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1. RESUMEN

El citocromo P450 (CYP) es una superfamilia de enzimas que juegan un papel
critico en el metabolismo oxidativo de una gran variedad de compuestos lipofilicos
tanto endogenos como exodgenos. Algunos genes de diversas familias del CYP
pueden ser inducidos por xenobidticos, o que les permite a las células adaptarse

a los cambios quimicos en su ambiente.

Un numero limitado de CYPs pertenecientes a las familias 1, 2 y 3, son los
principales encargados del metabolismo de estos compuestos Entre ellos, la
subfamilia 1A tiene un papel importante en la transformacion y bioactivacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) y también de compuestos con
importancia farmacoldgica como algunos benzimidazoles, dentro de los cuales se
encuentra el albendazol que es ampliamente utilizado contra infecciones

parasitarias como la neurocisticercosis.

De ésta subfamilia 1A, el CYP1A1 es de los mas estudiados, ya que puede
metabolizar una gran variedad de xenobidticos produciendo derivados citotoxicos
y/o mutagénicos. Su induccion puede ser mediada a través del receptor citosolico
a hidrocarburos aromaticos (AhR). Los inductores clasicos del CYP1A1 vy
agonistas de AhR son: 2,3,7,8-tetraclorobenzo-p-dioxina (TCDD), 3-
metilcolantreno (3-MC), benzo(a)pireno (B(a)P) y a-naftoflavona (a-NF). Estos
compuestos comparten diversas caracteristicas, entre ellas: el ser hidrofébicos,

poseer una estructura policiclica y ser moléculas planas o coplanares.

Recientemente se han encontrado moléculas que no cumplen con las
caracteristicas clasicas para los inductores del CYP1A1 (compuestos que no son
policiclicos ni planos) y sin embargo lo inducen. Estos compuestos pertenecen a
diferentes familias quimicas por lo que no se encuentran relacionados

estructuralmente. Entre ellos se encuentran los benzimidazoles (omeprazol y



tiabendazol), los carotenoides (precursor de los retinoides), los carbamatos

(carbaril) y las aminoquinolinas (primaquina).

Por otro lado, se ha observado que existen diferencias en la respuesta de la
rata y el ratdbn cuando se les expone a inductores de CYP1A1 clasicos y no
clasicos. Los primeros son capaces de inducir a la proteina en ambas especies
mientras que los segundos inducen al CYP1A en rata pero no en ratén.

En nuestro laboratorio se han caracterizado previamente las propiedades
de induccion de CYP por el albendazol (ABZ), llegando a la conclusién de que en
la rata, este antihelmintico es capaz de modular positivamente la concentracion y
actividad de CYP1A1 y CYP1A2. Tomando en cuenta lo anterior, el presente
trabajo tuvo como objetivo analizar la respuesta en la induccién de CYP1A por la

rata y el raton después de ser expuestos al ABZ.

Para ello, se trataron via intraperitoneal ratas Wistar (250 g) y ratones
Balb/c (25 g) con dosis unicas de ABZ (50 mg/Kg), 3-MC (40 mg/Kg) y aceite de

maiz, como control.

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical a las 24, 48 y 72 horas
posteriores a la administracién. Se obtuvo la proteina microsomal del higado, con
la cual se realizaron las siguientes determinaciones: inmunodeteccion para los
CYP1A1/2, asi como la determinacion de la actividad de etoxiresorufin-O-deetilasa
y de metoxiresorufin-O-demetilasa que sirven como indicadores de las actividades
de CYP1A1 y CYP1A2, respectivamente.

Se encontro que el ABZ induce a CYP1A en la rata pero no asi en el ratén,
mientras que el 3-MC es capaz de inducirlo en las dos especies. Adicionalmente,
el aumento de actividad ocasionado en la rata por el 3-MC persiste hasta las 72
horas mientras que la ocasionada por el ABZ, llega a un maximo a las 24 h'y

disminuye alas 48y 72 h.



Lo anterior constituye una evidencia de que el ABZ es un inductor no clasico
del CYP1A1 y proporciona las bases para la exploracion de una nueva cascada de

sefalizacion en el mecanismo de induccion de CYP1A.



2. INTRODUCCION

2.1 Albendazol (ABZ)

El ABZ (Figura 1) es un antihelmintico sintético de amplio espectro, derivado del
benzimidazol que se utiliza para el tratamiento de la neurocisticercosis
parenquimatosa secundaria y en lesiones provocadas por la forma larval de la

tenia del cerdo (Taenia solium) [1, 2] y para el tratamiento de la enfermedad

hidatidica quistica del higado, los pulmones y el peritoneo provocada por la forma

larval de la tenia del perro (Echinococcus granulosus) [1]. EL ABZ es el tratamiento

de eleccion para estas enfermedades [3].
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Figura 1. Estructura del albendazol [1].

2.1.1 Mecanismo de accion

El mecanismo de accidon no se conoce con certeza, pero se ha sugerido que el
ABZ actua sobre todo a través de la fijacion de la B-tubulina libre de las células
parasitarias, o que conduciria a una inhibicidn selectiva de la captacion de
glucosa dependiente de los microtubulos. La inhibicién de la B-tubulina tiene lugar
en presencia de una concentracion menor de ABZ que la necesaria para inhibir la

polimerizacion de los microtubulos del ser humano [1].



