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RESUMEN

El citocromo P450 (CYP) es una familia de enzimas muy versatiles en la naturaleza
involucradas en el metabolismo oxidativo de moléculas endogenas y exdgenas
(xenobidticos). En los ultimos afios, se han encontrado varias evidencias que sugieren
que la familia de enzimas del Citocromo P450 puede contribuir en el metabolismo in situ
de xenobidticos dentro del Sistema Nervioso Central (SNC). En el higado, algunos
xenobioticos pueden ser metabolizados por los CYP en productos reactivos que pueden
dafar e inclusive matar a las células. El Citocromo P450 2E1 (CYP2EL) es una isoforma
que puede generar metabolitos activos y/o una considerable cantidad de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que puede inducir citotoxicidad en varios tejidos. El presente
estudio exploré la posibilidad de que una induccién del CYP2EL en el cerebro, sea capaz
de generar ROS y promover un dafio significativo.

Como modelo de estudio se utilizaron cultivos primarios de células granulares de
cerebelo (CGC) conservadas durante 8 dias in vitro. Primeramente se demostré la
presencia del CYP2E1 en los cultivos primarios. Posteriormente, se demostré que el
CYP2EL1 es inducible con tres inductores hepaticos: etanol, isoniazida y acetaminofén. La
induccién del CYP2EL con etanol e isoniazida no genera ROS ni modifica el estado redox
de la célula. Sin embargo, si se agotan los niveles de glutatién con butionin sulfoximina
(BSO), el tratamiento con etanol e isoniazida genera ROS y compromete la viabilidad de
las células a las 12 horas de tratamiento. La muerte y la generacion de ROS por el
tratamiento con BSO vy etanol o isoniazida pueden ser inhibidas al incluir un inhibidor
especifico del CYP2E1 o antioxidantes. La generacion de ROS por el CYP2EL en células
tratadas con BSO e isoniazida da por resultado la oxidacién del DNA. Tratamientos de 24
horas con BSO e isoniazida generan la muerte de un 90% de las CGC independiente de
la actividad del CYP2EL, aunque la inclusion de antioxidantes o inhibidores de la NADPH
oxidasa inhiben la muerte.

En el caso del acetaminofén, un tratamiento de 24 horas genera muerte y estrés
oxidativo, que puede ser bloqueado por la inclusiéon de inhibidores del CYP2E1. El dafio
es mucho mayor que el encontrado con los otros dos inductores.

Los resultados sugieren que la induccién del CYP2E1 puede ser un factor causal de
dafio neurodegenerativo, cuya intensidad dependera de los xenobidticos que participen en

la induccion asi como de las condiciones fisiolégicas en que se encuentre la célula.



ABSTRACT

Increasing evidence suggests that brain cytochrome P450 (CYP) can contribute to the
in situ metabolism of xenobiotics. In the liver, xenobiotics can be metabolized by CYP into
more reactive products that can damage hepatocytes and induce cell death. In addition,
normal CYP enzymatic activity produces reactive oxygen species (ROS) that contribute to
cell damage through oxidative mechanisms. CYP2EL is a CYP isoform that can generate
ROS and induce cytotoxicity in multiple tissue types. The aim of this study was to
determine whether CYP2EL induction by ethanol, acetaminophen or isoniazid can induce
significant brain cell impairment. Exposure of primary cerebellar granule cultured neurons
to the tree chemicals, increased CYP2E1l expression. Only the treatment with
acetaminophen resulted in reactive oxygen species (ROS) production and cell death and
these effects were inhibited with a pre-treatment of CYP2EL inhibitors, 4-methyl pyrazole
or diallyl sulfide, or to a mimetic of superoxide dismutase/catalase, Eukarion-134. To
analyze whether the antioxidant response of cerebellar granule neurons is sufficient to
protect against the ROS generated by isoniazid or ethanol induction of CYP2E1, we
lowered cellular GSH levels with L-buthionine sulfoximine (BSO). This BSO treatment
depletes glutathione but it does not compromise cell viability. A significant increase in ROS
production was found in BSO-treated cells after ethanol or isoniazid exposure at the time
when CYP2EL1 is induced. These effects were attenuated by simultaneous exposure to
CYP2E1 inhibitors or antioxidants. In some treatments the neuronal damage was larger
suggesting that the damage is also a product of idiosyncratic drug reactions. These results
contribute significant data about how typical liver enzymes like CYP2EL1 could represent a

risk of in situ neuronal damage.



.  INTRODUCCION

1.1 Citocromo P450 y su importancia

El término Citocromo P450 (CYP) se refiere a una familia de enzimas muy
versatiles en la naturaleza involucradas en el metabolismo oxidativo de moléculas
organicas. Estas proteinas se han conservado a lo largo de la evolucion y se pueden
encontrar en bacterias, hongos, plantas, mamiferos y humanos. Son hemoproteinas que
utilizan oxigeno molecular y dos cofactores para catalizar una gran variedad de
inserciones de oxigeno estereoespecificas y regioselectivas en compuestos exdgenos o
enddgenos de peso molecular variado. Estos procesos son de vital importancia para los
organismos, ya que participan en la desintoxicacibn de compuestos exdgenos como
farmacos, drogas de abuso, pesticidas y otros contaminantes ambientales y en la
biosintesis y metabolismo de eicosanoides, colesterol, sales biliares, esteroides, aminas

biogénicas, vitamina D3 y &cido retindico.

Los CYP existen como hemoproteinas de aproximadamente 500 aminoacidos y un
grupo prostético de Hierro-Protoporfirina IX. De manera altamente conservada, se pueden
localizar 12 estructuras a-hélice y 4 laminas beta. El grupo prostético hemo es el centro
catalitico de la enzima (Figura 1A). El grupo tiol de una cisteina altamente conservada se
coordina al hierro de manera opuesta al sitio de coordinaciéon al oxigeno, lo que le da
propiedades espectrales y funcionales Unicas a los CYP. La conservacion espacial es
mucho mayor en el centro catalitico y difiere sustancialmente en la region de unién al

sustrato y anclaje a la membrana (Johnson & Stout, 2013).
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Figura 1 Estructura de los Citocromo P450 y complejo microsomal. A.
Estructura general de los CYP en humano. El polipéptido esta coloreado de azul a rojo del
lado N terminal al carboxilo terminal indicando la mayoria de las a-hélice. El grupo hemo
se muestra como una esfera negra y su ligando como palitos magenta. Imagen tomada de
(Porubsky et al., 2008) B. Complejo microsomal tomado de (Donato, 2004). En azul esta
representada la membrana del reticulo endoplasmico, en amarillo y azul claro, la
Citocromo P450 reductasa (CPR) y el citocromo b5 respectivamente que donan los
electrones. El CPR utiliza como co-factor el flavin mononucleétido (FMN). En rojo esta
sefialado el CYP, el ciclo catalitico se explica en el capitulo 1.3.3.

En eucariontes, los CYP se encuentran intracelularmente acoplados a una
membrana ya sea del reticulo endoplasmico liso (citocromo p450 microsomal) o de la
membrana interna de la mitocondria, junto con otras enzimas donadoras de electrones
como la citocromo P450 reductasa, el citocromo b5, y en el caso de la mitocondria, la
ferredoxina reductasa (Figura 1B)

El término P450 se deriva de la longitud de onda donde se encuentra el mayor pico
de absorbancia (450 nm) del CYP reducido y formando un complejo con monéxido de
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carbono. Para su nomenclatura se toma en cuenta la similitud en la secuencia de
aminoacidos. A todos los miembros de una familia de CYP que poseen mas del 40% de
similitud se les asigna un namero. Una sub-familia est4 representada por proteinas con
mas del 55% de similitud y se le asigna una letra. Finalmente, se asigna otro numero que

indica especificamente al miembro de la subfamilia (Nelson, 2009).

En humanos existen 57 genes que codifican para los CYP; éstos se encuentran
expresados en casi todos los tejidos. Dependiendo de su funcién, los diferentes CYP se
pueden encontrar distribuidos en diferentes tejidos del organismo, por ejemplo, los CYP
implicados en la biosintesis de esteroides se encuentran en 6érganos esteroidogénicos

como testiculos, ovarios y placenta.

Una manera de clasificar a los CYP en mamiferos, es tomando en cuenta los
sustratos que oxidan (Tabla 1); casi una cuarta parte de ellos esta involucrada en el
metabolismo de esteroles. Cinco de los CYP de humano tienen funcién en el metabolismo
de las prostaglandinas, incluyendo los CYP que sintetizan el tromboxano y la prostaciclina
(5A1, 8Al). Seis de los CYP tienen la funcion de metabolizar las vitaminas solubles en
lipidos (A y D). En mamiferos, alrededor de un tercio de los CYP se encuentra en el
higado, cuya principal funciébn es la degradacion de xenobibticos, de los cuales
sobresalen 6 isoformas: CYP1A2, 3A4, 2C9, 2C19, 2D6 y 2E1. Por otro lado, aln se tiene
informacién limitada acerca de una cuarta parte de los CYP a los cuales se les llama
huérfanos, ya que se conoce su estructura, localizacion y secuencia, mas no su funcion
(Tabla 1).

Tabla 1. CYP humanos agrupados segun su tipo de sustrato principal.

Sustratos endbégenos Sustratos Huérfanos
exogenos
Acidos | Eicosanoides | Vitaminas Esteroles | Xenobiéticos
Grasos 4F2 2R1 1B1 | 17A1 | 1Al 2C19 2A7 | 4F22
2J2 4F3 24A1 7A1 | 19A1 | 1A2 2D6 2S1 4\V2
2U1 4F8 26A1 7B1 | 21A1 | 2A6 2E1 2W1 | 4X1
4A11 4F12 26B1 8B1 | 27A1 | 2A13 2F1 3A43 | 4Z1
4B1 5A1 26C1 11A1 | 39A1 | 2B6 3A4 4A22 | 20A1
8Al 27B1 11B1 | 46A1 | 2C8 3A5 4F11 | 27C1
11B2 | 51A1 | 2C9 3A7
2C18

Muchos de los CYP enlistados como que tienen sustratos enddgenos también pueden
metabolizar sustratos exdgenos y viceversa. Modificado de (Dutheil et al., 2008).




Las mutaciones en varios genes CYP causan errores innatos del metabolismo y

contribuyen a muchas enfermedades clinicamente relevantes (Nebert & Russell, 2002).

A diferencia de muchas enzimas, los CYP generalmente pueden metabolizar
muchos sustratos y formar toda una variedad de productos. Esto aplica mayoritariamente
en el caso de los CYP metabolizadores de xenobiéticos; un solo CYP, por ejemplo el

CYP3A4, puede oxidar cientos de sustratos diferentes.

Los xenobidticos son compuestos quimicos de bajo peso molecular que se pueden
encontrar en un organismo pero no son sintetizados por él. Son moléculas a las que
estamos expuestos ya sea voluntaria (farmacos, drogas de abuso, alimentos) o
involuntariamente (contaminacion ambiental). Para su desintoxicacion y eliminacion, es
necesario convertirlos en metabolitos hidrofilicos; a este proceso se le llama metabolismo
de fase | y los CYP participan en un 70-80% de este proceso. Ya que nuestro organismo
desconoce las estructuras quimicas de casi todos los xenobidticos, es necesario que
tenga una gran variedad de enzimas que sean versatiles y promiscuas y asi realizar una

gran cantidad de reacciones quimicas.

Ademas de su funcién fisiolégica y metabdlica, a los CYP se les ha relacionado
también con procesos de mutagénesis y toxicidad, debido a que existen evidencias de
que algunas isoformas son capaces de producir especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) o de activar compuestos exdgenos en
agentes nucleofilicos y propiciar la formacién de aductos con biomoléculas como

proteinas o DNA, derivando en toxicidad o cancer (Capitulo 1.3.2).

Desde su descubrimiento, ha existido un gran interés en los CYP debido a sus
aplicaciones en una gran variedad de campos incluyendo la bioquimica, biotecnologia,
quimica, ciencias ambientales, enzimologia, microbiologia, fisiologia, farmacologia,
ciencias de las plantas y toxicologia (Furge & Guengerich, 2006). De hecho, Gnicamente
en la década pasada se pueden encontrar mas de 3000 publicaciones por afio

relacionadas a los CYP.

Los CYP involucrados en el metabolismo de farmacos, cominmente muestran

polimorfismos que derivan en fenotipos de individuos metabolizadores rapidos o lentos, lo



cual se relaciona directamente con algunos de los efectos secundarios de los farmacos.
Con estos conocimientos, las compafias farmacéuticas son muy cautelosas en el
desarrollo de medicamentos que puedan interaccionar con estos CYP. Para los procesos
de prueba y registro de nuevos medicamentos, la FDA requiere de la informacién
relacionada con el metabolismo de cada nuevo farmaco por CYP, ademas de datos de
inhibiciébn o induccién de estas proteinas. Debido a ello, las compafias farmacéuticas
tienen grupos de investigacion asignados para predecir interacciones farmacolégicas
(Capitulo 1.3.2) y variaciones en biodisponibilidad. Ya aprobados los farmacos, toda esta

informacion esté disponible para los pacientes y los médicos.

Inicialmente, los CYP se descubrieron en higado (Klingenberg, 1958; Omura &
Sato, 1964), por lo que durante mucho tiempo se pensd que estaban localizados
exclusivamente en tejido hepatico y que su Unica funcién era eliminar las toxinas
hidrofébicas. Fue hasta mucho tiempo después cuando se describié que estas enzimas
pueden encontrarse en tejidos extrahepéticos y que los CYP participan en reacciones
propias del metabolismo endégeno. Los CYP existen en el tejido intestinal donde pueden
contribuir hasta con el 50% del metabolismo de primer paso de un farmaco. También se
pueden encontrar en piel, seno, pulmén, cerebro y corazén, donde apenas se estan
empezando a conocer su participacion o funcién en condiciones fisiol6gicas normales o
de enfermedad. Recientemente se ha demostrado que los CYP pueden ser funcionales en
sitios extra-hepaticos tales como pulmén, colon (Ding & Kaminsky, 2003) y cerebro
(Ferguson & Tyndale, 2011). Esto ha generado mucho interés por las implicaciones que
tendria la induccién in situ de CYP con funciones fisiolégicas especificas o el metabolismo
de compuestos en tejidos que estan particularmente expuestos a ciertas toxinas. Tal es el
caso de la induccion de CYP1A y metabolismo de toxinas del tabaco. Dicho de otra
manera, las variaciones en la regulacion o expresién de los CYP pueden jugar un papel
importante en la desregulacién regional de metabolitos endégenos activos, en el dafio

tejido-especifico y/o en el efecto de farmacos in situ.

1.2 CYP en cerebro

El caso de los CYP en cerebro es el tema de estudio mas reciente en cuanto a la
funcion e impacto fisiologico de los CYP extrahepaticos. Los CYP en cerebro se expresan

aproximadamente el 3% respecto a la expresion en higado (Sasame et al.,, 1977). La



expresion depende de la region del cerebro; por ejemplo, en humanos se tiene una
concentracion mayor en tallo cerebral y cerebelo y una expresion menor en el estriado y el
hipocampo (Bhamre et al., 1992; Tirumalai et al., 1998), aunque cada isoforma presenta

un patrén de expresion distinto.

Existen algunos CYP que son mayormente expresados en cerebro que en otros
tejidos como el CYP2D4, CYP2D18 y el CYP46A1 (Komori, 1993; Kawashima & Strobel,
1995; Nishimura et al.,, 2003). Los CYP se encuentran en diferentes regiones y tipos
celulares y en concentraciones distintas, inclusive pueden superar las concentraciones
hepaticas en ciertas neuronas especificas (Miksys et al., 2000). Como se puede observar
en la Tabla 1, casi todos los CYP de humano se pueden encontrar en cerebro (isoformas
resaltadas en rojo). Sin embargo, no se sabe acerca de la regulacion e implicacién
biol6gica de todos los casos. A continuacion se explicard con més detalle las evidencias
que apoyan la participacion de algunos CYP en el metabolismo de sustratos endégenos y
exdgenos. Para mayor informacion se recomienda consultar las revisiones (Haining &
Nichols-Haining, 2007; Ferguson & Tyndale, 2011)

1. 2.1 Metabolismo de sustratos endégenos

Los sustratos enddgenos que se puede metabolizar en el cerebro son: el acido
araquidonico por las sub-familias 2J, 2U y 4A; algunas hormonas como la melatonina por
las sub-familias 1A y 1B; algunos neurotransmisores principalmente por la isoforma
CYP2D6; vitaminas por las sub-familias 27B, 26B y CYP24 y esteroles por las sub-
familias 11B, 11A, 17A, 7A, 7B, 8B, 27A, 46A, 19A y las isoformas CYP2D6, CYP1Al y
CYP1B1. Actualmente se tienen evidencias convincentes de la importante funcion
fisiologica que tienen los CYP2D6, CYP2C9, CYP19A1 y CYP46ALl en el cerebro.

Algunas de las primeras evidencias de que los CYP realizan funciones enddgenas
importantes fueron proporcionadas por estudios en pruebas de personalidad.
Principalmente se ha estudiado al CYP2D6 con respecto a posibles efectos genéticos y
diferentes niveles de activacion cerebral durante pruebas cognitivas, de personalidad y
vulnerabilidad a des6rdenes mentales (Llerena et al., 1993; Roberts et al., 2004; Dorado
et al., 2007). El CYP2D6 se expresa en cerebro y metaboliza sustratos neuronales

enddgenos, lo que sugiere que estas asociaciones se pueden manifestar, por lo menos en



parte, debido al metabolismo alterado de compuestos en el SNC. EI CYP2D6 puede
participar en la formacion de neurotransmisores como catecolaminas, dopamina (Bromek
et al.,, 2011) y serotonina (Yu et al., 2003) y el metabolismo de la anandamida (Snider et

al., 2008) y la progesterona (Hiroi et al., 2001).

El CYP2C19 metaboliza serotonina a hidroxilamina (Fradette et al., 2004) asi como
las hormonas testosterona, progesterona y estradiol, que afectan la funcién cerebral y los

rasgos de personalidad como la agresividad (Montoya et al., 2012).

El CYP19 o aromatasa se expresa predominantemente en regiones limbicas e
hipotalamicas aunque se encuentra también en corteza y cerebro medio (MacLusky et al.,
1994). La aromatasa, via el metabolismo del estradiol y la interaccion de éste con sus
receptores especificos, promueve varios efectos regulatorios cruciales en procesos
neuronales como sobrevivencia celular, brote axonal, diferenciaciéon neuronal y
plasticidad, (Azcoitia et al., 2001; Kretz et al., 2004; Prange-Kiel et al., 2006; McCarthy,
2009; Saldanha et al., 2009).El CYP19 puede metabolizar la testosterona al estradiol las
cuales pueden influenciar en la agresividad, impulsividad y ansiedad.

