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RESUMEN

La actividad de enzimas hepaticas del Citocromo P450 sufre alteraciones por infecciones
parasitarias. En infecciones con los trematodos Opistorchis viverrini y Fasciola hepatica en
raton y hamster, se han registrado incrementos en la actividad de CYP2AS, enzima que
participa en el metabolismo de la AFB;, una micotoxina cancerigena que contamina granos,
ampliamente distribuida en todo el mundo; también participa en el metabolismo de
nitrosaminas, otros carcindgenos contenidos en alimentos asados al carbon. Estas
alteraciones provocadas por parasitos pueden contribuir a incrementar la susceptibilidad de
dafio genotdxico, lo cual puede evaluarse mediante el andlisis de biomarcadores adecuados,
como los micronucleos. En el presente estudio se busco caracterizar un perfil de
alteraciones en la actividad enzimatica de diversos citocromos P450 que participan en el
metabolismo de xenobidticos, y correlacionar con la genotoxicidad, evaluada como
frecuencia de reticulocitos micronucleados de sangre periférica, producida por la
administracion de los mutagenos: benzo[a]pireno (B[a]P), aflatoxina B1 (AFBI),
ciclofosfamida (CP) y N-nitrosodimetilamina (NDMA) como sustratos de CYPIAL,
CYP2A1, CYP2B1 y CYP2E! respectivamente, en ratas Sprague Dawley infectadas con
cisticercos de Taenia taeniformis. Los resultados obtenidos mediante el ensayo de
micronucleos sugieren que la infeccion incrementa la susceptibilidad al dafio producido por
tratamientos con B[a]P, AFB1 o CP. Estos resultados se relacionan con los obtenidos en
inmunoelectrotransferencias, por lo que se concluye que las actividades de CYPIALI,
CYP2A1 (homéloga de la Cyp2AS5 del raton) y CYP2B1 también estan siendo alteradas por
la infeccion. En contraste, los datos obtenidos del ensayo con NDMA no muestran
diferencias significativas (p>0.05) entre animales infectados y no infectados, lo cual es
congruente con el hecho de que CYP2EI, que interviene en el metabolismo de NDMA y
otros numerosos solventes, no mostro alteraciones ni en concentracion, ni en actividad,

debidas a la infeccion.



INTRODUCCION

LA CISTICERCOSIS COMO PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

Las enfermedades parasitarias constituyen un problema importante de salud publica, se
considera que aproximadamente 3 500 millones de personas son infectadas por afio a nivel
mundial; de estas, 65 000 mueren por padecimientos derivados de estas enfermedades
(OMS, 2002). Las infecciones provocadas por etapas larvales de algunas especies de
Taenia, ademas de constituir un asunto de salud publica en muchos paises, también afectan
de manera directa la cconomia de estas naciones; no sélo por los gastos gubernamentales
que se generan en el desarrollo de medidas de prevencion y tratamiento, sino también

porque afectan a animales de importancia econémica para el hombre.

Taenia solium es un parasito intestinal conocido comiinmente como solitaria cuyo huésped
definitivo es el hombre. En su ciclo de vida la etapa larval, conocida como cisticerco,
produce en el hombre una enfermedad que afecta al Sistema Nervioso Central denominada
Neurocisticercosis (NCC); también se ha reportado la presencia de cisticercos en casi todos
los tejidos, aunque se encuentran con mayor frecuencia en tejido subcutaneo, muasculo y ojo
(Flisser et al, 1997). La Neurocisticercosis es considerada una enfermedad endémica en
paises como Meéxico, en Centroamérica, Colombia, Per, Ecuador, Bolivia, Paraguay,
Brasil, China, India, la region de Indonesia, Nueva Guinea, paises del sureste de Asia y en
muchos paises de Africa (figura 1), por lo que recientemente la Organizacion Mundial de la
Salud (Roman et al, 2000) ha considerado a la NCC como una enfermedad de Notificacion
Internacional Obligatoria.
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Fig. 1. Distribucion geogrifica mundial de la NCC. Las zonas en negro representian a paises
en los que la enfermedad es considerada endémica (Roman ef al, 2000),

L.a NCC micia con ¢l establecimiento de cisticercos de Tuenta solium en ¢l SNC v ¢s
considerada un factor importante en la generacion de epilepsia en personas mayores de 25
aios: tan solo la Comision de Enfermedades Tropicales reporta que del 50 al 70% de
pacientes con NCC presentan ataques epilepticos (Roman er @/, 2000). La infeccion en la
mayoria de los casos es cronica y no solo afecta la calidad de vida del paciente, sino
también su ambiente social: su importancia socioeconomica radica en que el 75% de las
personas afectadas se encuentran en edad productiva (Flisser. 1988): se ha estimado que la
neurocisticercosis causa 50 000 muertes por afio a nivel mundial v se calcula gue en gastos
de scguro médico, hospitalizacion, quimioterapia v tomogratias computarizadas produce
costos de hasta 14.5 millones de dolares, ademds de los gastos que representan la
adquisicion de anticonvulsivos v drogas para su tratamiento, es decir que para ¢l paciente es
cara y la padece gente pobre. por lo general. Dentro del ciclo de vida del parasito la etapa
de cisticerco también produce graves pérdidas en la produccion porcina de paises como
Meéxico: en registros obtenidos en 1980 se calculan pérdidas por animales infectados de
hasta $43 310 524 dolares, equivalentes a un 68.5% de la produccion porcina total (Flisser

et al. 1980).
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Antes de 1990 en México no existia un registro de muertes originadas por
neurocisticercosis; en 1993 se reportan 681 casos, que representan una incidencia de 0.8
casos por cada 100 000 habitantes, de los cuales el grupo de edad mas afectado comprende
de los 25 a los 49 afios, aunque también se considera que han aumentado los casos en la
poblacién infantil. En contraste, para el mismo afio se reportaron 7 550 casos de taeniosis,
con una incidencia de 8.5 por cada 100 000 habitantes, siendo los estados més afectados del
pais Guanajuato, Distrito Federal y 4rea metropolitana, Jalisco, México y Morelos (Roman
et al, 2000), que junto con los estados de Aguascalientes, Colima, Chihuahua, Guerrero,
Michoac4n, Nayarit, Quintana Roo, San Luis Potosi y Zacatecas han sido declarados por la
Secretaria de Salubridad y Asistencia (SSA, 2002) como demarcaciones en emergencia

epidemiologica.

En el caso de nuestro pais la enfermedad persiste a causa de factores relacionados con la
falta de higiene, educacion e inspeccion sanitaria de carnes, asi como politicas de control de
sanidad deficientes que favorecen de manera directa la prevalencia de una o varias etapas
de los ciclos de vida de estos parasitos. En cuanto a higiene, en la mayoria de las zonas
rurales la persistencia del fecalismo al ras del suelo, el uso de heces fecales para
alimentacion de cerdos (figura 2), la deambulacion de cerdos en los poblados (figura 3),
escasez de agua, falta de limpieza y preparacion de alimentos, constituyen las causas
principales de la persistencia de la enfermedad. Aunque las diferentes instancias
gubernamentales han establecido programas para erradicar la enfermedad, los resultados
han sido poco exitosos, debido principalmente a la falta de continuidad y a la deficiencia de
muchos de ellos. Por ejemplo, aunque la mayoria de los rastros a lo largo del pais se
encuentran sometidos a un Tipo de Inspeccion Federal (TIF), también es cierto que el
numero de rastros clandestinos ha ido en aumento en los ultimo afios. Las medidas tomadas
por la OMS recientemente, obliga a los ministerios de salud de los diferentes paises no sélo
a notificar el nimero de casos con NCC que se presenten, sino también a incrementar las
estrategias que contribuyan a erradicar la enfermedad. En el nuevo contexto de
globalizacion se exige a paises como México acciones mas eficientes, sobre todo del vecino

pais del Norte, que ya registra un incremento en el nimero de casos por cisticercosis en



ciudades como Los Angeles. Houston v Nueva York (figura 1), indices que coinciden con
la alta tasa de emigrantes de origen mexicano que se dan hacia ese pais (Michael et al.

1987).

Fig. 2. En varias zonas rurales de México se alimenta a los cerdos
con heces fecales de humanos, mediante la construccion de letrinas
con salida hacia las areas de crianea.

Fig. 3. L.a deambulacion de cerdos en los poblados y el fecalismo
al ras de suelo, son dos causas de persistencia de la NCC,



CICLO TAENIASIS/CISTICERCOSIS

Los cestoideos constituyen la clase mas diferenciada evolutivamente del Phylum de los
Platelmintos; son conocidos cominmente como tenias que comprenden aproximadamente a
3500 especies (Barnes, 1996), mismas que en su totalidad son endoparasitos. Los céstodos
adultos viven unidos a la mucosa del intestino delgado, su organo de adherencia es
denominado escélex, el cual se encuentra unido a una cadena de segmentos conocidos
como proglétidos que en conjunto son llamados estrobilo. Cada proglétido contiene un
sistema reproductor femenino y masculino y a su vez cada segmento es clasificado como
inmaduro, maduro y gravido (de acuerdo con su posicion en el estrobilo y desarrollo de
huevos en el utero). En general, el ciclo de vida de los céstodos es muy complejo e
involucra a hospederos intermediarios y definitivos, entre los cuales estd el hombre. Las
especies de la Familia Taeniidae son las mas representativas de la clase y en ella se ubican

las que afectan directamente al hombre o animales de importancia econmica.