2.1.2 Metabolismo

La bioconvercion del ABZ (Figura 2) por los microsomas de higado de rata incluye
al inicio una S-oxidacion por flavin monooxigenasas (FMO) y el CYP3A4, dando
lugar al sulféxido del albendazol (ABZSO) [4] y una segunda S-oxidacion realizada

principalmente por el CYP1A1 produciendo la sulfona del albendazol (ABZSO,) [5].
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Figura 2. Metabolismo del albendazol [6].

La actividad antihelmintica [2, 3] y la embriotoxicidad en ratas se debe

principalmente al ABZSO y no al ABZSO; que no posee estas actividades [7].



2.2 Citocromo P450

El citocromo P450 (CYP) es una superfamilia de enzimas que contienen un grupo
hemo unido no covalentemente a una cadena polipeptidica [3] a través de una
cisteina. Estas enzimas fueron identificadas en 1964 por Omura y Sato [8] quienes
determinaron la naturaleza hemoproteica de un pigmento presente en los
microsomas hepaticos de diferentes especies, que era capaz de unirse al
monoxido de carbono después de ser reducido con NADPH o ditionita de sodio y
que presenta un pico maximo de absorcién del grupo hemo (pico de Soret) a los
450 nm.

La importancia del CYP radica en la versatilidad con la que pueden participar en
distintos mecanismos enzimaticos, desde el procesamiento de fuentes de carbono
en algunas bacterias, mecanismos de defensa en algunas variedades de plantas
(sintesis de metabolitos secundarios), metabolismo de eicosanoides, metabolismo
del colesterol y acidos biliares, sintesis y metabolismo de hormonas esteroideas,

aminas biogenéticas, vitamina D3, hidroxilacién del acido retinoico [9].

Ademas, juega un papel esencial en el metabolismo oxidativo [10], en la
biotransformacion de medicamentos y otros xenobioticos [11], al igual que en
procesos de detoxificacion. Metaboliza mas del 90% de los compuestos quimicos
exdgenos (xenobidticos) que ingresan al organismo, desde medicamentos,
cosmeticos, tintes, componentes de la dieta, compuestos carcinogénicos y

contaminantes ambientales [9].

Sin embargo, también participa en procesos de activaciéon contribuyendo a la
aparicion de efectos toxicos o carcinogénesis [3]. Como parte de su actividad
metabdlica producen cantidades importantes de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en la célula, como el peréxido de hidrégeno (H2O2) y el anion superéxido

(O27) que participan en la regulacion del ciclo celular y en senales de traduccion;



cuando se producen en exceso pueden actuar como mutagenos y carcin0genos
[12].

En humanos, se sabe que hay 12 CYPs (CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y 3A5) importantes en el metabolismo de xenobidticos [3].

En eucariontes, los CYPs se encuentran intracelularmente acoplados a una
membrana ya sea del reticulo endoplasmico liso (Figura 3) o a la membrana
interna de la mitocondria, junto con otras enzimas que transfieren electrones
como: la citocromo P450 reductasa, el citocromo b5, y en caso de la mitocondria la

ferredoxina reductasa.
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Figura 3. Localizacion del sistema del citocromo P450 en el reticulo endoplasmico [13].

Para oxidar a un sustrato, el CYP requiere de oxigeno molecular y NADPH. Lleva
a cabo reacciones de monooxigenacion en las que solo uno de los atomos de
oxigeno es incorporado a la molécula del sustrato, mientras que el otro atomo es

reducido hasta agua [13].

A las enzimas que catalizan este tipo de reacciones se les conoce como

monooxigenasas u oxidasas de funcién mixta [13].

Entre las oxidaciones catalizadas por el CYP (Figura 4) se incluyen las

hidroxilaciones aromaticas y alifaticas, N- y S-oxidaciones, epoxidaciones, O-, N-y



S-desalquilaciones, desaminaciones, desulfuraciones, azoreduccion,

nitroreduccion [14].
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Figura 4. Reacciones catalizadas por el citocromo P450 [3].

2.2.1 El ciclo catalitico del citocromo P450

El centro catalitico del CYP (Figura 5) esta integrado por: el atomo de hierro
hexacoordinado (con los 4 anillos de la protoporfirina 1X), el grupo tiol de un

residuo de cisteina de la cadena polipeptidica y el agua [13].

El primer paso del proceso catalitico consiste en la unién del sustrato y el
desplazamiento de un ligando, que regularmente es agua en la sexta posicién de
coordinacion del atomo de hierro. Como consecuencia de ello se originan cambios
en el estado del spin del atomo de hierro, en el potencial redox y en el maximo de

absorbencia de la hemoproteina.

En el segundo paso, se produce la reduccidon del complejo hemoproteina-sustrato
al estado ferroso (Fe** = Fe®") gracias al aporte de un electrén y al aumento en el

potencial redox originado en el paso anterior. En eucariontes, el electron proviene

10



de la oxidaciéon de una molécula de NADPH, lo cual es realizado por la NADPH

citocromo P450 reductasa.

El tercer paso es la unién del oxigeno molecular para formar un complejo
superoxido y en el cuarto paso se produce el aporte de un segundo electron con la

formacion de ERO.

