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RESUMEN 

El ciclohexanol es un disolvente industrial - ha moslndo propiedades para inducir la 

expresión de las subfamilia 2E y 28 del citocromo P450 (CYP). La &.:c:ión post

mitoc:ondrial hepitic:a (S9) de ratas traUdas c:on ciclobcunol, puede biotrmisfonnm- in vltro 

varias N-nitrosaminas produciendo metabolitos mubq¡énic:os. Por otto 1-do, el 

antihebnlntico albcndau>I es un potente: inductor de: la subflllllilia 1 A que se encarga de la 

biotransfonnación de contaminantes como los hidrocarburos policfclic;:os aromáticos. El uso 

de S9 provenientes de roedores. es una esb"ategia ampliamente usada como fuente de 

metabolismo en Jas pruebas de mutagénesis in vitTV. Las principales familias de Jos CYP''s 

implicadas en dicho metabolismo son: IA. 28 y 2E; por tal llMXiYO. en este trabltjo 

exploramos la posibilidad de inducir estas familias con la aplicación conjunta del 

ciclohexanol y el albendazol a la rata. El resultado del tratamiento combinado se evaluó 

mediante la inducción de mutaciones por mutágenos estándar en S. typhi11111.rium, midiendo 

la actividad enzimática presente en microsomas hepáticos, y por inmunodetccción con 

anticUCf'l,XlS policlonales. Los resultados de actividad cnz:in1'tica e ino11moblots muestran 

que el tratamiento con albendazoVciclobcxanol inducen los CYPIAl/2, CYP281/2 y 2EI 

lo cual se ttaduce en una buena activación metabólica in vitro de los siguicotes mtdpnos: 

be11U>[a]pireno y 3-mctilcolantreno (metabolizado por el CYPIAI). 2-aminoftuoreno 

(CYPIA2). N-nitrosodipropilamina y ciclofosfamida (CYP281). N-nitrosodimetilamina y 

N-nitroscpirrolidina (CYP2EJ ). El uso de: inductores del CYP para pruebas de mutaBénesis 

con un menor potencial tóxico que los usedos comúnmenle cmno bifenilos policlondos. 

naftoflavona y fenobarbital. es una aportación útil en el campo de la toxicologfa aenáica. 
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INTRODUCCIÓN 

Los citocromos P450 (CYP's) son una supeñlll1lilia de hcmoprotelnas presentes letto en 

procariontes como en eucariontes. Los cyp•s aetúan como mono-oxiaenasas ya que 

iocorporan sólo un 6tomo de O, molecul11r en el sustralo y tienen funciones especificas en 

la sintesis y degradación de compuestos endógenos (endobióticos) tales como hormonas 

csteroidcas. vitaminas y Kidos grasos; igiaaJmente. estos citocromos participan en el 

metabolismo de compuestos exógenos tales como fúntacos. contaminantes ambientales y 

carcinógenos (xenobióticos)1 Los cyp·s encargados del metabolismo de sustancias 

exógenas se encuentran localizados en la membrana del n:dculo endoplásnlico.. los cuales 

están unidos por la porción amino-tcnninal. Por tanto. los xenobiótkos que son 

mctaboliz.ados por estas ammas son generalmente hidrofóbicos y los CYP's los 

transforman en moléculas hidroftlicas para facilitar su eliminación. 

Los CYP's desempeftan un .,_1 importante en la desintoxicación de 

medicamentos. carcinógcnos qufmicos y ottos agentes tóxicos. Los CYP"s tambiáJ 

participan en la conversión metabólica de algunos substratos a r.dK:ales-librcs. los cuales 

son altamente reactivos2 

La biotransformación ha sido dividida en dos fases: 

Fase 1 o de funcionalización: 

En esta fase se ~ grupos fimcionales especlficos que pueden provoc11r la 

oxidación. la reducción o la hidrólisis de xenobióci<:os que gencralmenre son moléculas 

8 
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lipoftlicas, transfonruindolos en mol6culas de mayor polaridad, ya que este proceso es 

requerido para que las enzimas de fase 11 puedan actuar. Dentro de este pupo de enzimas 

de fase 1 se encucnlran la flavin-monoxigenasa (FMO) y los CYP's. 

Fase 11 o fase de col\i-ión: 

Esta &se se realiza principalmente en el blgado. llWIQUC hay -os órganos como el 

riftón y el intestino que tienen esta capacidad. En esta fiase de nuevo se incorporan a las 

susrancias que se están metabolizando. mo16c:uJas hidrofllic:as lo cual las hace a(UJ más 

polares y pueden ser fácilmente eliminadas, ya sea por- via urinaria o biliar; en esaos duetos 

(urinario o biliar) se encuentran las transferasas del glutatión y de los grupos Kilo, metilo y 

acetilo. En csra fase JI las reacciones más comunes son: glucuronidación. sulfat.Kión. 

conjugación con glutatión. mctilación y acetilación. l 

Las reacciones de funcionalización (fase 1) y de conjugación (fase U) son 

ftecuentcmenre coordinadas, de manera que el producto de una reacción es el sustrato de la 

otra. 

Existen ejemplos de compuestos qtúmicos cuya toxicidad depende directamente de 

la transfonnación enzimAtica ya que el metabolito es más tóxko que el c:ompueSID oriainaJ. 

La conversión de lU1 compuesto cxógcno en mctabo!itos más tóxicos es lo que se conoce 

como activación metabólica. Por otto lado, también existen sustancia cuyos metabolilos 

resultan ser menos tóxicos que la moléc;ula parental y. en este contexto. W1 incrmnento en la 

actividad de las enzimas que intervienen en la activación metabólica da como resultado la 

disminución de la toxicidad de los compuestos biotransfonn-1os; de esta manen1y la 
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disminución en la M:tividad se traduce en un incremento de la toxicidad. La susceptibilKl.d 

de un organismo a Ja toxicidad de un compuesto qutmico en particular. depende en muchos 

casos del delicado balance enb"c Ja desintoxicación y la activación metabólica existente 

durante la exposición al xenobiótico. 

Los CYP's son impo<tanleS en el metabolismo de medicamentos porque pueden 

favorecer Ja formación de metabolitos activos a inactivos farmacológicamente, Jos cuales al 

pasar por la f"ase de reacciones de conjugación forman mctabolitos más polares los cuales 

son excretados por via urinaria o biliar. 

Algunos medicamentos (profánnacos) se activan después de ser 

metabolizados por los CYP's u otras enzimas. En este caso. el metabolilo Ktivo se va 

formando gradualmente después de la -.mistración del fármaco dando como resuhado 

una acción prolongada,, pudimdosc as• mantener una concentración constante del 

metabolito en sangre. De igual fonna que sucede en la activación de otras sustancias 

qulm.ica.:;. los fánnacos como el acctaminofen pueden ser activados por los CYP's 

formando metabolitos que causan toxicidad bcpática4
• ' 

Muchos carcinógenos requieren ser metabolizados por enzimas de fase 1 (P4SO) 

para llegar a formar compuestos inestables o reactivos intermedios que se unen 

covalentcmente al DNA y conrribuyen al proceso canceroso. Estos productos del 

metabolismo también se pueden wtir a la porción hemo de los CYP provocando la 

inactivaáón de estas enzimas. 6 • 
7 

• • 
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En las reacciones ._dilldas por los CYP's, éstos se reducen por la lnnsf"erencia de 

elecirones provenientes del NADPH o NADP a trav<!z de la citoc:romo P450 reductasa y el 

cirocromo b 5
9 • Esto da como resulrado la activación del CYP a un e- de alto espln, la 

formación de un complejo con oxlaeno molecular y el sustrato, y ~e la inserción de 

oxl11eno en la fonna de oxl11eno sinsulete o radical hidoxilo en la molécula del xenobiórico. 

Este pnxeso se lleva a c.bo en ciclos duranle los cuales el CYP es secuencialmente 

reducido por la transferencia de eleclrones del NAPH y el NADH. El hierro (Fe) de la 

molécula del CYP debe encontrarse en estado ft..*ITOSO (Fe++) para poder unirse al sustrato. 

lo que provoca que se oxide a su fiase férrica (Fe+++) regresando posteriormente aJ estado 

ferroso aJ ser reducida por Jos electrones provenientes del NADPH y del NADH. 

integrándose en esta fase el oxígeno. Después de: esta unión. el Fe del CYP queda en estado 

férrico y el sustrato oxidado es liberado. El CYP es reducido posteriormente basta llepr al 

estado fcn-oso y el ciclo se inicia nucvamcnteia. 

Debido al sran número de CYP's reportados hasra la fecha. para su clasificación es 

necesario agruparlos en familias y subfamilias basándose en la similitud de la secuencia de 

aminoácidos. Una familia está formada por protelnas que comparten más del 40% de 

similitud en la secuencia de aminoácidos9 Por su parte. en wia subfamilia se •pupan 

proteínas que compa.nen un porcentaje mayor al 55% de semejanzas en la secuencia de 

aminoácidos. Con base en lo anterior. para nombrar una enzima se comicn.z:a ~ lu sisJas 

CYP (cirocromo P4SO) sesuidas por Wl número aribi¡¡o que indica la familia a que 

pertenece, una letra mayúsc:ula indicando la subfamilia .. y si es el caso de que en una 

subfamilia estén involucrados más de un miembro. esta letra estará seguida por atto 
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número11 • Como ejemplo podemos citar al CYPIAI en donde el número 1 representa la 

familia. la subfamilia está representada por la letra A y el número 1 indica la isofonna 

respectiva. 

La regulación en la expresión de los CYP's puede estar influcnciloda por varios f-ores 

lales como las clepcodientes de bonnonas y aquellas que requieren de la presencia de 

xenobióticos. En el primer caso. podemos citar al CYPIA2 humano el cual está disminuido 

en mujcTes embarazadas o con tratamiento antkooccptivo oral12
• y en el sesundo. al 

CYPIAI que responde a la presencia de hidrocarburos arnmáticos policlclicos. 

Adicionalmente. los cyp•s son enzimas tcjido-cspecfficas. ya que las regiones re~ 

de sus genes no son necesariamente idáltfoas en dif'crentcs tejidos 11
• Sin embargo. la región 

,. de todos los genes del CYP poseen una caja TATA aproximadamente de 20 a 40 pares de 

bases antes del sitio de inicio de la transcripción. al iaual que cuentan con lDl elemento 

basal de transcripción (EBn. ••." 

Otro aspecto de vital impor-.cia está dado por el polimorfismo geio6tico de las 

enzimas que metabolizan xenobióeicos. 16 Dicho polimorfismo puede ser .l responsable de 

las diferencias interiodividuales en la habilidad pana activar y gsintoxicar agentes 

xcnotóxicos y fánnacos de amplio consumo. Todo ello determina b susceptabilidad de los 

individuos de una población dada a pade<:cr cáncer o a responder adecuadamente a una 

quimiocerapia determinada 1 7
• 

La actividad calalltica de los CYP depende de Jos rú""les coositutivos o induetblea. 

los cuales pueden ser modificados en el proceso de slotesis oc protelnas o en la 
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incorporxión del grupo hcmo para fOl'lllM la holaennma1
•. La inhibición y la modificación 

post-tnmscripcional pueden afee- la habilidad de los CYP para efe<:tuar la oxidación del 

sustrato19
. 

Los niveles ~ inducción o actividad catalltica pueden es- afectados por una .,... 

variedad de factores tales como inhibición y pobre expresión de los genes debido al 

polimorfismo gen<!tico o variación alélica; adetnis. las modificaciones post-traduccion81es 

pueden proporcionar la disminución de la funcionalidad causada por la pérdida del pupo 

hemo. De allf. se puede concluir que los susttatos y/o inductores pueden actuar como 

inhibidores en concentraciones sufü:ientcmeote altas20
. Algwias veces. la expresión de 

varias de estas enzimas. se da como resultado de la inducc:ión por varios agentes quimicos 

lo cual puede deberse a Ja organi7.ación genética en eucmiootcs21
. 

Los cYP·s se encuentran en mayor proporción en hígado. pero también hay reportes 

de su existencia en pulmón. ritlón. cerebro e intestino. 

Las familias de la S a la 8, ocupan un -• detenninmlte en la biosintcsis de 

compuestos endógenos como en la síntesis de tromboxanos y prl'ostaglandinas. Los CYP•s 

de las familias 11, 17. 19 y 21 son requeridas para la bioslntesis de hoomonas esteroideas. 

mientras que las fiunilias de los CYP's 1, 2 y 3 son las que pani<:ipan principalmente en el 

metabolismo de ><enobióticos. Estas enzimu timxn la lwbilidad de metabolizar una mnplia 

variedad de xenobióticos. que al mismo tiempo. ademú de ser sUSb'atos actúan como 

agentes inducton:s4 
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A contmu..ión describiremos las propiedades de algunas de las subfamilias de 

mayor importancia respecto al metabolismo de xenobióticos. 

SUBFAMILIA 1 A 

Dos impommtes miembros de esta aubfiunilia son: el CYPIAI y el CYPIA2. el 

porcentaje de similitud de estas enzimas entre humanos y ratas es del 80•/o. 

Los genes de estos dos CYP's han sido encontrados en todos los mam.J.feros. los 

cuales tienen Wl8 lll:tividad cúalltic:a parecida. La regulación 11'8115Cripcio-1 de ellos pcecc 

estar mediada por mecanismos comunes, los cuales estm controlados por 2 proteinas. Una 

es el receptor de hidrocarburos arom.iticos polidclicoa que se encuentra ubicado en el 

citoplasma (AbR) y la otra es lD1 translocador nuclear del AbR (Arnt) que proVO<:a la 

indu"ión masiva de estas enzimas. Una vez fonnado el complejo 

xcnobióticolrcceptor/translocador, este se lraslada al núcleo uniéndose a la región 

reguladora del CYPIA favoreciendo la inducción de la protelna. 

La unión del xcnobiótico al receptor Ah rambién se a.socia a la iniciación de la 

cascada de la protelnll-cinasa c. lo cual deaetx:adena la proliferación celular debido a la 

interacción con el receptor del filctor de crecimiento epidénnico. 22 La inducción del 

CYPI Al sumado a la activación de la cucada de la prOleioa-cinasa C C011111buya> a la 

evolución del tumor y la hiperplasia. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



La isoenzima CYPIA2 se expresa conslitutivmnente mientru que el CYPIAI es 

induciblc en el hlgiodo de la raaa23
; mmque dicha expresión puede rener variaciones 

dcpeodicnres de la especie animal que se trare. La conMrVaCióo evolutiva observada en la 

subfamilia IA sugiere que esre CYP dese_,.. un -1 impol'lante en el -'>olismo de 

can:inópnos ambientales. Los dos miembros de la aubfUnilia IA comparten una aira 

similitud en su estrucrura primaria. al igual que en sus propiedmdes fisicoqufmicaa. pero 

pueden diferenciarse claramente en cuanto a la especificidad por el sustrato. Por ejemplo, el 

benzo[a]pireno (B(a]P) es un sustrato para el CYPIAI. mientras que la cllfelna. la 

aflaroxina B 1 y los productos de la piró lisis de alimentos y pcorefnu son susrraros para el 

CYP1A2.24, 2$,26 

El CYPIAI no sólo se induce en el hlaado. sino wnb~ en el rillón y el pulmón. en 

donde su polimorfismo genético se ha asociiodo con cáncer pulmooar. ya que e- enzima 

participa en el metabolismo de compuestos presentes en el hmno del tabaco como lo es el 

B[a]P. De i8ual manera. esra isoforma es inducible princip.lmente por hidrocmburos 

aromáticos policlclicos (HPA). por una dieta rica en Upidos y por estrés oxidante. Por su 

parte la isoforma 1 A2 es'* involucrada en el metabolismo oxidante de aminas beteroclclicaa 

y aminas aromáticas, presentes en alimentos como embutidos y carnes en salmuera. El 

CYP 1 A2 es exclusi..-o del hlgado y es inducible por aminas arom6ticas. el 3-

mctilcolaotreno y la a-naftcflavona. entre otros. El CYPIA2 ramlMrl - involucrado en 

la activación del hwno del ciprriUo. cu el metabolismo de ~os que pueden U- a 

producir cáncer ocupacional y en la transfurtlUICión de sustancias qulmicas utilizadas en la 

a¡picu.Jtura. 26. 21 .a 
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La presencia de esta subfamilia ha sido reportada en .,.._.wnos no mamfmos 

como levaduras. peces. insectos y aves. 27
• 
28 

SUBFAMILIA ZB 

La subfamilia 28 está formada por 8 miembros inducibles por el f"enobmbital y 

otros compuestos xenobióticos. La isofornaa que m6s se expresa en humanos es la 286. 

equivalente a la 281 de rata entre las cuales existe una similitud del 78%.29 

La subfamilia 28 posee W1a pobre espocif'tcidad por el sustrato en comparación con 

todas las otras isofonnas de P4SO. pero puede catalizar la oxidación de WlB ampli• variedad 

de xenobióticos. Los compuestos que son sustratos de esta subfamilia son sustancias 

globulares y principalmente participan en la desinloxicación de las mismas. aunque tambkm 

participan en la fonnación de radicales libres. Se conocen muy pocos mecanismos 

involucrados en su regulación. ya que ~sta es compleja a\Dlque se sabe que es 

principalmente a nivel transcripcional. J-O 

El CYP2B 1 es altamente inducible en hlgado por el fenobarbital. En pulmón y 

testículo es constitutiva y participa en el metabolismo endógeno de la tes&osterona; adern6s 

interviene en la formación de la 4-((metilnitrosamina-l-{3 piridil)-1-butanona] (NNK) que 

es un componente del tabaco. el cual está involucrado en el dcurrollo de tumores en estos 

órganos. 
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Por otro llido. el CYP292 se expnwo constituti_..te en blpdo y es 

moderadamente inducible por el ~ por medio de la activación transc:ripcional de 

los genes. 3 5 también está presente en tesdcuJo y puhnóo. 