Las infecciones provocadas por Taenia solium son conocidas desde tiempos de los griegos;
por ejemplo, Aristéfanes y Aristoteles (445-386, 384-322 a.J.C.) mencionan estados
larvales (Cysticercus cellulosae) en la lengua de cerdos (Beaver ef al 1984); sin embargo,
los primeros en describir el ciclo de vida del parasito son Kiichenmeister (1855) y Leuckart
(1856), al demostrar que las larvas alojadas en tejidos de cerdos son capaces de infectar al
hombre (Leuckart, 1863). Su ciclo de vida inicia con la ingestion de larvas del parasito
enquistadas en carne de cerdo cruda o mal cocida, las cuales una vez liberadas en el
estdmago, evaginan y se adhiercn a la mucosa intestinal, en donde crecen hasta alcanzar su
etapa adulta en aproximadamente 5 a 12 semanas (Silverman et al, 1954; Yoshino, 1933).
Usualmente sélo se encuentra un pardsito en el intestino y circunstancialmente pueden
encontrarse varios, su longitud puede variar de 2 a 7 metros y pueden llegar a sobrevivir
hasta 25 e incluso 50 afios posteriores a la infeccion. El ciclo continia cuando los
proglotidos gravidos se separan del estrébilo y son liberados principalmente a través de
heces fecales, aunque los huevos también son liberados del utero y atraviesan la pared del
proglétido; los huevos miden de 31 a 43 um y pueden permanecer viables en el suelo o

agua durante varias semanas.
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La ingestion de huevos por cerdos o humanos provoca que en el duodeno o en el yeyuno la
cubierta protectora del huevo se elimine por accion de enzimas que se encuentran en el jugo
gastrico y se liberen las oncosferas que penetran la pared intestinal para después ser
trasladadas a todo el cuerpo a través del sistema circulatorio; finalmente las oncosferas
pueden ser filtradas en el tejido subcutaneo, muscular, ojo y principalmente en el cerebro
(figura 4), en donde se establecen para desarrollar el cisticerco (Flisser er al, 1997). La
presencia del parasito adulto en el intestino no causa grandes problemas en el hospedero y
su permanencia depende del régimen alimenticio que se tenga; por ejemplo, se ha
observado que en personas que basan su dieta en semillas que contienen sustancias
vermifugas, como las semillas de calabaza (de Aluja er al, 1999), la permanencia del
parasito puede durar so6lo unas cuantas semanas; en cambio el establecimiento de
cisticercos ocasiona graves dafios en el tejido en que se hospeda y solo hasta la década de
los 80 se obtuvieron drogas adecuadas como el Praziquantel (PZQ) que actuarian como

parasiticidas contra trematodos y céstodos.

MODELO DE INFECCION POR CISTICERCOS DE Taenia taeniformis EN
HIGADO DE RATA

Taenia taeniformis es un parasito que se aloja en el intestino delgado de felinos, carnivoros
silvestres y de gato comun, el cual una vez que se ha unido a la pared del intestino alcanza
su madurez en unas cuantas semanas (Hsu, 1979); la liberacion de oncosferas y proglétidos
maduros sucede a través de heces fecales (Flynn, 1973). Su etapa larval conocida como
cisticerco se caracteriza porque su escolex no se encuentra invaginado en la vesicula, sino
que ésta se une directamente al estrobilo (Hsu, 1979); en la literatura la larva de Taenia
taeniformis también es conocida como Cisticercus fasciolaris, Taenia crassicollis,
Hidatigera fasciolaris y Estrobilocercus fasciolaris. Una vez que los huevos son ingeridos
por un hospedero intermediario que generalmente es una rata, la larva se enquista en el
higado (figura 5), en donde inicia un periodo de maximo crecimiento durante los primeros
20 dias después de la infeccion (Flynn, 1973). El anélisis histologico de cisticercos de

Taenia taeniformis en higado de rata demuestra que el parasito se encuentra rodeado de una



capsula circular compuesta principalmente de colagena con invasion eosinofilica (Hanes.

1995).
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infectados. Taeniosis en
Gato domestico

Liberacién de proglotides maduros
Cisticercosis hepitica en Rata y oncosferas en heces fecales

Hospedero intermediarie.
Ingestion de huevos.

Fig. 5. Ciclo de vida taeniosis/cicticercosis de Taenia taeniformis

IZT.

GENOTOXICIDAD POR INFECCIONES PARASITARIAS

El hombre. al igual que otros organismos, manticnc una interaccion constante con el
ambiente que le rodea, el cual junto con otros factores determina el cquilibrio entre
procesos endogenos y agentes exogenos. Esta interaccion ha sido significativamente
alterada en los altimos tiempos, debido al avance industrial v a la produccion de nuevas

sustancias, que tienen la capacidad de producir miles de lesiones a nivel de ADN.



El dafio genético puede ser producido tanto por agentes genotoxicos endogenos, como
exégenos, que interactiian con el ADN produciendo lesiones como el rompimiento o
intercambio de segmentos de cromosomas o bien microlesiones a nivel de nucledtidos (en
las que se ubica a las mutaciones génicas); o bien casos de aneuploidia o poliploidia. La
formacion de metabolitos electrofilicos producidos como parte del metabolismo de
compuestos exégenos, promueve su union mediante enlaces covalentes en las porciones de
ADN que poseen uniones H-O y forman aductes, sobre todo durante el momento en que

sucede la replicacion celular.

Los mecanismos que comprenden eventos de genotoxicidad, ademis de ser diversos,
encierran entre si una gran complejidad debido principalmente a su origen multifactorial.
Entre los numerosos factores se encuentran las infecciones, que independientemente de que
su origen sea viral, bacterial o parasitario, se han visto relacionadas con la provocacion de
dafio en el genoma del hospedero (IARC, 1994). Se han reportado eventos de
genotoxicidad como anormalidades cromosomicas e incrementos en la frecuencia de
intercambios de cromatidas hermanas en infecciones en humanos con Corynebacterium
parvum (Billiar et al 1992) y Mycobacterium leprae (D"Souza et al, 1994). En infecciones
parasitarias también se ha descrito una relacion entre el proceso de infeccion y
genotoxicidad, tanto en cerdos como en humanos infectados con cisticercos de Taenia
solium (Flisser et al, 1990; Montero et al, 1994; Montero et al, 1997; Herrera ef al, 1994;
Herrera et al, 2000; Herrera et al, 2001); en estos estudios el dafio genotdxico fue muy
diverso, como una mayor frecuencia de células poliploides (Flisser et al, 1990),
translocaciones (Herrera et al, 2001), rompimientos de cromosomas, células binucleadas

(Montero ef al, 1997) y micronucleos (Serrano & Montero, 2001).

De igual manera se han registrado mutaciones en el locus HPRT en pacientes con NCC
(Montero et al, 1994) derivadas de la infeccién y translocaciones especificas en los
cromosomas 7, 11 y 14 (Herrera et al, 2001). Por otro lado en personas infectadas con
Shistosoma hematobium se registran frecuencias de MN hasta 8 veces mas que las

registradas en los pacientes control (Anwar et al, 1993); y Gentile ef al (1998) demostraron
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una mayor frecuencia de mutaciones en ratones transgénicos infectados con Fasciola

hepatica.

La interaccién entre factores genéticos y el ambiente contribuye a incrementar la
susceptibilidad de desarrollar algin tipo de cancer (Perera, 1997); el panorama se torna
complicado cuando el cancer, al tener un origen multifactorial, causa aproximadamente 6.6
billones de muertes al afio. Un factor de riesgo adicional a considerar es la presencia de
agentes infecciosos como virus, bacterias y parasitos que se han encontrado asociados con

el desarrollo de cancer en humanos (cuadro I).

La relacion entre cancer e infecciones parasitarias esta relacionada con incrementos en la

frecuencia de dafio a nivel de ADN (Ohshima & Bartsch, 1994).

MODELO DE INICIACION DE CANCER POR PARASITOS

Numerosos estudios soportan la propuesta de una relacion estrecha entre inflamaciones
cronicas e infecciones helminticas, las cuales jugarian un papel clave en la induccion de
carcinogénesis debido a que en la inflamaciéon se producen especies reactivas de oxigeno
como anion superoxido, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo; ademas de la
presencia de oxido nitrico y algunos derivados que son capaces de reaccionar con el ADN
(Monshouwer er al, 1996). Este mecanismo se considera responsable de los diversos tipos

de céancer asociados con infecciones especificas (cuadro 1).
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Cuadro 1
Relacién entre agentes infecciosos e inflamacién como factores de riesgo en algunos tipos de cincer humano
(IARC, 1994).

Infeccién/ Inflamacién Tipo de Cincer

Virus

Hepatitis Carcinoma hepatocelular
Papiloma humano, herpes simple tipo 11, Cervix

Citomegalovirus

Epstein-Barr Linfoma de Burkitt y can. nasofaringeo
VIH Sarcoma de Kaposi
Bacterias

Heliobacter pylori Estomago

Parisitos

Schistosoma haematobium Vejiga

Schistosoma masoni Higado

Shistosoma japonicum Recto/Higado

Opistorchis viverrini Higado (Colangiocarninoma)
Clonorchis sinensis Higadoe (Colangiocarcinoma)
Taenia solium Gliomas cerebrales
Plasmodium spp Linfoma de Burkitt

Ohshima y Bartsch (1994) proponen un modelo teérico que busca relacionar una infeccion
crénica y proceso inflamatorio con el dafio al ADN, en el que sefialan que este dafio puede
ocurrir por dos vias: la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno y la
activacion de complejos enzimdticos involucrados en el metabolismo de sustratos
endogenos y/o exodgenos, los cuales posiblemente activan compuestos mutagénicos que
producen dafio al ADN (figura 6).



INFECCIONES CRONICAS COMO FACTORES DE RIESGO DE CANCER

INFECCION PARASITARIA

U

INFLAMACION

= PRODUCCION DE
CITOCINAS

! y

ESPECIES REACTIVAS  mm>  ACTIVACION DE ENZIMAS DEL
DE OXiGENO Y METABOLISMO ENDOGENO
__ NITROGENO Y/O EXOGENO

DANO AL Q

A N ) == ACTIVACION DFE

CARCINOGENOS

Tomado de Ohshima-Bartsch, 1994

Fig. 6. Modelo tedrico que relaciona a una infeccion parasitaria con la induccién de enzimas
de metabolismo enddgeno y/o exogeno que activarian compuestos carcinégenos, capaces de
producir daiio a nivel de ADN como producto de un proceso inflamatorio.