La expresion del CYP46 esta casi restringida al cerebro. EI mecanismo mas
importante para eliminar el colesterol del cerebro es la conversion de colesterol en 24S-
hidroxicolesterol por el CYP46 (Lutjohann et al., 1996; Bjorkhem et al., 1998). Se sabe
muy poco de la regulacion transcripcional del CYP46; Gnicamente se conoce que el estrés
oxidativo puede ser un factor que influye en su transcripcién (Martin et al., 2008; Sodero et
al., 2011b) por lo que se ha relacionado al CYP46 con neurodegeneracion. Por ejemplo,
se ha demostrado que en edades avanzadas, la actividad sinaptica puede contribuir a la
pérdida de colesterol por la activacion del CYP46 y que este proceso depende de la
generacion de estrés en cultivos primarios de hipocampo(Sodero et al., 2011a)Ademas,
ratones que no expresan el CYP46 muestran una reduccion en tareas de aprendizaje y de
la potenciacién a largo plazo (LTP) en el hipocampo, debido a deficiencias en la
eliminacion del colesterol (Kotti et al., 2006). De manera mas directa, existen asociaciones
de mutaciones en el gen del CYP46 y el riesgo de presentar la Enfermedad de Alzheimer
(AD, por sus siglas en inglés, Alzheimer Disease) (Kolsch et al., 2002; Papassotiropoulos
et al., 2003; Borroni et al., 2004)



El hecho de que tantos compuestos neuroquimicos puedan ser metabolizados por
los CYP, sugiere que cualquier cambio o diferencia en sus niveles puede causar cambios

sutiles pero importantes en la homeostasis neuroquimica.

1. 2.2 Metabolismo de sustratos exdgenos (xenobidticos)

El metabolismo de xenobioticos se lleva a cabo principalmente por las familias 1-3 de
los CYP, las cuales se encuentran casi en su totalidad en el cerebro (Tabla 1). Algunas
isoformas como CYP1A1, CYP2B, CYP2E1 y CYP3A4 se encuentran predominantemente

en neuronas, mientras que otras se encuentran en neuronas y células gliales.

Debido a la lipofilicidad de varios xenobi6ticos, una gran cantidad de éstos puede
cruzar la barrera hematoencefalica, pudiendo asi ser metabolizados en zonas especificas
del cerebro y generar microambientes especiales (Dutheil et al., 2008). Existen varios
estudios que demuestran el metabolismo de una gran cantidad de farmacos y toxinas por
microsomas obtenidos de cerebro (Tabla 2) (Cohn et al.,, 1977; Miller et al., 1986;
Anandatheerthavarada et al., 1993a; Upadhya et al., 2001). Sin embargo, recientemente
se ha demostrado que en cerebro existen los cofactores adecuados y apropiados in vivo
para hacerlos funcionales (Khokhar & Tyndale, 2011; 2012), como se explicard mas

adelante.

La expresion de un CYP especifico dentro de un érgano, puede verse incrementada
sustancialmente en respuesta a ciertos agentes quimicos conocidos como inductores.
Muchos inductores de CYP hepaticos tienen efectos similares en cerebro como la
induccién del CYP2B por fenobarbital (Kapoor et al., 2007) la induccién del CYP1A1 por la
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (Huang et al., 2000; Sanchez-Martin et al.,
2011) y la induccién del CYP2D6, CYP2B y CYP2E1 por la nicotina (Joshi & Tyndale,
2006a; Yue et al., 2008; Khokhar et al., 2010b). La induccion puede ser 6rgano-especifico,
lo cual indica que existe una regulacion diferente entre el cerebro y el higado. Por
ejemplo, el CYP2D, que es esencialmente no inducible en higado, puede inducirse con

farmacos como la nicotina y la clozapina (Hedlund et al., 1996; Mann et al., 2008).

10



Tabla 2. Ejemplos de sustratos para el sistema nervioso central metabolizados por 3 CYP
metabolizadores de farmacos

Enzima Farmacos que actuan en el SNC Sustratos Drogas de abuso o toxinas
enddgenos
CYP2B6 Bupropion, diazepam, cetamina, metadona, | 17-8 estradiol, | 3,4-metilenedioxi-anfetamina
meperidona, nicotina, anandamida, acido | (éxtasis), clorpirifés,
Fenobarbital, fenciclidina, propofol, setralina, | araquiddnico, ciclofosfamida, DEET,
selegilina, tramadol serotonina, Favirenz, ifosfamida, malation,
testosterona paraquat, paration, metadona,
nicotina, fenobarbital
CYP2D6 Anmiltriptilina, brofaromina, clomipramina, codeina, | 5-metoxitriptamina, | MPTP, paratién, tamoxifén,
citalopram, clozapina, desipramina, | anandamida, codeina, metil morfina
dextrometorfan, etiimorfina, fluoxetina, | progresterona,
fluvoxamina, haloperidol, hidrocodon, imipramina, | tiramina
mianserina, mirtazapina, nicergolina, nortriptalina,
mianseirna, mirtazapina, nicergolina, nortriptalina,
oxicodon,
Paroxetina, perfenazina, risperidona, tramadol
Trnulcupromina, venlafaxina, zuclopentixol
CYP2E1 Enflurano, felbamato, halotano, isoflurano, | 17-8 estradiol, | Acetaminofén, acetona,
sevoflurano, trimetadiona acido araquidonico, | anilina, benceno, tetracloruro
estrona, de carbono, cloroformo,
prostangladina clozoxazona, etanol, NNK,
fenol, teofilina, tricloroetano

SNC=Sistema nervioso central; DEET=N,N-dietil-m-toluamida; MPTP=1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; NNK=4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona. Modificado de (Miksys & Tyndale, 2013)

Ademas de conocerse que los CYP metabolizadores de xenobi6ticos estan presentes
y son funcionales en el cerebro, actualmente se tienen ciertas evidencias de las

consecuencias resultantes por la alteracion en la actividad de los CYP en este tejido:

- Alteracion en la eficacia de los farmacos

Las respuestas a la accion de los farmacos en el SNC no siempre estan directamente
reguladas con los niveles del farmaco o del metabolito en plasma. Una explicaciéon de esta
disociacion aparente, puede ser el metabolismo local del farmaco. El trabajo pionero mas
importante respecto a la influencia de los CYP en el cerebro y del metabolismo in situ, es
el realizado por el grupo de Rachel Tydale (Khokhar & Tyndale, 2011). En dicho trabajo, el
metabolismo in situ es el que determina el efecto de somnolencia del farmaco propofol.
Los animales en donde se encuentra el CYP2B1 inducido en cerebro, duermen 60%
menos que los controles después de la administracion de Propofol. Por otro lado, la

inhibicion del CYP2B1 aumenta el tiempo de somnolencia en los animales. Los efectos de
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somnolencia correlacionan directamente con la concentracién del farmaco en el cerebro y
no en plasma (Khokhar & Tyndale, 2011). EI mismo grupo reportd un resultado similar
cuando se inhibe al CYP2D y se ve afectado la eficiencia terapéutica de la codeina (Zhou
et al., 2013).

- Farmacodependencia

Los estudios que relacionan a la farmacodependencia con los CYP en el cerebro se
han realizado principalmente desde un enfoque farmacogenético (Ray et al., 2009;
Khokhar et al.,, 2010a). Existen algunos estudios relacionados con la dependencia a la
nicotina. Las variaciones genéticas en la enzima CYP2A6, que es la principal responsable
del metabolismo de la nicotina en el higado, afectan varias de las conductas que
presentan los fumadores (Tyndale & Sellers, 2001; Bagdas et al., 2014). Ademas, las
variaciones genéticas en el CYP2B6 influyen en la dependencia a la nicotina, esto es, los
metabolizadores lentos por CYP2B6 progresan a una dependencia al tabaco mas
rapidamente y tienen mas dificultad en abandonarlo que los metabolizadores normales
(Lee et al., 2007). Esta enzima no contribuye al metabolismo hepatico de la nicotina o en
los niveles de nicotina en plasma, pero estd presente en el cerebro donde puede
metabolizar la nicotina y otros sustratos enddgenos como la serotonina y algunos

neuroesteroides.

- Neurotoxicidad

La mayoria de los estudios que relacionan los CYP en el cerebro y la neurotoxicidad
se enfocan directamente en el metabolismo de neurotoxinas. El citocromo més estudiado
en este aspecto es el CYP2D6 debido a su participacion en el metabolismo de un gran
namero de farmacos en el SNC (Tabla 2) y al alto nimero de polimorfismos que presenta.
El CYP2D6 metaboliza e inactiva varios compuestos que causan sintomas parkinsonianos
como el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), el paration, la iso-quinolina y las
B-carbolinas (Tabla 2) (Zanger et al., 2004; Wang et al., 2009a). Existen evidencias de
gue individuos con un genotipo de metabolizador lento, estan en un mayor riesgo de
generar enfermedad del parkinson (PD, por sus siglas en inglés, Parkinson Disease) y

éste es aun mayor cuando se exponen a pesticidas neurotéxicos (McCann et al., 1997,
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Elbaz et al., 2004). Los niveles del CYP2D6 en el cerebro son menores en los enfermos
del PD, lo cual disminuiria su capacidad de metabolismo y desintoxicacion (Mann &
Tyndale, 2010; Mann et al., 2012). De igual forma, el CYP2D6 es en parte responsable de
la formacion de metabolitos toxicos de la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA, éxtasis)
y ademas, los efectos del MDMA se ven alterados por polimorfismos de la enzima (Carmo
et al., 2006; Perfetti et al., 2009).

Por otro lado, la toxicidad del insecticida clorpirifés depende del metabolismo primario
del CYP2B. Un decremento de la actividad del CYP2B en el cerebro disminuye la
produccion del metabolito y con ello los efectos neurotdxicos (Khokhar & Tyndale, 2012)

Las enfermedades de Alzheimer (AD) y Parkinson (PD) son enfermedades altamente
prevalentes que representan un porcentaje alto de las enfermedades neurodegenerativas.
La mayoria de los casos de AD y PD ocurren de manera esporadica y generalmente se
acepta que ocurren a través de la interaccion de factores genéticos y ambientales. Por
otro lado, se sabe que en varias enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de AD, PD, Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (ALS, por sus siglas en inglés,
Amiotrophyc lateral sclerosis) ocurre un incremento en el estrés oxidativo asociado a la

muerte celular (Li et al., 2013).

Debido a la participacién de los CYP en la activacion de neurotoxinas y la generacién
de ROS se han hecho varios estudios de correlacion entre los polimorfismos de los CYP
metabolizadores de xenobidticos con el riesgo de padecer estas enfermedades. La
mayoria de los resultados obtenidos son negativos (McCann et al., 1997; Riedl et al.,
1998; Sabbagh et al., 1999; Wang et al., 2000; Woo et al., 2001; Chan et al., 2002; Scordo
et al.,, 2006; Popat et al., 2011). Sin embargo, existen algunos estudios positivos del
CYP2D6 Y CYP2EL1 y una mayor incidencia de PD (Atkinson et al., 1999; Bon et al., 1999;
Wu et al., 2002; Elbaz et al., 2004; Shahabi et al., 2009; Singh et al., 2010)

El presente trabajo propone que, ademas de la neurotoxicidad asociada a la
activacion de neurotoxinas especificas por citocromos, existe también aquella debida a la
activacion metabdlica de farmacos y/o a la generacion de ROS, que seran explicadas en

el capitulo siguiente.
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1.3 Toxicidad asociada a Citocromo P450

1.3.1 Citocromo P450 y activacion metabdlica de farmacos

La mayoria de los trastornos hepaticos agudos en el humano son causadas por
farmacos (Lee, 2003); a éste fendbmeno se le llama dafio al higado inducido por farmacos

(DILI, por sus siglas en inglés, Drug induced liver injury).

Muchos de los casos de DILI en los Estados Unidos y el Reino Unido son el resultado
de transformaciones intrinsecas al farmaco, es decir, que debido a su estructura, puede
ser modificado por enzimas de fase |, haciéndolos méas toxicos. La toxicidad de los
farmacos puede generarse por varios mecanismos de los cuales los CYP participan en un
alto porcentaje, ya sea por interacciones farmacologicas (capitulo 1.3.2) o por activacion
metabdlica del farmaco (Miller & Miller, 1966; Park et al., 1998; Smith & Obach, 2009;
Baillie & Rettie, 2011). Los P450s que contribuyen a este proceso son los CYP 1A1, 1A2,
1B1, 2A6, 2A13, 2E1, 2C9, 3A4y 2D6.

Mucho de lo que se conoce del mecanismo por el cual los farmacos y otros
xenobidticos se convierten a intermediarios reactivos es gracias a los trabajos de Brodie
Mitchell y Gillete con el popular analgésico y antipirético acetaminofén (AAP) (Mitchell et
al., 1973) (Capitulo 1.4.3.3). A grandes rasgos, el AAP es metabolizado a una imin-
guinona muy reactiva que disminuye considerablemente los niveles de glutation (GSH),
llevando asi al dafio y muerte celular (Capitulo 1.4.3.3). El entendimiento de lo importante
del metabolismo del acetaminofén para su toxicidad, ha sido de gran importancia en el
campo de la farmacotoxicologia, ya que la estructura p-aminofenol que contiene el AAP
esta embebida en muchos otros agentes terapéuticos como el diclofenaco (Tang, 2003),
la nefazodona (Kalgutkar et al., 2005b), la trazodona (Kalgutkar et al., 2005a), la tacrina
(Madden et al., 1995), la amodiaquina (Jewell et al., 1995) y el lapatinib (Teng et al.,
2010), de los cuales también se ha encontrado aductos con GSH in-vitro e in vivo. De
hecho, ahora se aprecia que una gran variedad de compuestos con anillos de benceno
sustituidos con heteroatomos, pueden someterse a activacion metabdlica (normalmente
catalizada por los CYP) para generar productos “quinoides” electrofilicos (quinonas, imin-
quinonas, metil-quinona, etc.) que pueden unirse de manera covalente a macromoléculas

celulares y en algunos casos, progresar a toxicidad hepatica (Figura 2). Estas relaciones
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metabolismo-estructura han resultado en el desarrollo de “estructuras alerta” o
“toxicoforos”, es decir, una lista de grupos funcionales que pueden metabolizarse y

generar moléculas reactivas potencialmente toxicas.

AH A AH
P450 Nuc
—
-2H -
Nuc
QH | Q| QH
A0Q=N,0O, CH, "Quinoide" Nuc= GSH, proteina
orto o para 0.
2 Reduccion 1e
NADPH-P450 Reductasa
0,
- e ]

"Semiquinoide”

H202
HO' L9
Estrés oxidativo 0, Reduccién 1e
NADPH-P450 Reductasa
0,
AH
"Hidroquinoide"
QH

Figura 2. Formacion de metabolitos reactivos a partir de moléculas
“toxicoforas”. La activacion metabdlica de un heteroatomo sustituido en benceno, deriva
a un intermediario “quinoide” reactivo que puede modificar covalentemente a proteinas y/o
causar estrés oxidativo. Modificado de (Baillie & Rettie, 2011)

Los metabolitos reactivos pueden unirse de manera irreversible y modificar muchos
componentes celulares como enzimas, proteinas mitocondriales, RNA, DNA vy lipidos
(Figura 3). ElI mecanismo por el cual pueden causar dafio hepatico varia; por ejemplo, los
metabolitos pueden unirse a proteinas hepaticas y formar aductos, los cuales resultan en
una respuesta inmune (Zhou et al., 2005). Pueden también inhibir directamente
mecanismos hepatocelulares funcionales, como la bomba de flujo de sales biliares

(BSEP), que puede resultar en dafio hepatico (Funk et al., 2001). Ademas, los metabolitos
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reactivos pueden disminuir por completo los niveles de glutation que pueden resultar en

estrés oxidativo y muerte, como ocurre con el acetaminofén (Capitulo 1.4.3.3).
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Figura 3 Relacion entre metabolismo de farmacos y toxicidad. La toxicidad de
farmacos puede ocurrir ya sea por la acumulacién del farmaco o por la activaciéon
metabdlica a través de la formacion de metabolitos reactivos, los cuales, si no son
destoxificados, pueden modificar covalentemente macromoléculas biol6gicas. La
identidad de la macromolécula y la consecuencia funcional de su maodificacion,
determinard la respuesta toxicoldgica. Modificado de (Srivastava et al., 2010)

Cuando los intermediarios reactivos, aun los que tienen una vida media corta, son
capaces de unirse covalentemente al DNA pueden provocar mutaciones, rompimiento de
cadena, y derivar en cancer. De los compuestos carcin6genos (que provocan cancer), un
66% es activado por los CYP, especialmente por las familias 1 a 3 (1A1, 1A2, 1B1, 2A6,
2E1 y 3A4). Ejemplos de éstos carcin6genos quimicos son: hidrocarburos aromaticos
policiclicos e hidrocarburos nitropoliciclicos (derivados de la combustion incompleta de
hidrocarburos); aminas heterocicilicas (de carnes carbonizadas); aminas arométicas (de
pigmentos, plaguicidas, humo del tabaco y farmacéuticos) y nitrosaminas (del humo del
tabaco y de alimentos a partir de nitritos y nitratos). Para una lista de los carcinégenos

activados por los CYP se sugiere consultar (Rendic & Guengerich, 2012).
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1.3.2 CYP e interacciones farmacoldgicas

Las interacciones farmacolégicas o farmaco-farmaco (DDI, por sus siglas en
inglés, Drug-Drug Interactions) se refieren a la modificacion del efecto de un farmaco por
la accion de otro farmaco cuando se administran conjuntamente y uno de ellos aumenta o
disminuye la accion del otro. Las interacciones farmacologicas son una de las causas mas
comunes de las reacciones adversas de farmacos y estas manifestaciones son mas
frecuentes en las personas de tercera edad debido a las poli-terapias a los que son
sometidos (Johnell & Klarin, 2007; Gallelli et al., 2010)

Los CYP participan en las interacciones farmacéuticas de tipo farmacocinéticas en
el proceso de metabolismo. Muchas DDIs estan relacionadas con la inhibicién o induccién
de los CYP (Figura 4).

Los DDIs basados en la inhibicion constituyen la mayor proporcién de las DDIs
relevantes desde el punto de vista clinico (Palleria et al., 2013). En este proceso, la
actividad de la enzima es reducida debido a una interaccion directa con el farmaco,
usualmente comienza con la primera dosis del inhibidor mientras que la extincién de la
inhibicién es relacionada con la vida media de los farmacos (Murray, 1997). La inhibicion
metabdlica puede ser reversible o irreversible y los efectos clinicos son influenciados por

los mecanismos de inhibicion.

La inhibicion competitiva ocurre cuando el inhibidor y el sustrato compiten por el
mismo sitio de unién en la enzima, este tipo de interaccion es directa y rapidamente
reversible. La interaccion depende de la constante de unidn del sustrato contra el inhibidor

y la concentracién del farmaco.

La inhibicion irreversible ocurre cuando el metabolito que resulta de la oxidacion
del sustrato se une de manera covalente a la enzima. El inhibidor reducira el metabolismo
del sustrato e incrementara el efecto o la toxicidad del sustrato. Si el farmaco es un pro-

farmaco, el efecto se vera reducido (Murray, 1997).