Los compuestos de bltja lipofilicidad y vida media corta en plasma. son catalopdos 

como pobres inductores de los CYP"s 28112. E-e las sustancias que inducen esta familia 

de enzimas se encuentran fármacos como: fenobarbital. barbitúricos. succinimidas. 

clotrimazol. benzodiacepinas y deiuunetaxona y pesticidas halogenados como: 

diclorodifeniltricloroetano (DDT). bifenilos policlorlidos (PCB) y 1.4-bis[2-(3.S

dicloropiridilo><i))benceno (TCPOBOP). 

La variedad de agentes quimic:os que pueden inhibir la expresión de esta isoenzima 

es ampli~ entre ellos podemos mencionar el clonnfenicol y vmios de sus derivados. el 

cJotrimazo1. y los N-bcncimidazoles entre otros. El hecho de que muchos inductores del 

CYP2B son también inhibidores y/o sustratos del P4SO da más 6-za a la hipótesis que 

sostiene que la inducción del CYP2B es consecuencia de la unión de liaandos al sitio activo 

del P4S031
• '

2 

Hasta la fecha no se sabe hasta que punto la expresión de esta subfiunilia es 

constitutiva o inducible. El CYP2BI se expresa constitutivamente en pulmón. testiculo. 

glándulas adrenales y en ciertas regiones del cerebro. y su inducción con fenobarbital se 

detecta en blgado. intestino delpdo y regiones especificas del cerebro. 
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La expresión constitutiva del CYP2B2 ha sido detectada en hlgado y en algWWJ 

regiones del cerebro. La inducc:ión del CYP2B2 por fenobarbital se ha detectado 

principolmcnte en hlpdo y en glándulas adrenales13 

Entre los pnx:arcinógenos y tóxicos que pueden ser metabola.k>s por este grupo de 

enzimas se encuentran la ciclofosfamida. el 6-aminocriceno. la N-nib"osometilbutilamina. Ja 

cocaína y el bromobenceno. 

La interacción del fenobarbital con otros flinnacos ha sido objeto de estudio. de lo 

cual se ha podido concluir enb'e otras cosas. que la interacción de este f*'1naco con 

anticoagulantcs orales como Ja war&rina provoca una disminución de los niveles del 

anticoagulantc en plasma de pacientes que simuldneamentc estén recibiendo cerapia 

anticonvulsivas 34 ' :n 

Entre los CYP2BI y CYP2B2 existe una homologfa del 97%. A pesar de esto, las 

propiedades cromalogrtiicas y electroforéticas son distinguibles ya que su regulación y su 

expresión son diferentes. 

SUBFAMILIA 2E 

El CYP2El cataliza la activación de procarcinógenos y protoxioas como la N-

oitrosodimetilamina, anilinas, hidrocarburos clorados y fluondos, benceno y 

aJquilformaminas36
• Además. participa en el metabolismo de ciertas sustancias como son el 
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al<X>hol, acemminofen. cloroxazona y al-os 1111~s ~s17. Su pmticipación en 

el mehlbolismo se reOeja en la furmación de reactivos intermedios que .;..e_. un -1 

importante en la necrosis; a su vez. esta acti~d-1 puede incremenlm'lle por alteración de 

estados fisiológicos. en ayuno prolongado, dictu ricas en Upidos y por compuestos mies 

como las 111:etonas y las isoniazidas. E- enzima llega a piuticipllr en la -ación de 

radicales libres tales como el radical superóxido y el peróxido de hidrógeno. 

El CYP2E 1 se expresa constitutivamente en una mayor c;:on~ttación en h'gado 

que en otros tejidos. ya que la expresión tcjid~pecifica está mib enfocada a funciones 

endógenas; esrc CYP es fucncmcntc inducido por el etanol. También se ha eoconcr.do en 

riAón y se expresa en muy pocas cantidades en mucosa nasaln. pulmón. ovario. testiculo19
• 

intestino delgado"°. colon41 y .cordón umbilical42
• entre ottos. La expresión hepitica de esta 

isoenzima está fuertemente influenciada por factores nutric:ionalcs como la insesta el~ 

de grasa. con dicta baja en prOlcina y ademas se encuentra en enfermedades 

insulinodepeodicntes. Las condiciones que afcc:tan la circulación de los Upidos sumado al 

estado nutricional_ están asociadas con el aumento de los niveles de cetonas en circulación. 

las cuales actúan como inductores fisiológicos del CYP2E 1. 41 
" 

Esta isoenzima presenta una homología del 7~% y 78% con relac:ión a la secucoc:ia 

de aminoácidos y nuclcótidos entre rata y humano. respectivamente lo cual se puede 

traducir en wia importante fimción endógena de estas enzimas. 

La expresión del CYP2El ~e ser regulada por vmios xenobióticos y muchos de 

ellos son sustratos que inducen su propio metabolismo, c:omo es el caso de la acetona. el 
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etanol y las izoaiazidas, entre -os. El acetmninofen y los imidazoles c:onstituyen una 

excepción puesto que el primero es sustrato del CYP2E 1. pero no induce sus nive&cs de 

expresión; mientras que el sellWKfo posee la cas-idad de inducción. pero no son sustratos. 

Después del hfgado, la mayor expnosión de CYP2El posteriormente de la inducción c:on 

etanol y ancstéskos. es el riftón y la mucosa nasal. 3ª·"' 

El CYP2EI cataliza el melabolismo de c:ompuestos de muy di_,,.. estructura 

química que cuentan con la característica general de poseer un peso molecular bajo entre 

los cuales se eax:uentran alcoholes. aldchfdos. alC11DOs, hidrocarburos aromiticos y 

halogenados.. anestésicos halogenados. nittosaminas y compuestos azo. CDlre otros. En 

cuanto a los sustratos endógenos podemos citar los productos de la li~roxidación y 

cuerpos cctónicos. 

Por otra panc. la toxicidad asociada a CYP2E 1 involucra Ja produt;eión de radicales 

libres. La inducción de los radicales libres de oxlseno es fundamental para la capacidad que 

tiene el CYP2El de iniciar la li-roxidación depcndieote de NADP~ en membraruu 

reconstituidas. Su modo de resutación es c:omplejo incluyendo eventos tanlo 

transcripciooa.Jcs como postrancripcionalcs. El gen CYP2El presenta polimorfismo que se 

ha llegado a asociar con cáncer de pulmón en la población japonesa. 

SUBFAMILIA 3A: 

De todos los CYP's descritos a la fecha la isoforma 3A4 es la que se - a 

mayor concentración en lúaado de humanos aduhos. 47 
.... Se expresa en ~u cantidades en 
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rillón, duodeno, yeyuno, O-. colon, esófago y estómmgo. Al menos tres miembros son 

constituyentes de esta familia CYP3A4, CYP3AS y CYP3A7. 

El CYP3A4 y CYP3AS comparten propiedades c'""""teristicas y juepn W1 papel 

importante en el metabolismo, rant<> de medicamentos cllnicamente ...-.... como de 

carcinógenos como la aflatoxina B1 y el B[a]P. Esta subfiunilia es ~ de oxidu- sustratos 

de pesos moleculares por encima de 300 daltones. al igual que sustratos altamente 

lipofllicos. Entre las reacciones de oxidación que calaliza. se incluye la deshidrogenación. 

Ja N-deslquilación. la sulfoxidación y la epoxidación, las cuales ocurren a ttaWs de 

diferentes mecanismos.49 

El CYP3A es mediador de la o><idacióo de muchos com_.tos, lo cual repn:senta 

una vfa de desintoxicación. Algunos de los medicamentos anti--cánccr son activedos por 

CYP3A a metabolitos citotóxicos fannacológicamente activos; por Jo lallto, se ha suaerido 

que el incremento de los niveles de CYP3A en pacientes con cáncer. podría incrementar la 

eficiencia terapéutica de los medicamentos antineoplasicos. 

El incremento en la expresión de esta enzima depende en parte del tipo de alimento 

que se consuma. Los genes CYP3A, al igual que los del CYPIA y CYP2B, son fucnemente 

induciblcs en respuesta a xcnobióticos en manúfcros. Algunos de los inductores mU 

conocidos de estas familias son: cl-unazot, de-~ ~ 

fenobatbital y rif"ampicina. 
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El hecho de que el gen CYP3A4 sea inducible por dexmnentuona sugiere que este 

gen fonna ...,,., de una "-ria de genes que tiene respuesta a glucocorticoides. '° 

Se ha reportado wui alta varimción interindi\lidual en la expresión de los CYP"s 3A. 

Parte de esta variabilidad puede ser explicada por el polimorfismo del CYP3M. que ha 

sido demostrado in vivo mediante mediciones de la variación en el metabolismo de 

nifedipina en población bwnana. Este polimorfismo está también demostrado por el hecho 

de que sólo cerca del 20% de la población bWDllJl8 nonnal expresa el CYP3A5 en hlgado.51
• 
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ANTECEDENTES 

Los seres hWIWlos estamos expuestos 11111b_.,_te a agentes qulmicos y ftsic:os 

como tmnbic!n a laa radiaciones usadas en la áreas médicas. cllnic:u. induslriales y de 

investia-ci~ además de cienos iiditivos usados en los alimentos o la presenc:ia en dichos 

alimentos de compuestos generados duratc su procesamiento. Otros xenobiótkos que 

pueden ser mencionados son los plaguicidas y Jos &nnacos . 

La importancia de los estudios mutagénicos radica en el conocimiento que se tiene 

acerca de una amplia variedad de agentes ambientales que interactúan directamente con el 

DNA produciendo cambios hereditarios. Al re~to. una de las inquietudes más ti:.0111uncs 

de investigadores que laboran en esta área del conocimiento. ha sido el discftar pruebas para 

Ja evaluación del potencial genotóxico de los diferentes compuestos quúnicos. ya que 

cotidianamente estamos expuestos a ellos. tanto en el aire. en el agua y en los alimentos que 

consumirnos. 

En este sentido. la prueba de Ames fue disellada como Wla herramienta para dicho 

análisis. En la que se usan bacterias que están sometidas a una mutación en el operón de 

histidina (bis). lo que les confiere la propied8d de no poder crecer en medios carentes de 

este aminoácido. a diferencia de la cepa silvestre que sf se desarrolla en medios de cultivo 

que no lo contengan .. Por lo .-o. las bacteria hia- que recobran su f...-ipo his+ por la 

acción de un agente mutago!nico. pueden ser seleccionadas en medios deficientes en el 

aminoácido. 
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Desde su propue- formal a mediados de los 70 la prueba de Ames ha sido 

sometida a modificac:iones adicionales. Una de ellas fue debida al hecho de que awchos 

_..res qulmicos requieren ser rnctabolizados o biotransfonnados por enzima para llcgar a 

pr-oducir mutaciones. 25 Estas enzimas sólo se ~ucotnn en sistemas metabólicos de 

cucariootes superiores. y Ja bacteria S. 1hyphimuri11n oo cuenta con dichos sistemas 

metabólicos. Por lo tanto. en la prueba de Ames se introdujo la utilización de 

homogenei7.ados de hlgado de mamlfcros (fracción S9) para proporcioruu- las condiciones 

metabólicas in vitro requeridas por algt.Dlos compuestos quúnicos. Para este fin se usan 

lúgados de ratas jóvenes previamente tratadas con inductores de los cyp•5 nec;::esuios para 

el metabolismo de compuestos xenobióticos (CYPIAJ/2, CYP2Bl/2, CYP2El y CYPJA). 

Esta prueba juega un papel importante en el nuevo desarrollo de medicamentos para 

uso en humanos. La prueba de Ames es ampliamente usada como un m6todo In vitro ~ 

y simple para detectar Ja mutagcnicidad. y posible carcinogenicidad de tma amplia variedad 

de compuestos quúnicos53
• 

Muchos procarcioógenos pennanecen inac.::tivos basta .er transformado por enzimas 

a especies clectrofllicas capaces de unirse covalcntemeote al DNA prodw:iéndosc la 

mutacións.4. 

Los inductores son sustancias requeridas para ÚlcnlmeD- la coocenlracióo de 

enzimas que participan en el metabolismo de compuestos exógcoos. Debido a que la 

utilización de los homogeneizados de hlpdo requieren seneralmeote del empleo de 

inductores. su uso plantea varios problemas. Unos de los compuestos ""5 usados en la 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



inducción de los CYP's es el Aroclor 1254. (bifenilos-policlondos PCB) y la combúmción 

del fenobarl>itaVP-naftoftavona(FB/p-NF). 

Frecuentemente Jos inductores son sustancias que debido a sus propiedades pueden 

representar un riesgo tóxico para el humano y otras especies55
• 

La naturaleza precisa y el grado de efecto tóxico producido por los difCIClltes 

inductores enzimáticos dependen de diversos factores en los que se puede incluir la especie. 

la cepa. el estado fisiopatológico. el nivel de exposición o Ja dosis de inducción; además del 

tipo de P4SO que se cncucnb'a involucrado. 

El Aroclor 1254 es WI compuesto químico usado en procesos ind..-iales debido a 

que pn:senta caracteristicas plllticulares como la de tener baja conducbvidad eléctrica y 

soportar altas temperaturas por prolongados periodos de tiempo. Se usa principalmente en 

la industria eléctrica y en sistemas de enfriamiento. asi como en el sellado de maderas y 

superficies de cemento. Algunas ~es se emplean en los fluidos durante la ...-.ción de 

insec;:ticidas 1 siendo éste un compuesto muy nocivo Imito para el ambiente como para el 

personal que lo maneja. En estudios realizados con animales que han sido tratados con 

Aroclor, se ha demostrado que este compuesto puede cruzar la banera placentaria y es 

excrelado en la leche materna; además. es capaz de producir abonos tcmpr'anos y 

nacimiento de crlas con hipcrqucratosis e hiperpi(PllCDC.Cióa56
• 

57
• stt. 

