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|. RESUMEN 

Muchas nitrasaminas son metabolizadas por isoenzimas del Citocroma P450, una 

de !as cuales (CYP2E1) ha recibido mucha atencion debido a que esta involucrada en la 
achvacion metabdolica de la N-Nitrosodimetiamina (NDMA) La mutagenicidad y 

carcinogenicidad de las nitrosaminas es un tema que nos concierne seriamente debido a la 

exposicion del hombre a éstos compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en 

el ambiente como contaminantes y que ademas se pueden formar in vivo por nitrosacion 
de compuestos endégenos o aminas que se encuentran en la dieta. 

Estudios previos realizados en Salmoneila typhimurium mostraron que la 

mutagénesis causada por nitrosaminas como Ja N-Nitrosodietilamina (NDEA) es inhibida 
por ciclohexanol (CH) 

EI ciclohexanol es un solvente de uso comun en la industria, ademas de que resulta 
del metabolismo de otras moléculas como la ciclohexanona y el ciclohexano. 

Recientemente se ha reportado la presencia de derivados de éste alcohol en Ja orina de 

recién nacidos en una unidad de terapia intensiva, se sospecha que la fuente de estos 

metabolitos es la ciclohexanona que se encuentra como contaminante en soluciones de 

dextrosa comercial y que proviene de la fabricacién de contenedores y tapones de plastico. 

En el presente trabajo mostramos evidencias de que el CH actua sobre el sistema 

enzimatico de mamiferos que se encarga de Ia detoxificacién de farmacos y contaminantes 
ambientales, especificamente del CYP2E1 (Citocromo P450 2E 1}. 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200 a 250 g, las cuales se dividieron 

en dos grupos. El primer grupo (experimental) recibid un pretratamiento de CH al 2.5% en 

agua de bebida durante 5 dias: el otro grupo (control) recibid agua estéril. Ambos grupos 
recibieron afimento ad fbitum. 

A! finalizar el tratamiento, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y 
se obtuvteron las fracciones microsomal y S9 hepatica, la cual es llamada asi debido a que 
se obtiene de una centrifugacién a 9000g Se midio la actividad de CYP2E1 expresandose 
en nmol de HCOH formado/mg de proteina microsomal/minuto. El ensayo de 
mutagénesis, basado en fa prueba de Ames se realizo con la cepa TA100 de S. 
typhimunum ademas de los inhibidores CH, 4-Metilpirazol (4MP) y dietilditiocarbamato de 
sodio (DDCM) Los resultados que se obtienen de esta prueba son indicio de actividad 
brologica 

Se observ6 que la actividad enzimatica en microsomas inducidos es 4 5 veces mas 
elevada que la encontrada en microsomas provenientes de animales testigos Cuando se 
agrego CH a la mezcia de incubacién en la reaccién de demetilacion, se observé ja 
inhibicién det metabolismo de NDMA Los ensayos de mutagénesis mostraron que la 
fraccion SQ inducida activo eficientemente la NDMA a productos mutagénicos para la 
bacteria Se present6 una marcada inhibicién de la mutagénesis con 4MP y CH en Ios 
experimentos realizados con SQ inducido En base a nuestros resultados, conclumos que 
el CH es un inductor especifico de CYP2E1 y que actuia como Inhibidor del metabolismo de 
NDMA



Il. INTRODUCCION 

La biotransformacian de xenobidticos como farmacos, solventes, compuestos 

quimicos carcinogénicos y mutagénicos entre otros compuestos ambientales y de 

endobidticos como esteroides, Acidos grasos, prostaglandinas y aminas biogénicas, se 

lleva a cabo por un sistema enzimatico que se encuentra distribuido en higado, rifién, 

puimon, cerebro y epitelio gastrointestinal en diferentes concentraciones. 

Estas enzimas se encuentran en los microsomas que se forman cuando las células 

del teido se rompen por homogeneizacién obteniendo vesiculas de aproximadamente 100 

nm de didmetro. Algunos tipos de microsomas se obtienen del reticulo endoplasmico 

rugoso (RER), reticulo endoplasmico liso (REL), fragmentos vesiculares de membrana 

plasmatica, aparato de Golgi, endosomas y mitacondrias. Los microsomas obtenidos de 

homagenado hepatico son derivados de REL, debido a que existen enormes cantidades de 

éste en tos hepatocitos. Las enzimas de! Citocromo P450 estan incluidas en fa bicapa 

lipidica del REL. 

La fraccién microsoma! contiene un importante grupo de enzimas denominadas 

monooxigenasas las cuales requieren un agente reductor: fosfato de dinuclestido de 

_ hicotmamida y adenina (NAOPH + Hi") y oxigeno molecular (atmosférico). Las reacciones 

de biotransformacién catalizadas por las monooxigenasas incluyen N-dealquilacién, O- 

dealquilacién, hidroxilacion sobre ciclos aromaticos y cadenas laterales, formaciGn de 

sulfoxidos, N-oxidacién, N-hidroxilacién, deaminacion de aminas primarias, desulfuraci6n, 

dehalogenacion y epoxidacién (Coon y col, 1976). El paso clave de éstas reacciones



ox:dativas es la insercion de un atomo de oxigeno molecular en el sustrato, produciendo a 

menudo un intermediario inestable, que s@ rompe para dar e} producto final. Muchas de 

estas reacciones resultan en ta formacién de compuestos téxicos y carcinogénicos, de ahi 

ta importancia de conocer ios factores que determinan la especificidad de algunas 

reacciones catalizadas por el P450 (Ingelman-Sundberg y Johansson, ‘80) 

A partir de tos estudios de Cooper y col (1965) y Gillette (1966), los cuales 

mostraron que el Citocromo P450 estaba involucrado en el metabolismo de muchos 

compuestos endégenos y exdgenos, cobré importancia la diversidad de substratos de 

éstas enzimas de donde surgieron estudios encaminados a responder fa pregunta de si la 

capacidad del Citocromo P450 para metabolizar una amplia gama de substratos se debia a 

la presencia de un solo Citocromo P450 inespecifico o a una familia de Citocromos cada 

uno con especificidad a un sustrato. 

Estudios de reconstitucion y purificacién realizados en diferentes laboratorios, 

demostraron que existen multiples formas del P450 con diferentes especificidades a 

sustrato en una variedad de teyidos en todas las especies animales (Coon y col, 1977, 

Johnson 1979, Guengerich, 1979: Lu y West, 1980. Ryan y col, 1982; Nebert y Negishi, 

1982) Estudios posteriores, se enfocaron en la estructura, funci6én y regulacion de varias 

isoenzimas para definir la naturaieza del sitio de accion de éstas isoenzimas y probar como 

la especiticidad a sustrato esta determinada en jas reacciones catalizadas por P450 

Actuaimente se sabe que el Citocromce P450 comprende una superfamilia de formas 

multifuncionales codificadas por distintos genes, que son influenciados de manera 

independiente por factores como fa herencia el sexo y ia edad (Raucy and Lasker. 1991)



Lbvagmerte se han hecho considerables progresos en la purificacion y 

  

aracter n de enziras de P450 de animales y la informacién recolectada ha 

pop trtonads im buen fundamento para e! estudr, de enzimas del P450 

Para observar el metabolismo del P45C se han desarroliado varias pruebas dentro 

de tas cuales se encuentra el estudio con Citocromo P450 purificado en sistemas 

reconsttuidos y con anticuerpos los estudios in vivo con inductores € inhibidores de P450, 

estudias de inhitycion in vitro y estudios espectrales (Yang y Lu. 1987) 

Compuestos como el etanoi. N-nitrosodimetilamina (NDMA), tetracloruro de 

carbono acetaminofén entre otros, son metabolizados por enzimas del Citocromo P450. 

las cuales catalizan tanto la activacién como fa detoxificacién de xenobidticos 

E{ sitio activo del P450 contiene un grupo prostético ferroprotoporfirina IX. en el cual 

el oxigeno mofecular se une. se reduce y se activa (fig. 1-3 } 
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Fig 1 Pepresentacion esquematica de ja molécula de P450 cam Las hélices estan indicadas 
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Fig 2 Estructura de protoporfirina 1X, (Modificado de Gonzalez, 1993). 
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Fig 3. Modelos para el sitio activo de Citocromo P450° a) Modelo corriente que muestra el 

tamano de la region hidrofobica. b) Modelo expandido (*) c) Modelo propuesto para mostrar 

fiexibilidad en el angulo de ja adicidn del oxigeno y para determinar estereo y regioselectividad 

por ef plano de entrada del sustrato en el sitio activo, (Modificado de Gonzalez 1993)



El ciclo catalitico del Citocromo incluye 

Union af sustrato para dar un complejo de aito espin férrico 

Reduccidn por medio de un electron del grupo Fe (Ill) a Fe (i) 

Union def oxigeno motecular para generar la forma oxt de SFe3+O02- 

Una segunda reduccion para formar la especie superdxido 

Heterdlisis formal de la unién O-O con generacién concomitante de la especie 

reactiva oxidante (FeO)3+ y de una molécula de agua 

Un segundo electrén para oxidar el sustrato obteniéndose la especie SO con Ia 

fegeneracidn de! complejo férrico y la enzima (fig. 4), (McMurry y Groves, 1986) 

LE ae 

desviaci6n 
a peroxido 

Fig 4 Ciclo catalitico del Citocromo P450. (Modificado de Ortiz de Montellano, 1986)



1) INHIBICION DE ENZIMAS DE CITOCROMO P450 

E! ciclo catalitico del Citocromo P450 atraviesa tres etapas en las cuales es 

particularmente vulnerable a la inhibicién: 