Las interacciones farmacolégicas que involucran una induccién enzimatica no son
tan comunes como las interacciones basadas en inhibicion, sin embargo, son importantes
en la clinica. La exposicibn a contaminantes ambientales asi como varios farmacos

pueden resultar en la induccion de los CYP. El mecanismo mas comun es la activacion
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transcripcional que resulta en un incremento en la sintesis de mas proteina. El efecto de
la induccion resulta en una oxidacion mas rapida del farmaco y asi su eliminaciéon o
activacion (Figura 4) (Grange et al., 1994; Backman et al., 1996; Rambeck et al., 1996;
Cropp & Bussey, 1997). Estas reacciones de induccion de la enzima, también ocurren por
fumar y por grandes periodos de consumo de farmacos o de alcohol como se mostrara en
el capitulo 1.4.3

Concentraciones plasmaticas e intervalo terapéutico
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Figura 4. Alteraciones en las concentraciones plasmaticas de farmacos por
interacciones farmacéuticas. Tomado de (Lourdes, 2010). Concentracion plasmatica
del farmaco después de diferentes tiempos de tratamiento. CMT, Concentracion
minima tdxica; CME, Concentracion minima efectiva del farmaco. lzquierda,
condicion sin DDI donde las concentraciones del farmaco permanecen en el intervalo
terapéutico. Derecha arriba, el caso de DDI de inhibicion donde las concentraciones
del farmaco superan la CMT. Derecha abajo, el caso de DDI de induccién donde las
concentraciones del farmaco se encuentran por debajo del CME.
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1.3.3 Citocromo P450 como generador de especies reactivas de oxigeno

Las ROS son pequefias moléculas derivadas del oxigeno altamente inestables.
Ejemplo de ellas son el ion superéxido, el perdxido de hidrégeno, el radical hidroxilo, los
peréxidos organicos, y el peroxinitrito. Cuando ocurre un desequilibrio donde las especies
oxidantes estdn en mayor proporcion que las antioxidantes se conoce como estrés
oxidativo y a éste se le ha relacionado con diversos padecimientos como envejecimiento
(Martin & Grotewiel, 2006), insuficiencia cardiaca (Tsutsui et al., 2008), enfermedades
hepaticas (Webb & Twedt, 2008) artritis reumatoide (Hitchon & El-Gabalawy, 2004),
enfermedades degenerativas del ojo (Njie-Mbye et al., 2013), carcinogénesis (Toyokuni,
2008) y enfermedades neurodegenerativas (Reynolds et al., 2007), entre otros.

Algunas isoformas de los CYP son capaces de producir ROS. La cantidad de ROS o
el tipo de sustratos “activados” que se generen dependera de la naturaleza de cada
isoforma y de la especificidad del sustrato. La generacion de ROS se lleva a cabo durante

el ciclo catalitico del CYP.

Ciclo catalitico del CYP

El esquema de reaccién de los Citocromo p450 se puede resumir de la siguiente
forma:
CYP
RH + O, + NADPH + H*  — ROH + H,O + NADP*

Sin embargo, las reacciones no estan limitadas a una hidroxilacién del carbono.
Las reacciones tipicas del P450 incluyen hidroxilacion, dealquilacion, epoxidacion,
oxigenacioén y dealquilacion de heteroatomo, migracion de grupos, oxidacion de olefinas y

acetilenos e inactivacion del grupo hemo.

Los CYP metabolizan sustratos obedeciendo al tamafio, a la hidrofobicidad y a los

residuos caracteristicos de cada sitio catalitico del CYP en cuestion.

El hierro del grupo hemo se encuentra en su estado basal sexta-coordinado con

una molécula de agua (Figura 5) (a), y con un estado de oxidacién 3+, teniendo solamente
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un electron desapareado, es decir con un espin de %; a esto se le conoce como bajo
espin. El primer paso de la catalisis consiste en el desplazamiento de esta molécula de
agua por el sustrato. El sustrato por lo general se acomoda en el dominio lipofilico del sitio
catalitico, incrementando la hidrofobicidad y desalojando a la molécula de agua, con lo
cual cambia el espin del Fe formando la estructura pentacoordinada (b); a éste se le llama
de alto espin, ya que los 5 electrones del ultimo orbital se encuentran desapareados
(espin = 5/2).

El segundo paso consiste en la reduccién del complejo a un estado ferroso 2+ por
un electrén (c). La procedencia de este electron dependera del tipo de célula o de la
localizacién del citocromo dentro de ella. En eucariontes, el electron proviene de la
oxidacion de una molécula de NADPH por la enzima citocromo P450 Reductasa.

El tercer paso radica en la union del oxigeno molecular al citocromo en estado 2+
formando un complejo superéxido (d), el cual es inestable y se puede recomponer en

hierro férrico y un anion superdéxido.

A partir del cuarto paso no se tienen estructuras caracterizadas, sin embargo, se
sabe que debe ocurrir una segunda reduccién produciendo especies de oxigeno
activadas. El origen de este segundo electrén depende también en la localizacién del

citocromo.

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

desconocida.

El séptimo paso, el que supone esencialmente la conversién del sustrato al
producto es desconocido. Existen varios mecanismos propuestos, pero lo trascendental
es que este especie FeO*" debe “extraer’” un protén del sustrato y realizar la reaccion la
cual puede ser wuna hidroxilacion, wuna dealquilacion, una deshidratacion,

deshidrogenacion, isomerizacién, dimerizacion, union carbono-carbono y otras.
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Finalmente el producto es liberado y la enzima regresa a su estado basal en el

octavo paso (Ortiz de Montellano, 2005) (Figura 5).
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Figura 5 Ciclo catalitico tedrico del citocromo P450 Ciclo catalitico de citocromo P450
con sus ramificaciones. Las flechas azules indican los puntos de desvio donde ocurre la
“fuga” de productos. Tomado de (Zangar et al., 2004).

Desde las primeras evidencias de la existencia de los CYP, a estos se les ha
asociado con la producciéon de ROS (Thurman et al., 1972), como el i6bn superéxido
(Kuthan et al., 1978). Estos productos alternos surgen debido al “desacoplamiento” del
ciclo principalmente en 3 desviaciones o ramificaciones (Loida & Sligar, 1993) (Figura 5,

flechas azules).

La primera desviacion es la produccion del radical i6bn superdxido gracias al
decaimiento de un electron en el complejo terciario “ferro-superéxido” (Fe-O,) (d). El
segundo punto de desvio es debido a la protonaciéon del oxigeno proximal del complejo
“ferro-hidroperoxido” (Fe-H,0,) (e) formando asi perdxido de hidrégeno. El tercer punto de
desvio requiere la adicion de 2 electrones méas a la especie FelV (f) para formar una

molécula de agua. Los CYP presentan un continuo consumo de NADPH y produccién de
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ROS aun en la ausencia de sustratos. El que la reaccion siga por sus diferentes
ramificaciones dependerd de varios factores como del tipo de isoforma, el pase de
electrones o protones, la posicion y naturaleza del sustrato, el pH, la concentracién de
oxigeno, la fuerza ibnica, y otros (Zhukov & Archakov, 1982; Gorsky et al., 1984; Blanck et
al., 1991).

En eucariontes, la eficiencia del transporte de electrones desde el NADPH a través
de los acarreadores de electrones al CYP para la monoxigenacion del sustrato es baja,
comparada con los sistemas de monoxigenasas procariontes. La mayoria de la especies
CYP son poco eficientes en cuanto al grado de acoplamiento o eficiencia de reduccion del
NADPH, aunque varia segun el CYP (Gorsky et al.,, 1984). Alun en la ausencia de
cualquier sustrato, la cadena transportadora de electrones microsomal, continta oxidando
NADPH y produciendo ROS. Tomando en cuenta el gran contenido de enzimas
microsomales, se puede inferir que éstas pueden ser una fuente importante de ROS en
algunos tejidos (Zangar et al., 2004). De los CYP, el CYP2E1 es de los mas importantes
en cuanto a la generacion de ROS, como se explicara en el capitulo 1.4.1

1.4 Citocromo P450 2E1

El CYP2EL1 es el unico gen de la subfamilia 2E, esté localizado en el cromosoma
10 g26.3. A la fecha, ortdlogos del CYP2E1l soOlo se han demostrado de manera
concluyente en especies de mamiferos (loannides, 1996). En humanos se ha reportado
una alta variabilidad interindividual (Ohtsuki et al.,, 2012) y diferencias genéticas
consistentes con la expresion de la enzima segun la etnia, principalmente entre europeos
y japoneses (Kim et al., 1996). El CYP2E1 se expresa de manera basal en higado y se ha
encontrado expresion extrahepatica en cerebro, mucosa nasal, corteza renal, testiculos,
ovarios, tracto gastrointestinal y tejido cardiaco (Lieber, 1997; Ronis et al., 1998; Cannady
et al., 2003; Joshi & Tyndale, 2006b; Thelen & Dressman, 2009; Michaud et al., 2010;
Shayakhmetova et al., 2013)

Su expresion es indetectable en el higado del feto pero después de varias horas
postparto, la actividad y la proteina es considerablemente alta aunque los niveles de
RNAmM son bajos (Vieira et al., 1996). Los activadores transcripcionales HNF1a y (-

catenina participan en la regulacion fisioldgica del CYP2E1 (Gonzalez, 2007). De hecho,
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el HNF1a participa en la variacion circadica del CYP2E1 en la cual el mensajero del CYP
aumenta en la fase tardia de la fase luminosa para disminuir en la fase oscura y la

proteina incrementa en la fase oscura (Khemawoot et al., 2007; Matsunaga et al., 2008).

El CYP2EL se encuentra sobrexpresado en la diabetes y el ayuno; este fendmeno
se ha explicado por la participacion de los cuerpos cetdnicos en la induccién de la enzima
(Song et al., 1989) y por la inhibicién del CYP2E1 RNAm por la insulina. La regulacion del
CYP2E1 por la insulina es a través de mecanismos tanto transcripcionales como
traduccionales que involucran la sefializacion por PI3-K y mTOR. La ausencia o niveles
bajos de insulina elevan el RNAm del CYP2E1 en cultivos primarios de hepatocitos
(Woodcroft et al., 2002; Mohri et al., 2010; Shukla et al., 2013)

El CYP2E1 puede metabolizar un gran nimero de sustratos tanto enddgenos
como exdgenos (Tabla 3). EIl CYP2E1 metaboliza compuestos enddgenos como acidos
grasos, incluyendo lipidos asociados a mecanismos de sefalizacibn como el &cido
araquidonico (AA). Un metabolito importante del &cido araquidénico generado por el
CYP2EL1 es el acido 19-hidroxieicosatraenoico (19-HETE) (Laethem et al., 1993; Roy et
al., 2005) el cual es un potente vasodilatador de los vasos preglomerulares del rifion
(Carroll et al., 1996). Por otro lado, el 19-HETE puede inhibir al CYP4, el principal
productor de 20-HETE a partir del AA (Schafer et al., 2010). El 20-HETE es un autacoide
vascular de cerebro y rifién, ademas de ser un potente vasoconstrictor (McGiff & Quilley,
1999; Gebremedhin et al.,, 2000). Ademas, el CYP2E1 forma epdxidos del AA (14,15-,
11,12- y 8,9-acidos epoxieicosatrienoicos) y acido linoleico (9,10- y 12,13-acidos
epoxieicosatrienoicos) (Moran et al., 2000). El papel que juega el CYP2E1l en el
metabolismo de estas moléculas puede estar relacionado con su regulacién por estados
de enfermedad como la obesidad y la diabetes. De hecho, recientemente se han
publicado estudios que relacionan la presencia y polimorfismos del CYP2E1 con la
hipertension (Zhang et al., 2005; Cowpland et al., 2006; Polonikov et al., 2013) incluyendo

la hipertension en pacientes diabéticos (Schafer et al., 2010).
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Tabla 3. Sustratos metabolizados/activados por CYP2EL.

Alcoholes Compuestos Acidos Alcanos y | Nitrosaminas, Sustratos
Aldehidos aromaticos Eteres | grasos alguenos azocompuestos | reducibles
Cetonas halogenados y
no
halogenados

Acetaldehido | Acetaminofén Dietil Acido Acetoacetato Azoximetano t-butilhidro-
Butanol Anilina éter araquidénico | Acetol peréxido
2-butanona Benceno hidroxilacion | Acetona N,N-dietil
Etanol Bromobenceno | Metil t- | en w1y w2 Acetonitrilo nitrosamina tetracloruro
Glicerol Cafeina butil Acrilamida de carbono
Isopropanol Capsaicina éter Acido laurico | Acrilonitrilo N,N- dimetil
Metanol Clorzoxazona hidroxilacion | 1,3-butadieno nitrosamina Cromo
Propanol 3-hidroxipiridina en w1 Bromopropano [Cr(VI)]
Pentanol Isoniazida Cloroformo Metil-

Fenol Clorometano azoximetanol Oxigeno

Piridina Dibromometano

p-nitrofenol Diclorometano N-nitroso-2,3-

Pirazol 1,1-dicloroetano | dimetil morfolina

Estireno 1,1-

Tamoxifén dicloroetileno N-nitroso

Tolueno 1,2- pirrolidina

dicloropropano
N,N-dimetil
acetamida
N,N-dimetil
formamida
Enflurano

Etano

Etil carbamato
1,2-dicloroetano
Halotano
Hexano

N-metil
formamida
Pentano
Tioacetamida
Tricloroetileno
Cloruro de vinilo
1-bromo etano

Modificado de (Kessova & Cederbaum, 2003)

Por otro lado, el CYP2EL puede inducirse por la acetona y metabolizarla (Song et

al., 1989; Chen et al., 1994). La acetona puede ser producto de la oxidacién de los acidos

grasos y oxidarse a 1,2-propanediol para convertirse en glucosa en la via del propanediol

de la gluconeogénesis (Glew, 2010).
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El CYP2EL es mejor conocido por su habilidad de oxidar compuestos xenobioticos
de bajo peso molecular como el etanol, el disulfiram, el halotano, la clorzoxazona y el

acetaminofén (Lieber, 1997).

La capacidad de oxidar sustratos de tamafios totalmente opuestos se puede
explicar gracias a la estructura de su sitio catalitico. EIl CYP2E1 exhibe una estructura
candnica para todos los CYP (Figura 1A) que consiste en 12 alfa hélices y 4 laminas beta
plegadas designadas de A-L y 1-4. El sitio activo o catalitico es pequefio, globular y
altamente hidrofobico (Porubsky et al., 2008) (Figura 6A). El tamafio del sitio activo
inmediato (190 A) es el mas pequefio observado de todos los CYP humanos. En la Figura
6 se muestra la comparacion del sitio activo del CYP2E1 (Figura 6A) con el sitio activo del
CYP3A4, el méas grande de los CYP humanos (Fig 6 B). En un sitio adyacente al sitio
activo, se encuentra una segunda cavidad adjunta aislada de 77A. El sitio activo y esta
cavidad adyacente se separan Unicamente por dos Fenilalaninas (Phe), la 106 y la 298.
La Phe298 se rota para poder metabolizar a los acidos grasos de alto peso molecular
(Figura 6C)(Porubsky et al., 2010). Cuando la Phe298 se encuentra virada, el volumen de
la cavidad se incrementa a 450 A lo cual puede contener muy bien a los &cidos grasos.

El CYP2E1 también se distingue de otros CYP por su rapido recambio, ya que in
vivo, el CYP2E1 constitutivo tiene una vida media corta que va de las 4 a las 7 horas
(Zhukov & Ingelman-Sundberg, 1999). El rapido recambio intracelular de la enzima se
debe posiblemente en parte a modificaciones covalentes de los radicales que se liberan
del CYP2EL1 (Capitulo 1.4.1) que alteran a la enzima y ésta se degrada. La corta vida
media del CYP2E1 es debida a la desestabilizacion rapida de la enzima durante su ciclo
catalitico, ya que una inhibicién del flujo de electrones incrementa la vida media del
CYP2E1 a 26h (Zhukov & Ingelman-Sundberg, 1999). La vida media del CYP2E1 puede
incrementar hasta 24 horas en la presencia de inductores como la acetona (Song et al.,
1989), 4-metil pirazol, etanol, glicerol y dimetil sulfoxido (DMSO) (Yang & Cederbaum,
1997) (Capitulo 1.4.3). La degradacion del CYP2E1l es via ubiquitinacion-complejo
proteasomal (Banerjee et al., 2000; Goasduff & Cederbaum, 2000; Bardag-Gorce et al.,
2002; Huan et al., 2004; Wang et al., 2011).
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A CYP2El B cyp3as

FIGURA 6 Estructura del sitio catalitico del CYP2E1. A. Estructura del sitio activo del
CYP2E1 por cristalografia y modelado molecular. El espacio se muestra como la malla
azul, del lado izquierdo se puede observar la cavidad adyacente. B. Sitio catalitico del
CYP3A4. C. Izquierda, region catalitica cuando el CYP2E1 esta unido a un sustrato de
bajo peso molecular, derecha, regién catalitica cuando el CYP2E1 esta unido a un acido
graso. La Phe298 est4 marcada con una flecha roja. Tomado de (Porubsky et al., 2008;
Porubsky et al., 2010).

Ademés de la preferencia del CYP2E1 por los sustratos de bajo peso molecular
como el etanol, la acetona, y otros solventes organicos, narcéticos como el halotano y
farmacos como la clorzoxazona y el acetaminofén, el CYP2E1 puede metabolizar varias
sustancias quimicas como contaminantes ocupacionales y ambientales, asi como
procarcinégenos (Bolt et al., 2003; Trafalis et al., 2010). Debido a la relevancia particular
del CYP2E1 en toxicologia por la activacibn metabdlica de farmacos y quimicos
carcinégenos, existe un gran numero de estudios farmacogenéticos que exploran la
asociacion del CYP2E1 con varias patologias, incluyendo vario tipos de cancer. Por
ejemplo, algunos polimorfismos del CYP2E1 se han asociado con susceptibilidades
alteradas a cirrosis hepaticas inducidas por etanol y con un mayor riesgo de desarrollar
cancer de esofago (Trafalis et al., 2010), cancer de pulmoén (Wang et al., 2010b) y cancer

26



relacionado a alcohol (Druesne-Pecollo et al., 2009). En los capitulos siguientes se

explicaran mas a detalle los mecanismos de la toxicidad asociada a CYP2EL.

1.4.1 CYP2E1 como generador de ROS

El CYP2E1 produce ROS de forma méas abundante que las demés isoformas
(Gorsky et al., 1984). El CYP2E1 exhibe una mayor actividad oxidativa. Un aumento en la
actividad oxidativa da por resultado una mayor produccién de O, , H,O, y OH® que puede
manifestarse en un incremento de la lipoperoxidacion dependiente de NADPH (Morgan et
al., 1982). La lipoperoxidacion puede ser inhibida al utilizar anticuerpos especificos para
CYP2EL1 (Ekstrom & Ingelman-Sundberg, 1989).