59
• 

60
• El Aroclor 12S4 

es un inductor efectivo de las isoenzimas de CYP invotuc...du con el metabolismo de 

varias sustancias capaces de lleBJU" a ser can:inogénk.as o aeootoxicas. Sin eml:JartJo. se ha 
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restringido su comen:ialización por ser tm c:ompuesto altamente tóxico y cucinoaénico 58 

Además de que puede causar problemas ambientales s9 por ser WI c:ompuesto muy estable. 

es resistente a la oxidación y su inactivación sólo se logra mediante la iocincrKión de 

tercer nivel.61 

Debido a las propiedades nocivas del Aroclorl2'4 algunos investigadores se 

interesaron en buscar c:ompuestos para ser usados c:omo inductores alternos. entre los c:uales 

cabe mencionar la mezcla del FBIP .. NF. 61 Con dicha mezc:la se han realizado diversos 

trabajos de investigación en los c:uales se ha explorado el mec:anismo y la efic:iencia de 

inducción de las enzimas del CYP. En algwoos de estos trabajos como los realizados por 

Guenguerich et ul 45
• Gan:ia .. Franco et al 83Callander et al IM y. se hit;:icron estudios 

comparativos de mutagenicidad con &acc:ión S9 obtenidas de h'gado de animales tr.aados 

con diferentes inductores enzimáticos. mostrando que esta mezcla ca un inductor eficiente 

de los CYP que participan en el metabolismo de xenobióticos como el CYPIAl/2 y el 

CYP2Bl/2. Sin embargo, dicha mezcla no induce eficientemente el CYP2EI. el cual 

biotransforma xcnobióticos importantes como lo son las nitrosaminas y al¡p.mos 

medicamentos y anestésicos. Por otra parte. el fenobarbital es UD medicamento 

estrictamente controlado por las autoridades sanitarias y su adquisic:ión es dificil. 

Por lo tanto, fue nuestro interés plantear Wla alternativa pma la indu<:<:ióu de los 

CYP's involucrados en la biotnmsformación de xenobióticos con propie<lades mm.génicas. 

Esta alternativa está constituida por la combinación de ciclobcxanol (CH) y albendazol 

(ALB) en dosis lldecuadas. ya que el primero se ha demostrado que induce el CYP2El y 
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CYP2B. mienlras que el oegundo tiene la propiedad de llW!lcn- la expresión del CYPIA 

El CH es un disolvente ..- en el procesamiento de lacu. pinluru. una -

variedad de removedores y ceras. y tambi<!n es un producto intermedio en la fllhricación de 

plásticos y de otros productos químicos. Este alcohol cfclico es CllP&Z de modificar el 

metabolismo en los mamíferos. al igual que otros disolventes induatrialcs como la 

ciclohexanona y el ciclohcxano. ya que según el estudio realizado por Brondeau et al 65 
• Ja 

exposición de ratas a la ciclohc"anona induce un incremento en el contenido de CYP 

hepatico65
. Este disolvente ha sido probado para inducir enzimas del P4SO entre las cuales 

se encuentran las subfamilias de los cYP·s 2E y 28.62
• 

63 

Por su pane. el albendazol (ABZ) es un antihelmfotico de amplio espectro derivwlo 

de los bcncimidaz.olcs ampliamente usado tanto en la medicina veterinaria como en la 

humana. 26 Esrc medicamento es eficiente en el tratauúento de oeurocisticen:osis 66 e 

infecciones por áscaris. entre otras. Los pasos para su biccransfonnacióa Rquieren de una 

sulfoxidación inicial llevada a cabo por la FMO y el citocromo P4SO (CYP3A) 

produciéndose asl sulfóxido de albendazol (ABZSO) 67 y una segunda sulfoxidación 

llevada a cabo por el CYPIAI. dando como resultado final la sulfona de al-1 

(ABZS02). 68 

De estos dos metabolitos resultmltes. el ABZSO es al que se le confiere la e-

de ser antihelmfntico • .m""5 de ser embriotóxico en ..-. mientras que el ABZS02 no 

presenta toxicidad. •• Estudios previos acerca de las propiedades de inducción de los CYP's 
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por el ABZ revelan que la adminisaración de este medicamento por vfa o.-al a una dosis de 

1 O mg/Kg de peso por 1 O dias in«ementa la actividad c..iitica y la concenlnleión de 

protcfnas del CYP IAI 70 además de awnentar dUcretamente la de Jo. CYP'a2Bll2 y 2EI. 
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HIPÓTESIS 

El tratamiento simulláoeo de ra- c:oo albendazol y ciclobexanol induc:c las llUbfamiJiu 

IA. 2B y 2E involucradas en el metabolismo hepltico de apates xcnobiólicos 

mUUlgáticos. 
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OBJETIVOS 

- Valonir el uso de la mezcla de albenclazol y el cic:lobexanol c:omo inductora del 

CYP beplitic:o en roedores. 

Metaa: 

- Tratar gn1p05 de animales c:on Aroc:lor, FB/-bNF y CH/AB y obtener las fnc<:iones 

posbtlitocondriaJ y microsomal de hfgado. 

- Medir la c:onc:entrac:ión y actividad del CYPIAl/2, CYP2Bl/2, CYP2EJ y CYP3A 

hepáticos. 

- C9f11parar la potencia de inducción de los diferentes tratamiemos. 

- Evaluar la capacidad de las diferentes fracciones postmilOcondriaJes para activar 

mulá¡¡enos en la prueba de Ames 
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MATERIALES V MtTODOS: 

Se utilizaron ntas mmchos de la cepa Wistar de peso corporal entre 200 y 250 

8f81DOS, con las cuales se f_,,., cuatro pupos de ~iento (4 mnirr..ies por pupo), el 

pr;n-o con aoimales que se trataron con Aroclor 1254, el segundo con fenobmbilal!P-

IUlftoflavona (FBllJ-NF), el tercero con albendazol/ciclohexanol (ALB/CH) y el último 

correspondió al testiSo al cual se le aplicó tres dosis de aceite de malz. 

El esquema de tratamiento con Aroclor consistió de una sola inyección 

intnoperítoneal a dosis de 500 mg/K¡¡ de peso corporal y el sacrificio oe efectúo S ellas 

después de la aplicación. 23
• 

71 El FB se administró a dosis de 60 rtl(!/kg los dfaa 1, 2 y 3 y 30 

mg/kg de peso el dia 4 y la P-naftoflavona se le aplicó a los mismos animales a dosis de 80 

mWk1t de peso al tercer dJa de ttatamiento y el sacrificio se efa:tuó al dia !5. 61 

El esquema de tratamiento con ALB/CH fue administrar CH en el agua de bebida 

(2.So/o vlv) at libltum durante 4 dlas, al cabo de los cuales se sacrificaron los animales 0 ' y 

ALB a dosis de 50 mg/kg de peso a Jos mismos animales 24 hOl'aS antes del sacrificio. 64 El 

Aroclor. el FBIP-NF y el ALB se aplicaron intraperitoneahneote y fueron resuapendidas en 

aceite de maiz. El sacrificio de Jos animales se hizo por dislocación cervical y se les cxtr~ 

el blgado, el cual se bomogeneizó y de alU se obtuvieron lu Ir.ce- postmitocondrial 

(S9) y mierosómica. Con la fracción S9 se hicieron ensayos de mutageoicidmd sq¡ún el 

método de Maron y Ames " y con Ja fuic:<:ión microsómica se realizaron pruebas de 
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irununodetccción con anticuapos policlonalcs contra CYPIA. CYP2B y CYP2El 72
, de 

cuantificación de citocromo P4SO total" y de actividad enzimática (<MXsalquii.ción de 

lllkoxi-resorufinas (AROD)74 e hidoroxilación de 4-nilrofenol. La detcrmimoc:ión de 

prolelnaa sólo le realizó en la fracción microllémica y se hizo oegún el metodo de 

Bradford75 utilizando albúmina bovina para elaborar la CW"Vll patrón. 
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PREPARACIÓN DE LAS FRACCIONES S9 V MICROSÓMICA. 

La fracción S9 fue prCJNll'llda sipieodo el nXtodo de Maron y Ames (1983).76 Loe animales 

se sacrificaron por disl<><:ac:ión cervical y, nlpiduncnte, se les e~ el lúpdo. Los .,_ 

hlgados de "ada grupo de animales se "onaron en pequetlas pon:iones y se homo@enelzaron 

en KCI (1 SO mM) a una propon:ión de 3 ml/g de peso de lúgado. Dcspuc!s se centrifugó a 

9000 g por 10 minutos, y el sobrcnadante (S9) se -enó en ali"uotas de 2 mi a -70 •e 

hasta que fueron usadas; el resto se procesó para la obtención de microsomas centrifugando 

a 100000 g por 60 minutos al cabo de los cuales el botón se resuspendió en un volumen 

igual al ini.,ial con un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7 .4 y se "entrifilgó 

de nuevo bajo las mismas condiciones. El botón final fue resuspendido en un amonipaador 

de fosfato de potasio pH 7.4, EDTA 1 mM., DTT lmM y 20"/o de glicerol, se hi"icron 

alícuotas almacenándose a·70ºC. 
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ENSAYOS DE MUTAGENICIDAD 

Estos ensayos se ralizaron con el fin de ..Wizar la capacidad de la fracción S9 i-a 

activar promut.6genos de los cuales se conoce que son metabolizados por enzimas 

especificas del CYP. Los pronmtágenos analizados ~on bcnzo(a]pireno, 3-

metilcolantreno (CYPIAI), 2 aminoOuoreno (CYPIA2), N-nitrosodipropilamina 

(CYP2B2), ciclofosfamida (CYP2B) N-nitrosopin'olidina (CYP2EI) N-nitosodimetilamina 

(CYP2EI). La capacidad de activación se cuantificó en términos del n-o de colonias 

mutantes de Salmonella typhlmurium inducida por la acción de los mctabolitos acncrados 

por una isoenzima especifica de CYP. 

Las cepas de Salmonella typhlmMrlMm que se usaron para estas pruebas de 

mutagénesis fueron la TAIS3S, TA98 y TAIOO. las cuales fueron donadas por el Dr. B.N. 

Ames de la Universidad de California en Berkeley. C.A. USA. 

La cepa TAIS3S detecta Ja mutagcnicidad de la ciclofosfarnida; la TA98 se ua6 para 

identilicarr la muta¡¡enicidad de benzo[a]pireno y 2-aminoOuoreno y la mutagenic:idlld del 

3-metilcolao1reno. N-nitrosodipropilanina, la N-nitrosopirrclidina y la N-

nitrosodimetilamina se detectaron mediante el uso de Ja cepa TAIOO. 

A un tubo estéril con 2 mi de agar de .._fic:ie a 4S"C te le aaregó O. 1 mi de un 

cultivo de 16 horas de las cepas TA98, TAIOO 6 TAIS3S de S.typltimMriMm; 0.1 mi de la 
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solución del mutágeno en diferentes conccntracioncs y 0.5 mi de la mezcla S9 (10 ó 30"4. 

de la tracción S9. MaCl2 8 mM. KCI 33 mM. NADP 4 mM. pucosa-6-fosfato 5mM y 

amortisuador de fosfatos 100 mM a pH 7.4). La mezcla se vació en~ Pelri con medio 

mlnimo de Vogel-Bonner. La incubación se realizó. después de que las Cltjas se 

solidificaron. a wia temperatura de 37"C por un periodo de 48 horas. al cabo de las cuales 

se contó el número de revertantes. 

En los experimentos con las nitrosaminas se realizó una modificación que consistió 

en preincubar durante 60 minutos Ja mezcla de reacción, antes de ser inc;orporada al medio 

minimo. La incubación se llevó a cabo en un amoniguador de f'osfatos con un pH 6.S. 

La cantidad de colonias mutantes en las cajas se contó una vez terminado el periodo 

de incubación. Después de graficar el número de revenantes por cada una de las 

concentraciones del mutágcno, se dclenninó Ja pendiente, la cual representa la polcm;:ia 

mutagénica .. y se expresó como el número de mutmltcs por µg de mut6geno. 
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DETERMINACIÓN DEL CITOCROMO P450 TOTAL: 

Se reali7.6 según la metodolosla de Omura y Sato 73 el cual se basa en la reducción 

del Fe- con ditiooita de sodio y su posterior unión al monóxido de carbono, que provoca 

la formación de un cromóforo detectable espectrofotom<!tricamente a una longibad de onda 

de 4!10 run. Se diluyeron los microsomas con la solución amortiguadora de Tris-HCI 0.1 M 

y glicerol al 20"/o pH 7 .4, para tener una coacentración de proeefna de 1-2 mg/ml cm un 

volumen total de !i mi, se •l!'<'llÓ una pizca de ditionita de sodio. Se tomaron 2.!i mi de esta 

solución para ser usada como blanco. los otros 2.S mi se burbujearon con CO durante 30 

segundos y el pipnento resultante se leyó en un intervalo de lonsitudes de onda de 400 nm 

a SOO nm. 
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DETERMINACIÓN DIE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

E5laS pruebas se baaan en la convenión a un metabolito cumtificable de un sustnolo 

especifico para c8da tipo de cilocromo. Las actividades eval....tas fueron la des..iquilacióa 

de ctoxi-resonulma. (EROD) especifica para el CYPIAI. metoxi-resomdina (MROD) 

especifica para CYPIA2. pcntoxi-resorrufina (PROD) especifica para CYP2BI y benziloxi· 

rcsorrufina (BROD) especifica para 282. la bidroxilación del 4-nitrofenol a 4-nilroclltecol 

que es específica para el CYP2EI. la demetilación de la eritromicina a formaldeilúdo que 

es especifica para CYP3A. Las reacciones para cada detenninación se rcaliz.aron de la 

siguiente manera: 

En una celda para fluorometria se mezcló wua solución amorti¡puodora de tris-HCI 

SO mM y MgCI, 2S mM a pH 7.6 (l.91-1.94 mi) el suslndo -cifico (10-40 µI) (la alcoxi

rcsorrufina com:spondienlc para cada CYP)'7 7
• 

79 disuelto en dinxtilsulfóxido (DMSO) 

asl: EROD SO µM. MROD 0.S mM, PROD 1.0 mM y BROD 1.0 mM. más la suspensión 

micmsómica (10-40 µ!). La me7.ela se incubó duranlC tres minutos a 37"C. Posterio~nle 

se inició la reacción con la adición de NADPH 500 µM (20 µI de una solución SO mM ca 

amortiguador) en un volumen lmal de reacción de 2 mi. La cinética de aparición de 

rcsorrufma fue evaluada durante tres minutos 11 3 7"C captunndo lcctul'llS cadll 1 S llCgundos 

en un Huorómctro nwn:a Tumcr modelo 450. La .._tición se realizó en URll longitud de 

onda de excitación de 520 nm y una longitud de onda de emisión de 585 nm. 
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Para estos ensayos se realizó una curva de calibración de resomdina en donde se 

evaluaron las siguientes """centraciones: o. 5. 1 o. 25 SO 100 250 y 500 pmoles/ml. Los 

resultados de actividad se expresan en pmoles de resonuímalmin/mg de protelna. 

Para la detenninación de CYP2E 1 se evaluó la actividad de hidrmúlasa de p-nitrofeool 

(HPNF). 00 Para ello se preparó una me7.Cla de reacción que contenla 50 µ) de microsomas 

y 930 µ! de Wla solución amortiguadora de Tris-HCl SO mM. MgCI, 25 mM y p-nitrofenol 

0.2 mM a pH 7.4. La mezcla se incubó a 37°C por 3 minutos y la reacción se inició con i. 

adición de 20 µ) de NADPH SO mM en amortisuadoo-. De c8da muestra se corrió un blanco 

al cual no se le dadió NADPH. Después de 10 minutos de incubación a 37"C. la reacción 

se detuvo al agregar 500 µI de HCLO, 0.6 N. Las muestras se cenlrifugmon a 3000 rpm 

durante 5 minutos. se lomó 1 mi de sobrenadanle. al cual se le aftadió 100 µl de N.OH 10 

N. Las muestras se centrifugaron a máxima velocidad en una rnicroccntrifuga dmante t O 

minutos. Se leyó la absorbancia del sobrenadante a tma longitud de onda de S 1 O nm. Se 

elaboró W1a curva de calibración con 5, 10, 25. 50 nmoles de p-nirrocmecol que es el 

producto de la hidrox.ilación del p-nitrofenol. Los resultados de ta actividad se expresan en 

nmoles de p-nitroc:atecoVmin/mg de protclna. 