A partir de este punto los mecanismos no se conocen con certeza. La naturaleza
de las ERO es desconocida, se sugiere pudiera ser una mezcla de complejos
hierro-peroxo o hierro-oxo con la hemoproteina. En cualquier caso, se trataria de
un oxidante electrofilico de vida muy corta formado por la protonacién del
dioxigeno (0O=0).

El resultado final es la liberaciéon de uno de los atomos de oxigeno en forma de
una molécula de agua y la incorporacion del otro atomo en el sustrato (R-OH) [8,
13, 14].

El ciclo catalitico puede ser desacoplado cuando los electrones del NADPH son

consumidos sin la formacion de los metabolitos oxidados.
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Figura 5. Ciclo catalitico del citocromo P450 [15].
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2.3Citocromo P4501A

La subfamilia 1A del citocromo P450 esta involucrada en el metabolismo de
algunos procarcinégenos y de una gran cantidad de medicamentos de importancia

clinica [16].

La induccidon de isoformas de esta subfamilia puede tener implicaciones en la
etiologia de algunos tipos de cancer y en la alteracidn en la eficacia terapéutica de

algunos medicamentos [17].

El citocromo P450 1A1 (CYP1A1) juega un papel importante en la toxicidad,
mutagenicidad y/o carcinogenicidad de algunos compuestos quimicos en el
ambiente como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH). Su expresion
constitutiva es muy baja pero altamente inducible en el higado, piel, rinén y
pulmones [18]. La induccidon de esta isoforma esta mediada a través del receptor

citosolico a hidrocarburos aromaticos (AhR) [10].

Es altamente inducible por 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y por
hidrocarburos aromaticos planos como el 3-metilcolantreno (3-MC) o el
benzo(a)pireno (B(a)P) [19].

La principal funcién del CYP1A1 es la de oxidar a los PAH, hidréfobos para asi

facilitar su eliminacién [3].

El citocromo P450 1A2 (CYP1A2) participa fundamentalmente en la activacién de
nitrosaminas, aflatoxina B1 y aminas aromaticas [13]. Su expresidon parece estar
restringida al higado, donde constituye aproximadamente el 10% del contenido
total de CYP [9].

12



2.3.1 Induccién del CYP1A por xenobioéticos

De manera clasica se sabe que la induccion del CYP1A (Figura 6) puede ser
mediada a través del receptor AhR en una serie de eventos, los cuales se

describen a continuacion.

El AhR se encuentra en el citosol, donde esta unido a diferentes proteinas
chaperonas como la HSP90, XAP2 y p23. Cuando un compuesto xenobibtico se
une a él formando un complejo, el AhR es liberado de las proteinas chaperonas y
el complejo viaja al nucleo donde se unen al traslocador nuclear del receptor Ah
(ARNT) formando un heterodimero, AhR/ARNT.

En el nucleo éste heterodimero se une a secuencias consenso del DNA conocidas
como elemento de respuesta a xenobidticos (XRE), lo cual ocasiona un cambio
conformacional en la estructura de la cromatina del DNA permitiendo la

transactivacion de los genes controlados por el AhR [19-21].
Entre los genes controlados por el AhR se encuentran: CYP1A1, CYP1A2,

CYP1B1, NADPH-quinona oxidoreductasa 1 (NQO1), Aldehido deshidrogenasa
(ALDH3A1), entre otros [9, 20].

13
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Figura 6. Modelo general de la induccion del CYP1A1 [22].

Entre los inductores clasicos del CYP1A1 y agonistas del AhR se encuentran:
2,3,7,8-tetraclorobenzo-p-dioxina (TCDD), 3-metilcolantreno (3-MC),
benzo(a)pireno (B(a)P) y a-naftoflavona (a-NF) [9, 13, 21].

Todos estos compuestos comparten diversas caracteristicas estructurales, entre
ellas: son hidrofébicos, son moléculas planas o coplanares con una estructura
policiclica, cuyo tamano les permite entrar en un rectangulo de 6.8 x 13.7 A que

corresponde al sitio de accion del AhR [21].
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2.3.2 Induccién del CYP1A por benzimidazoles

Recientemente se han encontrado moléculas que no cumplen con las
caracteristicas clasicas para los inductores del CYP1A1 [21] (compuestos que no
son policiclicos ni planos) que pueden llegar a inducirlo. Estos compuestos
pertenecen a diferentes familias quimicas por lo que no se encuentran
relacionados estructuralmente.

Entre ellos estan los benzimidazoles (omeprazol, tiabendazol), los carotenoides
(precursor de los retinoides), carbamatos (como el carbaril) y las aminoquinolinas

(primaquina), a estos inductores se les han denominado inductores no clasicos
[21].

Existen estudios en los que se han realizado ensayos de competencia entre un
inductor clasico de alta afinidad como el TCDD e inductores no clasicos como el
omeprazol o el tiabendazol, con la finalidad de demostrar la independencia de
estos ultimos hacia el AhR. Se ha demostrado que los inductores no clasicos no
tiene la capacidad de desplazar al TCDD cuando se encuentra unido al receptor

[18].