El oxigeno molecular por si solo parece ser el sustrato mas importante del
CYP2EL1 debido a que, a diferencia de las demas isoformas, el CYP2E1 contiene una
elevada proporcién de la hemoproteina en el estado de alto espin adn en la ausencia de
sustrato (Koop et al., 1982; Guengerich & Johnson, 1997; Porubsky et al., 2008) (Figura
5), es decir, aunque existe el CYP2E1 con el grupo hemo sextacoordinado con agua,
muchas otras isoformas existen sin agua con el hierro en una forma pentacoordinada.
Esta coordinacién facilita la continua entrada del NADPH al ciclo catalitico y la oxidacion
del oxigeno molecular disponible. Este estado en reposo de alto espin en las cuales en
otros CYP se ha mostrado que incrementa su estado redox puede facilitar la generacion
de los ERO (Das et al.,, 2007). De igual manera, se ha propuesto que durante el
desacoplamiento del ciclo de los CYP, el sustrato puede migrar fuera del hemo, liberando
al oxigeno activado y permitiendo asi que el oxigeno reaccione de distintas formas
(Porter, 2002). Las conexiones transitorias entre el sitio activo y los otros compartimentos
en la proteina del CYP2E1 (figura 6 C) pueden facilitar el movimiento del sustrato hacia
afuera del grupo hemo ya activado y liberar ROS

Cederbaum y cols. (1998), desarrollaron una linea celular de hepatocitos que
sobreexpresa de manera estable el CYP2E1 (Chen & Cederbaum, 1998). Estas células
presentan una mayor concentracion de ROS, mayor lipoperoxidacion (Dai et al., 1993) y
una concentracion mayor de glutation (Mari & Cederbaum, 2000) con respecto a los
controles, asi como una regulacion positiva de enzimas antioxidantes como la catalasa, la

hemo-oxigenasa y la glutation transferasa (Cederbaum, 2006). Cuando las células son
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sometidas a un reto oxidante como lo puede ser el etanol (Wu & Cederbaum, 1996; 1999;
2013), butionin sulfoximina (BSO) para disminuir los niveles de glutation (Wu &
Cederbaum, 200l1a), acido araquidénico (Chen et al., 1998), hierro (Sakurai &
Cederbaum, 1998; Caro & Cederbaum, 2001) o cisplatino (Lu & Cederbaum, 2007), se
desencadenan procesos de muerte de tipo apoptético y necrotico. La figura 7 resume las
investigaciones realizadas por Cederbaum y colaboradores durante casi 20 afios. Cuando
la respuesta antioxidante promovida por factores como el factor nuclear eritroide-2 (Nfr-2),
el factor nuclear kB (NfkB) o la proteina activadora-1 (AP-1) se ve rebasada, la célula es
sensible a la oxidacién de sus componentes (Cederbaum et al., 2001; Wu & Cederbaum,
2005). La mitocondria parece ser el organelo que primeramente se dafia por los oxidantes
liberados del CYP2E1 (Bai & Cederbaum, 2001; Mari et al., 2002; Bai & Cederbaum,
2006). Una disminucion en el potencial de membrana mitocondrial puede liberar factores
proapoptéticos como el citocromo ¢ o el factor inductor de apoptosis (AIF) (Wu &
Cederbaum, 2002). Algunos productos de la oxidacion por CYP2E1 pueden difundir fuera
de los hepatocitos y entrar a otras células hepéticas como las estrelladas y estimularlas
para producir colageno y asi una respuesta fibrética (Nieto et al., 2002a; b; Nieto et al.,
2003).

RETICULO ENDOPLASMICO
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Figura 7 Esquema propuesto por Cederbaum y colaboradores de generacion
de estrés oxidante y citotoxicidad dependiente de CYP2E1. La inducciéon del CYP2E1
genera ROS las cuales pueden dafiar las membranas celulares y mitocondriales
ocasionando muerte celular. AlF, factor inductor de apoptosis; AP-1, proteina activadora
1; ARE, elemento de respuesta antioxidante; ATP, adenosina trifosfato; AW, potencial de
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membrana; GCL, glutamato cistein ligasa; GST, glutatibn-S-transferasa; HNE, 4-
hidroxinonenal; HO-1, hemo oxigenasa-1; LOOH, Hidroperéxido lipido; MDA,
malondialdehido; MPT, transicibn de permeabilidad de la membrana; NF-kB, factor
nuclear-kB; Nrf2, Factor de transcripcion Nrf2; PUFA, acidos grasos poli-insaturados.
Modificado de (Lu & Cederbaum, 2008)

1.4.2 CYP2E1l como activador de sustratos

El CYP2EL estd implicado en la hepatotoxicidad de un gran nimero de farmacos
(Tabla 4). En este trabajo se explicarA a profundidad los casos de isoniazida y
acetaminofén (Capitulos 1.4.3.1 y 1.4.3.3). De igual forma, el CYP2E1l es uno de los
principales CYP que participan en la formacion de metabolitos toxicos a partir de quimicos
industriales o contaminantes ambientales, muchos de éstos potentes carcinégenos como
la tioacetamida, (Ramaiah et al., 2001; Chilakapati et al., 2007), el etanol (Wang et al.,
2009b; Millonig et al., 2011) (capitulo 1.4.3.2), la acrilamida (Ghanayem et al., 2005;
Ghanayem & Hoffler, 2007), el uretano (Hoffler et al., 2003; Hoffler et al., 2005), el 1-
bromoropano (Garner et al., 2007) y la dimetilnitrosamina NDMA (Garro et al., 1981,
Zaluzny et al., 1990; Lin et al., 1999; Dey et al., 2002; Arinc et al., 2007).

Tabla 4. Farmacos que promueven dafio hepatotéxico por la accion del CYP2E1

Farmaco Uso clinico Referencias

Geldanamicina Anti-tumoral (Dey et al., 2006)

Acetaminofén Analgésico, antipirético (Dai & Cederbaum, 1995; Lee et al., 1996;
Bae et al.,, 2001; Bai & Cederbaum, 2004;
Chen et al., 2008; Chen et al, 2009;
Abdelmegeed et al., 2010; Knockaert et al.,
2011)

Cisplatino Anti-canceroso (Lu & Cederbaum, 2007)

Salicilato de sodio | Anti-inflamatorio (Wu & Cederbaum, 2001b)

Clorzoxazona Relajante muscular (Liederman & Boldus, 1967; Powers et al.,
1986; Peter et al., 1990)

Ciprofibrato Anti-hiper lipidémico (Zangar et al., 1995)

Clofibrato Agente reductor de lipidos (Carpenter et al.,, 1996; Cummings et al.,
2001; Raucy et al., 2004)

Isoniazida Anti-tuberculoso (Park et al., 1993)

Sevoflurano Anestésico (Hase et al., 2000)

Fenobarbital Anti-convulsionante (Lee et al., 2006a)

Fenelzina Anti-depresivo y ansiolitico | (Runge-Morris et al., 1996)

Hidrazina Precursores de farmacos

Piridina (Cummings et al., 2001; Lash et al., 2007)

Modificado de (Srivastava et al., 2010)
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Los ejemplos mas claros, estudiados e importantes de la activacion metabdlica por
CYP2E1 ocurre con tetracloruro de carbono, etanol, halotano, acetaminofén, N-
nitrosodimetilamina, hexano, 1,3-butadieno, acrilonitrilo, acrilamida y uretano (Tanaka et
al., 2000; Bolt et al., 2003; Manibusan et al., 2007; Guengerich, 2008). De hecho, algunos
compuestos que son metabolizados por el CYP2EL se utilizan actualmente como modelos
en la investigacién cientifica de hepatotoxicidad (como el tetracloruro de carbono y
acetaminofén) y carcinogénesis (azoximetano y N-nitrosodimetil amina). EI mecanismo
general es el que previamente ya se ha explicado. El CYP2E1 metaboliza al téxico,
convirtiéndolo en una especie altamente reactiva la cual sera la responsable del dafio
(Rechnagel & Glende, 1973; Weddle et al., 1976; Bechtold et al., 1982; Recknagel et al.,
1989; Letteron et al., 1990; Martinez et al., 1995; Wong et al., 1998; Plaa, 2000; Jaeschke
et al., 2002; Takahashi et al., 2002; Weber et al., 2003).

Diversos estudios han encontrado relacion entre los polimorfismos de CYP2EL que
incrementan su actividad con la susceptibilidad al céancer esofagico, nasofaringeo,
pulmonar, renal, gastrico, colo-rectal, y hepatico en algunos grupos étnicos (Danko &
Chaschin, 2005; Trafalis et al., 2010)

Los primeros estudios de activacibn de carcin6genos se realizaron en el
laboratorio del investigador Dr. Charles Lieber. En estos experimentos, Lieber encontrd
que el tratamiento previo con etanol, incrementa considerablemente la activacién de
varios procarcinégenos como NDMA, benzo[a]pireno (BP) y pirolizatos de tabaco por
microsomas hepaticos e intestinales (Seitz et al., 1978; Lieber, 1979; Garro et al., 1981,
Seitz et al., 1981). Este efecto es debido en parte por la capacidad del etanol para inducir
al CYP2EL.

. 1.4.3 Induccidon de CYP2E1L por xenobidticos

La regulacién de la expresion del CYP2EL es quiza la mas compleja de los CYP ya
gue involucra transcripcion de genes, incremento en la traduccion del mRNA, eventos
epigenéticos y estabilizacion del mMRNA y de la proteina. En el caso de la exposicion a
xenobidticos, se ha encontrado que la induccion se lleva a cabo principalmente por los
dos ultimos mecanismos post-transcripcionales (Novak & Woodcroft, 2000). La regulacion

a este nivel es relativamente rara en los CYP. Los niveles de la proteina y la actividad del
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CYP2EL1 se elevan de 2 a 8 veces en células hepéticas como respuesta a la exposicién a
diferentes xenobi6ticos como el etanol, la piridina, el pirazol y la isoniazida, sin que se
aumenten los niveles de su mRNA (Ryan et al., 1985; Palakodety et al., 1988; Kim &
Novak, 1990). La union del inductor al sitio activo es la causa de la estabilizacién, ya que
existe una correlacion entre la concentracion del inductor necesaria para la estabilizacion
de la proteina y la afinidad de unién entre el CYP2EL y el agente inductor (Eliasson et al.,
1988). La unién de un ligando al sitio activo, mantiene a la enzima en una conformacion
estable que impide su degradacion. Como la sintesis (transcripcion) no se ve alterada, la
estabilizaciébn permite la acumulaciébn de la enzima que, en comparacion con los
controles, se manifiesta como una induccion (French et al., 2001) (Figura 8). El sitio de
union a ubiquitina esta en el sitio de union al sustrato por lo que mientras que el sustrato
esté unido al CYP2EL, el CYP no puede ser degradado por el proteosoma (Banerjee et
al., 2000).

Por otro lado, hay reportes de un incremento en los niveles de mRNA después de
la exposicion a etanol (Ronis et al., 1993), pirazol (Kubota et al., 1988), acetona (Kraner et
al., 1993) y piridina. En el caso de los tres ultimos, el fendmeno se ha explicado como un
mecanismo involucrado con la traduccién. Por ejemplo, una exposicién a piridina aumenta
los niveles de la proteina de CYP2EL aun en presencia de inhibidores de la transcripcion,
y no asi en presencia de inhibidores de la traduccién (Kim & Novak, 1990; Kocarek et al.,
2000). En el caso de etanol, se ha propuesto que la regulacién es a nivel transcripcional;
sin embargo, no se ha encontrado ningin elemento del mecanismo; lo Unico que se sabe
es que el CYP2EL de novo tiene un recambio 4 veces mayor que el CYP2EL constitutivo
(Goasduff & Cederbaum, 2000).

En contraste, los niveles del mMRNA basales del CYP2E1 no se correlacionan en lo

absoluto con la proteina, por lo que se ha sugerido que existe una importante regulacion

via la represion traduccional del microRNA miR-378 (Mohri et al., 2010).
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Figura 8 Inducciéon del CYP2EL por estabilizacion de la proteina. Interacciones del
Citocromo P450 (CYP), Sustrato (S) e Inductor/Inhibidor (I) que generan la induccién via
estabilizacién de la proteina. Los asteriscos representan la actividad de los CYP. A)
Sistema en ausencia de | (condiciones basales). El rapido recambio de la enzima permite
que los CYP se degraden manteniendo siempre una concentracion basal. B) Sistema en
presencia de | (con tratamiento). i) Comparacion de la actividad de CYP en ausencia de |
(A) o en presencia de | (B), en el caso de la presencia de | no se ve reflejada ninguna
actividad por lo que se comporta como un inhibidor ii) La presencia de | permite que las
enzimas que se sintetizan no se degraden de forma natural como en A. iii) Comparacion
de los niveles de actividad después de un lavado de | (B) o en ausencia de | (A). En el
caso de la presencia de un | la actividad aumenta, es decir, actia como un inductor.

1.4.3.1 Induccién y citotoxicidad de CYP2EL por isoniazida

La isoniazida (INH) o azida del acido isonicotinico, es el farmaco utilizado como
primera opcidn en el tratamiento y la profilaxis de la tuberculosis, tanto en México (NOM-
006-SSA2-1993) como en el resto del mundo (International Standards of Tuberculosis
Care (ISTC)). La INH en la micobacteria es un pro-farmaco, ya que el producto de la
bioactivacion en la micobacteria forma un aducto con una proteina involucrada en la
sintesis de los &cidos micdlicos de la pared celular de la micobacteria (inhA)(Rozwarski et
al., 1998; Rawat et al., 2003). (Figura 9A, magenta)

En humanos, su metabolismo hepético consiste en su acetilacion por la N-acetil
transferasa produciendo acetil-isoniazida para posteriormente ser hidrolizado y liberar

acido nicotinico y acetilhidrazina. La acetil hidrazina puede transformarse en hidrazina,
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que a su vez se elimina como amoniaco y el acido nicotinico puede conjugarse con

glucurdnidos o glicerol para su eliminacién (Figura 9B).
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Figura 9. Metabolismo de la isoniazida. A. Metabolismo que se lleva a cabo en m.
tuberculosis, KatG, peroxidasa de la micobacteria, InhA, enzima que participa en la
sintesis de los acidos micolicos. B. Metabolismo de la INH en higado de humanos. C. Via
de hepatotoxicidad por el metabolismo de CYP2E1l. Modificado de (Preziosi, 2007;
Srivastava et al., 2010)

Desde el principio a este farmaco lo han acompafiado efectos adversos, entre

ellos, la interaccién con otros farmacos, la hepatotoxicidad y la neuropatia periférica.

La interaccién con otros farmacos esta relacionada con la capacidad de la INH de

inducir su metabolismo via la induccion del CYP2E1 (Mazze et al.,, 1982; Ryan et al.,
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1985; Ryan et al., 1986). EI mecanismo de la induccién de CYP2E1 por INH es via la
estabilizacién de la proteina (Zand et al.,, 1993) o via aumento en la eficiencia de la
traduccion (Park et al., 1993). Mientras la isoniazida esté presente en el organismo, ésta
se coordinard con la enzima en su sitio catalitico e inhibira su actividad (Capitulo 1.3.2).
Por otro lado, esta coordinacion, estabilizard la enzima impidiendo su degradacion y
permitiendo su acumulacién. Cuando los niveles de INH sanguineo disminuyen, se libera
el sitio catalitico de la enzima y permite que algin sustrato sea metabolizado en todas las
enzimas “estabilizadas”. (Epstein et al., 1991; Zand et al., 1993; Chien et al., 1997;
O'Shea et al., 1997) (Figura 9).

La hepatotoxicidad de la INH se manifiesta varias semanas después del
tratamiento en aproximadamente 1% de los pacientes. La mortalidad es mayor del 10%
en pacientes con ictericia (Black et al., 1975; Mitchell et al., 1976) (Zimmerman & Ishak,
1995). Varios estudios en rata (Kattner et al., 1981) y conejo (Sarich et al., 1995; Sarich et
al., 1996), asi como estudios in vitro (Noda et al., 1982), han descrito que la INH es
primeramente acetilada a N-acetil isoniazida (Figura 9B) la cual es hidrolizada a acetil
hidrazina (Timbrell, 1979; Lauterburg et al., 1985; Preziosi, 2007), que sera bioactivada
por el CYP2EL1 al radical acetilo (Figura 9C, azul) (Nelson et al., 1976; Albano et al., 1995;
Sarich et al., 1999; Shen et al., 2006b). Los metabolitos bioactivos de INH generados por
los CYP, en particular por el CYP2EL, han sido implicados en la hepatotoxicidad inducida
por isoniazida en humanos (Huang et al., 2003), ratas (Yue et al., 2004), conejos (Sarich
et al., 1999) y lineas celulares de hepatocarcinoma HepG2 (Wu & Cederbaum, 1996). El
riesgo de inducir hepatotoxicidad por INH incrementa con la edad y el abuso del alcohol y
es mayor cuando la INH se co-administra con otros farmacos, como la rifampicina que
induce a los CYP (Yue et al., 2004; Shen et al., 2008; Yue et al., 2009).

No se conoce el mecanismo exacto de cédmo el intermediario reactivo induce dafio
al hepatocito, aunque se ha descrito que existe estrés oxidativo (Sodhi et al., 1997), dafio
mitocondrial (Chowdhury et al., 2006) y que los metabolitos reactivos y la INH pueden
unirse covalentemente a proteinas e inducir una respuesta inmune, especialmente
autoinmunidad (Warrington et al., 1978; Warrington et al., 1982; Metushi et al., 2011;
Metushi & Uetrecht, 2013; Metushi et al., 2014). La respuesta clinica es muy heterogénea
lo cual es tipico de las reacciones idiosincraticas mediadas por el sistema inmune

(Uetrecht, 2009). No obstante, el metabolismo de la INH por el CYP2E1 esta implicado en
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la hepatotoxicidad, incluso, recientemente se ha logrado correlacionar polimorfismos del
CYP2E1 con la susceptibilidad al dafio hepatotdéxico por INH (Shen et al., 2006b;
Vuilleumier et al., 2006; Huang, 2007; Roy et al., 2008; Lee et al., 2010; Wang et al.,
2010a; Bose et al., 2011; An et al., 2012).

1.4.3.2 Induccién y citotoxicidad de CYP2EL por etanol

El consumo excesivo de alcohol o alcoholismo es un problema mundial que causa
morbilidad y mortalidad en poblaciones de varias edades, regiones y etnias (Mokdad et
al., 2004; Ginter & Simko, 2009; Brust, 2010). Las enfermedades que derivan del
consumo de alcohol incluyen hepatitis alcohdlica, la hepatopatia alcohdlica o enfermedad
alcohdlica del higado (ALD), la cirrosis y los carcinoma hepatocelulares (Orman et al.,
2013), asi como la promocion de enfermedades como la diabetes y desérdenes
neuropsiquiatricos (Brust, 2010). México es uno de los paises que presenta mayor
mortalidad debido a enfermedades hepéticas en el mundo segun la organizacion mundial
para la salud (Organization, 2011). De hecho, las enfermedades relacionadas al higado
constituyen el quinto caso de mortalidad en México (INEGI, 2014). La Secretaria de
Salud reporta un promedio de 33 310 disfunciones hepdticas en el 2012, de las cuales 12
540 son por enfermedad alcohdlica del higado (INEGI, 2014).