CITOCROMO P450

La mayoria de los tipos de cancer que conocemos son resultado de la interaccion entre
lactores genéticos y el ambiente, debido a la exposicion a carcindgenos ambientales en
contaminantes del aire. agua o suelo, humo de cigarros, drogas o componentes de la dieta
(Perera. 1997). Muchos de los compuestos que toma un organismo del ambiente no solo
sirven como sustratos energéticos, sino que también muchos de ellos pueden acumularse en
los tejidos debido a su naturaleza hidrofobica y producir consecuencias adversas: a lo largo

de la evolucion se han desarrollado mecanismos de excrecion cuyo fin principal es el de
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eliminar estos componentes denominados xenobidticos. Los complejos enzimaticos
involucrados en el metabolismo de xenobidticos transforman estos compuestos en
metabolitos solubles para facilitar su excrecion. En los mamiferos superiores como el
humano las vias principales de excrecion son la urinaria y la biliar; y aunque el
metabolismo se lleva a cabo principalmente en el higado, involucra también érganos como
el rifién, pulmén, intestino, piel y sistema nervioso (Nicholson et al, 2002). La
biotransformacién de xenobiéticos se lleva a cabo mediante reacciones enzimaticas de fase
1 o de activacion y reacciones de fase II o conjugacion (Hodgson, 2001; deBethizy, 1994).
Sin embargo, cabe destacar que muchas de estas enzimas bajo condiciones normales
también se ven involucradas en el metabolismo endogeno (deBethizy, 1994). Las
reacciones llevadas a cabo por estas enzimas son diversas y comprenden oxidacion,
reduccién, epoxidaciéon, desaminacién, hidroxilacién, sulfoxidacion, desulfuracion,
deshalogenacion y conjugacién (deBethizy op cif). La conversién de compuestos ex6genos
en metabolitos méas solubles por la incorporacion de grupos quimicos, provoca que estos
sean reconocidos por proteinas acarreadoras a las que se unen para incrementar su
solubilidad y disminuir asi posibles riesgos de toxicidad; sin embargo también existe la
posibilidad de que estos metabolitos secundarios sean mas toxicos o bien se incremente su
potencial genotdxico y/o carcinogénico (deBethizy, 1994; Perera, 1997; Josephy, 1997;

Hodgson, 2001), en particular si se trata de sustancias no naturales.

Nomenclatura y estructura

Los Citocromos P450 (CYP450) se caracterizan porque en su mayoria son proteinas que se
encuentran unidas a membranas, a excepcion de algunas especies encontradas en bacterias,
que son solubles (Josephy, 1997). Los primeros estudios acerca de la naturaleza de CYP450
se remontan a los realizados por G.R. Williams y M. Klingenberg de la Universidad de
Pennsylvania que en 1955 realizaron estudios de hemoproteinas por espectroscopia 6ptica
en microsomas hepidticos, tratdndolas con un agente reductor en presencia de CO;
obtuvieron un complejo 6xido ferroso el cual mostraba un espectro de absorcion en 450
nm, mismo que para 1962 se confirma corresponde a una nueva clase de hemoproteinas
(Omura et al, 1993), las cuales debido a este maximo de absorcién son denominadas

Citocromo P450. En la actualidad se han descrito aproximadamente 662 secuencias de
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genes de Citocromo P450 (ICGEB, 2002); hasta 1996 la lista comprendia solo 481 genes y
22 pseudogenes descritos en 85 especies de eucariontes (hongos, invertebrados, vertebrados
y plantas) y 20 especies de procariontes. De 74 familias de genes descritas, 14 existen en
todos los mamiferos de las cuales, 20 y 15 han sido mapeadas en el genoma humano y de
raton respectivamente (Nelson ef al, 1996). El estudio de citocromo P450 ha conducido a
formar una coleccion de secuencias de miembros de la superfamilia, organizadas en
familias, subfamilias y especies, para lo cual se han establecido criterios cuya finalidad es
la de que cada miembro posea una denominacién universal, basada en la construccién de
arboles filogenéticos y dendrogramas derivados de la secuencia de cada enzima a la que se
asigna la abreviacion CYP (denominativo por pertenecer a la superfamilia del citocromo
P450), seguida de un nimero arabigo que indica la familia a la que pertenece, una letra que
indica la subfamilia y por ltimo un niimero que indica el nimero de especie, por ejemplo:
CYP1Al es el miembro 1 de subfamilia A, de la familia 1 de citocromo P450 (Nelson et al,
1993).

A pesar de los adelantos en la secuenciacion de genes de CYP450, su estructura proteinica
general ha sido deducida a partir de la cristalografia de rayos X de 3 enzimas solubles de
origen bacteriano: P-450.m, CYP108 y CYP102 (Josephy, 1997). Citocromo P-450cm
posee la forma de un prisma triangular irregular, con 12 segmentos helicoidales compuestos
de residuos de aminoacidos, un grupo hemo-prostético con un atomo de hierro central en su
forma férrica [Fe’'] ubicado entre la hélice L e I, mismo que en la mayoria de los
citocromos posee una configuracion de bajo spin en su orbital & (figura 7). Las hélices mas
proximales forman parte de la superficie externa de la proteina y las mas distales, se

entrecruzan internamente formando la parte hidrofébica de la proteina (Poulos et al, 1987).

15



Fig. 7. Se muestra la estructura tridimensional de CYP450, en la que el grupo hemo-protético
constituye el sitio activo con la presencia de un ftomo de hierro, ubicado entre las hélices L e 1
(Poulos ef al, 1987). El drea sombreada destaca las regiones [ de antiparalelismo que mantiene
la curvatura del grupo hemo axial y su unién cisteina 357, importante en el sitio activo.

Funcion metabélica

La superfamilia del Citocromo P450 comprende a enzimas de fase I que junto con otros
grupos de enzimas como flavin monooxigenasas, monaminooxidasas, ciclooxigenasas,
estearasas, amidasas,  epoxido hidrolasas, glutation  transferasas, UDP-
glucoronosiltransferasas, sulfotranferasas, acetiltransferasas, N-acetiltranferasas y metil
transferasas, son reconocidas por participar en el metabolismo y excrecion de compuestos
exogenos. Citocromo P450, ademas de participar en el metabolismo de una gran variedad
de xenobidticos naturales, también participa en la biotransformaciéon de medicamentos y
procesos de destoxificacion, por lo que son de gran interés para dreas como la
farmacologia, toxicologia, fisiologia y bioquimica (Morgan, 1997); su actividad se basa en
la transferencia de un dtomo de oxigeno al sustrato, en donde el oxigeno sobrante es
reducido a agua durante la reaccion, debido a la intervencion del cofactor NADPH como
agente reductor; la unién de la enzima con el sustrato dispara la conversion del atomo de
hierro de configuracion en bajo spin a alto spin, lo que provoca la reduccion de Fe** a Fe?*

con la ayuda de NADPH-P450 reductasa en una reaccion en la que existe la transferencia

16



de un electrén; en este estado el atomo de hierro puede unirse al 4tomo de oxigeno y formar
el complejo Fe’*-0, de alta actividad para ceder un 4tomo de oxigeno a un sustrato o
alternativamente para incrementar especies activas de oxigeno como peroxido de
hidrégeno. En algunos casos los CYP450 pueden llegar a actuar como reductasas y son
capaces de formar complejos multiméricos en el reticulo endoplasmico con flavoproteina
NADPH-P450 reductasa y proteinas ion-sulfuro dependientes de FAD, DNP-adrenoxina
reductasa en mitocondria (Morgan, 1997).

Metabolismo endégeno

En mamiferos superiores los miembros de las familias CYP1, CYP2, CYP3 y CYP4 poseen
funcicnes especificas de biosintesis e inactivacion en el catabolismo de sustratos
fisiologicos endégenos como los esteroides, sintesis de hormonas esteroideas como la
progesterona, andrégenos y estrogenos cuyo precursor es el colesterol mediante la
formacion de pregnelonona, progesterona, corticosterona, androstenediona, testosterona,
estradiol y otros estradioles, ademas de catabolizar también 4cidos biliares; recientemente
también se les ha relacionado con la formacion de metabolitos a partir de &cido
araquidonico (Morgan, 1997), metabolismo de é4cidos grasos, vitaminas y compuestos
como la bilirrubina (Hodgson, 2001). Por ejemplo las enzimas de CYP4 son responsables
de hidroxilacion de cadenas largas y terminales de 4cidos grasos y también de la -
hidroxilacién de algunos tipos de prostaglandinas y leucotrienos. La subfamilia 2D también
tiene importancia debido a su intervencién en el metabolismo de aminas biogénicas que
actian como neurotransmisores, tales como la dopamina, adrenalina y serotonina (Warner
et al, 1994). Por otro lado, los miembros de la subfamilia 2E destacan por su participaciéon
en el metabolismo de cuerpos cetdnicos producidos como respuesta a la inanicion. También
se ha encontrado que la actividad de muchas de estas enzimas mantiene diferencias
marcadas respecto del género (Lewis, 2001) (cuadro 2), tal es el caso de CYP2B1 que es

dominante en ratas macho (Waxman er al, 1985).
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Metabolismo exégeno

Como se menciond anteriormente, una de las funciones mas importantes de citocromo P450
es la de participar en el metabolismo de compuestos xenobidticos en diferentes drganos
como higado el cual posee un alto porcentaje de CYP450, rifién, tracto gastrointestinal,
pulmén, epitelio nasal (Wardlaw et al, 1998), pancreas, bazo, musculo esquelético,
testiculo, ovario y sistema nervioso (Nicholson et al, 2002), particularmente cerebro.
Aunque no todas las enzimas de CYP450 se involucran en el metabolismo de estos
compuestos (Morgan, 1997), existen especies de gran importancia clinica por su
participacién en el metabolismo de drogas, como es el caso de las isoformas CYP450: 1Al,
2A6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 Y 3A4, de ellas la subfamilia CYP3A es responsable del
metabolismo de un gran nimero de drogas con importancia clinica (Spatzenegger et al,
1995). Algunas de estas enzimas como CYP1Al, CYPIA2 y CYP2EI poseen formas
ortélogas entre humanos y roedores, que también se involucran en el metabolismo y
activacién de téxicos y carcindgenos; en general citocromo P450 es capaz de metabolizar
mas de 200 000 quimicos. Los niveles de actividad de las diferentes enzimas pueden verse
afectados por factores como polimorfismos genéticos, la edad, estado salud-enfermedad,
estilos de vida, etc. Existen factores fisiologicos que afectan el metabolismo de
xenobiodticos, tales como: la etapa de desarrollo, diferencias de sexo, estado hormonal,
embarazo, salud-enfermedad, infecciones e inflamacién (Hodgson, 2001). En 1978 Chang
et al realizan un primer reporte de alteraciones en el metabolismo de drogas en pacientes
con influenza, en los cuales observan deficiencias prolongadas en la eliminacion de
teofilina; méas adelante Renton (1978) propone que estos efectos podrian estar dados como
resultado de una alteracion en la actividad de CYP450 debida a la infeccién. Gentile er al
(1981) presentan datos obtenidos de ratones infectados con Fasciola hepatica en los que se
observo un incremento en la actividad mutagénica de AFB, debido a variaciones en su
metabolismo; en estudios mas recientes se registran incrementos en la expresion de
CYP2AS en hamsters infectados con Opisthorchis viverrini, enzima que metaboliza AFB;;
estos incrementos coincidian con aductos de AFB; en ADN producidos en hepatocitos
(Kirby et al, 1994); resultados similares obtienen Montero et al, 1999 en un modelo de
infeccion con Fasciola hepatica en ratén en el que también se registra induccién de

CYP2AS como producto de la infeccion.
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Cuadro 2. Especies de citocromo P450 hepiticos de ratas, involucrados en el metabolismo endégeno de
Ia testosterona y homélogos de metabolismeo exbégeno en humano.