La determinación del CYP3A se evaluó mediante el tm:todo de Alexidis et al ••. 

basado en la N-demetilación de la eritromicina (END) en la cual se mide la producción de 

formaldehldo. La mezcla de reacción (1 mi de volumen final) contenla erilromicina 1 OmM, 

2 mg de prolelna microsómica. MgCl, 1 SO mM (disueho en amoniauador) y mnoniguador 

r--m;:;-;;-;-;:;-::::-~--' . 
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(K2HP04 SO mM pH 7.25). E- mezcla se preilK::ubó a 37"C durmte 3 minutos. la reac:ción 

so inició con la adición de NADPH IOmM (disuellO en una solución de bicubonato de 

sodio al J %). la incul>Kión siguió durante otros 1 O minutos. La reacción se detuvo QOll la 

adición O.S mi de ácido tric:loroac:ético al t2.S%. Las muestras se cenlrifupron a 5600 rpm 

durante 1 O ntinutos. Se recuperó 1 mi de sobrenadante al cual se le apegó 1 mi de reactivo 

de NASH •• (acetato de amonio 2 M. ácido acético O.OS M y acelfl acetona 0.02M). Esta 

mezcla se incubó a !O"'C durante WI periodo de 30 minutos. La lectura se hizo en 

cspectrofotómctro a una loOBitud de onda de 412 nm. Se elaboró una curva de calibnción 

con o. 2.8. 3.7. 4.7. S.6. 6.6 y 7.S nmoles de formaldehldo, el cual es el produc:ro de la 

dcsmetilación de la critromicina. Los datos se reportan en nmolcs de formaklelúdolminlmg 

de proteina. 

Todas las detenninacioncs de las actividades enzimMicas fueron hechas por 

triplicado. 
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DETERMINACIÓN INMUNOESPECfFICA DEL CYP: 

Estos ensayos se hicieron utilizando Ja fiacción microsómica mediante Ja t6<:nica de 

Western blot.72 

Se hizo una sepmación de prolefnas en wt gel de poliacrilamida - .......,..cía de 

SOS a temperatura ambiente:. El gel concentrador .., realió con un 4% de acrilamida, 

mientras que el --- .., ps_.-6 al 7.S% de acrilamida y 0.3% de bisacrilamida. Se 

colocó 1 µg de proteína microsómica en cada carril y la c1ectrofol'ñis se corrió a 200 voltios 

por 30 minutos a temperatura ambiente. El amoniguador fué Tris-HCI O.OS M. glic:ina 0.38 

M y dodecilsulfato de sodio al0.1%, a un pH 8.3. 

Para la inmunodetccción se utilizaron anticuerpos policlonales contra CYPIAl/2. 

CYP2Bl/2 y CYP2EI de rata. desarroUados en cabra. de DAllCHI Pure Chemical Co. 

LTD, Tokio Japón. El segundo anticuerpo (monoclonal) fue un anti lgG de cabra 

desarrollado en conejo. de Zymcd l..aborat:ories. INC. Se usaron como testigos positivos 

microsomas hepáticos de ratas tratadas con induaores químicos con especificidad para 

incrementar la actividad enzimática de los CW's, estos fueron 3-metiJcolantreno (IAJ). 

fenobarbital (28), acetona (2E) y de.......-sona (3A) (OAllCHI puno cbemical Co. LTD. 

Tolcyo. Japón). Al igual que las determinaciones de CYP total y las lldividades enzimática•, 

las evaluaciones !lle hicieron en forma individml. 
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RESULTADOS: 

Las determinaciones bioquímicas de las fracciones hepáticas (microsómica) de ratas 

inducidas con dif'crcntcs tratamientos. se muestran en la tabla 1 

[TABLA 1 Actividad enzimática en microsorna5 hepáticos de rata 'Wistar 

Actividad testigos ABZICH 

eyp• o.S49 2-0.055 0.480 (87%). 2-0.072 

ERODº 24.93 .::1:: 3 549.98(2206o/.) ± 26 

MRODº 25.41 ±1.BI 2S0.99(911B"/a)±l2.911 

PROD" 7.4±.±.3.8 86.3 (11662%)±.6.3 

BROD" 33.14 ±.±.9.25 473.96(1430"Ao)±. l 14 

4-NPH• 0.6±.0.1 2.45 (408%)±.0.31 

END" 1.92 ±.0.079 1.82 (95%)±.0.65 
• Conccntrac1611 de CYP total en nm/mg. 
b pmolcs de rcsorrutina/mg protcína/min. 
e nmolcs de 4-nitrocatccol/mg proteína/mio. 
d nmolcs de formaldchido/mg proteína/mio. 

Aroclor 

2.571(468%) ... 0.41 

•572.1(183.fOo/o) ±.179.6 

1-407.09(5537'!'.)±295.5 

418 (5649%)±.105.3 

361 l.32(l0897"Ao)±..406 

t.• (233%)±.0.3 

1.95 (101%H-.0.18 

e Los valores en el paréntesis son él % variación con relación al testigo. 
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PBIP-NF 

0.669 (122%) ±.0.078 

-4046.59(16232%)±190 

•79.4 (188,./a)±.9.S.•3 

106ll.36(14.f3,.,{,)±l l6 

9260.5-4(2794-4%)659. 7 

0.9 (ISO-/o)±.0.23 

2.25 <ll,./o>r.0.34 
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DETERMINACIÓN DEL CITOCROMO P4SO TOTAL 

El citocromo P450 total se indujo por el ArocJor 1254 (468%) respecto al testigo9 

mientras que el tratamiento con el FB/1)-NF sólo se elevó J22% por encima del testigo y 

con la combinación de A LB/CH,. provocó una reducción de un J 3% con relación al testigo. 

3.5 

~ 3 

l 2.5 
.g 

l 2 
G 1.s 
.g 

1 0.5 

o 
2 3 

Hfgado• trat8doa con dl .. rent9• lnductore• 

Fig. 1 DETERMINACIÓN DECYPTOTAL 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

La actividad enzimática se muestra en las figuras de la 2 a la 7 y en la labia 1 . El 

CYPlAl (EROD, figura 2) se elevó sillOÍficativamente en los microsomas de ralas tratadas 

con Aroclor y FBIP-NF (183 y 162 veces el testi90, respectivamente), lo• microsomas 

hep*icos induc:idos con ALB/CH también mostraron un incremento sipificaivo (22 veces 

respecto al testigo). 

La inducción con la combinación de FBIP-NF fue de 2.5 veces por encima de las 

muestras tratadas con Aroclor en lo que respecta a PROD (Fig 4) y a BROD (Fig 5), esto 

comparado con el testigo. Mientras que la actividad de MROD (Fig 3) de las muestras 

hepáticas tratadas con Aroclor fue 3 veces más efectiva que la combinación de FBIP-NF 

(Tab 1 ).Por otro lado, la combinación de ALB/CH indujo la actividad de EROD 22 veces 

por am"ba del testigo y en cuanto a las actividades de MROD, PROD y BROD este ré¡¡imen 

de inducción alcanzó a estar 1 O veces por encima de los valores observados en los 

microsomas control. siendo este esquema de tratamiento el menos efectivo de todos los 

probados. Sin embar¡:o, una alta inducc:ión en la actividad de la subfamilia 2EI (4-NPH) 

(Fig 6) fue obtenida con el régimen de inducción de ALB/CH (408% del testigo) (Tab 1) 

seguida por las muestras obtenidas de animales ""'-los con Aroclor y FB!p-NF (233% y 

150% del control, respectivamente). La actividad de CYP3A (END) (Fi117) no fue inducida 

por ninguno de los tres regfmenes de induccióo (Tab. I ). 
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ENSAYOS DE MUFAG~NESIS 

Los resulbldos obtenidos se muestran en las tablas U y lll y en las fiauras de la 8 a 

la 14; estos datos muestran que las fracciones 59 de animales tratados con los tres distintos 

esquemas de indU1WCión son ~es de llf:tivar promut6gcnos cat.indses en la prueba de 

Ames. Los mutágenos que fueron escopdos para ser e""1uados son: B(a)P (figura 8) y 3-

MC (figura 9) los cuales son metabolizados por el CYPIAI, 2-AF metabolizado por 

CYPIA2. la N-NDPA por el CYP2B, la NPYR. y la N-NDMA ambos activados por el 

CYP2EI y finalmente la CP por el CYP2B y el CYP3A. 

En el análisis que se puede hacer de las pruebas de mutagenicid.d a la cual 

estuvieron sometidos los diferentes S9 se puede observar que los animales tratados t;00 

Aroclor y FBIP-NF activaron el B(a)P (Fig 8) de un manera similar produciendo 17 y 12 

revertantes por microgrmno (rev/µg). respectivamente con relación al S9 testigo que 

provocó 3 rev/µg (Tab 11 y lll). Adicionalmente, los 59 de Aroclor y FBIP-NF elevaron 13 

y 8 veces la potencia muta&énic;a de 3-MC (Fig 9) con relación al S9 obtenido de ..-S 

testigo (Tab 11 y 111). El S9 de animales tratados con ALB/CH también activó los dos 

compuestos policicticos. aunque no con Ja misma eficiencia. inc:rcmentando 2 veces la 

potencia mutagénica del el B(a]P y S veces la del 3-MC respc<:to al 59 testiso. El 2-AF (Fig 

JO) fue el único mulágeno activado por el S9 testigo. En presencia de los S9 oo-idos de 

los animales tratados con FBIJ-NF, Aroclor y ALB/CH, la activación de este compuesto se 

aumentó casi 2 veces sobre el testigo. 
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La N-NDPA (Fig 11) presnta Wl mhimo de Ktivación genendo por el S9 de 

múmales 1rabldos '""' FB!Jl-NF ( 1.48 rev/µg. ver Tab DI). seguida por S9 de Aroclor (0.83 

rev/µg Tab UI). y por último el S9 de anim.ies ind""idos con la mezcla de ALBICH (0.58 

rev/µg Tab 111). los cuales esbin aproximadamente 1 O veces por encima del S9 testiBO que 

presentó O.OS rcv/µg. 

En cuanto a la NPYR (Fig.12). que es mctabolizada por la subfamilia 2E 1. se 

observó que sólo se activó cuando se usó S9 de anímales tratados con ALB/CH (8 rcv/µg). 

Los S9 de Aroclor y FBP-NF fueron incapaces de duplicar la reversión espontánea de la 

cepa TAIOO usada en el experimento (Tab U). La N-NDMA tambi<!n es metabolizada por la 

subfamilia 2E 1. por lo tanto el máximo número de rcvcrtantes por µg fue obtenido por el 

S9 de animales tratados con ALB/CH (323 rcv/µg). y el comportamiento de los S9's de 

Aroclor y FBIJl-NF tuvieron una actividad muy pobre con relación al testiao. 

Con la CP (figural4). el mayor nW.-0 de revertaotes por µg se obtuvo con los S9 

de Aroclor (0.49 rev/µg) y FB!p-NF (0.46 rev/µg) y en menor grado los S9 inducidos con 

ALB/CH (0.16Tab111). 
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TABLA 11 ACTIVIDAD MUTAGÉNICA EN .\'. TYPHIMUR/UM DE MUTÁGENOS 
ACTIVADOS CON S9"S DE RATAS TRATADAS CON AROCLOR. FB/¡3-NF Y 
A LB/CH 
.COMPUES'IO 

B{aJP 

N-NDPA 

CP 

IXJSIS (N/caj&J TESTIGO AROCLOR 

o 
:u 
5.0 
7.5 

to 
S-IH• 

o 
0.5 
t.o 
:u ... 
=! .... 

o 
0.5 
1.0 
:u 
5.0 

=' ... 
o 
50 
100 
150 

:zoo 
='"" o ... 
13.> .. 
='"" o 
20 
40 

llO 

160 
nwlµa (4) 

o 
100 
2!IO 
500 
1000 

='"" 

JIJ.l1Jlt4.1. 

"9.331.:4.7 
'6.67::tO.!I 

67t4 
69.JJ :tll .:t 
3.1• 
212.D t4:>.') 

192.0 .t 6i4. '"~ 
169.D:t.34 .!> 

22.J.O:t.)" 
220.0 ± 33. 5 

"2 
22..33 1:4.1 

96.JJ t21 
ll7::t38..3 
233 tla 

327 1:19.IS ...... 
~t.1.:!'..7 

9'.33 too>.1 
100 ±17 .!> 

SO.H:t.-.;.~ 

21115.33±3.l.~ 

313.67 ::t'9 

272..33 "t.::4.3 
269.t.::&.S. 
17.25 
U6.7:t1CJ.9 

153.7 :tJ4 .1 
l"79.7::t:n.:. 
2T7.D t73 

3'8.J :t.::-9.& 
49.5 

26..M "t.4.1 

66 .t5.2 
94.67 :t ll.7 
2A6 t.J0.4 

4~.t41.9 .... 
'70.33 ta.t. 
148.67.tl5.J 
1U::t37.8 

IOJ.67t1.=:.3 209.J.JI tl<J.7 

UM.67±7.!I 247.67t:7.7 ..... .... 
146.33 tt:0.8 ·~J 1;.') 

tS4.3J :t.~ú.5 195 i:.10.a 
1:52 :t.11.!> 182.33 t1:..e 

l~:t::z.-, l94...67t:: 

174:tH•.5 193.67±14 .5 
1.ll 2 
UT.33 :t.15.? lJ6 tZ.~ 

149,t-21.~ 13$.67 tl ...... 
1'1:t18 • .J 141..33t1.7 
l.&9.33 :tl .!> Ul.67 "t.6.i'; 

1491-'6 

G.34 
10.0 t:: 
13.7±~ 

26.7 :t.O.!.> 

:5:5.7 :tl.Z 

72.3 :t5.1 ..... 

••h.)CJ.!> .... 
7.7 tZO!J 

l-l6:t43 • .J 

3°'.7 :tZ4 .9 
367.7!:'37.1 

5'1.0±6~.ú 

.... 9 

FENOBARBITAL-(1-. 

NAFTCJF'l..AVONA. 
J.9t4 _.,, 

173.67 :tl:>.EI 
la> :t19.!J 

ll9tZO.~ 

194 :t17 • .l 

1161 
U7.Dt1'5.7 

199.7t5.f. .5 
HD.O :t41. .9 
)97.7:t14 .1· 

:5:5:5.0:t15.'3 
112.1 
26 :t1.7 

IZIH.J. 
111.6 :t2!J.B 
4U.6:t79."r 

"129.33±.lJ.::06 
1..,. 
114.67tB.:S 

1m.61::z..;;.,. 
2'7.67±1!>.8 
2"a5.67:r:12.:::. 

3911.67t57 
1.-
156..>J t:l.~.6 
1:53_13 ±17 
209.67 :tZO. 2 

ID.47t16 

190 .:t3.4 

2.U 
119.JJ ::t16-:> 

1:51.33 :tlJ • .:-
167..]3 :tl.4. 3 

141..67:t6.3 

1-411.67 :tl.5.:!" 