Debido a que el alcohol (etanol) es altamente soluble en agua, una vez ingerido es
rapidamente absorbido por todas las partes del tracto gastrointestinal por difusién simple
hacia la sangre y es rapidamente distribuido a todo el cuerpo. La mayoria del metabolismo
del etanol ocurre en el higado. Las enzimas que contribuyen al metabolismo del etanol
son las alcohol deshidrogenasas, la catalasa y el CYP2E1 que convierten al etanol al
acetaldehido y después las aldehido deshidrogenasas (ALDHs) convierten al
acetaldehido a acetato. La principal enzima encargada de la oxidacion del etanol a
acetaldehido en higado es la alcohol deshidrogenasa (ADH), mientras que el CYP2E1
juega un papel importante en concentraciones elevadas y consumo crénico (Caro &
Cederbaum, 2004) (Figura 12).

La administracion crénica de etanol en ratas induce al CYP2E1l hepatico y

extrahepatico de manera transcripcional y post-traduccional (Tsutsumi et al., 1993;
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Roberts et al., 1994; Roberts et al., 1995; Yano et al., 2001; Bardag-Gorce et al., 2002;
Sharma et al., 2012).

Debido a que el CYP2EL se ve incrementado considerablemente después de la
exposicion al etanol y que se cuenta con muchas evidencias de que la toxicidad por etanol
en higado se debe a un dafio oxidante (Wu et al., 2006), al CYP2E1 y la generacién de
especies reactivas se ha asociado como un factor clave en la hepatotoxicidad del etanol
(Lu & Cederbaum, 2008) (Figura 8). De igual manera, disminuyendo los niveles del
CYP2E1 con inhibidores como el dialil sulfuro, fenetil isotiocianato, clormetiazol y un
anticuerpo contra CYP2E1 se puede reducir el dafio por etanol (Ekstrom & Ingelman-
Sundberg, 1989; Morimoto et al., 1993; Morimoto et al., 1995a; Morimoto et al., 1995b;
Gouillon et al., 2000). Ademas, un trabajo previo mostr6 que un ratén transgénico que
sobreexpresa el CYP2E1 presenta mayores niveles de transaminasas y dafios
histologicos del higado cuando son tratadas con etanol, en comparacién con un raton
control (Morgan et al., 2002). En ratones deficientes (knockout, KO) de la enzima hay una
diminucién significativa de dafio hepatico después de la ingestion cronica de etanol (Lu &
Cederbaum, 2008) y una proteccién ante la oxidacién de proteinas y del DNA (Bardag-
Gorce et al., 2000; Bradford et al., 2005).

Una gran cantidad de estudios evidencian el papel de CYP2E1l en la
hepatotoxicidad del etanol (Cederbaum, 1991), en la patogénesis de las enfermedades

alcohol hepaticas (ALD) y en la esteatohepatitis no alcohdlica (Leung & Nieto, 2013).

Ademas, el consumo crénico del etanol se ha reconocido como el mayor factor de
riesgo de cancer hepatico y esofagico probablemente debido a los efectos genotoxicos y
carcinogénicos del acetaldehido, el estrés oxidante y a la induccién del CYP2E1 que
activa a carcin6genos ambientales (Wang et al., 2009b; Chavez et al., 2011; Millonig et
al.,, 2011; Ye et al.,, 2012). Recientemente se presentd un trabajo donde el tratamiento
cronico de 70 semanas con etanol en ratas deriva en carcinoma sin usar ningan otro tipo
de carcinégeno (Tsuchishima et al., 2013). El trabajo demuestra que una induccién del
CYP2E1l y una subsecuente produccion de ROS juegan un rol significativo en la

patogénesis de carcinoma hepatocelular durante la ingesta crénica de alcohol.
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Finalmente, en estudios farmacogenéticos se ha demostrado una asociacion entre
el consumo de alcohol y la susceptibilidad a desarrollar ALD vy cirrosis alcohdlica en
individuos con el polimorfismos del CYP2E1 que permite metabolizar el etanol a una tasa
mayor (Pirmohamed et al., 1995; Grove et al., 1998; lwahashi et al., 1998). Varios de los
acarreadores de este polimorfismo pertenecen a las poblaciones mestizas del oeste de
México (Garcia-Banuelos et al., 2012).

1.4.3.3 Induccién y citotoxicidad de CYP2E1 por acetaminofén

El acetaminofén (AAP) o paracetamol, es uno de los analgésicos y antipiréticos mas
populares usado en todo el mundo. El acetaminofén en un farmaco relativamente seguro,
sin embargo, tiene un indice terapéutico ajustado, es decir, el maximo de la dosis normal
es cercano a la sobredosis (4 gramos al dia en adultos). La sobredosis del AAP es una
causa comun de hepatotoxicidad inducida por farmacos y actualmente es la principal
causa de dafio agudo en higado por farmacos de los Estados Unidos y Gran Bretafa
(Ostapowicz et al., 2002; Lee, 2004). En México, los efectos no son tan pronunciados, el
acetaminofén es el segundo xenobiotico involucrado en el proceso de intoxicacion
(Florencia Fernandez-Barocio, 2013) y en algunos casos es mayor la intoxicacion por

acido acetil salicilico (Olguin et al., 2011).

La toxicidad aguda de higado inducida por AAP es un modelo importante de dafio
inducido por farmacos (DILI) (Capitulo 1.3.1). El acetaminofén es principalmente
metabolizado por las vias de glucuronidacion y sulfatacion; sin embargo, una pequefa
proporcion del farmaco es metabolizado por CYP3A4, CYP2E1l, y CYP1A2 a su
metabolito reactivo N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) (Figura 10A). EI CYP2E1 juega
un papel principal en la activacién del AAP a NAPQI (McClain et al., 1980; Morgan et al.,
1983; Raucy et al., 1989). Por ejemplo, ratones KO de CYP2E1 son notablemente mas
resistentes a una dosis letal del AAP (Lee et al., 1996; Zaher et al., 1998). Ademas, el
CYP2EL1 puede inducirse por acetaminofén, aunque se desconoce el mecanismo de la
induccién (Kim et al., 2007; Das et al., 2010).

El NAPQI tiene una gran afinidad por los grupos tiol o sulfihidrilo, por lo que reacciona

directamente con el glutation (GSH) de manera espontanea o catalizado por la glutation s-

transferasa para formar un aducto, el cual es rapidamente destoxificado a través de la bilis
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(Chen et al.,, 2003). La sobredosis aguda o acumulativa de acetaminofén, da como
resultado el agotamiento del GSH celular y la acumulacion del NAPQI. Debido a su gran
afinidad por los grupos sulfihidrilo de las proteinas celulares y mitocondriales (Jollow et al.,
1973), el NAPQI se une de manera covalente a las proteinas. Este evento es el iniciador,
el cual se amplifica y propaga, resultando en muerte celular (Jaeschke et al., 2003). El
mecanismo se puede resumir en dos fases (figura 10B): 1) la fase iniciadora, que incluye
la activacién metabdlica del AAP, la unién covalente del metabolito a las proteinas y la
alquilacion de las proteinas de la mitocondria; y 2) la fase amplificadora, donde la
disfuncion mitocondrial debido a los enlaces covalentes, genera la produccion de ROS los
cuales activan varias proteinas quinasas activadas por mitdgeno o MAP cinasas que
convergen en la fosforilacién de la cinasa terminal c-Jun N-terminal (P-JNK) la cual se
trasloca a la mitocondria y se une a la proteina que se une al dominio SH3 (Sab)
amplificando el estrés oxidante (Hinson et al., 2004; Reid et al.,, 2005; Hanawa et al.,
2008; Saito et al., 2010; Jaeschke et al., 2012). El estrés oxidante resulta la transicion de
la permeabilidad de la membrana mitocondrial (MPT) via la translocacion de proteinas de
la familia Bcl-2 (Bax y Bad) (Bajt et al., 2008) liberando asi proteinas del espacio
intermembranal como el citocromo c, el factor inductor de apoptosis (AIF) y la
endonucleasa G. Las ultimas dos translocan al nucleo e inician la condensacion de la
cromatina y la fragmentacién del DNA respectivamente (Jaeschke et al., 2012). Por otro
lado, se disminuye la capacidad de sintetizar ATP (Tirmenstein & Nelson, 1990) y se
promueve la desorganizacion de la homeostasis de calcio, el cual también activa las
proteasas intracelulares como las calpainas (Limaye et al., 2003) (Figura 10B). Asi,
multiples eventos que incluyen disfuncién masiva de la mitocondria, disminucién del ATP,
fragmentacion masiva del DNA y modificacion de las proteinas intracelulares, contribuyen
al desarrollo de la muerte. La muerte inducida por AAP se ha descrito como de tipo
necrética ya que ocurre hinchamiento celular y no existe activacion de caspasas, sin
embargo, la muerte se sobrelapa en algunas caracteristicas apoptéticas tales como la
translocacion del bax mitocondrial, la liberacién del citocromo c y la fragmentacion del
DNA (Gujral et al., 2002). Recientemente se ha propuesto que participan proteinas
importantes de los procesos de necrosis programada o necroptosis (Ramachandran et al.,
2013; Li et al., 2014; Zhang et al., 2014)
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Figura 10. Mecanismo de toxicidad del acetaminofén en higado. A. Metabolismo y activacion
metabdlica del acetaminofén. B. Mecanismos moleculares descritos de la citotoxicidad por
acetaminofén. Dibujos integrados y modificados con la informacion de (James et al.,, 2003;
Jaeschke & Baijt, 2006; Jaeschke et al., 2012; Han et al., 2013). Abreviaturas: AlF, factor inductor
de apoptosis; cyt ¢, citocromo, GSH, glutation; MPT,transicion de la membrana mitocondrial;
NAPQI, N-acetil-p-benzoquinona acetyl-p-benzoquinoneimina; Smac, segundo activador de
caspasas derivado de mitocondria; Keapl, proteina asociada a ECH tipo Kelch 1; JNK , cinasa
terminal c-Jun N-terminal; Sab, proteina que se une al dominio SH3; Nrf2, Factor de transcripcién
Nrf2; [Ca®], concentracion de calcio citosélico; GCL, glutatién cistein ligasa; ARE, elemento de
respuesta antioxidante; autoP, autofosforilacién; ROS, especies reactivas de oxigeno; Bax/Bid,

proteinas de la familia de Bcl2.
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1.5 Citocromo P450 2E1 en cerebro

Varios estudios se han realizado para detectar la presencia de CYP2EL en el
cerebro de varios organismos. La tabla 5 resume las investigaciones realizadas desde
1990 donde se detecta al CYP2E1 en el cerebro in vivo. La enzima se encuentra
distribuida heterogéneamente en los diferentes tipos de células cerebrales, encontrandose
en mayor proporcion en las neuronas (Kapoor et al., 2006). El bulbo olfatorio exhibe la
mayor expresion y actividad catalitica del CYP2EL en ratas control seguido del cerebelo y
el hipocampo (Yadav et al., 2006). En el cerebro humano, los niveles de CYP2E1 se
encuentran mayoritariamente en las neuronas piramidales de la corteza frontal, en las
neuronas piramidales del hipocampo, en las células granulares del giro dentado y en las
células Purkinje del cerebelo (Howard et al., 2003b). EI CYP2E1 se puede encontrar en
varios compartimento como la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmico, el aparato
de Golgi y la mitocondria (Bhagwat et al., 1995; Montoliu et al., 1995; Seliskar & Rozman,
2007)

A la fecha, no se conoce la funcion endégena del CYP2EL en el cerebro. Sin
embargo, se conoce que durante el desarrollo, la enzima presenta diferentes patrones de
expresion en tejido nervioso (Boutelet-Bochan et al., 1997; Brzezinski et al., 1999). Por
otro lado, se ha descrito que se encuentra altamente expresada en neuronas de la
sustancia negra que expresan también la tirosina hidroxilasa (Watts et al., 1998), por lo
gue se ha propuesto que el CYP2E1 puede participar en el metabolismo de la dopamina
(Nissbrandt et al., 2001; Shahabi et al., 2008).

Se ha logrado inducir al CYP2E1 en el cerebro con etanol, la estreptozotocina, el
pirazol, la acetona, la nicotina y el aspartame. Ademas, se ha medido su actividad
mediante diferentes técnicas y en diferentes tejidos y detectar la proteina por
inmunoensayos (Ver Tabla 7). La induccion puede ser exclusiva para tejido cerebral en el
caso de la nicotina (Anandatheerthavarada et al., 1993a), el fenobarbital (Lee et al.,
2006b) y el aspartame (Vences-Mejia et al., 2006). Ademas, la induccion del CYP2E1
puede variar segun la regién del cerebro. Por ejemplo, en el caso del etanol, se puede
observar un incremento considerable de la expresion del mRNA vy la actividad de la
enzima en el cerebelo e hipocampo, y un pequefio incremento en el bulbo olfatorio o
ningun cambio en otras regiones (Yadav et al., 2006). El mecanismo de induccién de la

enzima en cerebro es aparentemente por eventos postranscripcionales. Por ejemplo, en el
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caso de la nicotina se demostrd que, transcurrido un tiempo después de la exposicion a

ella, los valores de CYP2EL regresan a sus niveles normales y no se encuentran altos
niveles de mRNA (Joshi & Tyndale, 2006a).

Tabla 5. Evidencias sobre la presencia e induccion del CYP2E1 en cerebro de
diferentes organismos.

Organismo Localizacién Induccion Técnica utilizada Referencia
Antes / Después de inducir con...
Rata BOVSCZTCB SN MBBS Sin inducir IHQ WB PCR (Hansson et al., 1990;
Cerebro completo SB NB Hodgson et al., 1993; Yoo et
GB NDMA al., 1997; Tirumalai et al.,
BS CZN 1998; Wu et al., 2011)
/GB CB SNH Etanol IHQ PNP NDMA (Anandatheerthavarada et
/ BO wB al., 1993a; Sohda et al.,
/H CZN NB 1993; Montoliu et al., 1994,
/| CZH FISH Warner & Gustafsson, 1994;
/BOCFHCB RT-PCR Bhagwat et al., 1995;
VTA Tindberg & Ingelman-
Sundberg, 1996; Upadhya et
al., 2000; Howard et al.,
2003b; Sanchez-Catalan et
al., 2008; Zhong et al., 2012)
/CZTCBBSH Nicotina WB NDMA e IHQ | (Anandatheerthavarada et
/BO CZ OB CB BS NB al., 1993b; Howard et al.,
/CZHCB 2003b; Joshi & Tyndale,
2006a)
/ CB Aspartame WB PNP (Vences-Mejia et al., 2006)
/ SN Isoniazida IHQ (Watts et al., 1998)
MitCC CC STZ-diab WB (Raza et al., 2004)
H CB BO Hi/H CB Hi BO Pirazol NDMA WB (Yadav et al., 2006)
RT-PCR
H CB BO Hi/H CB Hi BO Acetona NDMA WB (Yadav et al., 2006)
NAc RT-PCR
Cerebro completo Lindano NDMA WB RT- (Johri et al., 2007)
PCR
Ratén CCGB Sin inducir IHQ WB RT-PCR (Vaglini et al., 2004)
Primate CCHCZTBSCBP Sin inducir WB IHQ (Joshi & Tyndale, 2006b)
(mono / CZ CB Nicotina WB IHQ (Joshi & Tyndale, 2006b;
verde Ferguson et al., 2013)
africano) /CZPCBH Fenobarbital CZN WB IHQ (Lee et al., 2006a)
CzP Etanol WB (Ferguson et al., 2013)
Humano CZCBTHMBCZ Sin inducir His CZN WB NB (Farin & Omiecinski, 1993;
Cerebro Completo IHQ PCR PCR- Bhagwat et al., 1995;
RT FISH McFayden et al., 1998;
Upadhya et al., 2000)
CZHCMB CBH Alc/Fum IHQ (Howard et al., 2003b)
cz Pxs con PD RT-PCR (Kaut et al., 2012)
HumPre Cerebro completo Gestacion WB CZN RT- (Boutelet-Bochan et al.,
PCR NB 1997; Brzezinski et al.,

1999)

La primera columna indica el tipo de organismo, en la segunda columna se indica el tejido
analizado, si la deteccion fue antes o después de inducir y en el caso de haber induccién, la tercera
columna indica el nombre del inductor. HumPre-Humano Prenato, BO-Bulbo olfatorio, VS—Vasos
sanguineos, CZ-Corteza, T-Talamo, CB-Cerebelo, SN-Sustancia negra, MB-Materia blanca, CC-
Cerebro completo, GB-Ganglia basal, H-Hipocampo, BS-Tallo cerebral, NT-Nucleo talamico, Hi-
Hipotalamo, P-Putamen, Pir- Pirazol EtOH- Etanol LPS-Lipopolisacarido Px con PD- Pacientes con

enfermedad de Parkinson

IHQ- Inmunohistoquimica WB-Western blot NDMA- Actividad con n-

nitrosodimetilamina PNP- Actividad con p-nitrofenol CZN- Actividad con clorzoxazona Alc/Fum -
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Alcohdlicos fumadores, PCR-reaccidon en cadena de la DNApolimerasa RT-PCR Transcriptasa
reversa acoplada a PCR NB- “Northernblot”’, FISH- Hibridacién in situ

Adicionalmente a la induccién por xenobiéticos, el CYP2EL1 en el cerebro es
regulado de manera diferencial por condiciones inflamatorias (Abdulla et al., 2006; Hao et
al., 2010) la cual si involucra un incremento en el mMRNA en astrocitos (Tindberg et al.,
1996).

La mayoria de las investigaciones sobre el CYP2EL en el cerebro estan enfocadas
a su interaccion con el etanol. El CYP2EL tiene un papel mas importante que la alcohol
deshidrogenasa en la oxidacion del etanol en el cerebro (aunque no mas que la catalasa)
(Zimatkin et al., 2006) (Figura 11). Se ha descrito que el acetaldehido es el responsable
de los cambios en el comportamiento por la ingesta de etanol. Es por esto que el
metabolismo in situ del etanol en el cerebro puede participar de alguna manera en el
comportamiento generado por la ingesta de etanol. Al manipular al CYP2E1l tanto
farmacoldgica como genéticamente, se pueden tener cambios en el comportamiento
asociado al consumo de etanol (Vasiliou et al., 2006; Correa et al., 2009) (Figura 11). En
este mismo sentido, se ha descrito la expresion e induccién del CYP2E1 en el sistema
mesolimbico (relacionado con comportamientos de reforzamiento) (Sanchez-Catalan et
al., 2008). La induccién del CYP2E1 por acetona aumenta la concentracién de dopamina
en la regién “core” del nacleo acumbens (Hipolito et al., 2008).

