronica de etanol donde el cerebelo e hipocampo son fas
regiones mas afectadas (Fadda y Rossetti 1998).

Como se menciond anteriormente, el consumo de fa INH esta asociado con neurotoxicidad
Estos efectos secundarios neurotéxicos ocurren en aproximadamente el 15% de los pacientes con
tuberculosis (Bal'tseva y col., 1990) e incluyen mareos y hormigueo en las extremidades. En casos

de sobredosis ésta puede ocasionar convulsiones, acidosis, coma e inclusive la muerte (Shannon y
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col., 1990). Ei mecanismo de estas reacciones aln no esta claro, existen principalmente dos
propuestas, una de ellas la relaciona con estrés oxidativo (EO). Por ejempto Cicek y col. (2005)
muestran una intervencion de EO en el dafio de los receptores N-metil D-aspartato (NMDA) del
hipocampo después de una exposicion cronica a INH. La propuesta méas aceptada y mas antigua es
la intervencién de la INH en la formacion del neurotransmisor acido-y- aminobutirico (GABA)
inhibidor del Sistema Nervioso Central (SNC). Se ha demostrado que ia INH puede conjugarse con
la piridoxina disminuyendo asi los niveles normales de esta vitamina (Wood y Pesker, 1972). El
piridoxal, un metabolito de la piridoxina, actia como co-factor en la sintesis del GABA, por lo que
una disminucién en los niveles de piridoxina se manifiesta en un decremento en los niveles de
GABA y con ello un aumento en la excitabilidad del SNC, signo caracteristico de los efectos
secundarios de la INH.

La sintesis de GABA se realiza en ciertas neuronas llamadas GABAérgicas. En cerebelo
particularmente se encuentran las células purkinje que tienen una actividad GABAérgica importante
Considerando que el CYP2E1 se expresa en las células purkinje del cerebelo (Howard y col. 2003),
su induccion podria ocasionar un dafio a estas neuronas disminuyendo la concentraciéon de GABA

en el organismo y ocasionando la neurotoxicidad del farmaco antituberculoso.

CONCLUSIONES

- Un tratamiento de 200 mg/kg/dia por 5 dias con INH reduce significativamente la
concentracion de CYP totales en higado de rata cuantificados por el método de Omura y
Sato.

- La exposicién a INH induce significativamente la proteina y la actividad de CYP2E1 en
higado de rata.

- La exposicién a INH bajo el tratamiento estudiado induce la actividad de CYP2E1 en
cerebelo de rata

- El esquema de tratamiento que se realizd no genera lipoperoxidacién en higado ni en

cerebro cuantificada a través del MDA con el acido tiobarbitarico.
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