4 Launidén al sustrato 

2 La unién subsecuente a oxigeno molecular para fa primera transferencia de 

electrones 

3. El paso catalitico en el cual el sustrato es oxidado 

Los inhibidores de P450 se pueden dividir en tres grupos 

a} Agentes que se unen reversiblemente 

b) Agentes que forman complejos quasi-irreversibles con el atomo de hierro 

c) Agentes que se unen de forma irreversible a las proteinas o al grupo hemo 

—n su mayoria. los grupos que interfieren en el ciclo catalitico antes del evento 

oxidativo son inhibidores reversibles competitivos 0 no competitivos. Las agentes que 

actuan durante o después del paso de transferencia de oxigeno, generalmente son 

inhibidores irreversibles o quasi-irreversibles, y muchas veces, caen dentro de la categoria 

de inhibidores catalisis-dependientes 

A) INHIBIDORES REVERSIBLES 
Los inhibidores que compiten reversiblemente con el sustrato para ocupar el sitio 

activo incluyen sustancias que se unen al dommmio hidrofébico, que se combinan con el 

grupo prostético hemo-hterre. o que participan en fa unién especifica a hidrégeno o



wteracciones ionicas con residuos especificos del sitio activo (Testa y Jenner, 1981, 

Netter 1980) 

E! primer mecanismo, una simple competencia por la union al dominio lipofilico del 

sitto activo esta evidenciado por la competencia que existe entre los sustratos afines a una 

isoenzima de P450 Esta mhibicién es optima cuando la sustancia inhibidora se une 

estrechamente pero es un sustrato pobre. La inhibicién por medio de éste mecanismo no 

es muy efectiva. pero en situaciones apropiadas, puede causar cambios metabdlicos 

fistologicamente relevantes (Sato y Nakajima, 1979) 

Dentro de [os inhibidores reversibles se encuentran los siguientes tipos: 

« Los que se coordinan al grupo hemo-férrico, dando un espectro de unton “tipo 2” 

con una maxima absorbancia de 430 nm debido al estado de alto y bajo espin que 

se forma (Kumaki y col, 1978; Schenkman y col, 1981), y que esta acompafado por 

un cambio en el potencial de 6xido-reduccién de la misma por P450-reductasa 

(Shgar y col, 1979, Guengerich, 1983) Este cambio en el potencial es responsable 

de la inhibicién asociada con la untén de ligandos fuertes en el grupo férrico. 

* Los que se coordinan al grupo hemo-ferroso camo el mondxido de carbono que se 

une exclusivamente al grupo hierro (reducido) del P450 (Hanson y col, 1976) 

« En ja coordinacion al grupo hemo y unidn lipofilica, los inhibidores se unen 

simultaneamente a las regiones Iipofilicas de las proteinas y al grupo prostetico 

hemo-hierro y éstas uniones son mucho mas efectivas que los agentes que 

dependen solamente de una de estas interacciones.



La actividad de los agentes que inhiben al P450 esta gobernada por su caracter 

hidrofébico y por la fuerza de fa unién entre su heterodtomo y el grupo prostético Los 

agentes menos efectivos incluyendo alcoholes, éteres cetonas. lactonas y otras 

estructuras en las cuales el atomo de coordinacién es un oxigeno, se coordinan 

débilmente al grupo prostético hemo-hierro. (Schenkman y col. 1981 Cohen y Mannering, 

1972 Testa 1981: Wattenberg y col, 1979, Remmer y col, 1966) En contraste, los 

inhibidores reversibles mas efectivos interactuan fuertemente tanto con las proteinas como 

con el grupo prostético, ya que poseen, en su mayoria compuestos nitrogenados 

aromaticos y alifaticos (fig. 5) Los derivados de piridina e imidazoles son los mas 

utilizados 
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Hemo-coordinacién 
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Fig 5 Diagrama de la union en 2 puntos de agentes con un dominio iipofifico y una funcién de 

coordwiacion ae mitrogeno Se dan las estructuias te c: “G6 de los agentes (Modificadu de 

Schenkman 1986; 

  

Ww



8, INHIBIDORES_CATALI 

Se sabe que algunas clases de inhibidores que son cataliticamente activados por la 

  

enzima a especies transitorias. inhiben la enzima wreversible 0 quasrirreversiblemente. 

Los inhibidores dependientes de catalisis son mucho mas especificos que los inhibidores 

reversibles debido a que 

«el inhibidor debe unirse primero a la enzima y satisfacer los tequerimientos de fos 

snhibidores clasicos 

* posteriormente se activa cataliticamente, con lo cual es aceptado como sustrato 

« las especies reactivas producidas por el recambio catalitico irreversible alteran a la 

enzima y la remueven permanentemente del ciclo catalitico (Walsh, 1982, Santi y 

Kenyon, 1980). 

Se conocen tres clases de inhibidores irreversibles catalisis-dependientes: 

14. Agentes que se unen covalentemente a la proteina. Incluyen una variedad de 

compuestos sulfurados como disuifito de carbono, dietilditiocarbamato, 

isotiocianatos, tioureas, ademas de estructuras halogenadas como cloranfenicol 

(fig. 6). 

2. Agentes que se coordinan quasi-irreversibiemente con el grupo prostético herno- 

hierro Los inhibidores que son cataliticamente oxidados a mtermediarios que se 

coordinan estrechamente al grupo prostético de P450 y que unicamente pueden 

ser removidos bajo condiciones experimentales especiales son jos llamados 

quasi-irreversibies. Incluyen compuestos alquit y aril dioxymetileno, aigunos de 

los cuales son utilizados comercialmente como insecticidas, aminas aromaticas y 

WW



alquil aminas que son convertidas in sifu a metabolitos nitrosos muchas de las 

cuales son utilizadas clinicamente como antibidticos Ademas de acilhidrazinas e 

hidrazinas 1-1 disustituidas. (fig. 7) 

3. Agentes que alquilan o degradan el grupo prostético Son inhibidores que actuan 

sobre el grupo prostético hemo-hierro. Slevandose a cabo una alquilacion del 

mismo 6 bien, una degradaci6én 
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Fig 6 Mecanismo propuesto para fa inactivacion catdlisis dependiente de P450 por cloramfenicol 
El residuo proteinico de acetaldehido ha sido aislado y caracterizado, (Modificado de Ortiz de 

Montellano 1986) 

  

A B 

ob 
i / (se / 

NT ee 

8 a 

fs 

Fig 7 €structura propuesta para !os complejos quasr-irreversibies formados durante la activacion 

ca de “3 compuestos metilendioxifenilicos y L amirnas primarias (Modificado de Ortiz de 

Monteiiano 1986) 
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C) INHIBICION ESPECIFICA DE ISOENZIMAS 

Existen ademas los inhibidores especificos para isoenzimas de P450, los cuales son 

de potencial importancia no solo como agentes terapéuticos, Insecticidas o herbicidas, sino 

también como sondas para determinar estructuras, mecanismos y el papel biolégico de 

dichas isoenzimas Los inhibidores especificos para éstas isoenzimas pueden ser 

reconocidos como tales unicamente después de haber sido probados contra una amplia 

diversidad de isoenzimas (Ortiz de Montellano y Reich, 1986). 

2} INDUCCION DE ISOENZIMAS DE P450 HEPATICAS 

En el higado de los mamiferos se realiza principaimente el metabolismo de 

compuestos enddgenos y exdgenos mediado por P450. Se han purificado multiples formas 

de P450 a partir de higado de roedores (Lu y West, 1980, Mannering, 1981). Algunas de 

estas proteinas de P450 son expresadas constitutivamente, mientras que otras son 

expresadas solamente en respuesta a estimulos quimicos especificos u hormonales. Para 

apoyar esto se han hecho estudios tratando de identificar los procesos celulares que 

conectan al estimulo quimico con la expresion de una proteina especifica del P450. (Eisen, 

1986) Algunos ejemplos de la estimulacién con compuestos quimicos son los compuestos 

aromaticos policiclicos. barbituricos y esteroides (fig. 8) 

La alteracién en la expresién de una enzima ocurre como resultado tanto de 

polimorfismo genético como de la exposicién a compuestos que inducen o reprimen fas 

isoenzimas de manera individual, el hecho de que existan isoenzimas de P450 con 

diferentes formas de regulacién y de selectividad. conduce al concepto de variabilidad. en 

razon al metabolismo del sustrato tanto de productos t6xicos como no toxicos
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Fig 8. inductores y sustratos de CYP2E1 

Se ha observado en el humano que la expresién de algunas isoenzimas de P450 

puede ser influenciada tanto por polimorfismo genético como por induccién, en donde cada 

polimorfismo tiene un papel importante en fas diferencias observadas entre individuos con 

respecto a la respuesta y toxicidad a farmacos y cada mutacidn puede resultar no solo en 

la ausencia de las porteinas de P450, sino también en ta produccién de enzimas 

funcionalmente deficientes 

Entre los P450 que metabolizan xenobidticos se encuentran las familias CYP1, 

CYP2 CYP3 y CYP4 La familia CYP2 es fa mas compleya, tiene 7 subfamilias en 

mamiferos Con respecto a la toxicidad, la subfamilia CYP2E1 se encuentra entre las mas 

importantes debido a su enorme capacidad para metabolizar farmacos, solventes y 

procarcindgenes ambientales a metabolitos citotéxicos y carcinogénicos (Raucy y col,



“443, La regulacion de éstas enzimas es ia que se ha estudiado mas extensamente 

utihzando rata. raton conejo y otros mamiferos, encontrandose diferencias en la expresion 

del P450 entre especies (Waxman y Azaroff 1992: Gonzalez ,1992, Gonzalez y col, 

1993) 

La concentracion y los tipos de Citocromo P450 en el higado pueden ser limitantes 

para el metabolismo de xenobidticos, por lo que Ja induccién enzimatica podria tener un 

papel clinicamente importante en fendmenos como interacciones en la accién terapéutica 

de farmacos “idiosincracia” metabdlica en las reacciones hepatotéxicas de farmacos, y 

diferencias individuales en la susceptibilidad a los efectos toxicos de compuestas quimicos 

ambientales 

La exposicién del hombre a compuestos que inducen P450 en animales incluyendo 

farmacos como fenobarbital, difenilhidantoina. o compuestos ambientales como pesticidas 

organoclorados, aceleran la desaparici6n en sangre de sustratos de Citocromo P450 

admuinistrados 6 aceleran la aparicién de metabolitos en los gases de la exhalacién (Henry 

y col, 1979) Los pacientes pueden exhibir también un incremento de metabolitos en la 

excrecion urinaria que provienen de sustratos endogenos tales como derivados de cortiso] 

(Saenger y col 1981; Ohnhaus y Park, 1979; Fukushima y col, 1971, Poland y col, 1970). 