CYP  P450* % DE I/Ce INDUCIBLE* TEJIDO* DIFERENCIACION
HOMOLOGIA SEXUAL+
1A1 1A1 78 1 sI MUCHOS NINGUNA
1A2 1A2 70 C ? HIGADO HEMBRAS
2A1 C HEMBRAS
2A2 C MACHOS
2B1 2B6 74 | ? HiGADO MACHOS
2B7 76 1 PULMON
2B2 C MACHOS
2C6 C NINGUNA
2C7 C HEMBRAS
w1 209 77 G HIGADO, INTEST. MACHOS
2C12 C HEMBRAS
2C13 28 68 C HIGADO, INTEST. MACHOS
2D1 2D6 71 C HIG, RIN, INTEST. MACHOS
2E1 2E1 78 C si HIG, INTEST, LEUC. HEMBRAS
3A1 3A3 78 1 SI HIGADO MACHOS
3A4 73 | SI HIGADO
3A2  3AS 71 C HIGADO, PLACENTA MACHOS
3A7 65 C HIGADO FETAL
4Al C NINGUNA
* P450 humano
¢ CYP450 en rata

Modificada de Lewis (2001).

Induccion

CYP450 participa en el metabolismo oxidativo de una gran variedad de sustratos
lipofilicos, que pueden ser biologicamente activos y capaces de inducir su propio
metabolismo. La inducciéon de CYP450 esta relacionada con mecanismos de regulacion de
genes a nivel transcripcional, los cuales se cree tienen que ver con el mantenimiento de la

homeostasis celular, frente a un cambio quimico en el ambiente.

Uno de los mecanismos de induccién mejor estudiados es el de CYP1Al, enzima que en el
caso del hombre se encuentra expresada en niveles muy bajos en tejidos como el higado,
piel, rifion y pulmén (Whitlock, 1999). La inducciéon de CYP1A1 se encuentra mediada por
el receptor de aril hidrocarbon (RAh), que al unirse a un agente inductor deriva en una
cascada de eventos que promueve la transcripcion del gen de CYP1Al; de manera normal
RAh se encuentra presente en el citoplasma celular unido a dos proteinas conocidas Hsp90

y pp60 formando un complejo heterotetramérico; Hsp90 actia como chaperon que previene
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la activacién transcripcional, pero también facilita la unién del receptor RAh al agente
inductor. Una vez que el agente inductor se ha unido al receptor RAh, Hsp90 es liberado y
RAh es llevado al nicleo de la célula, después de que se une con otro componente
molecular conocido como receptor nuclear translocador de arilhidrocarbon (rtA) y forman
un heterodimero Rah-rntA que interactiia con una region de ADN 5°-GCGTG-3" conocida
como Elemento de Respuesta a Xenobiéticos (ERX); la union de Rah-rntA a ERX produce
cambios estructurales en la cromatina y la pérdida de la configuracién nucleosomal,
facilitando asi, el acceso al promotor para iniciar la transcripcién del gen CYPIAI (para
revision ver: Whitlock, 1999).

Recientemente Delescluse et al, (2000) plantean que la induccion de CYP1Al, puede
ocurrir a través de vias de sefializacién diferentes de los receptores Rah, debido a que existe
la posibilidad de que muchos inductores de CYP1A1 no puedan unirse a Rah, debido a su
naturaleza débil o bien a que pueden ser metabolizados en otras vias, al respecto Delescluse
propone la existencia de otras vias de sefializacion que incluiria a receptores para acido
retinoico (RAR), glucocorticoides (RG), estrogenos (principalmente de progesterona: RP) y

la activacion de tirosin cinasas.

CYP1Al

Citocromo 1A1 (CYP1ALl) forma parte de la familia CYP1 (Nelson ef al 1996); como ya se
mencion6 anteriormente este grupo de enzimas son importantes en el metabolismo de Fase
I de muchos compuestos xenobidticos tales como hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PAH), nitrogenos heterociclicos y sus derivados, aminas aromaticas y amidas como la
cafeina y 2-acetilaminofluoreno (Lewis er al, 1999a) y diversos contaminantes que se
encuentran en el ambiente con potencial carcinogénico (Whitlock, 1999). En el humano la
familia estd compuesta por tres miembros bien identificados (CYP1AI, CYPIA2,
CYPI1B1), de los cuales el mas representativo es CYP1A2. CYPIAI forma parte de la
activacién metabdlica de carcinogenos como el benzo(a)pireno que se genera de la
combustion de combustibles fosiles o bien por el humo de cigarrillos (Perera, 1997) en

general, puede ser inducida por hidrocarburos poliaromaticos, tal y como lo demuestran
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estudios realizados en roedores, en los que sc observa una relacion entre la induccién de
CYPIAI y PAH; esta enzima se encuentra pobremente expresada en el higado humano, ya
que representa menos del 1% del total de citocromo P450 hepético y comprende sélo un
2.5% del metabolismo de drogas (Rendic & di Carlo, 1997 ); en general en el humano la
enzima presenta su mayor actividad en otros tejidos, principalmente en el pulmén tal y
como se ha demostrado por su induccion por humo de cigarro en fumadores, aspecto por el
cual también se le ha relacionado con cancer de pulmén (Kawajiri et al, 1996), pero
también se ha detectado en tejidos de fetos humanos y es inducible en placenta por PAH,
aspecto por el cual es importante debido a alteraciones del metabolismo que se puedan
tener durante el embarazo. En relacion con PAH es importante debido a que la presencia de
esta enzima en la placenta puede llegar a activar procarcindgenos, tal y como se ha
demostrado al encontrarse inducida en mujeres embarazadas fumadoras activas o pasivas
(Hodgson, 1997); su estructura proteinica comprende estructuras terciarias en las que su
sitio activo se ubica en la posicién metabolica conocida como O-deetilacion (Burke et al,
1994) y residuos de aminodcidos que juegan un papel importante en la union con el
sustrato, esencialmente por combinacion de enlaces m y puentes de hidrogeno entre los
anillos aromaticos y aminoédcidos de la enzima. En el metabolismo de compuestos
exégenos como el B[a]P, la actividad de CYP1Al en coordinacién con otras enzimas como
epoxido hidroxilasas puede transformar este compuesto en formas mutagénicas como 7-12-
dimetilbenzo[a]antraceno, compuesto intermediario que es capaz de reaccionar con la
molécula de ADN (Spink et al, 1992) y formar aductos covalentes (Denissenko et al,
1996), tal y como se ha observado en mucosa oral de fumadores activos (Wardlaw er al,
1998), dafio que puede conducir a la formacion de fragmentos acéntricos en células hijas,
denominados Microntcleos (MN).

CYP2A12
La familia CYP2 comprende 10 subfamilias de las cuales las primeras 5 (A-E) se
encuentran presentes en el higado de la mayoria de los mamiferos, en diferentes cantidades

y con distintos patrones de induccién (Josephy, 1997). CYP2A1/2 de rata, es ortéloga de
CYP2AS5 en ratén y CYP2AG6 en el humano; debido a que estas isoformas participan en el
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metabolismo de cumarina también son conocidas como cumarina hidroxilasa (COH),
aunque existen diferencias en cuanto a su especificidad por el sustrato; mientras que las
representantes del humano y raton catalizan la 7-hidroxilacién de cumarina, CYP2AI
involucra una 3-4 epoxidacion (Lewis er al, 2002). CYP2A1 también participa en el
metabolismo de sustancias importantes como la nicotina, metoxifluorano, halotano y 4cido
valproico; ademés de activar a procarcingenos como AFB,, 1,3-Butadiona y 2,6-
diclorobenzo-nitrilo (Oscarson, 2001). Su participacion en el metabolismo endégeno es
importante debido a que participa en el metabolismo del factor activador de plaquetas en

humanos y 7a hidroxilacion de testosterona en ratas hembra (Agrawal & Shapiro, 2001).

CYP2B1

CYP2B1 al igual que CYPIAI, también forma parte importante del metabolismo de
componentes exogenos; representa aproximadamente el 75% del total de citocromo P450
hepético (Alterman er al, 2002), pero se ha registrado también su actividad en pulmén,
mucosa oral, tracto respiratorio (Wardlaw et al, 1998) y en sistema nervioso (Miksys ef al,
2000). Partcipa en el metabolismo enddgeno de acidos grasos, preferentemente de aquellos
de cadena C,, por hidroxilacion del grupo metil ® terminal (Alterman et al, 2002) y
esteroides (Domanski et al, 2001).

Las homologias de CYP2B1 de rata, CYP2B9 de ratén y CYP2B6 de humano consisten en
aproximadamente un 80% de secuencias de nucledtidos idénticas (Schoedel et al, 2001); su
actividad en el metabolismo exdgeno comprende una gran variedad de componentes como
pesticidas, ciclofosfamida, nitrosaminas provenientes del humo de tabaco (N-nitroso-N-
metilanilina y 4-metilnitrosamino-1-3-piridil-1-butanona), antidepresivos triciclicos, drogas
como la cocaina y nicotina (Poet ef al, 1994). De igual manera los miembros de CYP2B
pueden ser inducidos por componentes como barbitiricos, pesticidas y acetona; su
induccién se ha relacionado con promocién tumoral e incremento en hepatocarcinogénesis.
En humanos la expresion de CYP2B1 alcanza proporciones de entre un 80 a 95% mas en

personas alcohélicas y fumadoras respectivamente.
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CYP2E1

La enzima P450 etanol-inducible conocida como CYP2E]L, es de gran relevancia debido a
que es capaz de convertir numerosos sustratos provenientes del ambiente en citotoxinas
(Lieber et al, 1997) y al igual que las anteriores es capaz de metabolizar compuestos
xenobibticos y activarlos en protoxicos o procarcindgenos: aproximadamente 70 diferentes
sustancias puden ser metabolizadas por CYP2E], tales como: alcoholes, cetonas, dealquil-
nitrosaminas, etilcarbamato, solventes halogenados y anestésicos (como el enflurano y
halotano), destacando también su actividad en etanol y otros componentes orgdnicos
volatiles (Lucas er al, 1993), pequefias moléculas como el acetaminofén, ademas de
hidroxilar acidos grasos en la posicion w-1 como 4cido laurico y undecanoico (Alterman er
al, 2002). CYP2EI asume un papel relevante en el metabolismo del higado, pero también
se ha registrado su presencia en pulmoén, rifion, mucosa nasal y medula 6sea y mas
recientemente en células blancas de sangre periférica de humanos, conejo y ratén (Lucas et
al, 1993). Al ser el cerebro el blanco primario para la accion del etanol, CYP2EI es

considerada una enzima importante en el cerebro (Anandatheerthavarada er al, 1993).