Hay evidencia de que la tirosina cinasa, la Src, podria estar involucrada en la
induccion del CYP1A1, pues al probar un inhibidor de la misma como la
Herbamicina A y llevar a cabo un tratamiento probando nuevamente al omeprazol,
al tiabendazol y al 3-MC, se observa una inhibicion en la respuesta por el
tratamiento con los benzimidazoles, pero no asi por el tratamiento con el 3-MC

donde si se observa una induccion del CYP1A1 [18].

15



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ABZ es uno de los principales farmacos para el tratamiento contra la

neurocisticercosis, la cual tiene prevalencia en nuestro pais y en América Latina.

Como se menciono anteriormente, este compuesto junto con otros benzimidazoles
como el omeprazol, el mebendazol o el tiabendazol han sido reconocidos como

inductores no clasicos del CYP, especialmente de la subfamilia 1A [9, 21].

En nuestro laboratorio se han caracterizado las propiedades de induccién de CYP
por el ABZ [23], llegando a la conclusion de que en la rata, éste antihelmintico es
capaz de modular de manera positiva la concentracion y actividad del CYP1A1 y
CYP1A2.

Kikuchi y cols. [24] determinaron la induccion y actividad del CYP1A1 por
omeprazol, tiabendazol y lansoprazol en células humanas pero no en células de
ratén, concluyendo que estos benzimidazoles pueden llegar a activar algunos
pasos en la via de transduccién de senales del AhR en células humanas pero no

en las de raton.

Por otro lado, Souma y cols. [25] han observado que existen diferencias en la
respuesta de roedores como la rata y el ratdbn cuando se les expone a inductores
del CYP1A clasicos y no clasicos. En este caso, los primeros son capaces de
inducir a la proteina en ambas especies mientras que los segundos llegan a

inducir al CYP1A en la rata pero no en el raton.
Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo analizar la

respuesta en la induccion de CYP1A por la rata y el ratdbn después de ser

expuestos al ABZ.
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4. HIPOTESIS

Habran diferencias en la induccion a nivel de proteina y la actividad del CYP1A

hepatico entre la rata y el raton como resultado del tratamiento con ABZ.

5. OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la exposicion al ABZ sobre la induccion a nivel de proteina y

la actividad del CYP1A hepatico entre rata y raton.

5.2 Objetivos particulares

e Obtener la fraccion microsomal del higado de las ratas y ratones control y
tratados con ABZ y 3-MC.

e Detectar la proteina del CYP1A en los microsomas hepaticos, mediante la
inmunodeteccidn con anticuerpos especificos.

e Medir la actividad enzimatica especifica del CYP1A1 y del CYP1A2 en los
microsomas obtenidos.

e Comparar la respuesta obtenida al utilizar un inductor como el ABZ en la rata

y el ratén, con un inductor clasico como el 3-MC.

17



6. METODOLOGIA

6.1 Diagrama de flujo

Ratas Wistar, Ratones Balb/c,
macho, 250 g. macho, 25 g.
Administracién unica
via i.p. con:
- Aceite de Maiz
- ABZ (50 mg/Kg)
- 3-MC (40 mg/Kg)
24 h 48 h 72 h

- Aceite de maiz:
3 ratas, 3 ratones.
- ABZ (50 mg/KQ):

3 ratas, 3 ratones.
- 3-MC (40 mg/KQ):
1 rata, 3 ratones.

Sacrificio por dislocacion

Obtencién del higado.

Obtencién de la proteina
microsomal.

Almacenamiento de las
alicuotas a —70°C.

Cuantificacion de
proteina.

Inmunodeteccion.

Determinacion de la
actividad enzimatica.
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6.2 Reactivos

El albendazol, 3-metilcolantreno, aceite de maiz, NADPH, etoxiresorufina,
resorufina, el ditiotreitol DTT, la 3,3-diaminobenzidina fueron adquiridos de Sigma
Chemical Co. (Saint Louis, MO).

El anticuerpo policlonal de conejo anti-CYP1A1/2 de rata y el segundo anticuerpo
de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa son de CHEMICON International,
Inc. (Temecula, CA, USA).

6.3 Animales

Se utilizaron 27 ratones de la cepa Balb/c, machos, de un peso corporal
aproximado de 25 g £+ 3 g; los cuales se dividieron en grupos de acuerdo al

tratamiento recibido y al tiempo de exposicidén segun la tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de los ratones de

acuerdo al tratamiento y tiempo de exposicién.

Tratamiento No. ratones ppr.’fiempo de
exposicion
24 h 48 h 72 h
Control
(aceite de maiz) 3 3 3
ABZ
(50 mg/Kg) 3 3 3
3-MC
(40 mg/Kg) 3 3 3

Se utilizaron 21 ratas de la cepa Wistar, machos, de 250 g £+ 3 g de peso corporal,
las cuales al igual que los ratones se dividieron en grupos para su administracion y

tratamiento, segun la tabla 2.
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Tabla 2. Distribucion de las ratas de

acuerdo al tratamiento y tiempo de exposicién.

Tratamiento No. ratas por t.i'empo de
exposicion
24 h 48 h 72 h
Control
(aceite de maiz) 3 3 3
ABZ
(50 mg/Kg) 3 3 3
3-MC
(40 mg/Kg) ! ! !

Para todos los animales la dosis fue Unica y se administrd por via intraperitoneal.