Una evidencia adicional de induccién hepatica en humanos es la proliferacién de reticulo 

endoplasmico liso en los hepatocitos e incremento en la excrecion urinarla de acido 

glucuronico (Pamper y col. 1984. Hunter y col. 1971) 

£I consumo de alcohol es un factor importante que contribuye al cancer en humanos 

(Doll y Peto 1981 Tuyns. 1979). A pesar de esto, el etanol ha mostrado que altera el



organotropismo de las nitrosaminas (VonGibe! 1976; Griewte y col, 1981) Estos 

resultados se han atribuido a la inhibicién del metabolismo de fas nitrosaminas por etanol 

(Swann 1982) Aunado a esto, se ha visto que el etanol es también inductor de ia 

isoenzima CYP2E1. la cual es la responsable de! metabofismo de las nitrosaminas (Renxiu 

y col 1982) 

3) NITROSAMINAS 

La mutagenicidad y carcinogenicidad de las nitrosaminas es un tema que nos 

concierne seriamente debido a la exposicién del hombre a estos compuestos, los cuales 

son e! producto de la reaccidn de nitrito con aminas secundarias y terciarias alifaticas, 

amuinas terciarias heterociclicas y derivados pirimidinicos (Chow, 1973; Fiddler y col, 1972, 

Lyinskt y Greenblatt, 1972) (fig. 9) 

Las nitrosaminas han sido usadas industrialmente como solventes, aditivos, 

antioxidantes, fumigadores y como intermediarios en la sintesis de un tipo de hidralazina 

uttlizada como combustible en cohetes, por lo que se encuentran ampliamente distribuidas 

en ef ambiente como contaminantes (IARC, 1972, Fishben, 1979). La primera confirmacion 

de esto fue mostrada por Edner y col en 1964, quienes encontraron trazas de NDMA en el 

forraje para ovejas el cual contenia nitrito como conservador, resuitando en una epidemia 

hepatotéxica 

Los reportes de una toxicidad hepatica aguda en trabajadores expuestos a NDMA 

(Freund 1937 Barnes 1954), dieron pie a los estudios de Magee y Barnes, quienes 

fueron fos primeros en demostrar la hepatocarcinogenicidad de NDMA en ratas en 1956 El 
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usmo de las nitrosaminas fue también reportado por Dutton y Heath (1956) quienes 

  

1 ostraron gue la ““CNDMA era metabolizada rapidamente por ratas y ratones. que lo 

expraban a “CO, Estos hallazgos sugineron que la NDMA y otras alquiInitrosaminas 

pueden sutrr desalquilacion oxidativa in viva a SUS correspondientes aldehidos Desde 

entonces se ha probado la actividad carcinogenica de mas de 300 derivados N-nitroso y 

cerca del 90% han mostrado resultados positivos en muchas de las 39 especies animales 

probadas {(Preussmann 1984, Preussmann y Stewart, 1984, Bogovski y Bogovski, 1981). 

(fig. 10) 

Se han llevado a cabo varios estudios para determinar la importancia que tienen las 

isoenzimas del Citocromo P450 en la activacién metabdlica de NDMA y otras nitrosaminas 

‘Yamazaki y col 1992 Glatt y col .1981. Yoo y Yang, 1985. Peng y col, 1982, Czygan y 

col 1973 Tuycol 1981) 

Aunque la carcinogenicidad de nitrosaminas no ha sido directamente estabiecida en 

humanos existen fuertes evidencias que indican que los compuestos N-nitroso se pueden 

formar in vivo en varios Organos del cuerpo, en especial en el tracto digestivo por 

reacciones con aminas secundarias y terciarias que se encuentran en la dieta, o de 

procesos metabdlicos con agentes nitrosantes como los nitritos que son ampliamente 

ubhzados como conservadores alimenticios o que se forman a partir de nitratos obtenidos 

de ta dieta por la accion de la microflora que se encuentra en la saliva y en el intestino Las 

mirosaminas requieren de su activacion metabdlica para que actuen como carcindgenos 

Se piensa que una «-hidroxilacién inicial seguida por una N-deaiquilacién por 

‘s0enzimas de P450 son los pasos criticos de la activacion dei metabolismo de las 
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nitrosaminas dando como productos finales 1ones de diazonio, que son especies quimicas 

inuy reactivas (Magee y col. 1976. O'Neill y col. 1984 Fine y col, 1975) (fig. 11) 

La fuente mas importante y conocida de precursores de compuestos N-nitroso son 

los alimentos como carnes y pescados preservados, productos lacteos como quesos y 

leche descremada en polvo (Bratsch y Montesano, 1984), ademas de las fuentes de 

contaminantes que incluyen, productos de hule, pesticidas, cosméticos, liquidos para lavar 

piatos y limpiadores 

Aunque los alimentos y bebidas representan la forma de exposicién de nitrosaminas 

y nitrosamidas mas importante y frecuente en la poblacién en general, existe también la 

exposicion ocupacional, que aunque restringida a una parte de ta poblacién, es muy 

importante debido a las altas concentraciones que pueden alcanzar en el medio de trabajo. 

En algunas industrias como la de! hule, curtido e industrias quimicas en donde se trabaja 

con aminas, se han detectado concentraciones muy elevadas de nitrosaminas en el 

ambiente (Fine 1982) 

Otra fuente de exposicidn es el tabaco, el cual ha sido identificado como uno de los 

principales factores etiolégicos de cancer en humanos (Hoffmann y Adams, 1981). 

Druckrey y Preussman (1962) postularon la formacion de nitrosaminas carcinogénicas en 

el humo de cigarro. la cual ocurre frecuentemente por medio de la interaccion de éxidos de 

nitrégeno y aminas del tabaco 

También se ha detectado que diversos medicamentos empleados frecuentemente 

son susceptibles de sufrir nistrosacion Algunos ejemplos son la piperazina (antiparasitario) 

y la cimetidina (antiacido) que, administradas junto con nitrite de sodio (presente en 

alimentos) puede inducir cancer en animales de laboratorio Aunque el riesgo que



representa la nitrosacién de medicamentos no ha sido evaluada debido a la complejidad de 

factores que afectan las reacciones in vivo (Lijinski, 1974" Lijinski. 1980; Scheider y col, 

1977). 
R-CH2 

TN 

R—CHp ° a R—-CH 
\  F ; 
/ _ RCH; TH, 

y N= NH 

= / +0 fe NN R—CH3 

Enz 
R—-CH; ° RCH of 

4 _ 
tag " NON 

4 O— Fell 
R—-CH? 1 R—CH2 4 

Enz 

° 
R— CH oO R—CH2 NO 

pow a NA { 
R—CH2 a ic R= CHa NO2? 

H Enz 

® | 
R— CH. ] 

non” 
/ 2 

R—CH2 { 5 ~ Fell! 
R—-CH fo] I 

VO if H Enz 

7 
R—CH2 

OH 
{ RCHO 

© 
R—CHN2 Moot ROCK, -N=N 

| 
Alquilaci6n de macromolécutas celulares 

of —~ RCH20H +No2 

Fig 11 Mecanismo propuesto para el metabolismo oxidativo y reductive de nitrosarninas 

carcinogenicas, (Modificado de Chow, 1973} 
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Se ha observado que Ja formacion de nitrosaminas y nitrosamidas puede ser 

inhibida por sustancias que se encuentran distribuidas en la naturaleza, en especial en las 

plantas Numerosos estudios epidemiolégicos sugieren que un alto consumo de vegetaies 

verdes y amarillos, especialmente de los de la familia de las cruciferas (mostaza) y del 

género Brassica (coliflor, brocoli, col de Bruselas, col) reducen el riesgo de desarrollar 

cancer en varios érganos. Evidencia bien documentada muestra que la alimentacién con 

vegetales como la col y la col de Bruselas inducen enzimas tanto de la fase | como de la 

fase {l en animales. en tanto que en el humano se estimula el metabolismo de farmacos 

{Prochaskes y col, 1992) En otros estudios, se observaron los efectos que la cebolla y el 

ajo tienen sobre la prevencién del cancer (Brady y col, 1991) Un grupo mas de 

componentes alimenticios considerados como inhibidores de tumores inducidos por las 

nitrosaminas son los isottocianatos, fos cuales se encuentran en plantas Estos 

compuestos son electréfilos y probablemente ejercen su efecto protector en parte por la 

induccién de Glutatién-S-transferasa y otras enzimas de conjugacién (Hong y col, 1987). 