La actividad catalitica de CYP2E]1 varia de 8 a 9 veces en el higado humano (Lucas et al,
1993), cualquier incremento en su actividad representa riesgos de toxicidad y
carcinogenicidad, sin embargo existe una correlacion significativa entre sus niveles de
actividad y su cantidad (Powley er al, 2001). Su actividad puede llegar a incrementarse
hasta en un 125% en hepatocitos de rata por induccidén con N-nitrosodimetilamina, cuya N-

demetilacibon conduce a la  bioactivacion de potentes  procarcindgenos
(Anandatheerthavarada et al, 1993).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Las enfermedades parasitarias como la neurocisticercosis considerada una enfermedad
endémica en México, constituyen un problema importante de salud pablica {OMS, 2002),

la infeccion en la mayoria de los casos es cronica y no sélo afecta la calidad de vida del

paciente o su ambiente social, sino también adquiere importancia socioecondmica ya que
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aproximadamente un 75% de las personas afectadas se encuentran en edad productiva
(Flisser, 1988), ademas de generar gastos en seguro médico, hospitalizacién, quimioterapia,
tomografias computarizadas, anticonvulsivos y drogas para su tratamiento. El proceso de
infeccion ha sido relacionado con genotoxicidad, tanto en cerdos como en humanos
infectados con cisticercos de Taenia solium y se ha encontrado que la enfermedad por si
misma es capaz de producir dafio a nivel genético (Flisser ef al, 1990; Montero ef al, 1994;
Montero et al, 1997; Herrera et al, 1994; Herrera et al, 2000; Serrano & Montero, 2001). Se
ha propuesto que la genotoxicidad se debe a mecanismos relacionados con el proceso de
inflamacién y la generacién de especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico (Ohshima &
Bartsch, 1994), o bien, por factores fisiologicos que afectan el metabolismo de xenobi6ticos
(Hodgson, 1997).

El metabolismo de compuestos exégenos puede generar metabolitos altamente reactivos
con potencial genotéxico y/o carcindgeno (deBethizy, 1994; Perera, 1997; Josephy, 1997,
Hodgson, 2001). En estudios realizados por Gentile et al (1981) se observé un incremento
en la actividad mutagénica de AFB, en ratones infectados con Fasciola hepatica; en otro
estudio realizado en hamsters infectados con Opisthorchis viverrini se registraron
incrementos en la expresion de CYP2AS, enzima que metaboliza AFB,, lo cual coincidia
con el incremento de aductos en ADN producidos en hepatocitos (Kirby ef al, 1994);
resultados similares obtiene Montero et al (1999) en un modelo de infeccidon con Fasciola
hepatica en ratén en la que también se registra induccion de CYP2A5 como producto de la
infeccion.

Dadas las evidencias de que una infeccion parasitaria puede estar relacionada no sélo con la
produccion de dafio genotdxico, sino también con el desarrollo de algin tipo de céncer, es
de nuestro particular interés demostrar que en un modelo de infeccién por cisticercos de
Taenia taeniformis en higado de rata se estq alterando la actividad de isoenzimas del
citocromo P450 como CYP1Al, CYP2AIl (ortélogo en rata de CYP2AS5 en raton),
CYP2B1 Y CYP2EIL, y que esto se traduce en una mayor activacion de mutigenos y
procarcinogenos como: B[a]P, AFBI, CP y NDMA respectivamente, en los organismos

infectados. Para ello determinamos el perfil de actividad de estas isoformas del CYP450, y
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los relacionamos con datos de genotoxicidad evaluada como la induccion de MN en

reticulocitos de sangre periférica.

HIPOTESIS

La actividad enzimética de isoformas de citocromo P450 que tienen que ver con el
metabolismo de xenobidticos, serd alterada por una infeccién por Taenia taeniformis, lo
cual puede incrementar la susceptibilidad a dafio genotdxico por exposicion a

procarcindégenos.

OBJETIVOS

Objetivos Generales
Demostrar:

a) Que la actividad enzimatica de isoformas de citocromo P450 que tienen que ver con el

metabolismo de xenobioticos, se ve alterada por una infeccion con Taernia taeniformis.

b) Que la alteracion de estas isoenzimas confiere mayor susceptibilidad por exposiciéon a

sustancias genotoxicas.

Objetivos particulares

a) Infectar ratas hembra y macho con huevos de proglétidos maduros de Taenia
taeniformis.

b) Determinar la actividad enzimética de CYP1A1, CYP2A1, CYP2B1 Y CYP2EL.

¢) Induccion y evaluacion de frecuencias de MN en reticulocitos de sangre periférica
por tratamiento con los procarcinogenos B[a]P, AFB;, CP y NDMA en animales
infectados y no infectados.

d) Establecer relaciones entre frecuencia de MN y perfiles de actividad enzimatica.
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MATERIAL Y METODOS

Sustancias

B[a]P, CP, AFB,, NDMA, etoxirresorufina, metoxirresorufina, 7-pentoxirresorufina,
resorufina, 4-nitrofenol y 4-nitrocatecol se obtuvieron de los Laboratorios Sigma (Saint
Louis Missouri, USA). Anticuerpos policlonales de cabra CYP1A1/2, CYP2B1/2 y
CYP2EI y sus respectivos esténdares de Daiichi Pure Chemicals (Tokio, Japdn). Sustancias
para “Western Blotting” y membranas de nitrocelulosa de Bio-Rad (Richmond California,
USA).

Infeccién de animales

Los proglétidos maduros de Taenia taeniformis fueron proporcionados por el Dr. Agustin
Plancarte, del Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina de la UNAM.

o Se obtuvieron proglétidos maduros liberados en heces fecales de gatos infectados con
Taenia taeniformis, los cuales fueron macerados y filtrados para la liberacion de huevos en
mallas metélicas de 150 pm.

e La eliminacion de tejido se realizé con gradientes de Percol 2X. Los huevos se lavaron y
resuspendieron en amortiguador de fosfatos (NaP dibasico 0.01M, NaP monobasico 0.01M
y NaCl 0.15M, pH 7.2), para su conservacion.

e Se realizo un conteo de huevos contenidos en alicuotas de 20 pl y al mismo tiempo se
estimo su porcentaje de viabilidad.

e Se inocularon 150 huevos viables a ratas Sprague Dawley machos y hembras de 8
semanas de edad, via oral con una sonda esofagica.

e Se permitié el desarrollo de la enfermedad a 20, 30, 40, 60, 80 y 120 dias.

Determinacién de cumarina hidroxilasa (COH) en orina de rata:

e Se inyectaron via intraperitoneal dosis de 0.5 mg de cumarina/10g de peso corporal a

ratas no infectadas y con 20, 30, 60, 80 y 120 dias de infeccion.
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e Se recolectaron muestras de orina durante 5 h, las cuales se centrifugaron a 2000 rpm
durante 10 min para la eliminacion de impurezas y se conservaron en alicuotas de 2 ml en
nitrégeno liquido.

e Se separ6 el metabolito hidroxicumarina por digestion con B-glucouronidasa en
amortiguador de acetato de sodio 1M pH 4.5, aisldndolo con cloroformo y NaOH 0.01M/
NaCl 1M de acuerdo con el método descrito por Rautio ef al,(1992).

e Se determiné la concentracion de hidroxicumarina en un fluorémetro con filtro de
excitacion de 365 nm y filtro de emisiéon de 454 nm. La concentracién del metabolito se

obtuvo por interpolacion en una curva de patron.

Obtencién de la fraccién S-9 y microsomas:

e Las ratas fueron sacrificadas al término de cada tiempo de infeccion.

e Se realizé la extraccion del higado a cada animal, registrando su peso fresco y
manteniéndolos frios en solucion de KCI; en el caso de las ratas infectadas, se extrajeron
los quistes de cisticercos y se registré su carga parasitaria. Posteriormente fueron
homogenizados y centrifugados a 9000 rpm/10 min/4°C, para la obtencion de la fraccion S-
9 (Maron and Ames, 1983); se recuperé el sobrenadante y se formaron alicuotas de 2 ml,

las cuales se almacenaron para su conservacion a —70 °C.

e La obtencion de microsomas se realizé mediante la centrifugacién de 4 ml de S-9 a 32500
rpm/ durante 1 h a 4°C; el boton fue resuspendido en volumen igual al anterior en solucion
amortiguadora de fosfatos de sodio y potasio 100 mM (pH 7.4), EDTA 1.0 mM, DTT 1.0
mM vy glicerol al 20% y centrifugado nuevamente, para finalmente ser resuspendido en la
misma solucion (Falzon et al, 1984) y almacenado a —70 °C.

e La concentracion de proteinas de la fraccion microsomal fue determinada en

espectrofotémetro a 595 nm. de acuerdo con el método de Bradford (1976).
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Determinacién de citocromos P450 totales

e Se usé el método de monoxido de carbono descrito por Omura & Sato (1964), en el cual
una concentracién conocida de proteina de microsomas hepaticos es reducida con ditionita
de sodio en presencia de monoxido de carbono, a partir de lo cual se obtiene un espectro

méximo de absorcion igual a 450 nm.

e La concentracion de citocromos P450 totales se obtuvo mediante lecturas del proceso de

reduccion del complejo proteina-CO en espectrofotometro con filtros de 400 y 500 nm.