Para preparar las soluciones administradas a los animales, el ABZ y el 3-MC se

sonicaron en frio hasta su completa suspension en el aceite de maiz.

El sacrificio de los animales por dislocacién cervical se llevo a cabo a las 24, 48 y

72 h después de la administracion del compuesto o del aceite de maiz.

6.4 Obtencion de la fraccidon microsomal.

Una vez sacrificados los animales se obtuvo el higado, que se corté en pequenas
porciones y se homogeniz6 en una solucion de KCI 0.15 M a una proporcion de 3
mL/g de peso de higado. EI homogeneizado se centrifugd a 9,000 g durante 10
minutos para obtener la fraccion postmitocondrial (S9) [26], la cual se centrifugd a
100,000 g por 60 minutos a 4°C. Después, el boton obtenido se resuspendié en
una solucién de fosfatos 100 mM (pH 7.4) con sacarosa 0.32 M y nuevamente se
centrifugd bajo las mismas condiciones para la obtencion de la fraccion
microsomal. El boton final se resuspendié en una solucidon amortiguadora de
fosfato de potasio 100 mM (pH 7.4), EDTA 1 mM, DTT 1 mM vy glicerol al 20%.
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Se dividio el volumen en pequefas alicuotas para su conservacion a -70°C hasta

Su UsSoO.

La cantidad de proteina total se determiné por el método de Bradford [27] utilizando

el protocolo descrito por el proveedor (BioRad).

6.5 Electroforesis e inmunodeteccion especifica para el CYP1A

Se llevé a cabo una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) [28]. Se manejaron concentraciones de 4%

para el gel concentradory 7.5% para el gel separador.

En los carriles se cargd lo equivalente a 5 ug de proteina microsomal hepatica de
rata o de raton. La electroforesis se realiz6 a 60 volts durante 35 minutos y 100
volts durante una hora. La electrotransferencia [29] a la membrana de nitrocelulosa
se dejo durante la noche y la transferencia de la proteina total se verifico tifiendo

la membrana con rojo de Ponceau.

Después, las membranas se bloquearon por una hora con una solucidon de
albumina sérica bovina (BSA) al 3% w/v en amortiguador de fosfatos (PBS), se
lavaron con PBS-Tween 20 al 0.3% y se incubaron con el anticuerpo policlonal de
conejo anti-CYP1A1/2 a una dilucion 1:1000 en PBS-BSA al 0.5% por una hora a
temperatura ambiente en agitacién constante. Luego de un segundo lavado con
PBS-Tween 20 al 0.3%, se incubd con el segundo anticuerpo cabra anti-conejo
conjugado con peroxidasa (dilucién 1:1000 en PBS-BSA 0.5%) durante una hora a

temperatura ambiente en agitacion constante.
Finalmente, se hizo un tercer lavado con PBS-Tween 20 al 0.3% y un ultimo

lavado con PBS; las membranas se revelaron con 3,3'-diaminobenzidina y H,0, al
30%.
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Los analisis densitométricos de las membranas se realizaron con el programa ID
Kodak version 3.6.3.

6.6 Determinacion de la actividad enzimatica.

Para cuantificar la actividad del CYP1A1 y del CYP1A2 [30, 31], se llevd a cabo la
reaccion de O-dealquilacion de alkoxirresorufinas. Utilizando la etoxiresorufina

como sustrato para el CYP1A1 y metoxiresorufina para el CYP1AZ2.

Se preparé una curva de calibracion con resorufina utilizando las siguientes
concentraciones: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pmol/mL.

La reaccion se llevd a cabo en una celda para fluorometro en la cual se mezclé: el
amortiguador de Tris-base 50 mM y MgCl, 25 mM (930-960 uL) a pH 7.6, el
sustrato disuelto en DMSO (10 uL de etoxirresorufina 50 uM o 20 uL de
metoxirresorufina 0.5 mM) y NADPH 50 mM (10 pL) disuelto en el amortiguador.
Todo esto se incubd a 37°C durante 3 min. Una vez terminado este tiempo se

agrego el volumen equivalente a 200 ug de proteina microsomal hepatica.
La cinética de apariciéon de la resorufina se evalué cada 15 segundos durante 3
minutos en un fluorémetro Versa Fluor™ de BioRad. La longitud de onda de
excitacién utilizada fue de 530 nm y la de emision de 590 nm.

6.7 Analisis estadistico
Para comparar los datos entre grupos y entre tratamientos se utilizé un analisis de

varianza (ANOVA) y un analisis post-hoc de comparacién de Duncan y Tukey
utilizandose el programa XLSTAT-Pro, version 7.5.2, Addinsoft (USA, 2004).
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7. RESULTADOS

Para la expresion de los resultados se utilizara la siguiente nomenclatura para
la rata: CYP1A1y CYP1A2 y para el raton: Cyplal y Cypla2.

7.1 Electroforesis e inmunodeteccion especifica para el CYP1A

Se realizaron los ensayos de inmunodeteccion para el CYP1A1 y el CYP1A2
utilizando los microsomas hepaticos de rata y raton. A las membranas obtenidas
se les realizé un analisis densitométrico, en las figuras 7, 8 y 9 se muestran los
datos obtenidos. Cada columna en las graficas, representa el promedio de los

valores densitométricos obtenidos por tratamiento y tiempo de tratamiento.