La cafeina, el Acido caféico, a-tocoferol, acido ascérbico, entre otros, pueden inhibir 

la formacion in vitro de los compuestos N-nitroso. Se ha tomado a la N-nitrosodimetilamina 

(NDMA) como modelo para e! estudio del metabolismo de las nitrosaminas a partir del 

descubrimiento de su carcinogenicidad (Magee y Barnes, ‘67, Lai y Arcos, ‘80 y Yoo y 

Yang ‘85) 

Ademas. se han hecho estudios de fa inhibicién de la mutagénesis causada por 

nitrosarmninas con compuestos quimicos uno de ellos, realizado en Salmonella typhimurium 

mostro que la mutagénesis de nitrosammnas como la N-nitrosodietilamina (NDEA) y la 4-(N- 

nitrosometilamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) fue inhibida por ciclohexanoi, este efecto 
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antimutagénico no se observé cuando se probaron mutagenos que siguen otra ruta 

metabélica como el benzofa]pireno (BP), 2 aminoantraceno (2AA) y mutagenos directos 

como el metitmetanosulfonato (MMS), lo cual sugiere que el mecanismo antimutagénico 

del ciclohexanol podria estar relacionado con la inhibicion del metabolismo de las 

nitrosaminas (Espinosa-Aguirre y col, ‘93). 

4) CICLOHEXANOL 

El ciclohexanol (fig. 12) es un solvente de uso comun en Jacas, pinturas, 

removedores de barniz. como intermediario en la preparacion de plasticos y otros 

compuestos quimicos (Proctor and Hughes, ‘78). Proviene del metabolismo de otros 

solventes de uso industrial como la ciclohexanona y el ciclohexano (Mraz y col, ‘94 y 

Yasugi y col, ‘94). 

OH 

FIG 12 Compuesto liquido de peso molecular 100 16 g/mol, densidad de 1.18 g/ml, punto de ebullici6n de 

461.5 °C solubikdad en agua a 20°C de 36% (wiw), miscible con etanol, acetato de etito e hidrocarburos 

aromaticos, cuya formula quimica es C6H120. 

En 1993 Moszczynski sugirid que el humo del cigarro teria un papel importante 

como co-factor en los cambios inmunolégicos que se presentan durante la exposicion 

ocupacional a solventes organicos como los que hernos mencionado Otro estudio reveld



gue la exposicion osupacional cronica a ciclohexanona reduce la habitidad y precision de 

lus movirnenios manuales (Waszkowska y Bazylewicz, ‘92 y Ong. ‘91) 

Utiizando el método de cromatografia de gases-espectrofotometria de masas, se 

investigaron las orinas de 278 recién nacidos en una unidad de cuidados especiales El 

40% de las muestras analizadas. presentaron isOmeros de ciclohexanediol, se sospechd 

que la fuente de éstos metabolitos era la ciclohexanona, la cual se encuentra como 

contaminante de soluciones de dextrosa usadas por via intravenosa y de soluciones para 

alimentacion parenteral. El contaminante proviene de la fabricacidn de tapones y 

contenedores de plastico (Mills. ‘90), fo cual fue reportado por Snell (1989,1993) y Daniel 

(1991 1992). quienes realizaron estudios en soluciones parenterales cerradas con tapones 

de hule y en Iixiviados de materiales plasticos utilizados en hospitales encontrando rastros 

de ciclonexanona presente en ellos. 

La ciclohexanona incrementa el contenido hepatico de Citocromo P450 y la 

actividad de glutation-S-transferasa (GST) (Brondeau y col, ‘89 y Liubchenko y col, ‘94) 

fil, ANTECEDENTES 

1) EL CITOCROMO P450 EN EL METABOLISMO DE LAS NITROSAMINAS 

Muchas nitrosaminas son metabolizadas por isoenzimas de Citocromo P450 (Tabia 

1 y 2) una de las cuales (CYP2E1) ha recibido mucha atencion debido a que esta 

involucrada en [a activacién metabélica de la NDMA Esta isoenzima esta presente tanto 

en humanos como en animales (rata, raton, hamster y otras especies). y se encuentra no 

solamente en higado. sino en otros tejidos como rifién y cerebro (Hansson y col, 1990) La 

modulacion en la expresién de CYP2E1 por xenobidticos, ha sido mostrada en _mamiferos 

incluyendo al humano, sin embargo existe controversia respecto a los mecanismos por fos 

cuales Jos xenobidticos inducen dicha isoenzima (Raucy y col, 1993) 
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qué la exposicion ocupacional crénica a ciclohexanona reduce la habilidad y precision de 

los movirmentos manuales (Waszkowska y Bazylewicz, ‘92 y Ong, ‘91) 

Utilizando el método de cromatografia de gases-espectrofotometria de masas. se 

investigaron las orinas de 278 recién nacidos en una unidad de cuidados especiales El 

40% de las muestras analizadas, presentaron isémeros de ciclohexanediol, se sospechd 

que la fuente de éstos metabolitos era la ciclohexanona, la cual se encuentra como 

contaminante de soluciones de dextrosa usadas por via intravenosa y de soluciones para 

alimentacién parenteral. El contaminante proviene de la fabricacion de tapones y 

contenedores de plastico (Mills, ‘90), lo cual fue reportado por Snel! (1989,1993) y Daniel 

(1991 1992) quienes realizaron estudios en soluciones parenierales cerradas con tapones 

de hule y en Iixtviados de materiales plasticos utilizados en hospitales encontrando rastros 

de ciclonexanona presente en ellos 

La ciclohexanona incrementa el contenido hepatico de Citocromo P450 y la 

actividad de glutation-S-transferasa (GST) (Brandeau y col, ‘89 y Liubchenko y col, ‘94) 

li. ANTECEDENTES 

1) EL. CITOCROMO P450 EN EL METABOLISMO_ DE LAS NITROSAMINAS 

Muchas nitrosaminas son metabolizadas por isoenzimas de Citocromo P450 (Tabla 

4 y 2) una de las cuales (CYP2E1} ha recibido mucha atencién debido a que esta 

involucrada en la activacién metabdlica de la NDMA Esta isoenzima esta presente tanto 

en humanos como en animales (rata, raton, hamster y otras especies). y se encuentra no 

solamente en higado. sino en otros tejidos como rifién y cerebro (Hansson y col, 1990) La 

modulacién en la expresion de CYP2E1 por xenobidticos ha sido mostrada en mamiferos 

incluyendo al humano, sin embargo existe controversia respecto a los mecanismos por los 

cuales los xenobiéticos inducen dicha isoenzima (Raucy y col, 1993). 
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    Hidroxilaci6n alifatica 

ciclohexano, hexobarbital, 

testosterona 

Oxidacién aromatica 

aromaticos policiclicos 

Alqueno-epoxidacion ’ aflatoxina B1, 

benzo(a)pireno 7,8 dihidrodiol 

N-dealquilacién = “"aldrin, 

benzfetamina, 

aminopirina 

Deaminacién oxidativa ‘Etilmorfina 

anfetamina 

O-deaiquilacién 7-etoxicumarina — 

fenacetina 

‘N-oxidacion "—~—S*«S ac @tilammiiiofluoreno 

fenacetina 

fentermina 

Desulfuracion oxidativa paration 

disulfito de carbono 

Sulfoxidacion — 

Dehalogenacion dibromometano 

oxidativa 

Denitrificacién oxidativa dibromometano 

Denitrosacién oxidativa N-nitrosodimetilamina 

Acidos grasos. n-alcanos. 

bencenos halogenades, 
bifenilos, hidrocarbonos 

    

N-hidroxifentermina 

    
derivados hidroxilados, 

’ dependiendo de la isoenzima - 
de P450 y del sustrato, la 

oxigenacién puede ocurrir en 

' diferentes sitios de la molécula : 

hidroxilacion © epoxidacion en - 
: diferentes sitios ‘ 

aflatoxina B1 2,3-oxido, 

benzo(a)pierno-7 ,8-9,10- 

epoxido 

  

dieldrin, 

i formaldehido, norbenzfetamina 

formaldehido, monometil-4- 
aminoantipirina 

   formaldehido, noretimorfina 
i 

fenilacetona, amonio 

" acetaldehido, 7- 
hidroxicumarina 

acetaldehido, acetaminofén 

  

N-hidroxifenacetina 

paraxon 

  

sulfuro, carbonil sulfite 

sulfoxido de clorpromazina 

mcnoxido de carbono 

nitrito, metilamina 

formaldehido 

TABLA 1 Reacciones catalizadas por el Citocromo P450 
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       Nitroreduccién acide p- itrobenzoico p-Am| ob 

nitrobenzeno anijina 

Azoreduccién prontosil sulfanilamida, 
triaminobenzeno 

azobenzeno 
anilina 

N-oxidoreduccién de aminas | imipramina N-oxidada imipramina 

terciarias a aps 
~N,N-dimetilanilina N- oxidada N,N-dimetilanilina 

Oxidoreduccién de arenos * benzo(a)pireno 4,5-oxidada ———«sbenzo(a)pierno 

Dehalogenacién reductiva ‘  tetraclorurode carbono | cloroformo 

Cromato reduccian ° cromato(VI) * cromo (Il) 

TABLA 2. Reacciones de reduccién catalizadas por Citocromo P450 

La locatzacion celular de CYP2E1 en el estado basal e inducido, es una 

determinacion importante que refleja el sitio y severidad de !a toxicidad provocada por 

exposicion a xenobidticos bioactivados por ésta tsoenzima . 