Determinacion bioquimica de la actividad enzimatica de CYP1A1 y CYP2BI:

e La actividad de CYP1Al y CYP2BI se determin6 por desalquilacion de los sustratos
etoxirresorufina (EROD) y pentoxirresorufina (PROD) respectivamente, de acuerdo con el
método de Burke (Burke er al, 1985; 1994): se utilizaron 10 y 40 pl de proteinas
microsomales en 1.91 y 1.94 ml de amortiguador Tris HCI 50 mM y MgCl, 25mM pH 7.6,
en 10 y 40 pl de sustrato; las muestras fueron incubadas durante 3 min a 37 °C, después de
lo cual se adicioné 20 pl de NADPH 50 mM para iniciar la reaccion. Las muestras fueron
colocadas en cubetas de 2 ml para iniciar la lectura en fluorométro (Versa Fluor TM Bio-
Rad) con filtro de excitacion Ex/D530/20 y emision Ew/0590/10 en longitud de onda de
excitacion de 520 nm y longitud de onda de emision de 585 nm. se registraron datos de la
reaccién cada 15 seg durante 3 min. El nivel de actividad por enzima fue estimado a partir
de una curva estandar de concentraciones conocidas del producto resorufina (5-500
pmol/ml).
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Determinacion bioquimica de la actividad enzimitica de CYP2E1:

e La actividad de CYP2E] se determiné por hidroxilacion de paranitrofenol (Koop, 1986).
4-nitrofenol 0.2 mM se disolvié en amortiguador Tris HC1 50 mM y MgCl, 25mM pH 7.4.
Posteriormente se tomaron 930 pl de esta solucion y se le adicionaron 50 pl de proteinas
microsomales y se incubaron durante 5 seg a 37 °C, después de lo cual se adicionaron 20 pl
de NADPH 50 mM y se volvio a incubar durante 10 min mas. La reaccion fue detenida por
la adicion de 500 pl de acido perclorico 0.6 N para posteriormente ser centrifugada. La
formacién de 4-nitrocatecol como producto de la hidroxilacion de 4-nitrofenol fue
determinada espectrofotométricamente a 510 nm en un ml de sobrenadante al cual se
adicionaron 100 pul de NaOH 10 N; finalmente los calculos de la actividad enzimética de la
proteina se realizaron a partir de la interpolacion en una curva estandar de 4-nitrocatecol (5-
50 nmol/ml).

Deteccién inmunoespecifica (Western Blotting) de CYP1A1/2, CYP2B1 y CYP2EL:

e Se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 10% (Laemmli, 1970),

utilizando 5 pl de muestra de proteinas microsomales (1 pg/pl) por cada pozo.

e Se utilizaron microsomas de rata (3 pl) inducidos con 3-metilcolantreno (3-MC) para
CYP1A1/2, fenobarbital (PB) para CYP2B1/2 y acetona para CYP2EI; como controles
positivos.

¢ La electrotransferencia del gel de poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa se realizo

de acuerdo con el método descrito por Towbin ef al,(1979).

e Para la deteccion de CYP1A1/2, CYP2B1 y CYP2EI, las membranas de nitrocelulosa
fueron colocadas en recipientes de plastico con solucién bloquedora (5% de leche ligera en
Tris-base-cloruro de sodio 10 mM pH 7.6) y almacenados a 4 °C en un tiempo aproximado

de 17 hrs, para posteriormente ser incubadas durante 1 h con anticuerpos policlonales
contra CYP1Al, CYP2Bl y CYP2EIl diluidos en la solucién bloqueadora (1:750);
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posteriormente se hicieron lavados con TBS-tween 0.03% y se incub6 durante 1 h con
anticuerpos secundarios contra IgG de cabra conjugados con peroxidasa (dilucion 1:2000) y
finalmente la deteccién se realizé por revelado con diaminobencidina (DAB) y H,0,.

e Los incrementos relativos en la intensidad de las bandas se analizaron con el programa de

computadora Kodak Digital Science ID, V 300 de Eastman Kodak.

Induccién de micronticleos por grupos de tratamiento con B[a]P, AFB,, CP y NDMA:

e Las dosis de tratamiento con B[a]P, AFB1, CP y NDMA, se establecieron de acuerdo con
las utilizadas (mg/kg) en un estudio coordinado de ensayos de induccion de MN (CSGMT/
JEMS MMS, 1992) y se administraron intraperitonealmente.

o Se utilizaron 3 grupos de 6 ratas por tratamiento, no infectados y con 40 y 120 dias de
infeccion, a las que se tom6 una muestra de sangre de la cavidad ocular y se realizé frotis
sanguineo (3 por animal) para evaluacion de frecuencia de MN en reticulocitos. La muestra
de sangre se tomé a 0 hrs (antes de tratamiento) y a 24, 48 y/o 72 hrs después de

administrar los agentes estudiados.

e La tincion se realizé de acuerdo con el método descrito por Romagna y Staniforth (1989)

con la modificacién de que se usaron los colorantes Wright-Giemsa:

(1) 10 min en metanol absoluto, (2) 1 min en Wright al 10% en etanol absoluto, (3) 1 min
en Wright al 50% en solucién amortiguadora de Sérensen de pH 6.8, (4) 15 min en Giemsa
al 14% en amortiguador de Sorensen de pH 6.7, (5) 10 seg en amortiguador de Sorensen de
pH 6.7, (6) 10 seg en amortiguador de Sorensen pH 6.8, (7) 10 seg en agua destilada y (8)
Montaje.

e Se contaron 3000 reticulocitos por cada animal, registrando la presencia de microntcleos;
la frecuencia se calculé de la siguiente manera:

Frec. MN = (No de microntcleos en reticulocitos/3000) X 1000

Los datos obtenidos se expresan como frecuencia de micronicleos [0/00].
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Anailisis Estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos de la actividad enzimatica y prueba de genotoxicidad

se utilizé la prueba estadistica ¢ de Student.

RESULTADOS

Actividad de CYP2A1/2

La actividad CYP2A1 (COH) de rata, la cual es ortéloga de CYP2AS de raton, a 18, 30, 60,
80 y 140 dias de infeccion, mediante mediciones de 7-hidroxicumarina en orina presento
incremento considerable (p< 0.05) a 18, 30 y 60 dias de infeccion, aunque en este Gltimo la
actividad de la enzima sigue siendo alta con respecto a los animales control, es también
significativamente menor (p< 0.05) que a 18 y 30 dias, comportamiento que alcanzé sus
valores mas bajos hacia 80 y 140 dias de infeccion (p< 0.05) incluso por debajo de los que

presentan los animales control (figura 8).

Con la finalidad de complementar los datos obtenidos de la actividad de cumarina
hidroxilasa en orina, el siguiente paso consistio en correlacionar estos datos con los
obtenidos de la inducciéon de MN en reticulocitos de sangre periférica como parametros de
genotoxicidad, por tratamiento con AFB,; a 30 dias de infeccion, en donde se observé un
incremento significativo (p< 0.05) en la induccion de MN en ratas macho infectadas a 24 h,
con respecto al registrado en animales control. En el caso de hembras no se observaron

diferencias significativas entre infectadas y no infectadas (figura 9).
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Fig. 8. La actividad de cumarina hidroxilasa es mayor en animales con 18, 30,
60 de infeccién (*); que a 80 y 140 dias.
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Fig. 9. Induccién de MN por tratamiento con AFB, en animales no infectados
y con 30 dias de infeccién. * Indica que es diferente de los animales no infectados.

Determinacion de citocromos P450 totales

El contenido de citocromos P450 totales mostré un incremento significativo (p< 0.05) en
animales infectados a 40 dias de infeccion, con respecto a animales control; pero se observo
también una disminucion significativa con respecto del tiempo de infeccion que llego a
alcanzar niveles aproximados a los normales registrados en animales no infectados, a 120

dias (figura 10).
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Fig. 10. Contenido de citocromos P450 totales a 40 y 120 dias de infeccién.
* indica que es diferente de animales no infectados.

CYPI1A1

Actividad enzimitica. La actividad de CYP1A1 a 40 dias postinfeccion present6 un ligero
incremento respecto del encontrado en animales control, sin embargo se observo un
incremento significativo (p<0.05) en la actividad de la enzima a 120 dias de infeccion
(figura 11), lo cual contrasta con los niveles de citocromos P450 totales, ya que estos
presentaron un incremento maximo a 40 dias de infeccion, CYP1Al presenté una mayor
actividad a 120 dias de infeccion, mientras que para el mismo tiempo la cantidad de
CYP450 totales se encontraba cercana a valores registrados en animales control (figura 10),
lo cual puede deberse a que la actividad de isoformas especificas de CYP450 ocurre

independientemente.

Inmunoelectrotransferencias. La inmunoelectrotransferencia de CYP1AI se realizé en las
mismas muestras de microsomas en las que se determino la actividad enzimatica; CYP1AI
en animales infectados presentd un incremento significativo (p< 0.05) a 120 dias de
infeccion medido por la intensidad de las bandas, mediante un programa de computadora
(figura 12), en contraste con los niveles registrados en animales no infectados, lo cual

también esta relacionado con los niveles de actividad de la enzima en las mismas muestras



MN. En la induccion de MN por administracion de B[a]P, para medir la actividad de

CYPIAI se observo una frecuencia de MN significativamente mas alta (p< 0.05) a 72 h

posteriores al tratamiento con el procarcindgeno, que la que se observo en animales no

infectados (figura 13).
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Fig. 11. CYP1AI present6 incrementos significativos en su actividad enzimatica,
en animales con 120 dias de infeccion (*); que la observada en animales con 40
dias de infeccion y en animales no infectados.
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Fig. 12. Inmunoelectrotransferencia de CYP1Al microsomal de higado de ratas con
120 dias de infeccion y controles.

34



Genotoxicidad por Bja|P (CYP1ALI)
* . cont. '
25 I O inf.
2
s‘ i
g 15 - *
£
=
=
0.5 |
0! -
Oh 72h
¢ *p<0.05

Fig. 13. Frecuencias de MN por tratamiento con B|a]P en ratas con 60 dias de infeccion.
* Diferentes de los no infectados.

CYP2BI1

Actividad enzimatica. La actividad de CYP2B1 presento un incremento significativo (p<
0.05) a 120 dias de infeccion, con respecto del registrado en animales control (figura 14).
Pero en este ensayo solo se observo una mayor actividad de la enzima en ratas macho, ya
que en hembras la actividad de la enzima fue considerablemente menor, debido

probablemente a que CYP2BI es dominante en machos.