En las Figuras 7 y 8 se presenta la inmunodetecciéon del CYP1A1 y
CYP1A2 para las ratas control (a) a las cuales se les administr6 aceite de maiz. Es
posible observar la variabilidad interindividual en los niveles basales de las
enzimas. En estas figuras también puede apreciarse que después del tratamiento
con el ABZ (b) y el 3-MC (c) hay un aumento en la cantidad presente del CYP en
la rata. Los valores obtenidos en la densitometria para ambas enzimas son muy
parecidos, en el caso del ABZ hay un aumento a las 24h (que incluso sobrepasa al
3-MC) y disminuye al paso del tiempo, contrario a lo que pasa con el 3-MC, cuyo

nivel se mantiene durante el tratamiento.

23



Analisis Densitométrico del CYP1A1l en rata
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Figura 7. Inmunodeteccion (A) y analisis densitométrico de CYP1A1 (B) en microsomas hepéticos
de rata. En la parte superior de la figura se observa la fotografia de la membrana de nitrocelulosa
obtenida en la inmunodeteccién. La primera banda del extremo izquierdo corresponde al control
positivo para el CYP1A1, la linea a de bandas corresponde al control tratado con aceite de maiz, la
b al ABZ (50 mg/Kg) y la ¢ al 3-MC (40 mg/Kg). Cada uno de los carriles fue llenado con el
volumen equivalente a 5 g de proteina a excepcion del control positivo que se cargd con 1ug. La

grafica muestra el promedio de los valores obtenidos por tratamiento + DE, n =3.
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Analisis Densitométrico del CYP1A2 en rata
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Figura 8. Inmunodeteccion (A) y analisis densitométrico de CYP1A2 (B) en microsomas hepaticos
de rata. En la parte superior de la figura se observa la fotografia de la membrana de nitrocelulosa
obtenida en la inmunodeteccioén. La primera banda del extremo izquierdo corresponde al control
positivo para el CYP1A1, la linea a de bandas corresponde al control tratado con aceite de maiz, la
b al ABZ (50 mg/Kg) y la ¢ al 3-MC (40 mg/Kg). Cada uno de los carriles fue llenado con el
volumen equivalente a 5 pg de proteina a excepcién del control positivo que se cargd con 1 ug. La
grafica muestra el promedio de los valores obtenidos por tratamiento + DE, n =3.
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La inmunodeteccion realizada con los microsomas hepaticos de ratdon muestra al
igual que en la de la rata, un aumento en la intensidad de las bandas durante el
tratamiento con ABZ y 3-MC, observandose un aumento a las 48 h, mientras que a

las 72 h se presentd una fuerte disminucion.

Analisis densitométrico del Cyplal/2 de ratén
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Figura 9. Inmunodeteccion (A) y analisis densitométrico (B) de la inmunodeteccion de Cyplal/2 en
microsomas hepaticos de ratén. En la parte superior de la figura se observa la fotografia de la
membrana de nitrocelulosa. La primera banda del extremo izquierdo corresponde al control positivo
para el CYP1A1. Cada uno de los carriles fue llenado con el volumen equivalente a 5 pg de
proteina a excepcion del control positivo que se cargd con 1 pg. La grafica muestra los valores

obtenidos en el analisis densitométrico.
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7.2 Determinacioén de la actividad enzimatica del CYP1A

Para determinar la actividad del CYP1A1 en los microsomas de rata y de raton
se llevd a cabo la cuantificacion de la actividad de etoxiresorufin-O-deetilasa

(EROD). En las Figuras 10 y 11 se presentan los resultados.

La actividad del CYP1A1 aumenta en las ratas tratadas con ABZ alas 24 h y
va disminuyendo con el tiempo, a diferencia de los expuestos a 3-MC, en el que el
nivel de actividad de la enzima se mantuvo elevado hasta 72 h después del
tratamiento (Figura 10). El analisis estadistico reveld que la actividad inducida por
ABZ a 24 hy 3-MC a 24, 48 y 72 h es diferente a la encontrada en controles
tratados con aceite de maiz. No hay diferencias significativas entre el nivel de
actividad encontrada después del tratamiento con ABZ a las 24 h y 3-MC en los
tres tiempos de tratamiento. Por otra parte, la actividad del CYP1A1 alas 48 y 72

horas después del tratamiento con ABZ, es igual a la encontrada en los controles.

Actividad del CYP1A1 en microsomas de rata

B cartral
OABE
23-MC

pmol/min/mg proteina

24 h 48 h 72 h

Figura 10. Efecto del tratamiento con ABZ (50 mg/Kg) y 3-MC (40 mg/Kg) en la induccién de la
actividad EROD en microsomas hepaticos de rata a los diferentes tiempos de tratamiento (24, 48 y
72 h). Cada barra corresponde al promedio + DE. * p<0.025 respecto al control con aceite de maiz,
@p<0.025 respecto al ABZ 24 h.
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En el raton (figura 11) no se observd actividad del Cyplal en respuesta al
tratamiento con ABZ, el tratamiento con 3-MC ocasion6 un aumento en la
actividad a las 24 y 48 h, siendo mayor a las 24 h. A las 72 h se observo una
drastica disminucion en la actividad. La prueba estadistica revelé que no existe
diferencia significativa al comparar los controles con los resultados obtenidos con
el ABZ, pero la actividad obtenida después del tratamiento con 3-MC es diferente
a los controles. Al comparar entre ellos a los resultados del tratamiento con 3-MC
se encontré que no hay diferencia entre la actividad a las 24 y 48 h, pero si la hay
alas 72 h.