La induccion de CYP2E1 y su regulacién han sido atribuidas a diferentes 

mecanismos. dependiendo del estado fisiolégico, especie animal y tipo de tratamiento 

(agudo 0 cronico) o de agente inductor (Forket y col, 1995). (Tabla 3) 
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INDUCTOR | TRATAMIENTO NIVEL DE LOCALIZA- NIVELES DE REFERENCIAS 

INDUCCION CION ARNm 

HEPATICA 

ETANOL | crénico’ 4sema- | Estabilizacion area Ingieman ‘88 

nas/agua bebida de proteinas centrilobular Biochem Biophys. Res. 

Comm. 

”"AYUNO 48h de ayuno Post - region se Johansson ‘90 

transcripcional perivenosa incrementan Biochem. Biophys Res. 

ACETONA 5mi/kg 1 dosis Comm. 

ETANOL 10%/agua bebida incremento *Kubota ‘88 

10 dias Transcripcion en ARNm Biochem Biophys Res. 

PIRAZOL | 200 mg/kg 1dosis transcrito Comm. 

PIRIOINA 100 mg/kg ip. Kim ‘90 

transenipcién incremento Biochim. Biophys. Res. 

ACETONA | 2.4g/kg ip Comm. 

ETANOL infusionig 35% elevados Badger ‘93 

*y transcripcién Biochem Biophys Res 

no aumenta Comm 

ETANOL 

) 

ACETONA aguda 5mi/kg post region se “Forkert ‘95 

tdosis transcrpcional centnlobutar encuentran Laboratory investigation 

cronico 1%Vviv elevados 

8dias 

PIRAZOL 300my/kg I.p. estabilizacién se Song ‘89 

2dias especifica de encuentran J, Biol. Chem. 

, proteinas elevados 

ACETONA 5% wy 10dias 

“PIRAZOL | 150 mg/kg ip. zona Dicker ‘91 

dvez aldiaX 2d pericentral Biochim Biophys. Acta           
  

TABLA 3. INDUCCION DE CYP2E1 CON DIFERENTES SUSTANCIAS. 

La mayoria de loslos trabajos reportados son hechos en rata a excepcién de’ 

* Experimentos realizados en Hamster 

** Experimentos realizados en raton 
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Los mecanismos propuestos incluyen incremento en el ARNm por activacion 

transcripcional o a la estabilizacitn de ARNm, incremento en la sintesis de proteina y 

disminucion en la degradacién de la enzima. Los tres mecanismos pueden actuar 

individualmente o en combinacién dando por resultado un incremento del contenido de 

CYP2E1 hepatico 

Los compuestos que incrementan CYP2E1 en roedores, como el etanol y agentes 

similares (acetona pirazol, 4-metilpirazol e imidazol) incrementan 5 veces la concentracién 

de la enzima lo cuat no esta asociado con una elevacion en la concentracién de ARNm 

(Song y col. 1986; Porter y col , 1989: Hong y col, 1987). 

Wrighton y col (1986) no encontraron una correlacién en las concentraciones de 

ARNm y de proteina en higado humano concluyendo que el aumento en [a actividad de 

CYP2E1 en humanos no requiere de la acumulacion de transcritos 

La reguiaci6n de CYP2E1 se ve afectada por factores enddgenos que incluyen 

estados fisiopatolégicos como ayuno prolongado, diabetes y obesidad. Por su parte, los 

factores exdgenos incluyen exposicién a xenobidticos como etanol, acetona, isoniazida, 

benzeno y otros compuestos quimicos. El CYP2E1 es la isoenzima que cataliza mejor la 

activacion de la N-nitrosodimetilamina y N-nitrosopirolidina En el metabolismo de N- 

nitrosobutimetilamina, ta enzima oxida preferentemente el grupo metilo sobre el grupo 

butilo sin embargo CYP2B1 oxida eficientemente los dos grupos funcionales (Yang y col , 

94) 

Aunque Czygan y col, ‘73. Lotlikar y col '75 y Guengerich y col. '82 han demostrado 

que la activacion metabdlica de la NDMA es dependiente de! Citocromo P450 otros 
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autores han cuestionado el papel de este Citocromo en la activacian metabdfica in vivo e in 

vitro de dicha nitrosamina (Lai y col, ‘80 : Yoo y col., ‘85), debido a las siguientes 

observaciones 

4 La NDMAd no es inducida por inductores clasicos como el fenobarbital y el 3- 

metilcotantreno 

2. Existen multiples valores de Km para la NDMAd, observandose valores de Km muy 

altos (> 100) para microsomas inducidos con fenobarbital. 

Yang y col (‘91) propusieron fa hipétesis de que a multipficidad en los valores de Km 

para la NDMAd se debian a la actividad catalitica de multiples formas de Citocramo P450, 

y que las especies de P450 que mostraban los valores mas bajos de Km y mas altos de 

Vmax eran, probablemente las enzimas responsabies de la activacién de este carcinégeno. 

En 1981, Tu y col encontraron que el tratamiento de ratas con pirazol elevaba la 

actividad de la DMNAd, observandose que éste tratamiento inducia una nueva isoenzima 

de P450 con un peso molecular de 52,000 dal; se demostré la hemoproteina pirazol- 

inducida involucrada en el metabolismo de NDMA_ por medio de un experimento con 

CoCi, el cual disminuy6 tanto el contenido total de P450 como la actividad de NDMAd En 

el mismo afio Glatt y col estudiaron el efecto del pretratamiento con etanol 6 acetona en 

satones in vitro (prueba de Ames) e in vivo (ensayo intrasanguineo via-hospedero) y 

encontraron que con el sistema in vitro, la actividad de el sistema metabolizador es limitado 

por la activacidn de NDMA y la induccién, por tanto. incrementa la mutagenicidad. sin 

embargo in vivo la NDMA es metabolizada cuantitativamente tanto por los animales 

tinducidos como por los animales testigos 
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La induccién de CYP2E1 por etano! y acetona proceden principalmente por 

mecanismos postranscripcionales involucrados en la estabilizacién proteinica sustrato- 

inducida (Sang y col 1989) La transcripcién del CYP2E1 comienza dentro de las dos 

primeras horas de vida del recién nacido y alcanza sus maximos niveles alrededor de los 7 

dias (Song y col 1986). Estudios de transcripcién in vitro y trans-activacién sugieren que 

CYP2E1 es controlado en parte por el factor HNF-1c. hepatico (Ueno y Gonzalez, 1990. Liu 

y Gonzalez 1995) El promotor CYP2E1 no puede ser activado por cotransfeccién con 

HNF-1)3 aunque éste factor esta estrechamente relacionado con HNF-1a y es capaz de 

formar un heterodimero estable con él mismo in vitro (Mendel y col, 1991) Para activar 

directamente al promotor HNF-18 requiere la presencia de un coactivador distinto al de 

HNF-ta 

2) ENSAYO DE MUTAGENESIS 

Una de fas pruebas mas difundidas para fa identificaci6n de mutdgenos, es [a 

desarrollada por el Dr Bruce Ames en ia Universidad de California (Ames, 1971) 

empleando como sistema bioldgico diversas cepas bacterianas mutantes aisladas a partir 

de cepas silvestres de Safmonella typhimurium. 

Las bacterias mutantes se diferencian de las silvestres en que las primeras 

requieren de histidina para crecer. la base de la prueba consiste en revertir el fenotipa 

mediante la induccién de mutaciones en el operén de histidina, lo que confiere a las 

revertantes la capacidad de crecer en medios carentes de aminoacidos o con cantidades 

limitantes de él 
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Uno de los intereses de esta prueba, ademas de |a facil manipulacion, economia y 

rapidez de ejecucién deriva del conocimiento de los cambios moleculares ocurridos en el 

operén de histidina como consecuencia de las mutaciones originales, lo que permite 

averiguar no tan solo si un agente quimico es mutagénico, sino a través de qué 

mecanismo induce la mutacién. Varias de éstas cepas se originaron, en efecto, a través de 

sustttuciones de bases y otras por desfasamiento de la secuencia nucleotidica 

(Frameshift). lo que implica que su reversi6n requiere del concurso de los mismos 

mecanismos, es decir. sustitucién de bases en el primer caso o eliminacion de bases en el 

segundo, para correr la secuencia y restablecer el cddigo genético 

La sensibilidad del sistema se ha incrementado mediante modificaciones adicionales 

como 

* Reparacion deficiente del ADN, como consecuencia de una delecién en la region 

uvrB del cromosoma, lo que da como resultado deficiencia en el sistema de 

teparacion por escision. Esto permite la deteccidn de mutaciones que normalmente 

son reparadas (Ames, 1971) 

* Alteracién de la permeabilidad, para lo cual se seleccionaron mutantes que 

presentaron un defecto en la capa de polisacaridos que Jas rodea. Jo cual facilita el 

acceso de moléculas de gran tamafio.(Ames y col, 1973) 

* Introduccion de moléculas circulares de ADN con replicacién auténoma (plasmidos), 

portadoras de informacion que confiere resistencia a antibidticos.(McCann y coi, 

1975) 
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+ Biotransformacion de agentes quimicos. es decir que Ja prueba se ha 

complementado con la adici6én de homogenades de organos de algunos mamiferos 

que contienen enzimas que son responsables de la transformacién metabdlica de 

compuestos que acceden al organismo y que estan ausentes en S$ 

typtumunum (Ames 1973) 