Inmunoelectrotransferencias. No se observaron diferencias significativas en el contenido
de CYP2BI de animales con 120 dias de infeccion con respecto de los controles (figura
15), lo cual no coincide con el incremento registrado en la actividad de esta enzima para las
mismas muestras microsomales (figura 14). Este comportamiento puede estar relacionado
con un mecanismo de regulacion que podria presentarse en la transcripcion del gen o bien

en la estabilizacion del ARNm o de la proteina.
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MN. En el ensayo de MN por administracion de CP, se observo un incremento significativo
(p< 0.05) a 48 h post-tratamiento en animales infectados, con respecto de animales control

(figura 16), lo confirma el incremento en la actividad de la enzima.
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Fig. 14, Actividad de CYP2BI en ratas con 120 dias de infeccién. * Indica que es diferente.
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Fig. 15. Contenido de CYP2BI microsomal en ratas con 120 dias de infeccién.
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Fig. 16. Frecuencias de MN de ratas con 60 dias de infeccién tratadas con
Ciclofosfamida. *indica que es diferente.

CYP2E1

CYP2EI es una enzima constitutiva del higado de rata, la cual en el presente estudio no
presento diferencias significativas en su actividad debidas a la infeccion (figura 17),
tampoco la hubo en la cantidad de la enzima observada en inmunoelectrotransferencias

(figura 18), ni por el tratamiento con NDMA en la induccion de MN

Actividad de CYP2EI

8 15 4
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£ ' T I§ cont
| % E_ 05 O inf.
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tiempo de infeccion

Fig. 17. Niveles de actividad de CYP2E! en ratas con 40 y 120 dias de infeccion.

37



CYP2EI

Infectados estandar

Controles acetona
. —

Fig. 18, Contenido de CYP2EI en ratas con 120 de infeccion. No se observan diferencias
en los niveles de expresién de la enzima entre animales infectados y controles.
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Fig. 19. Frecuencias de MN de ratas con 60 dias de infeccion, tratadas con NDMA. No se
observan diferencias significativas, respecto de los animales control.
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DISCUSION

CYP2A1/2 la cual es ortdloga de CYP2A6 en el hombre y CYP2AS en raton (Lewis ef al,
1999b), interviene en el metabolismo de cumarina en rata, motivo por el cual también se le
conoce como cumarina hidroxilasa, y también participa en la activacion de compuestos
procarcinégenos como la AFB,, una micotoxina ampliamente distribuida en el mundo. En
nuestro modelo de infeccion con cisticercos de Taenia taeniformis se demostré que la
actividad de CYP2A1/2 fue mucho mayor en ratas infectadas que en las ratas control,
resultados que fueron similares a los reportados por Kirby et al (1994) y Montero et al
(1999); de acuerdo con los diferentes tiempos en los que se permitié el desarrollo de la
infeccién, pudimos observar que CYP2A1/2 (COH) se encuentra inducida en las primeras
etapas de la infeccién, pero disminuye su actividad conforme la infeccién avanza con
respecto al tiempo. En cuanto a la cantidad de citocromos P450 totales, se observa un
comportamiento similar al de COH, con un incremento en su concentracion a 40 dias de la
infeccion que retorna a valores cercanos a los registrados en animales control (120 dias de
infeccidn), lo cual contrasta con la actividad de CYP1Al y CYP2B1, ya que bajo las
condiciones de nuestro estudio estas isoformas presentan una mayor actividad hacia los 120
dias de infeccion. Aunque todavia no queda muy claro cuales son los factores responsables
de estas fluctuaciones en los niveles de CYP450 y las diferentes isoformas estudiadas,
nuestros resultados sugieren que hay cierta coordinaciéon con procesos que también sufren
variaciones temporales como podrian ser en este caso la inflamacién y la respuesta
inmunolégica. También es evidente que la expresion de isoformas particulares puede
suceder independientemente de la concentracion total de CYP450, y que hay un efecto
selectivo en la actividad de estas enzimas, debido a la infeccion (Glazier et al, 1994).

IZT.
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La regulacion de la actividad de CYP450 en una infeccion puede deberse a la intervencion
de citoquinas involucradas en el proceso inflamatorio provocado por el parésito, no
obstante TNFa, IL-lo, IL-6 e INF y y B, que son moléculas mediadoras del sistema inmune
sintetizadas en grandes cantidades durante las primeras etapas del proceso de inflamacion
por la actividad fagocitica (Dinarello, 1989), también parecen ser responsables de suprimir
CYP450 (Morgan 1997). En nuestro estudio los resultados parecen indicar algo distinto,
pues en las primeras etapas se induce CYP450, asi como CYP2A1/2. En todo caso la
accién de estas citoquinas sobre CYP450 o sobre isoformas particulares podria depender de
si el estudio se hizo in vivo o in vitro, asi como de las concentraciones de citoquinas usadas;
por ejemplo, se ha reportado que in vitro IL-6, TNFa e IL-1B disminuyen la actividad de
CYP1Al (Fukuda ef al, 1994; Nicholson & Kenneth, 2002); sin embargo, en nuestro
estudio esta isoforma presenté una mayor actividad cuando permitimos un mayor tiempo de
infeccién, suficiente para que pasara la reaccién inflamatoria inicial y remitiera la respuesta
celular, la cual es responsable de la produccion de estas citoquinas. Ademas de las
citoquinas, recientemente se ha propuesto que la histamina (la cual modula la respuesta
celular de la inflamacién e interviene como mediador en mecanismos homeostaticos y de
crecimiento celular) también es capaz de modular la actividlad de CYP450 (LaBella &
Brandes, 2000), debido a su capacidad de unirse parcialmente al grupo hemo-prostético que
constituye el sitio activo de CYP450 (Brandes ef al, 1998); lo anterior se ha demostrado
con miembros de la subfamilia CYP3A, por lo que se cree puede ocurrir con otras
isoformas. En relacion con la histamina consideramos importante mencionar que uno de los
componentes celulares de la respuesta inflamatoria capaz de sintetizar y secretar histamina
son los eosinofilos, mismos que se encuentran comunmente en tejidos invadidos por
parasitos (Serhan & Ward, 1999); en este sentido, los cortes histologicos de higado que
realizamos de ratas infectadas con cisticercos, muestran variaciones cualitativas en la
infiltracion de eosindfilos en la capsula que rodea al parasito con respecto al tiempo de
infeccion (datos no presentados), por lo que también cabria la posibilidad de que existieran
variaciones en los niveles de histamina relacionados con el proceso de inflamacion; si esto
sucede, se estaria afectando por esta via y por separado la actividad de CYP450 y las

isoformas estudiadas.
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Como se puede apreciar, la regulacion de CYP450 en conjunto y de sus isoformas
individuales es complejo y en gran medida parece depender de la concentracién y/o
disponibilidad de sustratos. Esto podria explicar los incrementos en la actividad de
CYP1Al registrados en nuestro estudio, en inmunoelectrotransferencias y por
desalquilacién de etoxirresorufina a 120 dias de infeccion; probablemente en este tiempo de
infeccion se produjo un sustrato endégeno para la enzima. En este sentido Delescluse er al
(2000) proponen que la actividad de CYP1Al ademds de estar regulada a nivel de
transcripcién y post-transcripcién de su gen via sefializacion de receptores de aril
hidrocarbon, también es regulado por otras vias que incluyen a receptores para retinoides,

carotenoides y tirosin-cinasas.

En el caso de CYP2BI cuya cantidad obtenida en inmunoelectrotransferencias a 120 dias
de infeccion fue ligeramente diferente de la observada en ratas control, no explica los
incrementos en la actividad de CYP2B1 medida en las mismas muestras, la cual fue
significativamente mas alta que en animales no infectados. La disimilitud entre los niveles
de actividad y cantidad de CYP2B1 puede deberse a modulaciones en los niveles de
holoproteina, debidas a la actividlad de NADPH-P450 oxidorreductasa (Shachong et al,
2001) la cual incrementa la actividad de la enzima Hemooxigenasa (HO); que se encarga de
la degradacién del grupo hemo de hemoproteinas como CYP450 y algunas de sus
isoformas (figura 20). En este sentido, debido a la respuesta inflamatoria existe la
posibilidad de que la HO esté activa en la degradacion del grupo hemoprostético de
CYP2B1 en los animales infectados, incrementando la cantidad de la apoproteina y
manteniendo controlados los niveles de la holoproteina; esto explicaria la diferencia entre la
cantidad de CYP2BI1 detectada en inmunoelectrotransferencias en las que el anticuerpo
reconoce ambas: holoproteina y apoproteina y sus niveles de actividad en las mismas

muestras.
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Fig. 20. Modelo teérico que propone que la activacion de hemooxigenasa por NADPH-P450
oxidoreductasa puede producir la degradacion del grupo hemoprostético de CYP450 y
mantener controlados los niveles de la holoproteina, sin que se degrade la apoproteina.

En el caso de CYP2EL. que en el presente estudio no presenta alteracion alguna debida a la

infeccion. ni en actividad ni en cantidad, nos sugiere que en todo ¢l proceso de infeccion no



se produjo un inductor para esta enzima. En el analisis de inmunoelectrotransferencias
pudimos observar que CYPIA2 y CYP2B2 también fueron inducidas en animales
infectados, con respecto a animales control; CYP1A2 también participa en el metabolismo
de hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas y amidas heterociclicas, y el érgano de
mayor expresion de esta enzima en rata y humano es el higado; en el caso de CYP2B2

posee afinidades a sustratos similares a los de su homéloga CYP2BI.