Finalmente, se ha logrado asociar un polimorfismo del CYP2E1 con la dependencia al
alcohol y la nicotina (Howard et al., 2003a).
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Figura 11. Metabolismo del etanol en el SNC. En las flechas de lado izquierdo se
muestra la contribucién de cada enzima en la oxidacion total del etanol en el SNC. ADH,
Alcohol deshidrogenasa; ALDH, acetaldehido deshidrogenasa. Modificado de (Heit et al.,
2013)

.  ANTECEDENTES

En estudios previos en el laboratorio, se demostré que el tratamiento con 200mg/Kg
de INH por 5 dias en rata incrementa la proteina y actividad del CYP2E1 en higado
(Figura 12). En cerebro, se analiz6 el bulbo olfatorio (BO), el hipocampo (HIP), el tallo
cerebral (BS), la corteza (CX) y el cerebelo (CBO). En todas las regiones analizadas el
CYP2EL1 se encuentra activo de manera basal. En el caso del BO, la actividad basal
es mucho mayor que en todas las regiones. El tratamiento con INH Unicamente
incrementa la actividad en CBO (Figura 12). La induccion del CYP2EL1 no se ve
acomparfada de un incremento en la lipoperoxidacion estimada con la concentracion
de malon-dialdehido (MDA) (Valencia-Olvera, 2007)
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Figura 12. Actividad del CYP2E1l in vivo, en higado (HIG), bulbo olfatorio (BO),
hipocampo (HIP), tallo cerebral (BS), la corteza (CX) y cerebelo (CBO). Antes y después
del tratamiento con isoniazida (INH). (Valencia-Olvera, 2007)

2.1 CYP2E1ly neurotoxicidad

En afios recientes se han obtenido algunas evidencias de la participacion del CYP2E1L
en la neurotoxicidad. Los trabajos se pueden agrupar en los que buscan asociaciones
farmacogenéticas y los trabajos que involucran al CYP2E1l y la neurotoxicidad por
compuestos. En el caso de farmacogenética, se ha encontrado una relacién entre un
polimorfismo de la enzima y una ligera susceptibilidad a la generacion de tumores
cerebrales como glioma y neuroma acustico (De Roos et al., 2003; Agundez, 2004), el
desarrollo de enfermedad de la moto-neurona (MND) (Skvortsova et al., 2006) y en la
enfermedad del parkinson (PD) (Pezzoli et al., 1995; Riedl et al., 1996; Watts et al., 1998)
(Jenner, 1998; Patel et al., 2006)(Ried! et al., 1998; Wang et al., 2000; Wu et al., 2002;
Singh et al., 2008; Shahabi et al., 2009), sin embargo, en el caso del PD sélo los ultimos
dos estudios reportan una asociacion, aunque no se conoce el efecto de los polimorfismos
en la actividad del CYP2EL.

El CYP2E1 se expresa y se induce en la sustancia negra, principalmente en las
células dopaminérgicas (Riedl et al., 1996; Watts et al., 1998). La PD se caracteriza por la

pérdida de por lo menos el 60% de las neuronas dopaminérgicas localizadas en esta zona
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por la combinacién de factores genéticos y ambientales. Se ha reportado que la isoniazida
es capaz de inducir al CYP2E1 en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra
(Watts et al.,, 1998). Ademas, en general, el CYP2El puede oxidar compuestos
neurotéxicos como el N-hexano (Pezzoli et al., 1995; Jenner, 1998) o al alcohol a
acetaldehido el cual puede condensarse con dopamina o0 serotonina formando
isoquinolonas neurotéxicas (Han y col., 1996). Esto podria explicar la asociacion de
algunos polimorfismos del CYP2E1 con la incidencia de PD y la hipometilacién del gen del
CYP2E1 y un aumento en la expresion del mensajero en cerebro de pacientes con PD
(Kaut et al., 2012). El aumento en la formacion de ROS por la induccién del CYP2E1 por
xenobidticos puede contribuir al estrés oxidativo que degenera la sustancia negra en la
patogénesis del PD (Patel et al., 2006).

La toxicidad del acetaminofén en el cerebro por accién del CYP2E1l se ha
demostrado en gliomas, donde también se describe la participacion del JINK y la proteina
tumoral p53 (Bae et al., 2001; Lee et al., 2006c) en la sefializacion celular.

Las regiones que mas sufren dafio por el abuso del alcohol en humanos
correlacionan especificamente con las zonas de expresion del CYP2E1l (Fadda &
Rossetti, 1998; Howard et al., 2003b). La inhibicion del CYP2E1l reduce la
lipoperoxidacién y generacion de especies reactivas producidas por la exposicion a etanol
in vivo (en sinaptosomas obtenidos del cerebro completo) e in vitro (en cultivos primarios
de astrocitos) (Montoliu et al., 1994; Montoliu et al., 1995). Sin embargo, en otros estudios
in vitro, la lipoperoxidacion y muerte celular por exposicién a etanol en neuronas no es
dependiente del metabolismo oxidativo de éste (Huentelman et al., 1999) y en neuronas
corticales, el mecanismo de generacion de ROS por etanol es debido a la induccion de la
NADPH oxidasa por el acetaldehido y no a la induccion del CYP2E1 (Haorah et al., 2008).

45



IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CYP2E1 participa de manera importante en la bioactivaciéon de farmacos y
generacion de estrés oxidante en el higado (Gonzalez, 2007). Estos procesos pueden
resultar en genotoxicidad y muerte celular dependiendo del modelo, el sustrato y las
condiciones celulares (Caro & Cederbaum, 2004). La participacion fisiolégica y/o
toxicologica del CYP2E1 en otros tejidos esta muy poco explorada. Recientemente, se ha
demostrado que el CYP2EL se expresa en cerebro y que en el cerebelo se presenta una
respuesta pronunciada a la induccion por xenobibdticos en comparaciébn con otras
estructuras cerebrales (Joshi & Tyndale, 2006a; Yadav et al., 2006; Valencia-Olvera,
2007; Zhong et al., 2012). La participacion del CYP2EL en el cerebro en la toxicidad de
compuestos 0 en la etiologia de enfermedades neurodegenerativas resulta controversial
ya gue los pocos resultados que se tienen son aparentemente contradictorios (Montoliu et
al., 1994; Montoliu et al., 1995; Huentelman et al., 1999; Haorah et al., 2008).

En este trabajo se plantea la posibilidad de que la actividad del CYP2EL en el
cerebelo participe en eventos de neurotoxicidad. Para ello se utilizaran cultivos de células
granulares de cerebelo como modelo de estudio de muerte celular neuronal (Contestabile,
2002).

IV. HIPOTESIS

La induccién del CYP2EL por xenobiéticos en las células granulares de cerebelo
conlleva la generacion de ROS y/o metabolitos activos que pueden resultar en muerte

neuronal.

V. OBJETIVOS

General

- Explorar si el CYP2E1 en el cerebelo puede inducirse y evaluar si la induccion

conlleva dafio celular
Particulares

* Explorar la presencia de CYP2E1 en cultivos primarios de células granulares de
cerebelo (CGC).
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» Explorar si el CYP2E1 en CGC es capaz de incrementar su expresion por tres
inductores hepéticos: etanol, isoniazida y acetaminofén.

» Evaluar si la induccion del CYP2EL conlleva a una sobreproduccion de ROS.

» Evaluar si la sobreproduccién de ROS desencadena procesos de muerte celular

y/o genotoxicidad dependiente de CYP2EL1.

VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Materiales

El Suero fetal de bovino y la penicilina/estreptomicina fueron adquiridos de GIBCO
(Grand Island, NY, USA). La dihidroetidina y la calceina AM fueron adquiridos de
Invitrogen, Molecular Probes (Eugene, OR, USA). La poli-L-lisina (peso molecular >
300,000), tripsina, DNAsa, MTT, ioduro de propidio (PI), citosina-D-arabino-furoanosida,
NADPH, glutation reductasa, GSH, GSSG, acido sulfosalicilico, acido ditiobis-2-
nitrobenzoico (DNB), vinil piridina, el kaempferol, isoniazida, acetaminofén y butionin
sulfoximida (BSO) fueron de Sigma (St Louis, MO, USA). Los reactivos usados para geles
de poliacrilamida (PAGE) asi como Bradford, fueron de Bio-Rad (Hercules, CA, USA),
membranas para electroforesis (PVDF) fueron de Millipore (Bredford, MA, USA). Los
antioxidantes Mn-TMPyP y Eukarion 134 fueron adquiridos de Cayman Chemicals (Ann
Arbor, MI, USA). Los anticuerpos contra CYP2EL1, IgG acoplada a fluoresceina y GAPDH
fueron adquiridos de Chemicon y los anticuerpos contra 8-oxo-desoxiguanosina fueron
adquiridos en TREVIGEN. El medio de montaje para la inmunocitoquimica y el anticuerpo
contra IgG de ratén acoplado a fosfatasa alcalina fue adquirido en Vectashield, Vector
Laboratories, Inc. (Burlingame, CA, US). El kit para revelar el western blot fue adquirido de
CDP-Star, BiolLabs, Inc. El inhibidor de proteasas es marca Roche. Todos los demas

reactivos fueron del mayor grado de pureza disponible en el mercado.
6.2 Cultivo de neuronas granulares de cerebelo

Se emplearon cultivos de neuronas granulares de cerebelo (CGC) de ratas Wistar de
8 dias (Moran & Patel, 1989). Se disectaron los cerebelos y las células se disociaron con
tripsina y DNAsa. Las células se suspendieron y se sembraron a una densidad de 265 x
10° células/ml en cajas de plastico o sobre cubreobjetos, previamente cubiertas con poli-L-

lisina (5pg/ml). El medio de cultivo contiene medio basal de Eagle suplementado con 10%
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(v/v) de suero fetal de bovino inactivado por calor, 2mM de glutamina, 25 mM de KCI, 50
U/ml de penicilina y 50ug/ml de estreptomicina. Las células sembradas en estas cajas
fueron incubadas a 37°C en una atmésfera saturada con vapor de agua, con una presion
parcial de CO, de 5% (95% aire). Para evitar la proliferacion de células no neuronales, se
afadi6é citosina arabinosa 10 uM 24 h después de sembrar. Los cultivos de CGC asi
obtenidos contenian normalmente aproximadamente 95-97% neuronas. Las células

fueron mantenidas por 7-8 dias in vitro (DIV).
6.2.1 Tratamiento con inductores

Después de los 8 dias in vitro (DIV) a 37° C en una atmosfera humidificada al 5% de
CO,, las células se sometieron por el tiempo y las concentraciones indicadas de etanol,
isoniazida y acetaminofén. Para los tratamientos con etanol, se sellaron las cajas con
parafiim para evitar la evaporacion de éste (Eysseric et al.,, 1997). El tratamiento con los

inhibidores se realiz6 30 minutos antes del tratamiento con los inductores.

6.3 Evaluacion de la expresion e induccion de CYP2E1L

6.3.1 Inmunocitoquimica

Las células se fijaron con una solucién al 4% de formaldehido por 10 min para
después ser permeabilizadas con una solucién de PBS con 10% suero normal de caballo
(NHS) y 0,3% de Tritén X-100 por 3 horas. Posteriormente, se incubaron las neuronas con el
anticuerpo especifico para CYP2EL por 18 horas a 4° C (dilucién 1:100). Para el revelado,
se incub6 con un anticuerpo conjugado con fluoresceina por 45 min a 37° C y se mont6 con

un medio para fluorescencia con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para tefiir los nicleos.

6.3.2 Western blot

Las células se lavaron con PBS y fueron homogeneizadas con buffer de lisis (Tris
25 mM, NaCl 50 mM, Igepal 2%, dodecil sulfato sodico (SDS) 0,2% e inhibidor de
proteasas, pH 7.4). Posteriormente, se cuantificé la concentracion de proteinas por el

método de Bradford (Bradford, 1976). Los lisados fueron separados mediante una
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electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida dodecil sulfato (SDS-PAGE)
(Laemmli 1970). Se manejaron concentraciones de 4% de acrilamida para el gel
concentrador y 10% de acrilamida para el gel separador. En los carriles se cargaron 50 ug
de proteina total para microsomas de cerebro (a excepcion de la determinacién del rango
dinamico donde se utilizaron diferentes concentraciones, como se explicard mas
adelante), 5 yg de proteina para higado como testigo positivo y los ug indicados de
supersoma para determinar el rango dindmico del “inmunoblot”. La electroforesis se
realiz6 a 100 volts por cuatro horas y la electrotransferencia de proteina a la membrana
de nitrocelulosa por toda la noche. Luego de esto, las membranas se bloquearon por tres
horas con una solucion de leche CARNATION al 6% w/v en amortiguador salino de Tris
con Tween al 0,1% (TTBS), y después se lavaron las membranas con TBS-Tween20 al
1%. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo contra CYP2E1l
diluido 1:300 con TTBS-leche al 2.5% por dos a tres dias en refrigeracion. Luego de un
segundo lavado con TTBS, se incub6 con un segundo anticuerpo anti-lgG de cabra
conjugado con peroxidasa alcalina (diluciébn 1:30000 en TTBS-leche 2.5%). Las
membranas se revelaron con el kit de quimioluminiscencia exponiéndolas a placas de
Kodak ®. La densitometria se realizé con el software GelQuant.NET bajado de la pagina

biochemlabsolutions.com

6.4 Medicidon de la generacion de ROS

6.4.1 Oxidacién del Dihidro etidio

Las células se incubaron durante 20 min con 3.2 uM de dihidroetidina (DHR-123) en
el medio de cultivo a 37°C. Después de remover el medio se lavaron con PBS 1X y se
fijaron con formaldehido (4%) durante 7 min, después se lavaron con PBS y finalmente
se tomaron fotografias en un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Diaphot
TMD; Nikon Corp., Japan) utilizando el objetivo de florescencia 20x y un filtro Nikon de
rodamina (excitacion 546 y emision 590 nm). Se analizé por lo menos duplicados de dos
pozos de cada condicion analizada para cada experimento independiente. Los resultados
estan expresados como el porcentaje de células positivas a la dihidroetidina (DHEt) con
respecto al total en cada campo. La oxidacion del DHEt es un marcador de incremento de

concentraciones de ROS, principalmente el anion superéxido (Owusu-Ansah et al., 2008).
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6.4.2 Medicion del glutation y glutation oxidado

El glutation (GSH) citosodlico se estimé mediante el método de reciclaje enzimatico. Este
método consiste en la oxidaciéon del GSH por el reactivo acido 2,2-dinitro-5,5"-
ditiodibenzoico (DTNB), y la subsecuente reduccion por la glutation reductasa en
presencia de NADPH (Tietze, 1969; Rahman et al., 2006). Las células se lavan con PBS y
se sonican con acido sulfosalicilico para posteriormente mezclarse con el DTNB, la
enzima glutation reductasa y el NADPH. Posteriormente, se determinan los cambios en la
absorbancia a 405 nm por 10 minutos. Para el glutation oxidado, se pre-incuba con vinil
piridina por una hora y después de realiza el mismo procedimiento. La cinética de la curva

de reduccion es proporcional a la concentracion de glutation total y glutation oxidado.
6.4.3 Inmunocitoquimica para 8-oxo-desoxi-guanosina

Se realiz6 una inmunocitoquimica contra el principal aducto formado por la
oxidacién del DNA. Las células se fijaron con metanol en hielo por 20 minutos para
después tratarlas con 0,05N de HCI por 5 minutos. Posteriormente se incub6 con
500ng/ml de RNAsa por una hora a 37° C. Después se lavaron a las células con 35, 50 y
75% Etanol/PBS. El DNA se desnaturaliza in situ con 0,15 N de NaOH en 70% de etanol
por 4 minutos. Posteriormente se vuelven a lavar las células con las diluciones de etanol y
se les trata con 5 pug/ml de proteinasa K. Finalmente se procedié con el experimento
normal para inmunocitoquimica. El anticuerpo primario se incubd por 24-72 horas y se
revel6 con un anticuerpo secundario fluorescente FITC. Se consideré6 como resultado
positivo en aquellas donde la fluorescencia FITC se localiza en el nucleo tefiido con DAPI,

lo cual significa que hay oxidacién en el DNA.

6.5 Viabilidad por tincién con calceina-AM y yoduro de propidio

La viabilidad celular se estim6 mediante la co-tincion de calceina AM y yoduro de
propidio (PIl). La calceina-AM entra a las células viables y cuando es cortada por
esterasas emite fluorescencia verde. Aunado a esto, la calceina cortada se vuelve
impermeable, lo cual refleja la integridad de la membrana celular. El yoduro de propidio no
puede entrar a la célula a menos que la membrana celular esté dafiada. Los cultivos se

incubaron con 2.5 uM calceina-AM y 2 uM PI por 10 min a 37°C. Posteriormente se
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tomaron fotografias de los cultivos en un microscopio de fluorescencia invertido a las
longitudes de onda de 495/515 nm para calceina y 535/617 nm para PIl. Se analizaron por
lo menos duplicados de dos pozos de cada condicion analizada de cada experimento. Los
resultados estan expresados como el porcentaje de células viables o muertas con
respecto al total en cada campo.

6.6 Analisis Estadistico

Los datos se expresan como el promedio * error estandar (SE). Se realizé un andlisis
de varianzas ANOVA de una via, evaluando significancia con una prueba de Tukey
considerando una p<0,05. En el caso de las figuras 30 y 32 se utilizd una prueba de

Fisher con la misma significancia.

Cultivos  primarios  de
células  granulares de
—
S—— cerebelo (CGC) de 7 v 8
N dias de cultivo

Exposicion a compuestos:
Etanol, Isoniazida, Acetaminofen,
BSO, Euka, DAS

v Citotoxicidad

Generacion de anion
superoxido

Induccion del CYP2E1

Viabilidad (Calceina & IP)
v Oxidacion del DNA (8-oxo-dG)

Inmunocitoquimica
WB Dihidroetidina (DHEt)
Glutatidn total y oxidado

Figura 13 Diagrama de flujo de los experimentos realizados
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VIl. RESULTADOS

7.1 Expresion del CYP2E1 en células granulares de cerebelo

Lo primero que se realiz6 fue explorar si el CYP2EL se expresa en células granulares
de cerebelo en cultivo con ensayos de inmunocitoquimica y “western blot”.

En la figura 14 se observan fotografias de microscopia confocal y de epifluorescencia
de la inmunodeteccién en células sin tratamiento a los 8 dias de cultivo (Figura 14A). Se
utilizaron preparaciones con Unicamente el anticuerpo secundario (Figura 14B) o con

anticuerpo inespecifico IgG (Figura 14C) como control negativo.

A

CONTROL

DAPI FITC C. Anticuerpo IgG
B inespecifico

Figura 14. Inmunocitoquimica para CYP2E1 en CGC. En azul se pueden observar
los nucleos tefiidos con DAPI y en verde al CYP2E1l. Imagen de microscopia
confocal para CGC sin tratamiento, las flechas indican la sefial positiva para CYP2E1
(A), Control de la inmunocitoquimica utilizando sélo el anticuerpo secundario (B) o un
anticuerpo IgG inespecifico (C). Las barras corresponden a 30 pm.
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Con el objetivo de conocer la cantidad aproximada de la proteina de CYP2EL en

células granulares de cerebelo, se realiz6 una prueba semicuantitativa por “western

blot” (Mann & Tyndale, 2010). Para esto, se valoro la linealidad y la sensibilidad del

ensayo realizando una curva estandar con diferentes concentraciones de CYP2EL en

supersomas ® de concentracion conocida (Figura 15A). Con esto se obtuvo una

correlacion entre la concentracion del CYP2EL y la densidad 6ptica del ensayo. La

figura 15A del lado derecho indica el rango lineal de la curva y su férmula.
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Figura 15. Cuantificaciéon del CYP2E1l en CGC por western blot. A, lzquierda,
curva de concentracion de supersomas contra densidad Optica, derecha, valores que
se ajustan a una ecuacion lineal (la ecuacion se presenta en un recuadro del lado
superior derecho). B, datos de concentracion de lisado de proteina graficados contra
densidad optica. C. Imagen representativa de la curva de proteina para CYP2E1 en
los lisados de CGC. D. Grafica que incluye Unicamente los valores que se ajustan a
la ecuacion lineal.