Actividad del Cyplal en microsomas de ratén
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Figura 11. Efecto del tratamiento con ABZ (50 mg/Kg) y 3-MC (40 mg/Kg) en la induccién de la
actividad EROD en microsomas hepaticos de ratdn a los diferentes tiempos de tratamiento (24, 48
y 72 h). Cada barra corresponde al promedio de tres lecturas + DE. * p<0.025, **p<0.005 respecto

al control administrado con aceite de maiz.

Comparando los resultados obtenidos, la actividad del CYP1A1 inducido con
3-MC en la rata es mayor y mas persistente que en el ratén, ademas de que el

ABZ produjo una respuesta en la rata y no en el raton.
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La actividad del CYP1A2 se determin6é fluorométricamente a partir de la O-
desalquilacion de la metoxirresorufina (MROD). En las figuras 12 y 13 se

presentan los resultados para la rata y el ratén respectivamente.

En las ratas tratadas con 3-MC, la actividad del CYP1A2 (Figura 12) alcanzé los
200 pmol/min/mg de proteina durante los tres dias de tratamiento. Para el
tratamiento con ABZ, aunque la actividad se elevo respecto a los controles, ésta
no alcanzé los niveles observados con el 3-MC. Existen diferencias significativas
entre los valores de actividad obtenidos con ABZ y 3-MC al compararlos con los
resultados de los controles tratados con aceite de maiz. Cuando se comparo la
actividad del ABZ con la del 3-MC, se determind que si hay diferencias entre los

valores obtenidos alas 48y 72 h.

Actividad del CYP1A2 en microsomas de rata H cortral
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Figura 12. Efecto del tratamiento con ABZ (50 mg/Kg) y 3-MC (40 mg/Kg) en la induccién de la
actividad MROD del CYP1A2 en microsomas hepaticos de rata a los diferentes tiempos de
tratamiento (24, 48 y 72 h). Cada barra corresponde al promedio + DE. * p<0.025 respecto al

control tratado con aceite de maiz, " p<0.025 respecto al 3-MC.

29



En el caso del ratén (Figura 13), al igual que con el Cyplal no hubo induccion
de la actividad del Cypla2 por ABZ puesto que no hay diferencias significativas
con el control tratado con aceite de maiz. Respecto al 3-MC, la actividad
determinada para el Cypla2 de raton a las 48h fue 6 veces mayor a la obtenida en

el CYP1A2 de rata y diferente al compararla con sus controles.

Actividad del Cypla2 en microsomas de ratén
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Figura 13. Efecto del tratamiento con ABZ (50 mg/Kg) y 3-MC (40 mg/Kg) en la induccién de la
actividad MROD del Cypla2 en microsomas hepaticos de ratéon a los diferentes tiempos de
tratamiento (24, 48 y 72 h). Cada barra corresponde al promedio de tres lecturas + DE.* p<0.025

respecto al control tratado con aceite de maiz.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Desde hace tiempo existe en la literatura reportes en los que se mencionan
diferentes compuestos que no cumplen con las caracteristicas de los inductores
clasicos del CYP1A y que aun asi tienen la capacidad de inducirlo. Entre estos
inductores llamados no clasicos se encuentran los benzimidazoles [32], grupo

quimico al cual pertenece el ABZ.

De igual forma se han propuesto 3 diferentes hipdtesis para la induccion del
CYP1A por estos inductores no clasicos'": i) el inductor es un ligando muy débil
del AhR [33]; ii) el compuesto original es previamente metabolizado y alguno de los
metabolitos originados es el ligando al receptor AhR [34]; iii) esta involucrada una

via de sefalizacion diferente en la induccion de la enzima [19, 35].

Previamente, Asteinza y cols. [23] caracterizaron la capacidad del ABZ para
inducir diferentes isoformas del CYP en rata, entre las cuales se incluyen al
CYP1A1y CYP1A2.

En el presente trabajo se observo que en la rata, la administracion de ABZ dio
como resultado un aumento en la actividad del CYP1A1 24 h después de la
administracion, la cual fue disminuyendo al paso del tiempo. En el ratén el

tratamiento con el ABZ no produjo un cambio en la actividad del CYP.

Por otra parte, el 3-MC en la rata ocasion6 un aumento en el nivel de la
actividad del CYP1A1 el cual se conservo a las 24, 48 y 72 h. Esto ya habia sido
reportado por Ortiz de Montellano [9], sin embargo en el presente trabajo se
observa el mismo efecto del 3-MC sobre el CYP1A2 aunque con un nivel de
actividad menor al CYP1A1. En el ratén, al igual que con el CYP1A1, el ABZ no

ocasion6 aumento de la actividad en comparacion con los controles.
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En el 2006, Souma y cols [25] observaron una respuesta parecida a lo reportado
aqui. Encontraron que la 2-metoxi-4-nitroanilina (2-MeO-a-NA) induce al CYP1A
hepatico en rata pero no en ratén. Sin embargo, a diferencia de los resultados que
se muestran en este trabajo, ellos observaron una mayor actividad del CYP1A2 a
las 24 h de tratamiento que disminuia al pasar el tiempo; la respuesta del CYP1A1
fue menor que la del CYP1A2. Ademas determinaron que la 2-MeO-a-NA no es un
ligando al AhR.