Una infeccion es capaz de producir dafio genotdxico por si misma, tal y como lo
demuestran incrementos en el % de células poliploides, MN e intercambios de cromatidas
hermanas en linfocitos de cerdos y mutaciones en Jocus HPRT, rompimiento de
cromosomas y células poliploides en linfocitos de humanos infectados con cisticercos de
Taenia solium (Flisser et al, 1990; Herrera et al; 1994; Serrano & Montero, 2001; Montero
et al; 1994; Montero et al, 1997). El incremento de este tipo de dafio se piensa que es
atribuible a la presencia de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno generadas en el
proceso de inflamacion y también a las interacciones que pueden establecerse entre el
parasito y el hospedero (Ohshima & Bartsch, 1994; Liu & Hotchkiss, 1995; Gentile er al,
1998); ahora ademas, sabemos que la infeccion también puede producir alteraciones en la
actividad de isoformas de CYP450, como las registradas en CYP2AS en infecciones
producidas por Fasciola hepatica en raton (Gentile et al, 1981; Montero et al, 1999) y
Opistorchis viverrini en hamsters (Kirby et al, 1994). Las isoformas CYP1Al, CYP2Al y
CYP2B1 evaluadas en nuestro estudio, ademas de que poseen formas ortélogas entre
humanos y roedores, también participan en la activacion de compuestos toxicos y
procarcinégenos, de ahi que los incrementos en la actividad de estas enzimas como
producto de la infeccion con cisticercos de Taenia taeniformis, representarian un riesgo
mayor de sufrir dafio genotoxico en caso de haber exposicion a dichos compuestos. Esto lo
confirmaron nuestros resultados en los que encontramos mayores frecuencias de MN en
reticulocitos de sangre periférica de ratas infectadas por la administracion de los
procarcindgenos B[a]P, AFB,;, CP, como sustratos de CYP1Al, CYP2Al y CYP2BI
respectivamente. Los micronicleos constituyen un claro ejemplo del dafio que se puede

producir a nivel gendmico en las células de un organismo que se encuentra expuesto a una
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sustancia mutagénica, ya que en su metabolismo se generan compuestos metabdlicos
secundarios altamente hidrofilicos, los cuales por su naturaleza producen dafio al ADN
mediante la formacion de aductos, generando distintos tipos de mutaciones; cuando estos
compuestos son capaces de producir mutaciones en genes relacionados con el cancer, estos
son llamados procarcindgenos, ya que son capaces de inactivar genes importantes como
p53, el cual es un gen supresor de tumores y que en algunos casos de cancer de pulmén se
encuentra mutado en un 40 a 50% de los casos, debido principalmente a transversiones en
los pares de bases G-T. En modelos experimentales se ha encontrado que estas
transversiones se deben a compuestos generados a partir de B[a]P el cual es metabolizado
por CYP1AL. Mutaciones de igual importancia se han observado también en p53 por la
formaciéon de aductos AFB,;-N’-guanina, y en protooncogenes ras por transversiones G-
T—T-A en distintos codones (Denissenko et al, 1998; Dycaico et al, 1996), en el 50% de
los casos de hepatocarcinoma en Africa y Qidong China, relacionados con el consumo de
alimentos contaminados con AFB; (Shen, 1996), procarcinégeno que se ha visto es
activado por CYP2AI en ratas.

Es dificil poder establecer una relacion entre una infeccion—alteracion de CYP450—
exposicion—dafio genotoxico—»cancer, no obstante, al respecto numerosos estudios han
resaltado la relacion entre una infeccion y algun tipo de cancer, de hecho los trematodos
Schistosoma hematobium, Opistorchis viverrini y Clonorchis sinensis son considerados
carcinogénicos para el humano (IARC, 1994). Otros parasitos también se han asociado con
cancer tanto en animales como en humanos, por ejemplo la presencia de fibrosarcomas en
ratas infectadas con cisticercos de Taenia taeniformis (Hanes, 1995), tumores cerebrales y
cancer hematologico en pacientes con neurocisticercosis (Del Bruto et al, 1997; Herrera et
al, 1999). Sin embargo en ninguno de estos casos se demostré el factor de exposicién a
carcindgenos. Quizas el estudio que mas se acerca a relacionar una infeccion con cancer y
exposicion a carcinogenos es el realizado por Ross ef al (1992) en el que se establece un rol
etiologico entre la exposicion a AFB, hepatitis viral tipo B (HVB)y hepatocarcinoma, en
grupos de personas de distintas zonas del area metropolitana de Shangai, China; el estudio

prospectivo comprendio la determinacion de la presencia de metabolitos de AFB, en orina,
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formacion de aductos AFB,-N’-guanina, diagnéstico de cancer en higado mediante
biopsias, pruebas serologicas, y tomografia computarizada, seropositividad de HVB y estilo
de vida (educacién, edad, ingestion de alcohol y consumo de cigarros); los resultados
obtenidos muestran que de 22 casos de hepatocarcinoma estudiados el 59% presentaron
alglin tipo de metabolito de AFB, en orina y un 54% fueron seropositivos para HVB,
factores que considerados juntos, mediante un anilisis de regresion miltiple incrementan
hasta en 12.5 veces el riesgo relativo con respecto a la presencia de hepatocarcinomas, lo
cual sugiere una interaccion entre la presencia de la infeccion, la bioactivacién de AFB, y
cancer (Ross et al, 1992).

La presencia de una infeccién incrementa la actividad de isoformas de CYP450 importantes
en el metabolismo de procarcindgenos, por lo que puede ser considerada un factor de riesgo
de generacién de céncer si existe exposicion a dichos agentes. En el caso de la
neurocisticercosis, la cual es considerada en México un enfermedad endémica, no existen
datos suficientes que permitan relacionar la presencia de algin tipo de glioma cerebral con
la infeccién; no obstante, existen registros de que en el sistema nervioso central, en
particular en zonas parenquimatosas del cerebro las cuales estan identificadas como sitios
blanco de drogas neuroactivas, se encuentran isoformas importantes como CYP1A1/2,
CYP2BI1, CYP2E1, CYP2DI1 y otras formas recientemente descubiertas, pertenecientes a
las subfamilias CYP3A, CYP4F, CYP7B. De esta manera quedaria abierta la posibilidad de
que la neurocisticercosis sea capaz de alterar la actividad de CYP450 en estos tejidos, ya
que los estudios hechos al respecto solo comprenden observaciones de incrementos en la
actividad de CYP1A1/2 como producto de un modelo de inflamacion en cultivos de
astrocitos (Nicholson & Kenneth, 2002) y la formacion de metil-paration por actividad de
CYP2BI en extractos de cerebro de rata (Albores et al, 2001). La cantidad y variedad de
isoformas de CYP450 varia de acuerdo con el tipo de tejido y su ubicacion, pero el sitio
donde se registra su mayor actividad es el higado, en donde se ha comprobado participan en
mis del 90% de todas las reacciones de compuestos exogenos; a partir de lo cual no
podemos descartar que una infeccién o respuesta inflamatoria en sitios remotos, no solo

afecte de manera local a estas enzimas, sino que también podria afectar la actividad de estas
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enzimas en 6rganos importantes como el higado. Al respecto el dinico antecedente existente
es el observado en la disminucion en la cantidad de CYP450 de bazo y pulmoén, provocada

por la estimulacion del sistema reticuloendotelial en diversos tejidos (Morgan et al, 1997).

Hasta el momento nuestro foco de atencién se ha centrado en la propuesta de que una
infeccion es capaz de alterar el metabolismo de compuestos exogenos, en el cual participan
isoformas de CYP450 y su relacién con incrementos en los niveles de genotoxicidad; pero
la alteracién de estas isoformas también puede tener importantes repercusiones en el
metabolismo endégeno, tales como incrementar sus interacciones con histamina y otras
bioaminas, hormonas y otros factores de regulacion del ciclo celular; incremento en la
degradacion de glucocorticoides por CYP2B y CYP3A y otros esteroides (Hodgson &
Smart 2001); hidroxilacion de testosterona por CYP1Al, CYP1A2, CYP2Al, CYP2B1,
CYP2B2 y CYP3A en diferentes posiciones y cuya actividad mantiene diferencias ligadas
al sexo; ejemplo de ello es que en una infeccion con Taenia crassiceps en raton, se registra
un proceso de feminizacion en ratones macho a 150 dias de infeccion, lo cual se registré en
incrementos de hasta 200 veces los niveles de estradiol y la pérdida de hasta un 90% de
niveles normales de la testosterona, la cual es metabolizada por numerosas isoformas de
CYP450, entre ellas CYP2AS en raton y sus ortologas en otras especies, en comparacion
con ratones macho no infectados; también se registro la disminucion en el tamafio de
vesiculas seminales (Larralde ef al, 1995) e inhibicion de comportamiento sexual (Morales
et al, 1996); en el caso de ratas también se han presentado datos de alteraciones en el ciclo
de reproduccion debidas a alteraciones en el metabolismo de esteroides en una infeccion
con cisticercos de Taenia taeniformis en ratas (Lin et al, 1990); estas y otras
investigaciones coinciden en que estas alteraciones se hacen mas patentes con respecto al
tiempo de infeccion, proceso en el que también podrian estar interviniendo las isoformas de
CYP450 que en el caso de nuestro estudio presentaron una mayor actividad a medida que la

infeccion se hacia mas crénica.
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Diversas lineas de investigacion continian en la busqueda de poder definir cuales son los
factores ligados al proceso de inflamacion o infeccion que provocan una respuesta
particular en diferentes isoformas de CYP450; es evidente que cada isoforma puede ser
afectada de manera diferente y ello parece depender del tipo de infeccion, intensidad,
tiempo, respuesta inmune, respuesta inflamatoria, sustratos endogenos y exdgenos e
interaccion entre el parasito y el hospedero. La estructuracion de nuevos modelos in vitro
como in vivo de inflamacién e infeccién nos permitiran visualizar con mayor precision
cuales son los factores que se ven involucrados en la alteracion de isoformas de CYP450; la
posibilidad de contar con técnicas de cultivo de tejidos, también permitiria eliminar el
factor inflamacién y observar la interaccion entre el parasito y el tejido; estos estudios
pueden complementarse con pruebas inmunohistoquimicas de otras moléculas que se sabe
interactian en la regulacién de CYP450 como parte de la respuesta inflamatoria, sin olvidar
que el proceso de inflamacion sucede de manera dindmica con respecto al tiempo;
finalmente y en un futuro no muy lejano el uso de la protedmica facilitara la bisqueda mas
detallada de los factores que provocan alteraciones en CYP450 por una infeccion y su

relacion con el cancer.
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CONCLUSIONES
1.- Existen variaciones en la cantidad de citocromos P450 totales con respecto al tiempo de
infeccion, su induccién méaxima sucede en las primeras etapas de la infeccion y disminuye a
un mayor tiempo.
2.- La actividad de CYP2A1 presenta alteraciones similares a CYP450 totales
3.- La actividad de CYP1A1 y CYP2B1 se incrementa a un mayor tiempo de infeccion, por
lo que se concluye también que la expresion de isoformas particulares no depende de
CYP450 totales.

4.- CYP2EI no presenta alteracion alguna debida a la infeccion.

5.- B[a]P, AFB, y CP, inducen frecuencias mayores de MN en reticulocitos de sangre
periférica de ratas infectadas, lo cual se relaciona con los incrementos en la actividad

hepatica de CYP1AI1, CYP2A1 y CYP2BI respectivamente,

6.- La infeccion puede incrementar la susceptibilidad a dafio genotéxico en organismos

expuestos a procarcinégenos.
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