Posteriormente se realizd una curva con diferentes concentraciones de lisado de
las CGC (15 B-D). Al sustituir los valores de densidad éptica en la férmula obtenida
en la figura 15A y dividiendo por las concentraciones de proteina de los lisados, se
puede determinar que las CGC expresan aproximadamente 0,0043 + 0,0006 pmol de
CYP2E1/ por miligramo de proteina total de CGC. Este ensayo sirvidé para conocer el
rango dinamico del ensayo de “western blot”, ya que, como se puede observar en la
figura 15B, el comportamiento no es lineal para concentraciones superiores a los 90
KUg o menores a los 30 ug (Figura 15D). Con esta aproximacion se fijo el contenido

de proteina a 50 pug por carril para los siguientes ensayos de “western blot”.

7.2 Induccion y citotoxicidad del CYP2E1l por isoniazida en

células granulares de cerebelo

7.2.1 Induccién del CYP2E1 por isoniazida en CGC.

El tratamiento con isoniazida induce la expresion de CYP2Ela las 12 horas en CGC,
como se puede observar mediante inmunocitoquimica y “western blot” (Figura 16). En la
inmunocitoquimica se puede apreciar que el nimero de células que expresan el CYP2E1
es mayor que el control y que ademas, la regién perinuclear de la tincibn aumenta en las
células tratadas (flechas rojas). En los experimentos de western blot, se logra apreciar
gue existe una induccion a partir de las 12 horas de tratamiento y se mantiene hasta las
24 horas.
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CONTROL

INH 12h

CYP2E1 ‘-

GAPDH .-.w

CYP2E1 en CGC
(normalizado con el control)

C 4 8 12 24

Tiempo de exposicion a INH

(h)

Figura 16. Inducciéon del CYP2EL por isoniazida en CGC. A. Imagenes de microscopia
confocal de la inmunocitoquimica para células control (izquierda) y células tratadas
(derecha). Las flechas rojas indican una tincion mayor en la region perinuclear. B.
Inmunoblots representativos de los niveles de CYP2E1 y GAPDH a diferentes tiempos de
tratamiento con isoniazida. C. Analisis densitométrico de los inmunoblots. Los
experimentos se realizaron por lo menos 4 veces independientes y las barras indican las
medias + SE de la relacion CYP2E1/GAPDH de unidades densitométricas arbitrarias
normalizadas con el GAPDH (* p< 0,05 diferentes estadisticamente del control). La barra
corresponde a 30 pm.
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7.2.2 La induccion del CYP2E1 con isoniazida a varias concentraciones y

tiempos no genera un dafio significativo en células granulares de cerebelo

Se exploro si la induccion del CYP2EL se ve acompafiada de la generacion de ROS
y citotoxicidad. Mediante la determinacién de la oxidacion de DHEt no se observo
evidencia de ROS con el tratamiento de 24, 48 y 72 horas de INH 0,1 Mm (Figura 17A 'y
B). Se utilizaron altas concentraciones de peréxido de hidrégeno como control positivo
(Budd et al., 1997; Scanlon et al., 1997; Tao et al., 2007; Viola et al., 2007) (Figura 17A,
izquierda). Ademas, no existe un desequilibrio en los niveles de glutation oxidado y
reducido a las 24 horas (Figura 18A). De igual manera la viabilidad no se ve afectada

hasta las 72 horas de tratamiento (Figura 17C)
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Figura 17. Produccion de ROS y citotoxicidad por el tratamiento con isoniazida A.
Imagenes de la oxidacién de DHEt (arriba) y en contraste de fases (abajo). Las células
fueron tratadas con peréxido de hidrégeno 100 uM por una hora (izquierda), se dejaron
sin tratamiento (en medio) o fueron tratadas con isoniazida 0,1 mM por 72 horas
(derecha). La barra corresponde a 30 um. B. Cuantificacién de los ROS que resultan del
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tratamiento con isoniazida. C. Viabilidad celular después del tratamiento con isoniazida
por 24 a 72 horas (m, control; y A, tratadas con isoniazida). Las células viables tifien
positivas para calceina (lineas solidas) y las células muertas se tifien con yoduro de
propidio (lineas punteadas). Los datos estan expresados como el promedio + SE del
porcentaje de células positivas por campo de 6 experimentos independientes.

7.2.3 El tratamiento con isoniazida induce ROS en presencia de BSO en CGC

Para confirmar los resultados previos, se determinaron las concentraciones de
glutation (GSH) y glutatién oxidado (GSSG) para evaluar el estado redox de la célula y
verificar que no haya un desequilibrio entre los compuestos oxidantes y antioxidantes. En
la Figura 18A se puede observar que no hay diferencias significativas de la relacion
GSSG/GSH. Sin embargo, se destaca que existe un aparente incremento a las 12 horas
de tratamiento. Por ello, se planted que quiza la respuesta antioxidante de las CGC es
suficiente para contender los ROS que pueda generar la induccion del CYP2EL. Para
evaluar esta hip6tesis, se inhibid la sintesis de glutatibn con el compuesto L-butionin
sulfoximina (BSO). ElI BSO bloquea de manera irreversible la y-glutamin-cistein sintasa la
cual es la enzima limitante en la sintesis del glutatién. En la Figura 18 C se logra observar
que una exposicion de 12 horas a 25 y 50 uM de BSO, inhibe en 80% los niveles del
glutation citoplasmatico. La exposicion a 100 uM de BSO por 24 h resulta en la muerte
celular de aproximadamente el 30% de las células (Figura 18B). Tomando en cuenta
estos datos, en todos los experimentos posteriores las células fueron tratadas con 50 uM
de BSO por 12 horas previo al tratamiento con isoniazida. A esta concentracion de BSO,
se estan agotando las concentraciones de glutation pero no se compromete la viabilidad
celular. El tratamiento con BSO e isoniazida por separado no genera ROS (Figura 18D);
sin embargo, cuando se ponen los dos compuestos juntos, se ve una generacion de ROS

alas 8 y 12 horas de tratamiento con isoniazida. (Figura 18D).
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Figura 18. Produccidon de ROS después del tratamiento con BSO e INH en CGC. Las
células se trataron con BSO y/o isoniazida (INH) 0,1mM como se indica A. Relacién
GSSG/GSH de células tratadas con isoniazida hasta las 12 horas de tratamiento. m,
control; e, isoniazida; A, Peroxido de hidrogeno 100uM por 1 hora B. Citotoxicidad de
BSO en CGC después de 24 horas de tratamiento (5 a 100 uM). C. Concentraciones
totales de glutation citoplasmatico después del tratamiento con BSO 25 y 50 uM. Los
simbolos corresponden a las siguientes condiciones de tratamiento: m, control; e,
isoniazida; A, 25 yM BSO y ¢, 50 uM BSO. Los datos estan expresados como % del
control (*p <0,05). D. Tratamiento con BSO (50 uM) e INH genera produccion de ROS
después de 8 horas del tratamiento con INH. Los simbolos corresponden a las siguientes
condiciones de tratamiento: m, 50 yM BSO; A, isoniazida; y e, BSO con isoniazida. Los
datos estan expresados como el promedio + SE de al menos 3 experimentos
independientes.
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7.2.4 EI CYP2El1l es el responsable de la generacion de ROS por el

tratamiento con isoniaziday BSO

El DHEt detecta preferentemente al anion superéxido (Peshavariya et al., 2007), la
especie reactiva de oxigeno que principalmente se genera por la actividad del CYP2E1
(Bell & Guengerich, 1997). Para evaluar si la generacion de ROS es debido a la induccion
del CYP2EL1, se utilizo dialil sulfuro (DAS) como inhibidor especifico del CYP2E1 (Brady et
al., 1991). El tratamiento con DAS inhibe la generacion de ROS por isoniazida y BSO
hasta los niveles del control (Figura 19). Estos resultados sugieren que el CYP2E1 es el
responsable de la generacién de ROS por isoniazida en CGC. Para confirmar que la
generacién del anién superoéxido es el responsable de la oxidacion del DHEt, se utilizé el
antioxidante Eukarion-134 (EUKA) que actla como la superéxido dismutasa y catalasa. El

tratamiento con EUKA inhibe por completo la generacion de ROS (Figura 19)

BSO + INH

BSO + INH + DAS IBSO + INH + EUKA

% Células positivas a DHEt/total

CONTROL INH - .- DAS EUKA

BSO

Figura 19. Participacién del CYP2EL en la generacién de ROS por tratamiento con
BSO e INH. Después del tratamiento por 12 horas con BSO, se agregé 0,1 mM de
isoniazida (INH), 100 uM de dialil sulfuro (DAS) y 10 uM de Eukarion-134 (EUKA) segun
se indica. Arriba Imagenes representativas de la oxidacion de DHEt, la barra corresponde
a 50 ym. Abajo Cuantificacion de la oxidacion del DHEt por 8 y 12 horas de tratamiento
con isoniazida. Los datos estdn expresados como los promedios + SE del porcentaje de
las células positivas a DHEt con respecto al nimero de células totales por campo de 6
experimentos independientes (* p< 0,05 comparado con el grupo tratado con BSO; * p<
0,05 comparado con el grupo de BSO +INH).

59



7.2.5 El incremento de ROS da como resultado la oxidacion del DNA y
puede prevenirse con la inhibicion del CYP2EL o el tratamiento con un

antioxidante.

Una produccion sostenida de ROS puede llevar a la oxidacion de lipidos, proteinas
y DNA. La induccién del CYP2E1l se ha asociado a la oxidacion de todas estas
biomoléculas (Cederbaum et al., 2001), particularmente del DNA (Bradford et al., 2005).
Para evaluar si la generacién de ROS por la induccion del CYP2EL con isoniazida puede
resultar en oxidacion del DNA, se realiz6 una inmunocitoquimica contra 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina (8-oxo-dG), el mayor producto de la oxidacion del DNA. Las células
tratadas con INH o BSO no presentaron oxidacion del DNA (Figura 20). Sin embargo, las
células tratadas con BSO e INH presentan un incremento en la oxidacién del DNA en
aproximadamente el 50% de las células. Este incremento se inhibe con la adicién de DAS
0 EUKA.
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Figura 20. La oxidacién del DNA por el tratamiento con BSO e INH depende del
CYP2E1 y ROS. Las células se trataron con BSO por 12 horas y posteriormente se
agreg6 isoniazida (INH) 0,1 mM, dialil sulfuro (DAS) 100 uM o Eukarion-134 (EUKA) 10
UM por 12 horas segun se indica. lzquierda. Imagenes representativas de la
inmunocitoquimica contra 8-oxi-desoxiguanosina (8-oxo-dG), las flechas representan los
nucleos positivos para 8-oxo-dG. La barra corresponde a 30 um. Derecha; cuantificacion
de la oxidacion del DNA. Los datos estan expresados como los promedios + SE de 11
experimentos independientes. (*p< 0,05 comparado con el grupo con BSO; * p< 0,05
comparado con el grupo BSO+INH).

7.2.6 EIl tratamiento con BSO e INH genera muerte celular y esto se puede

prevenir inhibiendo al CYP2EL o las ROS generadas

El tratamiento con INH y BSO reduce aproximadamente un 30% del niumero de
células vivas. Estos efectos se pueden inhibir al agregar DAS y EUKA (Figura 21).
Adicionalmente, se confirmd la participacion de los ROS en la muerte por BSO e INH
incluyendo otros antioxidantes, como Tetraquis (1-metil-4-piridil) porfirina de manganeso
(1) o MnTMPyYP (Mn) y kaempferol (Figura 21).
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Figura 21. Viabilidad celular. Las células se trataron con BSO por 12 horas y
posteriormente se les agreg06 isoniazida (INH) 0,1 mM, dialil sulfuro (DAS) 100 uM,
Eukarion-134 (EUKA) 10 pM, MnTMPyP (Mn) 50 uM, y kaempferol (Kamp) 20 uM por
doce horas segun se indica. A lzquierda; imagenes representativas de la co-tinciéon con
calceina y yoduro de propidio en las CGC (PC, contraste de fases: CAL, calceina; PI,
yoduro de propidio). La escala representa 50 um. Arriba Derecha; células vivas
expresadas como porcentaje de células positivas a calceina, considerando las células sin
tratamiento como el 100% Derecha en medio; células muertas expresadas como el
porcentaje de células positivas a yoduro de propidio. B. Células vivas después del
tratamiento con antioxidantes. Los datos estan expresados como el promedio + SE de 4 a
10 experimentos independentes. (*p< 0,05 comparado con el grupo con BSO; * p< 0,05
comparado con el grupo de BSO+INH).

7.2.7 CYP2E1l no participa en el dafio generado por isoniazida en células
granulares de cerebelo con niveles bajos de glutation a 24 horas de

tratamiento.

Se decidi6 explorar si se podia amplificar el efecto realizando los previos
experimentos por mayor tiempo de tratamiento. Al tratar las células durante 24 horas con
isoniazida y 36 horas con BSO, se observé que, en efecto, la generaciéon de ROS es
mucho mayor. Sin embargo, el tratamiento con DAS no inhibe la generacién de ROS, pero
si se inhibe con el tratamiento con el antioxidante EUKA (Figura 22)

100 5 —=—INH
90 —e—BSO
] —a—BSO+INH
80 —w—B3SO+INH+DAS
w 1 —4—BSO+INH+ANtiOx T
T 70+
5 71 +
m y
oy 60 .—’/ L
g ]
2 20 * e
§ 40 1 T /
i | -
= * -
g 0] // 7
|§] 1 1___——F§ _[ e
® 204 1 e
] & .
wd /
0 /. .
0o 2

Figura 22. Curso temporal de la generaciéon de ROS a las 24 horas de tratamiento
Después de tratar a las células por 12 horas con BSO, se agreg6 el inductor del CYP
(INH), el inhibidor (DAS), y el antioxidante Euka (AntiOx).La generacion de especies se
inhibe al administrar un antioxidante en todos los tiempos. El inhibidor del CYP2E1 so6lo
impide la liberacién de especies a las 8 y 12 horas. Los datos estan expresados como el
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promedio £ SE de 4 a 10 experimentos independentes. (*p< 0,05 comparado con el grupo
con BSO).

De igual forma, la viabilidad de las células tratadas con BSO e INH después de 24
horas de tratamiento se reduce casi al 90%. Esta muerte no se puede inhibir con la
incorporacion de DAS, aun poniendo el inhibidor al doble concentracién o agregando DAS

en lapsos de 12 horas (Figura 23).
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Figura 23. Viabilidad celular después del tratamiento de 24 horas por isoniazida. Las
células se trataron con BSO por 12 horas y posteriormente se les agregé 0,1 mM
isoniazida (INH) y 100 uM dialil sulfuro (DAS) por 24 horas segun se indica. La ultima
barra corresponde al tratamiento con DAS 0,1 mM al inicio del tratamiento y una segunda
administracion transcurridas 12 horas de tratamiento con INH. Los datos estan
expresados como el promedio + SE de 4 experimentos independentes. (*p< 0,05
comparado con el grupo con BSO).

Con el objetivo de evaluar si existe un tiempo critico de generacion de ROS que sean
responsables de la muerte por el tratamiento con BSO+INH a las 24 horas, se incluyo el
antioxidante al mismo tiempo o después de 2, 4, 8, 12, 14, 16 y 20 horas del tratamiento
con isoniazida. En la figura 24 se observa que las ROS participan Unicamente en las

tltimas horas del tratamiento.
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Figura 24. Evaluacién de la muerte por co-tincidon con calceina/lP incorporando el
antioxidante EUKA a diferentes tiempos de tratamiento en un lapso de 24 horas. La
muerte por BSO+INH a las 24 horas es inhibida en todos los tratamientos excepto a las 20
horas. Los datos estdn expresados como el promedio + SE de 4 a 8 experimentos
independentes. (* p< 0,05 comparado con el grupo con BSO; + p<0,05 comparado con el
grupo con BSO+INH, & p<0,05 comparado con los grupos BSO+INH+EUKA de las 0 a las
20 horas).

Aparentemente, existe una fuente de ROS distinta al CYP2E1l que es la

responsable de la muerte de las CGC cuando son tratadas con BSO e INH por 24 horas.

Las familia de las NADPH oxidasas (NOX) son enzimas que participan en la
muerte de varios tipos de células, incluyendo las CGC (Coyoy et al., 2008). Estas enzimas
generan el anién superdoxido como Unico producto, utilizando oxigeno molecular como
sustrato y NADPH como co-factor. Para evaluar si estas enzimas pueden estar
participando en la muerte por INH y BSO, se traté con dos inhibidores generales de las
NOX, apocinina (APO) y 4-(2-aminoetil)-benceno sulfonilo fluoruro clorhidrato (AEBSF)
(Figura 25). Aparentemente las NOX participan en la muerte de las CGC cuando son
tratadas con BSO e INH por 24 horas de tratamiento. Se utiliz6 concentraciones bajas de
potasio (5 mM, K5) como control positivo de muerte dependiente de las NOX en CGC

para evaluar la eficiencia de los inhibidores de la NOX.
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Figura 25. Cuantificacién de células vivas por campo de células tratadas con BSO,
INH por 24 horas y dos inhibidores de la NOX. Abreviaturas: BSO, butionin sulfoximina;
INH, isoniazida;, APO, apocinina; AEBS, 4-(2-aminoetil)-benceno sulfonilo fluoruro
clorhidrato; K5, células tratadas con 5mM de potasio por 24 horas. Los datos representan
el promedio de al menos 3 experimentos independientes + SE. *, el tratamiento es
diferente a BSO p<0,05; +, el tratamiento es diferente a BSO+INH p<0,05; &, el
tratamiento es diferente a K5 P<0,05.
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7.3 Induccién del CYP2E1 y sus consecuencias toxicoldgicas por

el tratamiento con etanol en células granulares de cerebelo.
7.3.1 Induccién CYP2EL por etanol

El tratamiento de las CGC con etanol 100mM por 24 horas, induce significativamente
el contenido del CYP2E1 evaluado por inmunocitoquimica y western blot (Figura 26)
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Figura 26. Induccion del CYP2E1l por etanol en CGC. A. Imagenes de la
inmunocitoquimica para células control (arriba) y células tratadas con etanol (abajo).
B. Inmunoblots representativos de los niveles de CYP2E1 y GAPDH a diferentes
tiempos de tratamiento con etanol. C. Cuantificacibn de los inmunoblots. Los
experimentos se realizaron por lo menos 4 veces independientes y las barras indican
las medias + SE de la relacion CYP2E1/GAPDH de unidades densitométricas
arbitrarias (* p< 0,05 diferentes estadisticamente del control). La barra corresponde a
30 pm.