L7 

•.Jn .• ':I 
l"8_1j:.4.1 
2'3.0:t47 
4t63t!>6.6 

519.0 :tE14 .s 

CYCLOHEXANOL/AL 
Bl<NDAZOL 
-... .. 
IM:t&:.7 
U9:tl3 
l:la.67:t1Z.~ 

U6.67±2"1.7 , .. 
204.0:tZ6.2 
186.0±21 
J'9.3 :t39.3 
3'70.J ±15.& 

21 :t!> 
111 ±33 .1 
241.33 :t37.7 
JS'-.33 :t.73.2 
:507.JJ t95.1 
91.28 

91.t:.17 

1n.33 :tll 
201.67±1!>.9 
1M.67t9 
213 :t.26.6 ... 
tM.a7:tl2.8 

:DSJ.67 :t-4 ti -1 
254.67 :t:::.1.. !J 

JZ7.3J. :tl. 7 

J09 t2.l.5 
9.65 

ll&-' "tZ-:1 

20§l6.3.3 .tt"\61.5 
4'46 "t.634 .5 

l!HJ...33 :tf!i99.3 
)385 t1C155.6 ... 
16..ll :t.'J.4 

49.7:t.1ti • .2 
IQ..O :t20 

IOJ..3 t31..8 

192-3 .t75.:! 

a.16 

•.cada valor representa el promedio de revcrtantcs histidina• encontradas en 3 replicas de 
cultivo. h Pendiente de la porción lineal de la curva dosis respuesta. 
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TABLA 111 :POTENCIA MUTAGENICA DE CADA PROMUTÁGENO EMPLEADO EN 
LAS PRUEBAS DE AMES. EVALUADA CON LOS S9 HEPÁTICOS OBTENIDOS DE 
LOS DIFERENTES ANIMALES TRATADOS. 

B[a)P 3-MC 

TESTIGO 3.13 6.2 

AROCLOR 17.25• 49.5* 

FB/¡3-NF 12.61• 32.1• 

A LB/CH 7.0t• 47.2• . - NS -- p- < 0.001.. -No s1gn1ficat1vo 

2-AF N-NDPA NPYR 

53.31 0.055 1.22 

9S.OÍ!• -- -o.s3• 2~· 

140.25• 1.48* 2.13* 

91.28• o.58* 9.65* 
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N-NDMA CP 

0.334 0.06 

0.33• 0.49• 

o.1N• 0.43• 

110• 0.16• 



INMUNODETECCIONES 

Los patrones de modulación de proteína inmunorcactiva de los CYP"s (IAl/2, 

28112, 2E J y 3A) estimulados por los diferentes inductores evaluados. muestra una 

inducción por encima de los testigo (Fig. 15). 

1 2 3 4 5 

A. CYP1A1/2 .. ~ ....... ...... 

~ 
,_,:."':·t:· . ' 

•• CYP2B1/2 --.-: - .~: -~-

...... - ~-: ~~-: c. CYP2E1 

--- .. ·: 

D. CYP3A - ---- ··- _.,.. 
1-~ig. 15Análisis del inmunoblot de microsomas hepáticos de ratas machos Wistar sin tratar,. 
y de ratas tratadas con albcndazol/ciclohcxanol. aroclor y fcnobarbital/Jl-naftoflavona. Las 
muestras fueron sometidas a una electroforesis. luego transferidas a membranas de 
nitrocelulosa.. y expuestas a un anticuerpo policlonal anti-rata ck.~rrollado en cabra contra 
los CYP's (A)IAl/2, (B) 2Bl/2, (C) 2EI y (D) 3A. En el carril IA se observa microsomas 
que fueron trntados con 3-mctilcolantreno. en el carril 1 B tratados con fcnobarbital, en el 
carril 1 C tratados con acetona v en el carril 1 D tratados con dcxamctasona. El carril 2 
corn .. 'Spondc a rnicrosomas d~ hígados no tratados. el carril 3 a tratados con 
albcndazol/ciclohcxanol. el carril 4 a tratados con Aroclor y en el carril S hígados de 
animales tratados con fcnobarbital/'3-naftoflavona. En cada carril se colocó l µ.g de proteína 
microsórnica. 
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ANÁLISIS DENSITOMETRICO. 

El anális dcnsitométrico (tabla IV) también revela que: 

En el Western blot del CYP IAl/2 (figura 16) los hlgados inducidos con ALB/CH, Aroclor 

y FB/NF están 331.5%, 547.9% y 216.2% por encima de los hfgados testigo 

respectivamente, en el CVP 28112 (figura 17) los hígados inducidos con ALB/CH, Aroclor 

y FB/NF están 213.9%, 265. lo/o y 256.2% por encima de los hígados v respectivamente, en 

el CYP 2EI (fi,i.>ura 18) los hígados inducidos con ALB/CH, Aroclor y FB/NF están 

123.3%, 128.8% y 177.8% por encima de los hígados v respectivamente y en el CYP 3A 

(figura 19) Jos hígados inducidos con ALB/CH Aroclor y FB/NF están 101 .7o/~ 79.9% y 

131 % por encima de los higados testigo respectivamente. 

TABLA IV AN LISIS DENSITOMETRICO DE LOS INMUNOBLOTS DE 
MICROSOMAS DE HIGADOS TRATADOS CON LOS DIFERENTES INDUCTORES. 

TESTIGO 

CYPlAl/2 370.96 

CYP2Bl/2 498.25 

CYP2El 650.21 

CYP3A 1011.59 

ALB/CH AROCLOR 

1230.07 2032.82 

1066.14 1321.21 

860.39 837.89 

1029.03 808.33 
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Fig. 16. ANÁLISIS DENSITOl\IÉTICO DE LA INMUNODETECCIÓN DEL CYPIAl/2 

UnkMdea d9 
absorbencia 

tea ti,"><> ALBICH Aroclor FBINF 
Higmdo• tratado• con loa dtferentea lndtctorea 

Fig.17 ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO DE LA INMUNODETECCIÓN DEL CYP2Bl/2. 
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Fig. IH ANÁLISIS DENSITOMETRICO DE LA INMUNODETECCIÓN DEL CYP2EI 
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Fig. 19 ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO DE LA INMUNODETECCIÓN DEL CYP3A 
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DISCUSIÓN 

Estudios anteriores bmJ mostrado que el disolvente industrial CH es un -

antimutas;6nico in vitro y a la WI~ es m:a inductor de cilocromos P450 en rata In vivo. 6~· "' 

La exposición oral de rar.s a este ~ en el ·- de beber. da lugm- al aumenm en las 

concentraciones hepáticas de las subfamilias de los CYP2B y CYP2E. Por OlrO 1-. los 

antihcbninticos ampliamente usados para el control de parasitosis entre los cuales se 

encuentra el ABZ son inducton:s potentes de las ...Wfamilias del CYPlA.64 El ABZ es más 

potente que inductores como la 2 naftilamina, naranja de acridina y el aminobifenil. 821os 

cuales a su vez son considerados como inductores efectivos en la literatura especializada. 

Los mutágenos y carcinógenos ambientales ejercen su acción genotóxica a través de 

su conversión metabólica a reactivos intermedios clectrofllicos mediada por enzimas de 

CYP; dichos rcac:tivos son capaces de interactuar covalenternente con 1118Crotnoléculas 

importantes como ácidos nucleicos y protelnas. Los CYPIA. 20 y 2E son las ¡xincipales 

subfumilias que están involucradas en la ''activación" de mutáaeno• y carcinóaenos 

ambientales y por lo tanto .. sus niveles de actividad en los sistemas metabólicos in vitro (S9. 

homogeneizados de roedores) usados para la detección de l!enolóxéos ambieo"""• es de 

gran imponancia. 

Los inductores del CYP son usados en la producción .e los S9 empleados en las 

pruebas de mutagcnicidad in vltro y son evaluados principabT~nb:: .o el ensayo de Ames,. 76 

sin embargo,. recientemente Jos ensayos enzin1'ticos ascx-.dos a la presencia de enzimas 

de CYP han ganado importancia con relación a Jos .1sayos microbianos. u. ... Estos 
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m<!todos sin embari!o, hui eiado principalmente enfocados a explorar la activid8d de las 

subfamilias, CYPIAy CYP2B. 

El CYP 2EI es una enzima involuc..- en la ac:tivac:ión metabólica de UD 

imponante c:uitidad de mutágenos ambientales como son la nitrosodimctilamina, la 

nitrosodietilamina. la nitrosodipropilamina. la nitrosod.ibutilamina, la nitrosopirrolidina y la 

nitrosonomicotina entre otros. Sin cmbar¡:o tanto el Aroclor como la combinación del 

FBIP-NF son pobres inductores del CYP2EI, ya que los homogeneizados hep6tic:os 

obtenidos de animales tratados con estas me7.Clas inductoras no son capaces de activar la 

NOMA a baja concentración. u."~· 116 

Et presente trabajo estuvo enfocado en explorar la posibilidad de un ef"ecto 

complementario entn: el ABZ y el CH pua inducir las subfamilias de CVP•s involucradas 

en la activación de murágenos. 

En los resultados obtenidos. el Aroclor fue el único compuesto capaz de producir 

Wla importante induc:c:ión del CYP total (tabla 1 y Fi¡¡ura 1) confirmando los datos 

reponados por otros autores,, 144 en contraste a WJa reducción del l 3o/o observada co los 

microsomas inducidos con ALB/CH (Tab l y Figura l); mientras que la combinación del 

FBJJ3NF no modifica la concentración final de CYP total ieon relación a los microsomas 

testigo. Tomando en cuenta que las subfamilias de los CYP IA. 28 y 2E representan el 11% 

del CYP total en hlgado de rata. 82 una induc:c:ión del CYP total no ncce..wnente es UD 

reflejo de la capacidad del S9 _... metabolizar mutá¡¡enos. Por ocro lado, en tenninos 
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generales la redu.x:ión en el CYP total .,._se deberse a una dilllllinución en la expesión de 

la subfamilia CYP2C que constituye el 65% del lota] de los CYP en bisado de rata; de este 

CYP no existe evidencias de que sea un ll!l'llPO de enzimas implicadas en el metabolismo de 

mutágenos87
. 

Con los resuli.dos obtenidos de las pruebas de Ames. actividad enzi""lica e 

inmunodctccción~ se demuestra que el traaamiento de ratas con ABZICH fue menos 

eficiente que el tratamiento con Aroclor y FBJpNF p•a inducir las subfamilias del los 

CYP"s hepáticos 1 A y 28. 

Los microsomas obtenidos de lúgados de ratas ......-.. con Aroclor y FB/PNF 

presentan una alta actividad de EROD {asociada al CYPIAI) y una elevada concentración 

de proteinas en el análisis de Western blot (Tab l. Fig. 2 y 1.5). Estos resultados caocuerdan 

con los encontrados en la prueba de Ames en la cual las ~iones S9 obtenidas cor.. estos 

compuestos fueron más efectivas en la activación del B{a]P y el 3MC a nwtjgenos 

detectados con la cepa.~ TA98 y TAll>O, respectivamente (Tab 11, Fi11. 8 y 9). 

A pesar de que el Aroclor fue el mejor inductor del CYPIA2 (Tab l. Fi¡¡ 3, 15 y 16). 

el S9 de ratas tratadas con FB/P-NF fue el más ef"eclivo en la activación del 2-AF en la 

prueba de Ames (Tab U, 111 y Fig 10). La intervención del Aroclor en la modulación de 

enzimas de desintoxicación de fase Il u oll'os CYP' s. que no fueron analizados en este 

trabajo~ puede ser el responsable de csle efecto. 
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El prorocolo de induc:c:ión con ABZICH también muestra 1m incremento tanto en la 

concentración de pr-lnas como en la acti,,;&,d del CYPIAl/2 (Tab I, Fig IS y 16). y los 

S9 de l'8tas lr.-S con e- mezcla fUeron capllCCS de mediar la muragenicid8d del B[a)P, 

3MC y 2-AF (Tab. II, III, Fig. 8, 9 y 10). Ailicionalmente, los S9 de Aroclor y ABZICH 

mostraron una eficiencia similar para activar estos dos últimos mutaaenos. 

La inducción del CYP2B 1 y CYP2E 1 participa en el aumento de la genotoxic:idad 

mosttada por la NDPA81
• y los mismos autores al emplear anticuerpos monoclonales 

contra estas enzimas. demostraron que el CYP2Bl con1nbWa en un 65% en la 

despropilación de la NDPA. Nuestros datos coinciden con estos resultados en cuanto a que 

los S9 de hlgado de anúnalcs tratados con FB/llNF y con Aroclor, fUeron los m'5 eficientes 

para activar la NOPA (Tab. II, III, Fig. 11). Por otra parte, los S9 obtenidos de animales 

tratados con CH/ABZ incrementaron 10 veces la potencia mutagénica de la NDPA 

comparada con el S9 testigo (Tab. 11, lll). 

Las enzimas inducibles con etanol (CYP2EI) activan en la prueba de Ames a la 

NOMA a su metabolito mutagénico•?. 90
• El CYP2EI está también involucrado en la a-

hidroxilación de la NPYR. aumentando su potencia mutágenica c..-do se emplemJ 

inductores del CYP2EI en la preparación de la fracción S9. 74 De roda la mezc:la de 

inducrores del CYP usados en este lrabajo, la mezcla del ABZICH !be la más efectiva _... 

elevar la actividad hep*tica microsómica de la 4-nitrofenol hidrolasa asociada c:on el 

CYP2EI (Tab. !, Fig. 6). y por lo tanto, la mutagenicidad de la NOMA y la NPYR sólo se 

detecta claramente cuando se emplea la mezc:la de ABZICH (Tab. 11, 111, Fig. 12 y 13). Se 
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ha .-eportado que las &acciones 59 de ratas lrMadas con Aroc:lor y PBIP-NF llCIÍVllll la 

NOMA en la prueba de Ames, en dosis de - 500-5000 11(!/caj•.04 

Las subfunitias CYP2B y en meno< 8l1ldo el CYPJA. están invol~ en la 

transformación de Ja ciclofosfamida (CP) en el derivado geno1óxico91 92 ~ pcx lo tanto. el 

awnento en la potencia mutagénica de esta profármaco anticanceroso se obtiene con S9 de 

hlgado de ratas tratadas con Aroclor y FBIP-NF (Tab. 11, 111, Fig. 14). Puesto que el 

CYP3A no se modifica con ninguno de los diferentes tratamientos empicados (Tabla 1 

Fig.7 y IS). nuestros datos sugieren que el CYP2B es la principal enzima involucrada en la 

activación la CP. lo cual esta de aQucrdo con reportes pl'Cvios. 92
•
91 
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CONCLUSIÓN ES 

La combinac:ión de ABZICH UAdo en "1<: tt~ induce lu sub&milias 2E y en ,,_..,,. 

proporción los CYPIA. 28. 

Aún siendo los S9 de hlpdos de ratas tratadas c::on ABZICH los menos potentes en eleV111" 

las actividades del CYPI A, 28 son capaces de activar eficientemente promudgenos 

metabolizados por estas subfmnilias de CYP y consecuentemente representan una buena 

aJÍemativa para la detección in vitro de agentes genotoxic:os activados solamente por el 

CYP2EI. 

El Aroclor 1254 es el mejor inductor de los CYP JAl/2. a la vez que es un buen inductor de 

los CYP281/2. 