En el presente trabajo se utiliz6 Salmonella typhimurium de la cepa TA100, la cual 

se obtuvo al introducir el plasmido pkm101 a la cepa TA1535; dicho plasmido contiene los 

genes umuB y umuC que promueven el mecanismo de reparaciOn propenso a error, lo 

cual hace a la TA100 mas sensible Esta cepa posee la mutacién hisG46 localizada en el 

codon 96. que consiste en un triplete que cadifica para fa sintesis de prolina (GGG), en 

jugar del triplete original que codifica para la sintesis de leucina (GAG) que posee la cepa 

silvestre LT2 Tiene ademas una delecion del gen fa que proporciona la carencia de una 

lipoproteina en la pared celular, lo que hace a la cepa mas sensible al paso de compuestos 

de gran tamafho Otra caracteristica de la TA100 es fa delecién del gen uvrB, el cual esta 

involucrado en el sistema de reparacion por escision, con lo cual se mejora Ia eficiencia del 

sistema en la deteccién de compuestos capaces de daar al ADN 

La mutacion en fa cepa TA100 puede ser revertida por mutagenos que actuian por 

sustitucion de bases en el par G/C del codon 96 del gen AisG 
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IV. HIPOTESIS 

» La actividad de CYP2E1 de microsomas inducidos con ciclohexanol es mayor que la 

de microsomas testigo 

« La mutagenicidad de DMNA en presencia de S9 inducido con ciclohexanol y la actividad 

enzimatica en microsomas obtenidos de animales tratados con el mismo compuesto 

seran inhibidas por 4Metilpirazol y Dietilditiocarbamato de sodio 

Vv. OBJETIVO GENERAL: 

* Demostrar que el ciclohexanol induce la isoenzima CYP2E1. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

¢ Determinar la actividad de la isoenzima CYP2E1 en microsomas hepaticos de ratas 

tratadas con ciclohexano! y sus testigos 

¢ Itnhibir la actividad de la isoenzima CYP2F1 y ia mutagenesis de DMNA con 

4Metilpirazol y Dietilditocarbamato de sedio



VI. MATERIAL Y METODOS 

1) ANIMALES 

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar de 200 a 250 g de peso, las cuales 

se dividieron aleatoriamente en dos grupos. 

E! primer grupo de 9 ratas recibid un pretratamiento de ciclonexanol al 2 5% en el 

agua de bebida durante 5 dias. y se les dio alimento ad /ibitum 

El otro grupo recibié agua y alimento ad fbitum. A ambos grupos se les midid el 

consumo de agua durante los 5 dias de tratamiento 

Al quinto dia (con un ayuno previo de 12 hrs) se sacrificaron los animales por 

dislocacion cervical y se procedio a ta obtencién de ja fraccion S-9 y los microsomas. 

2) FRACCION S9 

Todo el procedimiento se llev6 a cabo en condiciones de esterilidad Una vez 

sacrificado el animal. se procedo a la extraccidn del higado segun lo propuesto por Maron 

y Ames (1983} 

La preparacién de la fraccién S9 esta basada en el procedimiento de Garner y col 

(1972) el cual se llev6 a cabo en condiciones de esterilidad y a 4°C para conservar la 

acividad enzimatica. 

El higado se colocé en un vaso previamente tarado conteniendo 15 ml de cloruro de 

potasio 015 M se peso y se transfirio a otro vaso, al cual se le agregaron 3 mi de cloruro 
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de potasio 0.15 M por cada gramo de higado. cortandolo en trozos pequefios para facilitar 

la obtencion det homogenado 

La homogenizacion del tejido se llevo a cabo en un aparato Potter-Elvehjem con 

pistilo de teflan El homogenado se centrifugé a 9.000 g por 10 minutos y el sobrenadante 

(la fraccion $9) se decantd, se hacen alicuotas en viales que inmediatamente se 

congelaron sobre hielo seco, los cuales se aimacenaron en un ultracongelador a -70°C 

hasta el momento de su uso La determinaci6n de proteinas se realizo por el método de 

Lowry (1953) 

3) MICROSOMAS 

Los microsomas se obtuvieron de la fracci6n S9 segtin el método de Yang y col 

(1977). La fraccién $9 se colocé en tubos de polipropileno para ultracentrifuga, los cuales 

se Calibraron con una solucién de sacarosa 0.25 M; se hizo una centrifugaci6n a 105,000 g 

durante una hora a 4°C. El sobrenadante se decanto y la pastilla se resuspendid en una 

solucién de sacarosa 0.25 M en un homogenizador manual. Se hizo una segunda 

centrifugaci6n a 105,000 g durante una hora a 4°C El sobrenadante se decantdé y la 

pastilla se volvio a resuspender en sacarosa 0 25M Se hicieron alicuotas y se almacené a 

-70 C hasta el momento de su uso La determinacion de proteinas se realizé por el método 

de Lowry (1953) 

4) OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS DE PRUEBA 

Las cepas bacterianas se obtuvieron directamente del Dr Bruce N Ames 

Biochemistry Departement University of California, Berkeley. California, 94720, BC43, 

USA 
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Las bacterias se recibieron en discos de papel filtro impregnados con culttvos 

cientes de cada cepa dentro de bolsas de plastico con agar blando para evitar su 

  

desecacion En condiciones de esterilidad, se colocaron los discos en 5 ml de caldo 

nutritive y se incubaron durante 16 horas a 37°C con agitacion. Posteriormente, los cultivos 

56 Sometieron a pruebas para verificar la presencia de marcadores genéticos, verificar la 

reversion espontanea y comprobar la sensibilidad a mutagenos conocidos 

De fos cultivos de 16 horas, se prepararon los cultivos de reserva agregando 0.8 ml 

de la suspension bacteriana en 09 ml de dimetilsulféxido (DMSO), los cuales se 

congelaron inmediatamente sobre hielo seco para posteriormente almacenarlos a -70°C. 

Cada vez que se utilizaron éstos cultivos de reserva, se comprobé la presencia de 

marcadores genéticos 

Para evitar congelar y descongelar constantemente los cultivos de reserva se 

prepararon cajas de Petri con cultivos que se pudieron guardar a 4°C hasta 2 meses (cajas 

de reserva) En condiciones de esterilidad, se tom6 una muestra del cultivo de reserva y se 

sembré en 5 mi de cafdo nutritivo, se incubé a 37°C con agitacién durante 16 h Este 

cultivo se sembré por medio de estrias en cajas de Petri con medio minimo Vogel-Bonner 

complementado con exceso de histidina y adicionado con 0.1 mi de una solucién estéril de 

ampiciina (8 mg/ml) en el caso de la cepa TA100 Nuevamente se verificaron los 

marcadores genéticos reversién espontanea y sensibilidad a mutagenos. 

Los cultivos para las pruebas de mutagénesis se obtuvieron de las cajas de reserva 

en condiciones de esteriitdad se sembraron en 5 ml de caldo nutritivo y se incubaron a 37° 

C con agitacién durante 16 horas. 
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5) METODOS PARA VERIFICAR LA PRESENCIA DE MARCADORES GENETICOS Y 

DETERMINAR LA FRECUENCIA DE REVERSION ESPONTANEA. 

A) REQUERIMIENTO DE HISTIDINA 

Se sembrd por medio de estrias el cultvo de 16 h en cajas con medio minimo 

Vogel-Bonner y con medio minimo Vogel- Bonner complementado con exceso de histidina. 

Solamente debe haber crecimiento en las cajas complementadas con histidina 

B) SENSIBILIDAD A CRISTAL VIOLETA 

Para verificar el marcador rfa , se determiné la sensibilidad de las cepas al cristal 

violeta. Se hicieron dos estrias paralelas con cristal violeta y se dej6 secar. Posteriormente, 

se hicieron otras dos estrias de forma perpendicular a las primeras, pero ésta vez con el 

cultivo Se incubaron 24 horas a 37°C Se observé inhibicién del crecimiento sobre las 

estrias de cristal violeta. 

C} PRESENCIA DEL PLASMIDO_ 

La presencia del plasmido se verifico comprobando la resistencia de las cepas a la 

ampicilina Para ello. se hicieron dos estrias paralelas aplicando una solucién de ampicilina 

sobre medio minimo con exceso de histidina y se dejaron secar Posteriormente, se 

hicieron otras dos estrias de forma perpendicular a las primeras, aplicando el cultivo. Se 

incubaron 24 horas a 37°C Las cepas que contienen el plasmido no mostraron inhibicién 

en el crecimiento 
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(0. FRECUENCIA DE REVERSION ESPONTANEA 

Se colocd 0 1 mi del cultivo de 16 h en un tubo con tapon de rosca conteniendo 2 5 

mi de agar de superficie a 45°C, se agité por 2 seg en un vortex para mezclar bien el 

contenido se vacio en cajas de Petri con medio minimo y se distribuy6 homogéneamente 

en la superficie Se dejo solidificar e incubar a 37°C durante 48 horas Se contaron las 

revertantes espontaneas. Para la cepa TA100 Ios valores se encuentran entre 100 y 200, 

(fig 43 A y B). 