Ya se ha determinado que algunos benzimidazoles como el Omeprazol (OME) y
el Tiabendazol (TBZ) no son ligandos al AhR [18] pues son incapaces de desplazar
al TCDD en ensayos de competencia; dado que el ABZ pertenece al mismo grupo
quimico que el OME y el TBZ podriamos esperar que tampoco fuera un ligando
del AhR.

Como ya se menciond, el 3-MC es un inductor clasico del CYP1A1
principalmente, en afios recientes Yoshinari y cols. [36] determinaron que el ABZ
junto con el Lansoprazol (LPZ) tienen un patrén de induccion del CYP1A similar al
3-MC, es decir, que tienen preferencia en la induccion para el CYP1A1 sobre el
CYP1A2 (como lo observado en este trabajo para la rata) a diferencia del OME,
que de acuerdo a lo presentado por este grupo induce de manera similar a los dos
citocromos. Adicionalmente, Bapiro y cols. [37] mencionan que el ABZ muestra un
aumento en los niveles del mRNA para el CYP1A1 de manera mas eficiente que
para CYP1A2 en células HepG2.

Por otro lado, Kikuchi y cols. [24] reportan una diferencia en la induccién del
MRNA del CYP1A1 en lineas celulares de humano (HepG2) y de ratén (Hepa-1)
por benzimidazoles (OME, TBZ, LPZ), no obteniendo respuesta en las células
Hepa-1 de ratén. Este grupo propone que la induccion por este tipo de
compuestos podria deberse a que el AhR puede ser capaz de autoactivarse

utilizando una via de sefializacion enddgena sin un ligando exdgeno. También
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plantean que podria existir un factor critico en la transduccién de senales que

activa al AhR por el tratamiento con benzimidazoles en células humanas (HepG2).

El objetivo principal de este trabajo fue el determinar si existe alguna diferencia
en la induccion del CYP1A por ABZ entre la rata y el ratéon. De acuerdo a los
resultados obtenidos podemos decir que si existe una diferencia entre ambas
especies. Observamos que en la rata, el ABZ provoca una induccién rapida (24 h)
que no logra mantenerse al paso del tiempo a diferencia del 3-MC, un inductor
clasico mas potente, que logra una induccién sostenida durante el tiempo de

estudio.

Por el contrario, en ratén, el tratamiento con ABZ no aumento la actividad del
los CYPs estudiados. Cabe sefialar que la inducciéon provocada por el 3-MC fue
distinta a la observada en la rata, ya que a las 72 h se vio una marcada

disminucioén en el CYP1A1.

Un resultado inesperado lo constituye el aumento en la concentracién de
proteina del CYP detectada en los microsomas de raton tratados con ABZ. Dicho
aumento no corresponde con una elevacion en la actividad respecto a los testigos
no tratados. Una posibilidad es que la proteina detectada sea inactiva ya que en la
transferencia de proteina total tefiida con rojo de Ponceau, no se observan
diferencias notorias en la concentracién de proteina agregada en cada carril. Sin

embargo, se requiere de mayor evidencia que nos permita explicar este fendmeno.

Podemos concluir que existen diferencias en la induccion del CYP1A entre la
rata y el raton por el tratamiento con ABZ; en la rata este benzimidazol incrementa
preferentemente la actividad del CYP1A1 sobre el CYP1A2; sin embargo en el

ratdn, no se observo induccion de los CYPs estudiados por el ABZ.
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Dentro de las perspectivas del proyecto en el que se encuentra este trabajo
estan el determinar si el ABZ es un ligando del AhR, si la induccion de estos CYPs
es a nivel transcripcional, y continuar los trabajos dirigidos hacia la elucidacion del

posible el mecanismo de induccion por inductores no clasicos.

34



9. ABREVIATURAS

3-MC
ABZ
ABZSO
ABZSO,
AhR
ARNT
B(a)P
CYP
CYP1A1
CYP1A2
CYP3A4
DMSO
ERO
EROD
FMO
LPZ
MROD
NADPH
OME
S9

TBZ
TCDD
XRE

3-Metilcolantreno

Albendazol

Sulféxido de Albendazol

Sulfona de Albendazol

Receptor de hidrocarburos aromaticos
Translocador nuclear del receptor Ah
Benzo(a)pireno

Citocromo P450

Citocromo P4501A1

Citocromo P4501A2

Citocromo P4503A4

Dimetilsulféxido

Especies reactivas de oxigeno
Etoxyresorufin-O-deetilasa

Flavin monooxigenasas

Lansoprazol

Metoxiresorufin-O-demetilasa

Nicotinamida adenina nucleétido fosfato reducido

Omeprazol

Fraccion postmitocondrial
Tiabendazol
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina

Elemento de respuesta a xenobidticos
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