El FB/NF es un buen inductor de las sublmnilias 20112. ademú de inducir eficientemente a 

la subfamilia 1 A. 
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ABREVIATURAS 

CYP 
FMO 
EBT 
AllR 
Arnt 
B(aJP 
HPA 
NNK 
DDT 
PCB 
TCPOBOP 
NADHP 
NADH 
S9 
F~-NF 
CH 
ALB 
ABZSO 
ABZSO, 
AROD 
KCI 
EDTA 
DTT 
Fe 
co 
EROD 
MROD 
PROD 
BROD 
nm 
HPNF 
HCIO. 
Na OH 
MsCI 
END 
rpm 
amoles 
pmoln 
2-AF 
N-NDPA 
NPYR 
N-NDMA 
3-MC 
CP 

Citoc:Tomo P450 
Flavinmoaooxill""""ll 
Elemento baal de transcripción 
Receptor de bidrocaiburos arom6ticos policlclicos 
T..-locado< nuclear del AhR 
tJenzo e a 1 pireno 
HidrocaJburos policlclicos aromiticos 
4-[(~tilnittosamina-1-(3 piridil)-1-butanona] 
dicl0<odiCeniltricloroetano 
bifenilos policlondos 
l .4-bis[2-(3.5-dicloropiridiloxi))benceno 
Nicotinemida adenina nucleótido fosfato reducido 
Nicolinamida adenina nuclcótido reducido 
Fracción milocondrial 
Fenobarbital P-naftoOavona 
Cyclohexanol 
Albendazol 
Sulfóxido de albendazol 
Sulfona de albendazol 
0-dealquilación de alkoxi-resorrufina 
Cloruro de potasio 
Acido etilendiamina tetraacetico 
Ditiotreitol 
Hierro 
Monoxido de carbono 
0-dietilaz.a de etoxi-resorrufina 
0-dictilaza de mctoxi-resonufina 
0-dietilaza de pcntoxi-rcsorrufina 
0-dietilaza de benziloxi-resorrufina 
Nanómettos 
Hidroxilasa de p-nitrofenol 
Ácido pen:lorico 
Hidróxido de sodio 
Cloruro de mall0"5io 
N-demetilacióo de la eritromicina 
Revoluc:iooes por minuto 
Nanomoles 
Picomoles 
2-Aminofluoreno 
Nitrosodipropitanina 
NitrosopiJTolidina 
Nitrosodimetilamina 
3-Metilcolantreno 
Ciclofosfamida 
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S9 inductlon by the comblned treatment wlth cyclohexanol and 
:•lbendazole 

D.Er.cobar-G•rd•'• R.Cam•cho--Carranaa1, l.PéttF.2 , 

V.Dunado2• M.Arrhaau.-Alha-" and .r.J.EApinoaa-Aauirre1.2A 

11n,.lllul0 de ln\·c•1i¡;x-innc$ Biomédu;¡o<;.. Ull'li\·enid.ol.d Nucional Autónoma 
de Médco, Ap1nudo Po•tal 7022!1. 04$10 !lllé1ticu. D.F .. ~on-c de 
Jnvc,.lit"ación 'Jo;tqufn Cra,·iolO'. ln~111u10 Nai;lonnl de PcdiaUin. 
Jn,.uri;cn1c,. Sur. 3700-C. 04530 Méll.ico. D.F. and ;Ho~pltal Jmlrc1 de 
Mé ... i.:n, A\". fn,.1i1u10 Pnhlécni~·u Nacion:tl Sl<oO. 077(>0 Méll.ico D.F.. 
!\k,.icu 

Cyclohexanol tCll) l!t an indUAtriaJ solvcnt capahle of' 
lnducln" C)'lochrome P450 (C1r"P) en:r.yh"H'!'I lncludln11 the 
CYP.2E and C1r'P.2H subramUleA. S9 frum CH treated rals 
ls uble to activnte sc.-·cral N-nltf'Ufllamlnrs th11t are poorly 
uctlvatt."d h)· AnJClor 1254, phenoharhltall~naphlhoflav,me 
(PB/N.~) nr 3-melhylcholanthrenc S'I rr•clhnu lntu muta
¡:erL"" del~tl'd by lh.- Salm11ndla t)lphimurium Amerc IHI. 
Additiomdl). ulbendazule CABZ) l~ a widc-ly u~L-d 11nthel
mln1ic dru¡:. ahtl a po11..·n1 induccr ur thc CYPlA suhramily. 
Slnce C"\"P1A. -:ZH und -2E suhrumlllt:oi ure lmplJcalrd In the 
acth"utlon or !')e,erul envlnmmental mutagenAlc-an:lnogell!I. 
"·e studled C\'P lnducllon in lhe rat Uver b~· lhr comhlned 
elfed ur thr~ '"'º cumpuunds. and w.cd S9 dL"rh·t."d rrum 
il In the SalmmH··l/a/nticn•~nte assay to comp11re -..·Uh St,t 
ohtalned rn>m Aroclor or PD/NF lrrulN ralfl. Total CYP 
C"ontent in hepatk mlcrosonu.~ -..·as lnducrd by AnK"lor. hut 
nnt by any of lhc nther chernical comhlnatlons. \\.'eo1tern hlot 
und t•n;,1;ymutk m.·th·ily anal, si,. n.•"euled quanllt11tln• but nol 
1¡ualitu1h·e dllferences In lhc C\"P "'uhrumilles p~nl in the 
dl1T1.•rent mkrusomal rrucllons; ull or lhL" chemlcllls u!M'd 
incrcm1l.'d thc lcn•ls ur C\'PIAl/2. C\'P2Hl/2 and C\'P2EJ 
wlth respeel to contnd tnicro~orn<-H. C\'P.3A -..1u; not modlflit"d 
by the dilTerrnl trrulmenb. \Vhc-n lcstc-d in the Ames l&.-sl. 
Antelor S9 and PHIN•· S9 wen.' the mo!iil efl'ccth·e in the 
m:tlnttion uf bcnzo[a Jpyrrne and 3-methylchulanthrrn1.· 
"hkh are n1elutx11izcd mulnly by CVPI A 1; addltlonully. 
the hlahesl mutaaenic potcncy or 2-amlnolluorTne and N
nitrn~udipn•pylumlnc. whlch MI"<' ucth·atc.-d b'' C1r'PIA2 •nd 
C\ºP.?H. rt.~pceth·ely, "·en:- uhtalned ""lth PHIN•" S9. Ali thL-se 
cumpuun<b "en- uho ucti\-'ah:d "'hen CWABZ S9 ww. used 
1L-. thc CJHtl(enou .. sourcc or n1et.abollsm. 1\.-lu .. a<-n.• Hkc /\·
nltrosopyrrolldlne and N-nltrosodlmethylaminc. acll\-'aled 
hl CYP.2EI. ~1.·n: deh.•ctrd unly whcn Cll/ARZ S9 "'as used, 
und thc cffcdl..-enc!i!li of the dlfferenl S9 fracliom in 
uctl\-'utJnti: L0yclophosphamlde drcn:ased In the ruUowlnac. 
ordcr: Aroclor = PB/NF > CH/AHZ >control. •·nin• tltrsc 
expcriments "e cu.n conclude that the lndl..-idual CYP
lndudnK prupertie!I or AHZ and CH complrment rach other 
"hen the two con1pc.M.1nd!'o ure admlnl•ten:d In conjunctlon 
und thut the re!OUllJnK S9 fn1ctJun i!ll uble lo acU\-'llk M'"enlll 
kno"·n n1ulagl'n!i in lhc Am~ IC!Oil. 

lntroductiou 
Prcparation of hcpauc S9 fraction. rc4u1rcd a:. an intc~r.1.I pan 
of '-lllndanJ ;,, vitrT' gcnotollkity a .... ay~. invoh,·c!i. pn.-treatmcnt 
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or thc animals with an inducing agent. A mixture of poly
chlorinated hiphcnyls. designatcd Aroclor 1254. hu.'> bccn 
uscd for a long time for this purpo§C, but its dctrimcntal 
cnvironmcntal impoct (Clnre. 1989) hn..<> promptcd u rc-cva!u
ation of thc continuing use of Arodor l 2S4. and nltcmath·es 
h11vc becn pmposed. r..1atsushim11 t•r al. C 1976) showcd that a 
comhinulion of phcnobnrbit.aUP-n11phthofl11vonc (PBINF> 
admini"'tercd intruperitoncally (i.p.J to rnLo¡ is a goud inducer oí 
hepatic microsomal enzymc!r.; diffcrcnt rou1cs of adminh..trution 
havc also bccn successíully uscd (Elliot t.'t al .• 1992; García 
Franco ~r al .• 1999). Sincc thc original proposal by MalsU!r.himu 
to replace Aruclor 1 :?S4 w1th thc combination of PIJINF. 
muiugens acti\·utcd by CYPIA. and to a minor cxtcnt CYP2A. 
ll!> well us enzynmllc uctivitics for thcsc two subfumilics. hnvc 
hccn uscd in ordcr to valid•Uc thc U!>C uf 59 induccd b)· 
diffcrcnt chemicals in thc in vitro mctabolic ~)SlCm!> for 
{!:Cnoto:1tici1y ui..says (Gucngcrich i:t al .• 1982; Callandcr i-r "'·· 
1995; García Franco"' al .• 1'>99). Ncvcrthclci..s. the CYP2E 
!>Uhfu1nily participutc!r. in thc activution ofcnvironmcnlal nitnn-
• .unincs tYan~ et ul., 1991) und is poorly induced, or cvcn 
supprcs¡,.cd. b)' Aroclur 1:?5.i or PB/NF (Gucngerich i-1 ul .• 
1982: Thom;ts el al .. 1987). Cycluhc:11.anul (CH) is an indu,.trial 
?oohrcnt that im.lw.·co¡ thc CYP2El und CYP2B 112 i..07.ymc!> 
(Ei..pinu.,.a-..\guirrc et al .. 1996, 1997) und albendazolc (A8Z) 
i!. ati anthdtnintic drug with a high potcntial to indu~c 
CYPI.Al/2 (Souhaili-131 Amri c>t al .• 1988; A~tcin7a d 1JI .• 

:!000); both cllmpound~ displuy lower to:11.iciry than othcr P.i!SO 
inducen. and thcy are nnt undcr rcgulalOry control. B11sed on 
lhc latter ad\.'ant:tgcs, along ~ith tite CYP induction propcr1iei.. 
uf thc .. c '"º ~ut'o~tancc\, "e cnmparcd th~ 1nut.agcnicity indu\!cd 
in thc Ame~ IC'-l by rcfcrcnce chcmical'i actt\'atcd cithcr by 
59 induccd with thc ABZ/CH combinntion. or bv S9 induccd 
with Aroclor or with PB/f'E Hiochcmical charaCtcri7.alion of 
thc thrcc diffcl"ent S9 tractions. including en7ymatic activitics 
und wc:~tem hlnt ana)y.;b. wcn:: includcd. 

Mat~rials and melhod.<c 
Clu·nuc.,r/~ 

:--.:ico11numidc aJcnine Jin,,...lcotiJc pho~ph.:.lc tlJ-SADr1. ¡;:luc~-6-
ph"'phatc !Gf'>l'I. N-mtn""''"'11prop~lammc INDrJ\ 1. N·nitro'nJ'}rTOliJinc 
lf'o:PYRI. N-mln>!l.01.hmcth}laminc tNDMA•. bcnl'.olalpyrene (UlalP). 3· 
1nr1h, klK•l.,nlhrrnc (.\·!t.tC"I. :?-mmnoftunrcnc: t2-Af'). cyclopho,rh.&mid.:: lCP). 
¡mU-mnu!\.C 1mmunoi;.lohuhn 1¡?0 pem,ida~ ccmjuga1c:. mcthoxyn:Mwuftn. 7-
J'COl••"YT'r'""'rulin. 7·benTylo11.yre"°rutin. ,,.,~nruttn. cltmxyrc..onilln. albenda· 
tole. J'-naphthClftavnnc- t !""!-) . .a-n1trophenoJ And .a. niln.>t.:111.C'chul '"''c."f"l" run:ha..ed 
frt>rn Si~m• cS1 t..ou1.._ MO). Cyclohc..:anul wa<1 obtained from J.T.Saker 
(PtulhpsbUl'J:. NJl. Go.11 polyclonal ;&ntt·r•l CYPIAl/2. C"Yr2Bln and 
CYMF.1. aloni: wilh micro"""°c <1bndanb for eu..:h CYP. "'~ manufanured 
b)' Ualich1 Pu"" Ct...-mkals (Tok)u. Jiop;i.nJ anJ pun;ha..c:d from Gen&cl'I 
(Wnhurn. MAi. Chcm1.:ab lc.."r elc:cuuphore .. 1s and n11J'Oeellulo~ miemhtann< 
""CIT purch11,..,d frum R10-R"'1 (R1dunonJ, CAJ 

Ani•nal trrat•"~"' 
M;11C' W1 .. 1.ir nu• ("'e1i:h1n¡.; 2U0-250 ~l v.cre hou"'d m rnlyprop)tenc cag~ 
:md ke-pt 111 a 12 h ll11hl/Jark cycle 1n .in ouumotl cllfl: r.1dlily. Annnab wCTC 
1dln"'cd uure<1mnc:d a;;: .. ·c!f>r. to l11hur.llol")" mdcnt cho"" a.nd distilled ""•ter. 

'"To v.·hom con-c~pnndc11t.:lf! ~hnuld t'C' uJ.trc .. ...:J at: lnM11u10 Je ln\<ci.tig.-.:innC"!OI B1omédica .... Unh-crs1d4d S...:ional Autóoom11 de 1'1.tfll.icn. Apartado Poiotal 
70228. Ciudold Unh·err.naria. t~SIO Mh.ico O P .• Mellico. Email: .üca((fl-.c-nddor.Ufl;tm mx. 
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U.F.acoha,....Gard• '' ol. 

Four ¡¡:roup" oí animab, wcrc u'-C<I ffuur •llimllb/Jiln.>Up). One Jilruur wu 
lrca1ed wilh :!.5°" (,,.lv) CH 1n dri011ting wa1er for 4 day" (E...,pinu..a A¡:uirre 
rt al., IW7). On 1hc 1hird day of CI 1 1n:a1mc:m. animala were 11dmlni1oum::d 11 
1olnglc i.p. do..e or ABZ eso mttfJ..sl in L·urn oil ª'"' werc killcd 24 h la1e-r 
{A•re-inz11.,., al .• 2000). In a -.ecunc..I sruup. nu" wcrc injcc1cd lntrnpcri1oncally 
whh 11 11in¡ile doi.c of Amclor l:?.."i4 (~00 mtVl-e> 1moJ killed on duy 5 uf 
lno.luctlun (Amcii .. , "'·· 1<)75), PH/NF i11dm;1ion Wll.\ clone ronu .... mg the 
!teheme p~I hy ~fo11ou,.him11 .,., ul. 1 l'J7<J) wnh loOffiC muc..liti..:11lmn'; 
unlmala n:ceivcd lhn:c .Wily i.p. drn•e• ni PH (t>O m¡t/kgl und an add111onal 
1.p. inj~'lion ut 30 mg/k¡¡. un i.l:1y 4. NF '"""" lnjct"ted i.p. lo !he "ame nu• u1 
u doi.e ar MO mg/kg un c..lay 3 arKI thc unimal., were k.illfi.I on c..lay !l. Thc 111'1 
¡;ruup. U'Cd ª";a contrul. rcccivec..I fnur c.111il)' dn"'' ur com uil :r.nd werc k.Jlled 
un duy ."i. 

l'rr~n1tl1>fl •d SU u11J rni<-ro•<>rnulf'<lrtlnn 

Li"\·cr S9 fra,,;tiun• wen:: prrpu.rcJ 11¿;0.:orc.11113 10 Maron 11111.l Amci. fl914.\). 
llricHy, livc~ fn•m c11eh grnup ""rre puukd. 111111.:cJ mio .. mall p1ecc• unoJ 
homur:cnilfi.I m 15D m!\-1 KCI 1.\ mi/¡: li""cr wet "'clghl), After 1.crunfuf!allun 
al 900D /f for 10 mm, .. upcma111111' wrrr dL-..·anle-c..I, c..11,tnbutL-J 1n ~mi aliquDI• 
ami •IDl'Cd ill -70"C unlil u..c. A pol11un of c<1ch !\9 frn¿;tilm uhlu.mcc..I ª" 
de~nbcd .,.,"" ccntril11111ciJ u.1 llXI (X.l011f••r6fl min, lhc ri:Ik1" we1c rc .. u .. pcnc..led 
in oan c.quul ,,.olumc uf 100 11111.1 f'<•lw. ... 0111 phu~phalr butlcr (plt 7 41 o11nd 
¿;ernriCu¡¡roJ. ~1io.:ro,,om11I lr.a..:tlun" wcre li1111lly r"'"'J>Cll<kc..I m 100 mM 
P•llai.~ium 1•h"''l'ha1e fpll 7.-ll. 1 O mM F.DTA. 0.1 mM DlT am.l 20'l 
1dyrernl a11d 'loll."d at -70~C. All Mllu1inn .. ,,,,.¡~¡.,,,...,Me "'"11." LL•pt at 4'C.." 
Pn11em ,·on.:entnumm; In m1cro .. omal lrn.c1ion1o were c..lc1cm1i11ec..I a~·1.urdm¡:: w 
Hradfonl (197tu. 