6) REACCION DE DEMETILACION (ACTIVIDAD ENZIMATICA) 

La reaccion de demetilacion se flevé a cabo en una mezcla conteniendo 50 mM Tris- 

Base (pH 74) 10 mM MgC, 150 mM KCI, 1.2 mg de proteina microsomal por ml de 

mezcla 10 mM Acido isocitrico. 0 4 mM NADP, 0 3 unidades de isocitrato deshidrogenasa 

y 02 mM NDMA La reaccion fue iniciada con el sistema generador de NADPH, el cual se 

preincubo durante 2 minutos con agitaci6n a 37°C, seguido por una incubacion durante 30 

minutos con agitacion a 37°C. Blancos y estandares de formaldehido se tncubaron 

simultaneamente con omision del sistema generador de NADPH 

La reaccién se detuvo con la adici6n de 01 mi de ZnSO, al 25% y 01 mi de 

Ba(OH)- saturado La mezcla se centrifugé a 3000 rpm, durante 10 minutos y 07 ml del 

sobrenadante se mezci6 con 03 ml de reactivo de Nash concentrado para la 

determinacidn de formaldehido (HCOH) (Nash. 1953) Después de una incubacién a 50°C 

durante 30 minutos. se determiné la absorbancia a 412 nm. la actividad enzimatica se 

expresd en nmoles de HCOH formado/ mg de proteina microsomal/ minuto 
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OMT URE IIIA 

  

TETRACICLINA WB GEVERSION ESPONTANEA 

Fig 13 a Marcadores genéticos de la cepa TA-100. A) Sensibilidad a Cristal Violeta, B) 
Resistencia a ampicilina, C) Sensibilidad a Tetraciclina, D) Reversién espontanea (de entre 
100 y 200 colonias por caja) 
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MARGCADORES GENICOS: 
] 

MM. CON HISTIDINA 

  

Fig 13 b. Marcadores genéticos de la cepa TA-100 No se observé crecimiento en la caja 
sin histidina 
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7) PRUEBAS DE MUTAGENESIS 

La prueba se llevé a cabo en una mezcla que contiene 0 4 mi de un cultivo de 16 

hrs amortiguador de fosfatos pH 6 4, 2 ml de mezcla S9. DMNA 30 mM y diferentes 

concentraciones de inhibidor (10,20 50 y 100 M). 

NOTA Se utilzaron 3 inhibidores diferentes. 4 metilpirazo! (4MP), dietilditiocarbamato de 

sodio (DDCM) y cilclohexanol (CH) 

La mezcla se incubo durante una hora a 37°C con agitaci6n (en el caso del 4MP y 

O0CM}) y 40 minutos a 37°C con agitacidén (en el caso de CH) Los testigos positivos y 

negativos se mcubaron simultaneamente 

Postertormente se tomaron 0 663 ml de la mezcla y se agregaron a 2.5 ml de agar 

de superficie para realizar la incorporaci6n en placa en cajas de agar de medio minimo. 

Las cajas se incubaron durante 48 hrs y se contaron las colonias revertantes 

Vil. RESULTADOS 

La administracién de ciclohexanol en solucién al 2 5% en agua de bebida a las ratas 

durante 5 dias incrementa la actividad de la CYP2E1 4.5 veces con respecto al control 

(Tabla 4) 

  

  

          

NDMA MICROSOMAS MICROSOMAS 

(mM) CONTROL INDUCIDOS 

02 0399 + 0.001 1644 + 0012 

20 0800 = 0.021 ; 3.900 2 0220 
! i 
  

TABLA 4 ACTIVIDAD ENZIMATICA EN MICROSOMAS INDUCIDOS CON CICLOHEXANOL Y 
SU TESTIGO. Mezcla de reaccién con t 2 mg/ml de proteina microsomal de microsomas control y 

microsomas inducidos con ciclohexanol al 2 5% en el agua de bebida 
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7) PRUEBAS DE MUTAGENESIS 

La prueba se llevé a cabo en una mezcla que contiene 0 4 mi de un cultivo de 16 

hrs amortiguador de fosfatos pH 64, 2 m! de mezcla S98. DMNA 30 mM y diferentes 

concentraciones de inhibidor (10.20,50 y 100 M). 

NOTA Se utilizaron 3 inhibidores diferentes 4 metilpirazol (4MP), dietilditiocarbamato de 

sodio (DDCM) y cilclohexanol (CH) 

La mezcla se incubé durante una hora a 37°C con agitacién (en el caso del 4MP y 

DDCM) y 40 minutos a 37°C con agitacién (en el caso de CH). Los testigos positivos y 

negativos se incubaron simultaneamente. 

Posteriormente se tomaron 0 663 mi de la mezcla y se agregaron a 2 5 ml de agar 

de superficie para realizar la incorporacién en placa en cajas de agar de medio minimo 

Las cajas se incubaron durante 48 hrs. y se contaron las colonias revertantes 

Vil. RESULTADOS 

La administracién de ciclohexanol en solucién al 2.5% en agua de bebida a las ratas 

durante 5 dias incrementa la actividad de la CYP2E1 45 veces con respecto al control 

{Tabla 4) 

  

  

    

NDMA MICROSOMAS MICROSOMAS 

(mM) CONTROL INDUCIDOS 

02 0399 + 0.001 1644 + 0012 

20 0.800 = 0021 io g00 + 0.220         

TABLA 4 ACTIVIDAD ENZIMATICA EN MICROSOMAS INDUCIDOS CON CICLOHEXANOL Y 
SU TESTIGO Mezcla de reacci6n con 1 2 mg/ml de proteina microsomal de microsomas control y 

microsomas inducidos con ciclohexanol a! 2 5% en el agua de bebida 
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Cuardo se agrego ciclochexanol a la mezcla de incubaci6n, éste resultd ser un 

tupidor del metabolismo de NDMA (fig. 14) 

La inhibicion se incrementa conforme se incrementa la concentracién de 

ciclohexanot A una concentracién de sustrato de 02 mM (DMNA). 015 mM de 

aclohexanol causa aproximadamente 60% de inhibicién en ambos microsomas 

El pretratamiento con ciclohexanol también incremento la actividad mutagénica de la 

NDMA ya que la fraccion S-9 de ratas tratadas activé eficientemente fa nitrosamina a 

productos mutagenicos para la Salmonella typhimurium cepa TA100 (Tabla 15) 

Se encontré una marcada inhibicién de la mutagénesis con 4MP y ciclohexanol en 

los experimentos realizados con S-9 inducido, ef DDCM presenté un patrén de inhibicién 

de la mutagenesis diferente (fig. 15) 

Se observd que las concentraciones mas bajas de ciclohexanol (0.09 y 0.9 uM) 

presentan un efecto de potenciacion de la mutagénesis dando un numero mayor de 

cotonias revertantes que el testigo positivo Este efecto también se observé con el DDCM, 

(Tabla 6 y fig 17). 

TABLA 5 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE CYP2E1 POR CICLOHEXANOL EN 
MICROSOMAS CONTROL E INDUCIDOS CON CICLOHEXANOL 
  

  

  

  

  

  

  

conc ciclohexanol | mtcrosomas control microsomas inducidas 

amMy 

0 0315 = 0012 185 + 0.130 

005 0263 ~ 0018 177 + 0.070 

o10 0181 + 0014 145 + 0060 

fo 15 0124 + 0.036 107 + 0020 

020000 0100 + 0059 098 + 0005 

025 — 0057 + 0019 08s + 0006       
  

Mezcla de reaccion con 12 mg/mi de proteina microsomal de microsomas control y 

micrasomas inducidos con ciclohexanol 
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE CYP2E1 
POR CICLOHEXANOL 
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fig. 14 Se observa Ia inhibicion de la actividad enzimatica de 

ambos microsomas cuando se agrega ciclohexanol a la mezcla 

de reaccion. La concentracién de DMNA es de 0.2mM/ml de 
mezcla.



INHIBICION DE LA MUTAGENESIS EN MICROSOMAS 

CONTROL E INDUCIDOS CON CICLOHEXANOL 
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fig.15 Se observa que el ciclohexanol inhibe también e} 

metabolismo de la DMNA al disminuir las revertantes de S. 

typhimurium cepa TA100. 43



TABLA 6 INHIBICION DE LA MUTAGENESIS DE DMNA EN LA CEPA TA100 
  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

4-METILPIRAZOL * S-9 CONTROL S-9 INDUCIDO 

(uM) (No. de colonias revertantes) |(No de colonias revertantes) 

00 248.0 + 2404 91690 + 579.82 

95 1050 = 282 11845 + 54.44 

490 1275 = 6.36 369.0 + 2.82 

470 102.0 + 707 2450 + 1.41 

[950 7005 + 3.53 2040 + 18.38 

DIETILDITIOCARBAMATO 8-9 CONTROL S-9 INDUCIDO 

DE SODIO* (uM) (No. de colonias revertantes) |(No. de colonias revertantes) 

00 231.0 + 848 12454.5 + 38678 

109 1600 + 424 16437.5 + 611.64 

219 146.0 + 2.82 155670 + 181.01 

549 121.5 + 0.70 7853.5 + 72.83 

1039 1145 + 353 3889.0 + 140.00 

CICLOHEXANOL ** S-9 CONTROL S-9 INDUCIDO 

(iM) (No. de colonias revertantes) |(No de colonias revertantes} 

000 1340 + 9-00 65006 + 27846 

009 145.0 + 2.82 76723 + 47115 

0390 128.0 + 7.07 66036 + 95.66 

9 00 137.0 + 14.14 §395.0 + 138.56 

23.00 130.5 + 19.09 1429.0 + 170.60 

47 00 1285 + 2899 223.6 + 27.79 
  

MEZCLA DE REACCION CON DMNA 3 MM 

Yamamoto y col. 1990 respectivamente) 

** Compuesto de prueba que ha mostrado tener efecto inhibitorio sobre la mutagenicidad 
de nitrosaminas en S typhimurium de la cepa TA100 (Espinosa y col. 1993). 