lllwlo.Jgr11t>JJ/• u•<U\• 

s,1/m•1t1rll<1 t)p/11,.,wrmm 1otrnin' TAl.S.\5. TA9!1 .mi.l TAIUll JunulcJ hy Dr 
H.N.Arue1o (Ünl\er<uy uf Cnlifomiu. HerJ..cleyl 101cre 11 .. ed fur mu1 .. ~rnc-M~ 
ll""ªY"· TAl~"\S Wll<I u-.cd ID dc1n.·1 dlC mu1.agemL·1ty ul CP: TA'Jtl fr•1 BluJI' 
anc..I .:?·Al' ólnc..I TAIUO fur J.MC. SUl'A. SPYk 11nc..I NlJll.IA. PrL'-lnL'Ub111mn 
"""" prrfu1m.-..J ... .-,·ordinv ID Y.aho1i.:1rf11f. 1 l<J771 wilh !><lme moJllu:.111011'. A 
0.1 mi ufü¡uot oí n11cmitthr h11e1enul cuhurc m nu1nrn1 hf"o1h. 11.S mi S<J 
mi°"ure t~U or IO':i- 5'1 fr.a.:Uon, M mM ~1~CI~ •• U mM KC:I. -1 m!\-1 S,'\l)P, ~ 
mM Cif>I'. IDO mM M><.hum phm.ph.ite t>ullcr, pH Í>.!'\) a.nJ 0.1 mi uf 
;ipprupna1cl)" d1luteoJ ..:hem1.:.al ..olu1i1>n were .i•klrJ 1u .. 1.:nl.- mt-.:-... "Thh 
111111.tur-c ,,...,. 111,;ub.at.,c..l óll ..\7"C..' for t.O min. mi,.ed .,.,llh ~mi lup :iJi:ur u1 -'5~(' 
.ind poured unlo mimmal ur.ar 1•latr' Mc\crloilll C••li•niL•,. ... rr-c L'Uun1rJ .af1cr 
a 41'1 h 1n..:uhuuon rcm..J UI )7"C. 

rnlya.:l")l11111ulr •l11h $el elc.:uoph<'n:"\i' cPACiEJ ""11..' cwnec..I uul ut n.>0111 

tcmrc:r.ature in 1he 1•rr .. enL·e uf SOS u .. 111¡: 111., oJ1 .. .:nntmuou• hull.:r "Y~trm 
dc..cnbcd hy Lücmmh (1970) Eo.o..:h micro..onull rro1r111 .. ample """" lnnc..1 .. oJ 
:u 11 ¿;on..'C'nlmU<m ol 1 ••lll"'-cll. Thc 11bah !<><=parntinp: gel 171"MX007:"1 L·m) 
,;untaincJ 7.~-.. a.:l")l11mulc "-llh U.2'1 tu .. -1a~·ryl .. 11noJc. Alter elcctn>phnn:-'11o. 
prutcm .. "ere tran .. fc!TN 10 a H X6 ..:m mtn.:elhil""c mcmbr.ane í11lluwmtt lhl." 
meiht..J dc•cr1hrc..I b) ·10 .... bin r1 ul. 11~791 . l'or thc c..l.:1c.:uun of C'Yl'IAI/ 
A2. -~l:JllB2 "'llc..I ·2EI. niua ... ·ellulo-.c ,¡K"TU. ""L"l"C' tn-.atci.l ... uh!\<"¡ "k1mmrJ 
mili.. in pllo..phll!C•buffcrcd .... !ine rrRS. blu<.""k.111~ "ulull•IR) 1lt1nng +.-2..J h al 
• re. lnllu .. ri.l by ln1,:11b.tuun wilh lndhidu¡¡I anu-CYP an11b.-.J1c• dilu1cc..I 1:750 
111 1hc blu1:J..i11!' "uluU<•ll hu .an .a..lc..11uun:..il 1 h. ""ll~hcoJ .... nh l•llS .:on1au1111i: 
O.U..\<;- Tur-cn 20 nnJ lm:uh.11cc..I ""'th rahhll •lnll·mou..c l¡.-G prrnu~...:
L<mJo~alL-.1 lor'<."nmJary <tnlit>od) ( 1 ~000 c..liluti<'lll lnr 1 h 111 mom lemrc-ratun;o. 
The nnrocellulo-.c ~hre-i.. .... ere ""'""hcc..I .... ho.•lore anoJ lhe immunocomrlc"'e' 
"'ere' de1c-.. 1cJ IJ~in¡.e. ·'' • .3..J1amim1hcn1i..hnc ami h~<ln•i:rn prro11Cac..lc. 

H1.,cltt>m1ca/ d"'''"""''"'"f'I' 

'nlhle l. CumpJ11no.o11 of CYP a.:tlvh..le• fur dlffcrent inductiun -)stcm~ 

Ar1ivi1y tlnind11cc<I AL8/CH-induced Aru..:lor-induccd P81NF·inc..lucroJ 

Cyt P4sn• o!\~ 0.48 (H7)" 2.57 {4'17) 0.(,7 ( 122) 
~ROi.>" ~411) '49.98(~206J 4572.12tlK340J 4046.S9(1to2l21 
MROD'' Z5.41 :!.~O.W (9KMJ 1<407 09 (55.\7) 479 4 (1Kll7l 
J'kOlJ'° 7.4 863(1)66) 41tl(S649J 10f>M,16(14-IJ7) 
8MOD11 :U.14 473.%(14.10) Jflll.32(10MY7J IJ26054t279441 
4-NPlf• O.O :?.45 (408) 1.4 (233) 0.9 (150) 

HND' -'-·º-' ___ .. _"'-'-"'-'---'-·"-'-"-º-''---'·-"-'-'-"-'-
"1-"niu:in cuntenl (nm/m¡J; "pmol Tnorutinlmtc pratem/mm. 'nmul .a.. 
ni1rucatc.:hoUmJ! protcm/m1n; "111111.>I fonnah1chydclm¡;: ~em/mm.'"Values in 
parrntl..-~e' un: •h<.•""n aa. pen::cnt.a~e" of conuol. 

-l·Nlltt•1•l1rfl"I h~"mrv/u.f.,. (4·Nl'llJ 
Hydro11Cyla11nn oí 4 1111rophcnul 10 .&-n1trocaic..:hol Wlb de1ermincd hy a m•>c.11· 
f1c.a1mn uf1he melhoddc>S4""nbcJ by Koop (19861. -l·S11mphcnul 40.2 rnl\.1) wu. 
c.11s,..>\vcd in ~O rnM Tn,.-1 ICI, 25 mM MaCI:. pH 7.4. 930 µI oí this r.oluliDfl 
and 50 µI nu..:roi.um.al i.ampJe,. ... ere itx:uha1cJ 1o11 37~c fnf 5 mi11. Mca.:llnn• 
werc .,1aned hy aJ.Jini; 20 µI 50 mM NAL>PH anc..I incuh11llon cun1inucd fot" 
10 mm 111.,n:: Mea..:tivn mi'ltun:• WC're \topprd by thc add1don of O . ."i mi 0.6 N 
pcn:hlun1: iw;id followcd by ce111nfu~1111011. 4·N11ruca1echul funruumn was lhcn 
"pcc1n11•homme1ncall)'d"1ennulC'dm 1 ml11upcmat-.ntplu10.I mi ION NaOH 
<ti !110 nm A 'tand.ud c:u.-...c wnh 4-mtrucale-c;;hol (~-SO nmoVmll waa used to 
o.:.ik-ul•IC m11,:r<1' .. 1llal IKIÍ\.11). 

Fry·thn•rnH ¡,. f\.'.Jrmrth)l<1•.,. tC:...VDJ 
F.ry1hrum~c111 l1>'-Jcmcth)l.a11on ""ª' 11.....cs..cd •r-:trup001umc11ically hy mea., .. 
unn¡; thc pmducu.~n ••f fDnn.iloJCh)oJ.c w.;1:ori.lmg to Aleuc..li. rr uf. { IY'>fl). Thc 
incuh111i .. 11111h.111rr 11 mi lir..._I 11.,lumcJ ..:un1.úncd 10 rn.'I crylhrumycin. J m~ 
m1,·ru .. um11I pn•tcin :anJ buffer (!iO mM Tn,.-llCI, 10 mM Mi;e1 2• ISO m.'-1 
KCIJ Thc: m1"ure ... u pn:-in.:11h.atrc..I J mm 111 J7"'C. 1he reactiom1 !ttaned hy 
!he aoJd1t1011 of 1 O m!l-1 NAUPH and incuh•tion """ª"' continueoJ for 1 O mm more. 
Thc rcactmn ""ª' ,¡uppcd h)' 1hc :111<.1111011 of U~ mi 12.5~ mchloruacet.ic ac1d 
lullo .. ..._1 hy ccnudu¡:1111un Ml !if>l.JO r.p.m. Ck.u 1oupcrna1an1 tJ mi).., .. millfi.I 
"'''h 1 mi No11oh n:;a~cntfNa,..h. 19!i1J. heatcd :u .so··c fot JOnúia and mcuureJ 
'rco.·tr1>f1h••lomC'1r1c:oll~ uc4 l 2 nm A ~1.anc.111n.I fol'fl\lllJeh)dC!>0lu1ion (IOOnmnV 
11111 wn .. u\cc..I íur the c11ht>nuion ,;u,...e. 

Rnult.... 
En7.y1nc acti\'ity dctcnninations in hcpatic micmsomci. from 
n1ll'> im.Ju1..·cd by thc diffcrent 1rcatmcnL .. are ~hown in Table l. 
Total CYP wai. hij!hly induccd by Aroclo.- (Up to -'68%) but 
not by PO/NF (Up lo 1::?2%) o.- by CH/ABZ, in which a 
1 J""k .-cductiun frum controls was notcd. EROD activity wus 
l'>igniticantly cnhunccd in hcp.itic microsomcs from Aroclor· 
anJ PO/NF-trcntc:J mo. ()83· and 162-fold ovcr controls • 
t"e~fl'!ctivdy). CWABZ prctreatmcnt induccd control EROD 1 
acCI"·ity by only 22-fol<l. 1 

Thc POINF cumbinution induccd thc PROD and DROD 
acti"loitic:s ~n in control micro!oomcs 2.5-fold more than 
Arochn. Conven.ely. Aruclur wus 3-fold more cffcctivc 
than PO/f\;F' to induce MROD activity (Table )}, On thc othcl" 

AIA.OX)rr~""<fin O·Jr<1ll..)l.u.rs tARODJ hand, although CH/ABZ imJuccd EROD activity by 22-fold 
·101.111 c)luo:hume r.uo wcrc me.a .. un:J by lhe methO<J of Omura anJ Sam ovcr cont.-ol and ~ROD. PROD and BROD activities n:ached 
1 IY64J. Mkro"°mal AROIJ bCU,,.111L ...... .,.rr 1llC'.a1ur·coJ 'rr.:1r1.1tlu<>C"UTT1C"tn.:¡¡lly a 10-fold inJuction. this rcttimcn was thc lcss cffccth·e. 
by monitonnv th.: formalinn uf n:-.oruhn .. c.-curoJmg 10 UurJ..e'1o tno:lhooJ The highe!l.t induction uf -'·nitrophenolhydroxyla.~ activity 
(flurJ..i: .,., "'·· 198!1. l'l'J4) w11h M11iw moJ1tt.:atmn .. : e•u:nauon .. noJ cmauion wa."' obtained wilh the CWABZ rcgimen. reaching 408% o\'er 

~.~~~1~2''~;"'~':rr':r' '.: ~;~~ ':!tj~1~"~~~~~'1,:~i" ~1~;~1~1c11~~ ~~ thc control. foJlowed by Aroclor and PBINF with 233 and 
lll40 µI nucru'"°nud 1oamplc ,,.en: rlu..:cc..I in • lluunm.,1cr cu"\·enc .and 150%. n: .. pecti\.·cly. CYP3A ussoci111tcd crythromyein-N-
ineuhaletl 111 37ºC ror .1 mm. N.e:iu.uon' ... en: ~t:uicd t'>>· lhe aJdmon or den1cthyla~ uctivity WU!<> nut induccd by any of the thn:c: 
!\00 µM NADPH 120 µI lrnm 11 50 mM 1otdu11<m m OOHer A). Wn.h a lou.I regimcni. te!<o!ed. ¡ 

;;::-·~~':1~:~~":~11~'.' ... ~ m:~:h; ~1~~':.::~.~~c~h~';f:,.~r:~~~en::';':e;,,.~ -2~e ¡~':;.t~:;:,r~~c~1¡1:1u;~~~~n~f .:.~~!i~~~ Ab~12ih·;Bd~~e::'n~ ¡ 
!~"~~>"!~~~." ,~;'~1~~'t::i'!:;;~,;.~~~:"'i'.':,1f~n~~ ~~,~~~~::~.~~ ~~ inducen tei.tcd parallcled that of thc rclatcd enzyme activlties L 
1.0 mM hcn1)·Jo">'e"orutm. c..-.u .. .d)tlc a.:11,·i1ie .. wcrc .:11kul:ucd from • in thut hoth par.in1eters !>howed an induction over eontrols 
.. 1.o1m.Jan.I <.""Un-cuí re">rufin <O-S~O_!::r•:'.:™~'"'.!!m!!:h~=:-:::-:-;:--;::;-~;:-;-'--i:!fisurc 1). 
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S9 b•dudlon h)' cylc._...,... aad ~ 

' 2 3 4 
A. CYPtAt.12 ..... -~ 
a. CYP2at.t2 

...... __ . 
. . ;~ ; . - . -

C. CYP2Rt 
....... ....... -.-. 

D. CYP3A 

fo1¡t. l. Jmm11nobloc a.rudy•i• oímicro.o111nl ptnlcin ( 1 µ!") fmm un1rrate't.t (lnnc 21. cyclnhc ... mul·11lhc'mUzolc·ucu1eJ Clnne 3), llll.>Clur·1rra1cd flanc 4) 
wul phenobafbi1.al-p...n11ph1hona .. ·onc-trrated W11t.ar n.b tlw1c .51. Stuuplo: .. wcrc .. uhJe.:lcd to ck•:truphon.o"'· tr,111,.frneJ t<> nu.ro..:.:llulo~c i.hc.•rt• 1tnJ 
irununochemicaUyca.umincd w1th fNllyclon.al g0&1111111-r11tc)tochrumc: CAl IAll2; (81 20112; (C) 2EI: and Cll) )A. Cn1ru11cn·1al at.andiu-J micO"OmC• 
ll µgJ from 3-mcthylcholanlhn.oM (lanc JA). phcnuh1nt111al-ucu1cd tlam.~" l B and DI ..nJ a<."ch>11c-lR'a1cd r.us (lime IC:I \A.c1c ut.e.J as cunuuh •. 