44 

Inhibidores especificos para la isoenzima CYP2E1 (Feierman y Cederbaum, 1986, 

 



ViIL DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Desde hace tiempo se han venido estudiando sustancias quimicas que inducen tas 

isoenzimas del Citocromo P450. y se ha despertado el interés por isoenzimas especificas 

como la CYP2E1 ya que esta involucrada en el metabolismo de medicamentos. solventes y 

compuestos mutagénicos y carcinogénicos, Asi pues, Tu y col (1981) observaron que se 

incrementaba de manera importante la actividad de una enzima entonces llamada 

nitrosodimetilamina demetilasa (NDMAd) cuando se trataban ratas con pirazol, Sus 

conclusiones fueron que se inducia una nueva proteina que tenia un peso molecular de 

52 000 dal y que se pensaba que era una isoenzima del Citocromo P450. En el mismo afio 

Glatt y col estudiaron el efecto que tenia el pretratamiento con etanol 6 acetona sobre la 

activacion metabdlica de la NDMA en la fraccién microsomal hepatica de ratones y por via- 

hospedero. 

Desde entonces se han probado diferentes compuestos quimicos, entre los cuales, 

algunos alcoholes han mostrado ser inductores eficientes de CYP2E1. Nuestro interés en 

el ciclohexanol es debido a que es un solvente de uso comun, ademas de que resulta del 

metabolismo de otras moléculas de uso industrial como la ciclohexanona Aunado a esto 

se han encontrado derivados de éste alcchol presentes en sangre y orina de humanos 

debido probablemente a exposicién ocupacional o por el uso de soluciones parenteraies 

fos cuales presentan residuos de ciclohexanona, que se encuentra como contaminante de 

dichas soluciones y que proviene de la fabricacién de contenedores y tapones de piastico. 

 



En el presente trabajo se observd que el ciciohexanol. un alcohol aliciclico de 

composicion quimica muy diferente a la del etanol mostrd un incremento en la actividad de 

ia CYP2E1 en ios microsomas de ratas tratadas con dicho alcohol, mientras que este 

incremento no estuvo presente en los microsomas de ratas control Se probaron dos 

concentraciones diferentes de DMNA y en ambas se observa éste efecto, lo cual fue la 

primera indicacion de que el ciclohexanol induce la isoenzima CYP2E1 (fig. 16) 

Otra evidencia de la induccién de CYP2E1 por cictohexanol se abtuvo de ios 

ensayos de mutagénesis, en tos cuales se observa que el pretratamiento con éste alcohol 

produce un incremento del metabolismo de la NDMA, elevando el numero de colonias 

revertantes desde 180 hasta aproximadamente 9,000 

En el ensayo de Ames, el criterio para evaluar una sustancia mutagénica es que el 

numero de colonias revertantes debe elevarse cuando menos al doable En éste caso no 

estamos evaluando la mutagenicidad de la DMNA, sino la activaci6n metabdlica de ésta 

por la isoenzima CYP2E1 En los microsomas control encontramos la CYP2E1 en 

cantidades normales, por lo que al ponerlas en contacto con el sustrato (DMNA) no se 

observa un aumento en el numero de colonias revetantes. En contraste, al poner en 

contacto el S-9 inducido con ej sustrato se observa un aumento dramatico en el numero de 

colonias revertantes lo cual se explica por el incremento de la isoenzima responsable del 

metabolismo de la DMNA (Tabla 6) 

Realizamos ademas experimentas de inhibicién cuya base se encuentra en los 

trabajos realizados por Wadell y Marlowe (1983) quienes, durante investigaciones 

sistematicas encaminadas a probar bloqueadores potenciales para compuestos 
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE 
MICROSOMAS INDUCIDOS CON CICLOHEXANOL 
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carcinogénicos descubrieron que algunos alcoholes comunes inhibian la acumulacién de 

radioactwidad de 'C-nitrosonornicotina en algunos sitios en donde aparecen tumores 

frecuentemente como el higado. epitelio nasal esofagueal y ducto salivario Algunos 

atcoholes probados fueron etanol n-butanol y t-butanol. 

Wadell continué con éstos estudios probando alcoholes a diferentes temperaturas 

para observar el efecto de éstos en la distribucién de ‘4C-NNK por medio de 

autoradiografias de cuerpo entero Los alcoholes probados fueron ciclohexanol, 1- y 2- 

octanol 1-hexanol 3-metilciclohexanol y 1-heptanol 

De éstos trabajos iniciales se derivaron otros en que se investigd la inhibicién del 

metabolismo de otros compuestos carcindgenos como el uretano por etano! (Wadell, 1986, 

Yamamoto y col 1987; Wadell y col, 1988) 

Desde entonces se han realizado muchas investigaciones con una amplia gama de 

inhibidores. sin embargo, la capacidad inhibitoria del ciclohexanol no ha sido muy 

estudiada 

Para comprobar la induccién de CYP2E1 por CH, se realiz6 una prueba de 

inhibicton basada en ef trabajo de Peng y Yang (1982), quienes realizaron un estudio con 

ralas tratadas con etanol. de las cuales se obtuvieron microsomas hepaticos, 

posteriormente, en una mezcla de reaccidn que contenia dichos microsomas y etanol, se 

observo un efecto de inhibicion sobre la actividad de la CYP2E1 

En nuestro trabajo, cuando agregamos ciclohexano! a la mezcla de reacci6n, 

observamos el mismo efecto que produce el! efanoi es decir. un decremento en la 

vidad de la CYP2E1 tanto en los microsomas mducidos como en los microsomas 
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contra: (fig. 14) Esto se podria expiicar con trabajos como los de Feiremann y Cederbaum 

(1986) en fos cuales se ha mostrado que algunos inductores actuan inhibiendo la misma 

isoenzima que inducen La relacion entre los mecanismos de induccién e inhibicién de un 

mismo compuesto sobre una isoenzima especifica atin no ha sido esclarecida, sin 

ambargo los resultados obtenidos en nuestro experimento se pueden tomar como una 

evidencia que demuestra que el ciclohexanol induce la isoenzima CYP2E1 

Por otro lado se realizaron ensayos de inhibicion de la mutagénesis con inhibidores 

especificos para CYP2E1 como el 4MP y el DDCM, ademas del ciclohexanol Estos 

experimentos revelaron que jos cuatro compuestos inhiben la mutagénesis de la DMNA. 

Se observa que el compuesto que presenté la inhibici6n mas elevada a las 

concentraciones probadas fue el 4MP, con 9778% de ihibicion Se observd 

particularmente con el 4MP que la inhibicién se lleva a cabo de manera gradual, es decir, 

conforme va aumentando [a concentracion de inhibidor, ef numero de colonias revertantes 

disminuye hasta valores cercanos a los de la reversién espontanea. Los microsomas 

control también muestran una inhibicion de la mutagénesis, aunque de manera diferente, 

ya que el decremento no es de manera gradual, pero se observa que con la mayor 

concentracian de Inhibidor se obtiene una disminucién del 59.4%. Esto podria ser 

explicado por la presencia constitutiva de la tsoenzima CYP2E1. la cual se ve inhibida por 

el 4MP de acuerdo a la cantidad presente en la fraccién hepatica S-9 

Con el DDCM se presenta un efecto inhibitorio del 68 77% Cabe mencionar que en 

contraste con los experimentos realizados con 4MP. el DDCM no presenta una inhibicion 

gradual en cuanto al S-9 inducido, pues se observa que con las concentraciones mas bajas 
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det inhibidor (109 y 219 uM) no existe un decremento en el numero de colonias 

(evertantes sino por ef contrario se incrementan un 17% aproximadamente (Tabla 6) No 

se han encontrado reportes con respecto a esto pero una explicacién seria que existe un 

pesible efecto sincrético entre el DDCM y la isoenzima CYP2E1 o bien, que a 

concentraciones muy bajas. existe una competencia por ef sustrato, el cual es 

metabolizado tanto por la CYP2E1 como por el DDCM A la concentracion siguiente (54.9 

uM) se observa un decremento del 36 9% en el numero de colonias revertantes. Con 

sespecto al $9 control, también se observa un decremento del 50 4% en el numero de 

colonias revertantes y el decremento se presenta de forma gradual. 

Los experimentos realizados con ciclohexanol como inhibidor muestran que a la mas 

alta concentracion (47M) se observa una inhibicién del 96.5%, en éste caso, también la 

primera concentracion (0 09 uM) presenta un incremento de aproximadamente el 10% en 

el numero de colonias revertantes. Con la siguiente concentracién (0 9 uM) no se observa 

niincremento ni decremento en el numero de colonias revertantes. Con el S9 contro! no se 

presenta el efecto de inhibicién, es decir que como no existe un incremento en la 

mutagenesis de DMNA no existe el efecto de inhibicion. (Tabla 6) 

Podemos concluir basandonos en nuestros resultados, que el ciclohexanol es un 

inductor del CYP2E1 in vivo y que también actuia como inhibidor in vitro. La importancia de 

este trabajo es a nivel de metabolismo de farmacos y compuestos a los que estamos 

expuestos aun sin darnos cuenta como es el caso del ciclohexanol, que esta presente en 

todos los envases de plastico tapas y tapones de hule.



Sin ernbargo atin queda Ja pregunta ¢ Que tan importante es la inducci6n 6 inhibicién 

de una enzima? La respuesta 4 ésta pregunta es muy dificil de contestar, sobre todo 

cuando se ha observado que algunos medicamentos que causan hepatotoxicidad son 

metabolizados por la isoenzima CYP2E1, como es el caso del acetaminofén
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