Thc biochcmicul dala descrihcd aho"c prcdict that S9 
fraclions, obtuincJ from animah, 1reated with cit.hcr one uf 
thc thrce diffcrcnt induccrs, nre ablc tn "uclivatcº !>tundan! 
pro-mutagcns in thc Scilttum,llu/micnl!-Ome test. Diff.:rcnt 59-
dcpendcnt mutagcns were cho!>Cn fur this purposc: Bla)P and 
3·MC urc acth-·utcd by CYPI A 1: 2-AF by CYP1 A2: NDPA 
hy CYP2B1: NPYR und NOMA hy CYP2El umJ CP by 
CYP:?B nnd CYP3A. Aroclor and PU/NF 59 activatcd B[u}P 
tn a similar c11.1cnl. producing 17 and 12 rcvcrtant~ pcr 
microgrum (rc\·/µg), rcspectivcly. contr .. lsting wilh control 59 
that proJuccd 3 rt!'v/µ~ <Table 11). Additiunally. PD/NF am.1 
Aroclor 59 elc\'att.•d IJ· .:and K-fnld thc 111utagcnic potcncy ut 
J-~1C with respccl to S9 frnm control rnt~ (Tublc 11). Although 
not with thc ~ame cflicicm:y. CI l/AHZ 59 also uctivatcd thc 
two polycyclic cumpound .. inducing a 2-fnld <BLa)P) and 5-
fold (3·?\.1C) incrc;:1 .. c in thc1r mutagcnic polcm:y u..,·cr control ... 
2-An1inufluurcm! Wl.l!oo thc only mutagcn activated by control 
59 and whcn tc .. tcd in thc prc.,cnce of 59 mixture!> prcpnrcd 
from PBINF. Aroch1r ami Clt/AUZ trcatcd rat~. thc uctivation 
was cnham .. ·cd npproxim:uely 2-fold ovcr contn>I. Control S9 
wa.. .. unublc tu uctivate NDP/\ hut thc thn.:c inJuci11g 1uix1ure~ 
used allowcd ib dctect1on ª' a muta~cn in thc Ame-. lc.!>I 
(Table ll). Thc mutagenic potencie!!. obtaincd wcn:. 0.58. 0.8) 
ami 1.48 rev/µg from CIUABZ. Aroclor and PR/NF S'1. 
tc.!>pcCÜ\.ely. 

Mutagcnicity by NPYR and NOMA was uchicvcd only with 
CH/ABZ 59. In the prcsence of Aruclor or PB/Nt= S9. 
thc ... e pron1u1agcn ... wcrc unablc to duplicatc a.he !!tponlancous 
fC'\'cni.wn of TAIOO tc:;;1cr .!>trt1in contras1ing with an K-fold 
(for NPYR) and 323-fold (for NOMA) enhancemcnt ovcr 
thc control whcn CIUAHZ 59 was U.!>Cd (Table JI). Finally. 
lhc mutagcnic potcncy of CP wus 0.5 rcv/µg whcn acti\.·ated 
with cithcr Aroclur or PB/NF 59. 0.16 tc\"/µg with CHIABZ 
59 and 0.06 rc ... /µg with con1rol 59 (Table 11). 

DbcWISion 
Prcviou'- <;.ludies in our laboratury havc shown thnl thc industrial 
!loolvent CI 1 acts ª' un antimutagcnic agent whcn nssuycd 
in l•itro ami b an in vivo induecr of cytuchrome P450 in thc 

rat (Ei.pinosa-Aguirrc et al .• 19Q6. 1<>97). Expo.-;urc of rats to 
thi!o ugent in drinking water ¡zi\'es ri"c to incn:ascd hcpatic 
cmu .. ·cntmtion~ uf 1hc CYJ>:!B umJ CYP2E !.Ubfami1ics. On the 
ulht.•r hand, thc widcly used anthclmintic drug ABZ i"' n polcnt 
induccr uf thc CYPI A ,.ubfomily (AMcin.-.a c-t "'·· 2000). 

CYPJ A. -28 ami -2E ,uhfamilics ~onstitutc thc rnain 
groups of cn:t.)'rncs involn~d in lhc activution of cnvironmcntal 
muw.gcns./carcinogcn"' aml. thC'rcforc. their lc\'d of activity in 
in \•irro metabohc sysicms (hepatic 59 fractions from rodcnts) 
u~ed for thc dctection of cnvinmmentul ge1101nxicunL-. is of 
grent impon.anee. 

Thc potemi:il of induccrs to be u~cd in thc pf"C>Ciuction of 
S9 fur in l'itro gcnolnxicity a~!.U)'S has usually bccn cvaluatcd 
U!!tin~ thc Ame!> ª~"'ªY (1\.-fot,.u"hima et al .. 1976). but rcccntly. 
cnz)·matic ussay .. ª'!.ociatcd .... ith thc prc~ncc of CYP cnLymcs 
havc gaincd imponancc in ¡1ddition to mil:robial as!.ays 
(Callander c-t cll .• 1995: García f'r.mco et al .. 1999). Howcvc:r. 
thcsc methods huvc bccn mainly focu~d at cxploring thc 
activity of CYPJA o.nd CYP:!B !o.Ubfamilics. cvcn though 
1hc CYP2E 1 cn;r.yme i ... al!io involvcd in thc nu:tabolic uctiv.u.tion 
uf inlpo..lnant cnvin:mn1cntal mutagcns bclonging to thc 
nitrusaminc fomily of chemicab. ~uch m. nitrosodimcthyl
aminc. nitrusodicthylamine. nitrosodipropyl.uninc. nitror.odi
butylaminc. nitro.!>Up)rrolidinc nnd niuosonomicotinc among 
othcrs. Sincc Aroclor 1254 and thc cumbination of PB/NF are 
poor induccrs of CYP2EI. hcpatic S9 f1actions ohtaincd frum 
animal~ trcatcd with thc~c inducing mixtures fail 10 acti\iatc 
NOMA at low conccntrJtions (~fati1ushima c-t al.. 1976; 
Yoshikawo rr al .• 198~: Callandcr rt al., 199$). 

Thc prescnt work was dcsigncd to explon: the poHihility 
uf a complementar)' effect bctwccn ABZ and CH to induce 
thc lhrce CVP !oubfomilies in\·olvcd in mut.agen activation. 
Our rcsults showcd that Amelar wa.s thc only compound that 
produccd a 5-fold induction of lollll CYP. confinning the di:ua 
reponed by othcr.. lCullandcr rt al .• 1995). in comra,.t to a 
13% reduction obscrvcd in CHIAHZ microsomcs (Table 1). 
PBINF cttatment did not modiíy thc tolal CYP content sccn 
in control microf.Dmcs (Table 1). Tak.ing inlo account that 
CYP 1 A. -20 and ·2B KUbfomilics rcprcscnt jus.t 11 % of thc 
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'l\lbl~ 1r. Mutagenic: acthlty In Sulmo...rlla typhl.,.urlum or mutaacru aaiv•rcd by thc llver S9 rractlnn fmni Aro<:lor. phenobmrbitalll\-n.ph1h0Ra"one and 
c1clnhell•n0Valbcnda7.ole-trea1ed nU• 

C"mpuund eo.., ' CorÍ1rÜI 59 AroclurS9 Ph~obarhitaV Cyclohr11.anoU 
(µg/plak") P·naphloftavone 59 albendil.iole 59 

0(1111' o 33.J• 'º·3 39.0 46.3 
2.5 ••.J 276.3 173.7 134.0 
•. o $6.7. 313.7 180.0 n9.o 
7 •• 67.0 272.3 179.0 128.7 

10 69.J 26K.O 194.0 136.7 
rev/J.&.Kb 3.2 17.i 12.6 7.0 

3MC o 212.0 116.7 1.57.0 15'-l.O 

º·' 192.0 ISJ.7 199.7 204.0 
1.0 169.0 179.7 IKO.O IK6.0 
2.5 223.0 277.0 397.7 359.3 

'·º 220.0 348.J !'i.'\!'i.O 370.3 
nvll<a 6.2 49.5 •!.t .f7.2 

2-AF o 22.3 26.6 26.0 21.0 
0.5 96.J 66.0 128.0 llK.O 
1.0 117.0 04.7 181.6 2-U.3 
2.5 233.0 246.0 44M.6 355.3 
•.O 327.0 4%.0 728.J $07_1 

nvll<a 511.3 9.!11.1 1411.2 01.J 
NDPA o 9'·º 70.J K6.7 91.0 

•o 9'.J 148.7 180.7 137.J 
100 JOO.O IKK.O 2!17.7 201.7 
ISO 103.7 209.3 29b.7 1111'>.7 
200 104.7 247.7 l'JK.7 213.0 

n•ll<a 0.05 o.u .... 0.5A 
NPYR o 14b.3 148.3 156 .• ' 134.7 ..• 1!14.3 19,.0 1:13.3 239.7 

• 1.52.0 182.3 2"".7 2'4.7 
13.5 IS4.0 llJ.4.7 l!Ul,7 327.3 
IK J74.0 193.7 190.0 308.0 

n•""' 1.22 2.00 2.U .... 
NOMA o 1.17.J 136.0 139.3 118.5 

w 149.0 13.5.7 ISl.3 20%.J 
40 1.51.0 141.3 167 .• \ 4$-t6.0 
KO 149.3 131.7 148.7 29.53.3 

160 149.0 180.0 1.at1.7 33115.0 
rev/µa; 0-34 0.&3 0.7 110 

cr u IO.O 7.7 M..3 16.3 
100 13.7 14t>.O UK.3 -lQ.7 
2'U ::!6.7 :m:i.3 2~3.0 80.0 

""' S5.1 367.7 446.3 103.3 
llX>u 7:?.3 !'i!ll.O .51'1.0 192.3 
revlµa .... 0.49 o .... 0.16 

•Eoach v11luc repn-•cnb thc mean nf hi .. udm<" • tC'vcru.ru• founJ in lhtt-c r-..phc•tC'd pla1e ... 
"Slope from 1hc llnc-:u- ponmn ufUM! doi.r-re .. pon,.i;: .:u'""e. 

tut.al CYP in rat li\•cr (Lcwis. J99ó). nn inc..luccr of total Although Arnclor wns thc bcst induccr of CYPIA2 (Tnble 
CYP doc!-1 not necc.,~ary con~tilutc a good 59 inc..luccr for 1: Figure 1 ). 59 from ra1s trcated with PB/NF wus thc most 
mu1ugcnicily tests. On the othcr hand. a rcduction in totnl effectivc in ncti\'ating 2~AF in the Ames test (rabie ll). 
CYP could be due lo u n;-duccd exprcssion o( lhc CYP2C Mo<lulatiun by Arnclor uf phasc U detoxifying enzymcs. or 
~ubfutnily lhnt nccoun1s fur 65c:"f- of total CYP in rnt livcr. nnd nthcr CYPs not measured in this work. could be rcsponsible 
thcrc i~ no cvidence of it"' implicntion in mutagen 11cti\'n1ion. for this cffect. 

Rc.!i.uh~ obtained fmm the Ames test. we~lcm blots and The prulocol for CJUABZ induction nlso proJuccd un 
enLymatic ac1ivihc1' -.howed that trcntment of rats with CH/ incrcment in CYPIAl/2 proteins und nclivities (Table J~ 
.'\ RZ wus lcss efficient than ArL>elor anJ PB/Nf' in inducing 1-igurc l) and 59 from raL" trcatcd with this mixture wns ablc 
thc heparic CYPI A und CYP2B subfamilies (Tables 1 und 11; to mediate the mutagenicity of D{aJP, 3-MC nnd 2-AF (Table 
Figure 1 ). JI). Moreo\'er. Aroclor nnd Cll/ABZ 59 havc cqually acliva1ed 

Micru!>omcs from Az-ocloz-- and PB/NF·trcnted mts displuycd thc lo.?>1 two mu1agcm1. 
a high EROD nctivity (a..-.sL>eiatcd with CYPIAI' nnd thc lnduction ofCYP2BI and CYP2EI medinlcd thee11hanccd 
highest pz-otcin ~oncentration in wcs1cm bJot unalysis <Table genotoxicily dicited by NDPA (Shu nnd Hollenbcrg. 1990) 
J; Figure 1}. The~e n:~ults agreed with the Ames tc'it in which and by using inhibitory monoclonal nntibodies against 
S9 lrnctions obtaincd with thcse chcmiculs were more efrccth·c the!i>e enLymes. thc same nuthors (5hu a.nd Hollenberg. 1996) 
in activating B[a}P nnd 3·MC to mutagcns. u~ detected with hnd demon~tnucd a 6S% contribution of CYP2BI in the 
thc straim. TA98 and TA 100, rc~pccti:vc~l~y~(:!:l'•~b~lc:_!!ll~).'--=:=~=-;!~-..,..._, of NDPA. Our dntu fil wcll thcsc rcsults in 1hat 
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S9 from PB/NF- and Aroclor·lrcated nui. wcrc thc mosl 
cffcctivc in uctivating NDPA (Table 11). On thc othcr hand. 
CH/ABZ S9 incrcascd 1 O·fold thc muu.1.gcnic potcncy of NDPA 
u\lio sccn with control S9 (Table 11 ). 

Thc cthanol-im.lucibJc cn7yme CYP2EI uctivated NDMA 
into 1hcir muu1gcnic mclaholite!t in thc Ames tc!tl (1-laag nnd 
Sipcs. 19MO; Garro rl ul .• 19K]}. CYP :!EJ i!t ulso involvcd 
in thc cx-hydroxylation of NPYR. enhancing its mulagcnic 
potcncy when CYP2EI induccrs wcrc uscd in the production 
ofthc 59 fraction (BurS..c ,., ni .• 1994). Of all the CYP-imlucing 
mixtures used in thi!!. work. thc Cl-VABZ mixture wa~ thc most 
cffcctivc in clevuting the hcputic micro!!.otnal 4-NPH activity 
ussociuted with CYP2E 1 (Table IJ an<l. hcm.::e. the mutagcnicity 
of NOMA amJ. NPYR wcre clcarly dctcctcd only whcn CH/ 
ABZ 59 wu"' U\lioCd CTahlc J.ll. Anx.:lor and PB/NF 59 wcrc 
reponed to activn1c NDMA in thc Amei. tcsl ni do-.c"' up to 
500-5000 µg/platc (Callandcr c:t al .• 1995J. 

CYP2B. and to a minor cxtc:nt CYPJA. subfamilics u.re 
involvcd in cyclopho!<ophainidc tnmsfunnation to its 4-
hydroxylatcd Eenotoxic dcriv111h·e (Chung t~t al., 1993; Roy 
f!t e1l .• 1999); thcn:forc, the highcr tnutagcnic potency of this 
anticanccr prodrug was obtaincd with S9!<o from Arodor· and 
POINF-trcated ratf. (Table IJJ. Sincc CYPJA w;1s nnt modificd 
by thc tlifferenl trcmmcnts (Fi~urc 1. Tnblc 1 ). nur data suggc\liol 
that CYP:!B b thc major cni:ymc involvc<l in the mutagcnic 
<1cthration uf CP accordin!o? to pn:viou,. rL'(Xlrt..., hy Ellard t.'f ul. 
(1991) and Kny 1•1 t1I. (1999J. 

11 ¡,. nnw wcll cstuhli,.hed 111:11 a whle varicly of fooc.b. 
panicularly curcd meut product!o. smnked tish. dricd malt 
i1n<l alcoholic hcvcra~e!<o, L"ontain trace lcvel"" of carcinogcnic 
ni1rosamines <Scalun. 19S3: Havcry and Fa'i''· IYKS; Os.tcrdahl. 
1991 ). The dctcction of thci.c chcrnieuls in envin:mmcnl:1I 
!>mnple .. u'ing microbial n1utagcnic1ty test" dcpcnds on un 
C!'ffective metuhohc systcm "cnnched" w11h CYP:?.EI. For thi,. 
purpo'-C. thc cumbination uf Cll/ABZ to induce hcpatic CYP 
in rats providc!<o a bcner uption tlian Aroclor and Pli/NF. 

In conclusion. th\! CH/AllZ regin1e uscd in this work rc~Ult!'o 
in thc induction uf CYPIA. -:?.B and -2E !tUbfamilics. llcp¡¡tic 
S9 from CH/AHZ-1reotlt•d rul!t efliciently uctivutcs promulu~en .. 
metabnliLcd by thc!>c CYP .. uhlmnilies und. cnn!'oe~ucntly. 
reprcscnt\lio u good ul1en1ati'l.·e for thc m drru dctcction of 
gcnotoxiL" ugcnt"" acti .. ·utcd main\y by CYP2E 1. 
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