7.3.2 El tratamiento con etanol no incrementa los niveles de ROS generados en las

CGC ni compromete la viabilidad celular

Para evaluar si la induccion de CYP2E1 por etanol a las 24 horas genera un tipo
de dafo a las CGC, se evalud la oxidacion del DHEt y la viabilidad celular. Al no tener
resultados a las 24 horas, se incrementd la concentracion de etanol hasta 400 mM vy el
tiempo de exposicién hasta las 72 horas. Ninguno de los tratamientos con etanol generé

un cambio significativo en la produccién de ROS o en la viabilidad celular (Figura 27)
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Figura 27. Generacion de ROS y viabilidad celular por el tratamiento con etanol en
CGC. A. Imagenes epifluorescentes de la oxidacién de DHEt en células tratadas con
etanol por 24 horas. B. Cuantificacion de los ROS que resultan del tratamiento con etanol
a diferentes concentraciones por 24 y 48 horas. Como control positivo se utilizaron células
a las que se les cambi6 el medio a bajas concentraciones de potasio por 5 horas. C.
Viabilidad celular después del tratamiento con etanol de 24 a 72 horas. Los datos estan
expresados como el promedio + SE del porcentaje de células positivas por campo de 6
experimentos independientes.
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7.3.3 El tratamiento con BSO y etanol incrementa los niveles de ROS y

compromete la viabilidad celular en las CGC

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con isoniazida, se incluy6 el BSO a los
tratamientos para agotar los niveles de glutation. Las células tratadas previamente con
BSO por 12 horas, presentan un ligero incremento en la produccién de ROS y una muerte
del 30% de las células por el tratamiento con etanol a las 24 horas (Figura 28). Los ROS y
la muerte celular se ven inhibidos cuando se incluye el inhibidor del CYP2E1, DAS y el
antioxidante EUKA.
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Figura 28. Participacion del CYP2EL en la generacion de ROS y muerte celular por
tratamiento con BSO y etanol. Después del tratamiento por 12 horas con BSO, se
agregé 100 mM de etanol (EtOH), 100 pM dialil sulfuro (DAS) y 10 uM Eukarion-134
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(EUKA) segun se indica. A. Evaluacion de la generacion de ROS por la oxidacion de
DHEt B. Células vivas evaluadas por la tincién con calceina. Los datos representan el
promedio de 4 experimentos independientes + SE. *, el tratamiento es diferente a BSO
p<0,05; +, el tratamiento es diferente a BSO+INH p<0,05

7.4 Induccion del CYP2El y sus consecuencias toxicologicas
por el tratamiento con acetaminofén en células granulares de

cerebelo.

Los estudios con acetaminofén se realizaron con una secuencia distinta a la que
se ejecutd para isoniazida y etanol. En este caso se comenzé con la determinacion de la
neurotoxicidad del acetaminofén para investigar la concentracion efectiva, posteriormente

se evalud la participacién del CYP2E1 en estos efectos.
7.4.1 Neurotoxicidad por acetaminofén
Se evalud la neurotoxicidad por acetaminofén en las CGC por 24 horas a las

concentraciones de 0,5 a 20 mM. El acetaminofén compromete la viabilidad celular de las
CGC a partir de una concentracion de 10 mM a las 24 horas de tratamiento (Figura 29)
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Figura 29. Neurotoxicidad de acetaminofén a las 24 horas de tratamiento en las
CGC. Las células se trataron con acetaminofén (AAP) por 24 horas. La gréfica indica
células vivas expresadas como porcentaje de células positivas a calceina considerando
las células sin tratamiento como el 100%. Los datos estan expresados como el promedio
*+ SE de 6 experimentos independentes. (*p< 0,05 comparado con el mismo volumen de
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DMSO; +, p<0,05 comparando AAP vs AAP+DAS a la misma concentracion; &, p<0,05
comparando AAP vs AAP+EUKA). Las concentraciones de DMSO ascienden a partir de
7mM para la concentracién mas baja de AAP (1mM) hasta 84 mM para la concentracion
mas alta de AAP (20m). A estas concentraciones el DMSO no presenta toxicidad.

742 Las ROS y el CYP2E1 participan en la muerte de las CGC por

acetaminofén.

Con el objetivo de evaluar si el CYP2EL y las ROS participan en la muerte de las
CGC por acetaminofén (AAP), se incluyeron dos inhibidores del CYP2EL, el DAS y el 4-
metil pirazol (4MP); y tres diferentes antioxidantes, el EUKA, la N-acetil cisteina (NAC) y el
MnTMPyP (MN). EI tratamiento con el AAP compromete la viabilidad celular en
aproximadamente el 40% de las células. El tratamiento con los inhibidores del CYP2E1 y

los antioxidantes, inhiben esta muerte (Figuras 29 y 30).
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Figura 30. Viabilidad celular de CGC tratadas con acetaminofén 10mM e inhibidores
del CYP2E1 y antioxidantes. Las células se trataron con 10 mM acetaminofén (AAP),
100 pM dialil sulfuro (DAS), 2mM 4-metil pirazol (4MP), 10 uM Eukarion-134 (EUKA), 50
UM MnTMPyP (Mn), y 20 uM N-acetil cisteina (NAC) por 24 horas segun se indica. La
grafica representa el porcentaje de células vivas con respecto al total de células por
campo. Los datos estdn expresados como el promedio + SE de 6 experimentos
independentes. (*p< 0,05 comparado con el grupo con DMSO; * p< 0,05 comparado con
el grupo con acetaminofén).
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7.4.3Generacion de ROS por el tratamiento con acetaminofén en las CGC.

Con la informacion de que las ROS participan en la muerte por acetaminofén a las
24 horas, se realizd un curso temporal de la generaciéon de ROS con acetaminofén. Existe
un incremento en la produccion de ROS desde las 2 horas que se mantiene hasta las 4
horas de tratamiento, aparentemente ocurre un decremento de las ROS a las 6 y 8 horas
de tratamiento para después elevarse a partir de las 12 horas y mantenerse hasta las 24
horas (Figura 31A). EI CYP2EL participa en la generacién de ROS a las 24 horas por
acetaminofén, ya que al incluir un inhibidor del CYP2E1 (DAS) se inhibe la induccion de
ROS (Figura 31B)
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Figura 31. Generacion de ROS por 10 mM acetaminofén (AAP) en CGC. A. Curso
temporal de la generacién de ROS por acetaminofén en CGC. Los simbolos corresponden
a las siguientes condiciones de tratamiento: m, Células control (sin tratamiento); e, células
tratadas con DMSO 42mM. A, células tratadas con AAP. B. Generacién de ROS a las 24
horas de tratamiento con AAP y AAP+DAS segun se indica. Los datos estan expresados
como los promedios + SE de 10 experimentos independientes. (*p< 0,05 comparado con
el grupo con DMSO; * p< 0,05 comparado con el grupo con acetaminofén).

7.4.4 Induccion del CYP2EL por acetaminofén.
Cuando se evaluo la induccion del CYP2E1 por acetaminofén, primero se evalud a
diferentes concentraciones de acetaminofén por 24 horas, a estas condiciones no se

aprecia ningan incremento en la expresion del CYP2E1 (Figura 32A); sin embargo, al
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realizar un curso temporal de la expresién del CYP2EL con el tratamiento con 10 mM

acetaminofén se logra apreciar un incremento a las 4 horas de tratamiento (Figura 32B)
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Figura 32. Inducciéon del CYP2E1 en CGC por el tratamiento con acetaminofén.
Curso temporal de la expresiéon de CYP2E1 después del tratamiento con 10 mM de
acetaminofén. Arriba, inmunoblots representativos de los niveles de CYP2E1 y GAPDH.
Abajo, cuantificacion del CYP2E1 expresado como el cociente de CYP2E1/GAPDH. Los
experimentos se realizaron por lo menos 4 veces independientes y las barras indican las
medias + SE de la relacion CYP2E1/GAPDH de unidades densitométricas arbitrarias (* p<
0,05 diferentes estadisticamente del control).
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VIIl. DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Recientemente se ha puesto mucha atencion en el metabolismo de xenobibticos
dentro del SNC. A pesar de que estos compuestos pueden encontrarse en bajas
concentraciones en el cerebro, el metabolismo in situ de los xenobiédticos puede producir
metabolitos reactivos o tdéxicos que ocasionen dafios irreversibles en el tejido nervioso. La
identificacion de sustratos e inductores de los CYP en el cerebro permitirhA un mejor
entendimiento del potencial de estas enzimas en los mecanismos de neurotoxicidad y en

la etiologia de las enfermedades neurodegenerativas.

El CYP2E1 es una de las isoformas de los CYP mas importantes en relacion con
la activacion metabdlica de farmacos y toxinas ambientales, asi como en la generacion de
estrés oxidativo. Reportes recientes sugieren que los CYP pueden ser importantes en el
metabolismo de xenobidticos en las neuronas granulares ser cerebelo (Sanchez-Martin et
al., 2011). En este estudio se analizaron las consecuencias toxicoldgicas de la induccion
del CYP2EL en cultivos primarios de células granulares de cerebelo, ya que éstas células
presentan una respuesta pronunciada a la induccion del CYP2EL por xenobidticos (Joshi
& Tyndale, 2006a; Yadav et al., 2006; Valencia-Olvera, 2007; Zhong et al., 2012).

En el presente estudio se confirma que el CYP2E1 se expresa en condiciones
basales en las células granulares de cerebelo (CGC) de rata. Este hallazgo es novedoso
ya que, a pesar de que se conocia que las CGC expresan al CYP2E1 en adultos en
estudios in vivo (Upadhya et al., 2000), no se conocia si las ratas a los 8 dias de nacidas
expresan y conservan la proteina en condiciones in-vitro. Los niveles basales del CYP2E1
en CGC sugieren que ademas del metabolismo de xenobiéticos esta isoforma podria

participar en funciones reguladoras de manera enddgena.

Adicionalmente, se observa que la expresion esta localizada en una region
especifica en la célula alrededor del nucleo. Los CYP en el cerebro tienen una
localizacién subcelular diferente de la hepética ya que se pueden encontrar en grandes
cantidades en la mitocondria y en fracciones de la membrana plasmética, asi como en
otros compartimentos celulares (Walther et al., 1986). Sin embargo se debera realizar una

co-tincibn con marcadores de organelos o fragmentacién celular acompafiada de
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“‘western blot” para evaluar de wuna manera mas puntual su expresion

compartamentalizada.

Por otro lado, en el presente estudio se demuestra que el CYP2E1l se puede
inducir después de la exposicion a tres inductores hepaticos: etanol, isoniazida y
acetaminofén, lo cual sugiere que el CYP2EL presente en el cultivo es funcional y capaz
de reaccionar a condiciones ambientales. Se ha demostrado que la induccién de los CYP
en cerebro se lleva a cabo de manera distinta a la del higado (Miksys et al., 2000;
Schoedel et al., 2003), por lo que con base en estos resultados obtenidos, no se puede
concluir qué tipo de regulacion positiva presenta el CYP2EL en las CGC.

Se conoce que el CYP2EL puede actuar como una hidroxilasa de &cidos grasos, y
participar en el metabolismo del &cido araquidénico (Laethem et al., 1993). El efecto
inductor del etanol, la isoniazida y el acetaminofén en la expresion del CYP2E1l
posiblemente pueda influenciar en la w-hidroxilacion del &cido araquidoénico y asi pudiera

alterar su funcion fisiologica.

El tratamiento con la isoniazida y el etanol no es capaz de generar ROS lo cual
indica que a pesar de que se tienen niveles mayores de la enzima en todas las células, la
sola presencia no implica algun desbalance en el estado redox. Sin embargo, en el caso

del acetaminofén la generacion de ROS es dependiente del CYP2EL a las 24 horas.

La induccion del CYP2El1l presenta una regulaciébn positiva de enzimas
antioxidantes como la catalasa, la hemo-oxigenasa y la glutation transferasa en
hepatocitos (Cederbaum, 2006), por lo que no se puede descartar que estos mismos
fendmenos estén ocurriendo en las células granulares de cerebelo y puedan contender
las ROS generadas por una mayor concentracion y actividad del CYP2EL. Para explorar
esto, decidimos incorporar un inhibidor de la sintesis del glutation; el BSO (L-butionin
sulfoximina), una herramienta previamente utilizada para evaluar el potencial oxidativo del
CYP2EL1 en hepatocitos (Wu & Cederbaum, 2001a).

El glutation (GSH) es la molécula antioxidante mas abundante en las neuronas y

juega un importante papel en la defensa contra dafio celular inducido por estrés oxidativo
(Hall, 1999). EI BSO inhibe la sintesis del GSH en un 70% desde las primeras 12 horas de
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tratamiento. El tratamiento con BSO y etanol o isoniazida incrementa la generacion de
ROS con respecto al control, a partir de las 8 horas y hasta las 24 horas en el caso de
isoniazida, y sélo a las 24 horas en el caso del etanol. En ambos casos, existe una muerte
de aproximadamente el 30% de las células debida al estrés oxidante inducido por el
CYP2E1. El hecho de que coincidan los porcentajes podria sugerir una posible sub-

poblacion de neuronas susceptibles al dafio.

Por otro lado, es importante destacar que la neurotoxicidad de la isoniazida y el
etanol so6lo se observa cuando se agota el GSH. El agotamiento del GSH puede aumentar
el estrés oxidativo, asi como los niveles de moléculas excitotoxicas. EI SNC esta
particularmente mas expuesto a dafio oxidativo debido a la alta tasa de consumo de
oxigeno, la gran cantidad de acidos grasos facilmente peroxidables, y la baja
concentracion relativa de defensas antioxidantes (Andersen, 2004; Emerit et al., 2004,
Sayre et al., 2008).

Existen evidencias de estrés oxidativo y GSH reducido en enfermedades
neurodegenerativos como la esclerosis lateral amiotréfica, la PD y la AD (Bains & Shaw,
1997). Por esto, es relevante considerar el potencial riesgo de los inductores y sustratos
farmacologicos del CYP2EL cerebral en pacientes vulnerables que tienen reducidas las

defensas antioxidantes.

Las células que permanecieron durante 7 dias en cultivo con todos los factores
tréficos pueden asemejar a las neuronas ya maduras del cerebelo, por lo que resulta
sumamente interesante evaluar si en estas condiciones la posible cantidad de ROS
generada por la induccion del CYP2EL es capaz de dafiar alguna macromolécula como
proteinas o DNA y con esto alterar su funcionalidad. Una poblaciéon considerable
(aproximadamente del 50% de las células del cultivo) de neuronas tratadas con BSO e
INH presenta dafio oxidativo al DNA, lo cual indica que a pesar de que sélo un 30%
muere, un porcentaje de las células que permanecen, sobrevive a la oxidacion del DNA,

quiza por mecanismos de reparacion (Weissman et al., 2007).

En estudios previos, se ha demostrado la participacion de las enzimas de la familia
de las NADPH oxidasas (NOX) en conjunto de los CYP, con diferentes estimulos como la

neurotoxicidad por etanol (Haorah et al., 2008) o metanfetamina (Shah et al., 2013) o el
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tratamiento con angiotensina Il (Malik et al., 2012) o concentraciones altas de glucosa (Eid
et al., 2009). En todos estos casos, los productos de los CYP pueden activar a las NOX y
asi potenciar la generacién de estrés y aumentar el efecto. Esto podria explicar porqué
cuando las células son tratadas por 24 horas con INH y BSO, se observa que hay una
muerte dependiente de ROS pero no dependiente de CYP2EL, y que estos ROS se
generan en las Ultimas horas del tratamiento. En el caso del etanol, la metanfetamina, y la
alta glucosa, la NOX participa en la potenciacion de la toxicidad y en el caso de la
angiotensina Il, la NOX participa en la hipertensién en vasos sanguineos. En los cuatro
estudios mencionados, es necesaria la actividad de un CYP para que se genere el
producto que activara a la NOX. En estudios posteriores se tratara de evaluar si la
induccién del CYP2EL por isoniazida es necesaria para la activacion de la NOX y asi
generar las ROS en las ultimas horas del tratamiento responsables de la muerte celular.

A pesar de que la hepatotoxicidad se ha presentado desde que se usa la INH,
existe controversia acerca del mecanismo involucrado principalmente por la falta de un
modelo validado que pueda reflejar lo que sucede en pacientes (Shen et al.,, 2008;
Metushi et al., 2012; Metushi & Uetrecht, 2014). La concentracién de INH utilizada para
este estudio es casi tres veces la concentracion encontrada en plasma después de las
dosis terapéuticas (0,04 mM) (Agrawal et al., 2004). Sin embargo, si se pueden alcanzar
estas concentraciones plasmaticas en algunos pacientes acetiladores lentos (Gurumurthy
et al., 1990)

Ademas de las contraindicaciones hepaticas, en varios pacientes también se
presenta neuropatia periférica y neurotoxicidad en casos de sobredosis de INH (McLay et
al., 2005; Kass & Shandera, 2010). EI mecanismo de la neuropatia histéricamente se ha
descrito como una alteracion en el metabolismo de la piridoxina (vitamina B6), por lo que
el antidoto o tratamiento es la administracion de la vitamina durante el tratamiento con
INH (Carlson et al., 1956; Snider, 1980). Sin embargo, el mecanismo no se tiene
completamente dilucidado. Por ejemplo, la piridoxina no inhibe la neurotoxicidad por
tratamientos con metabolitos de la INH en cultivos neuronales, por lo que se ha propuesto
una posible participacion de ROS y/o metabolismo de INH por el CYP2E1 (Sanfeliu et al.,

1999). Los resultados del presente estudio apoyan esta hipétesis.
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Es importante destacar que en el caso de la isoniazida, no existia ninguna
evidencia previa que relacionara al CYP2EL con neurotoxicidad. Sin embargo, si existen
cuadros clinicos de neurotoxicidad en cerebelo por tratamientos con farmacos

antituberculosos sin que se sepa su origen o mecanismo (Blumberg & Gil, 1990; Lewin
& McGreal, 1993).

A pesar de que se tienen muchas evidencias de la participacion del CYP2EL en el
metabolismo de etanol en el cerebro, como se menciond en el capitulo 1.5, son pocas las
evidencias de la participacion del CYP2EL1 en la toxicidad por etanol. En un estudio previo,
se mostré una correlacion con la induccion del CYP2E1 y la generacion de ROS por
etanol con degeneracién neuronal en ratas y en neuroblastomas IMR-32 (Zhong et al.,
2012) sin embargo, no se utilizaron inhibidores que muestren la participacion directa del
CYP2EL1 en la neurotoxicidad por etanol. De hecho, los autores realizaron un experimento
in vitro donde utilizan altas concentraciones de etanol para probar la hipétesis (800mM).

Las concentraciones probadas en el presente estudio son mucho menores.

Los resultados con acetaminofén difieren un poco con los obtenidos con INH vy
EtOH. Primero, no es necesario que se agoten los niveles de GSH previamente para
poder observar la citotoxicidad. Sin embargo, considerando que el mecanismo de
toxicidad del acetaminofén siempre comienza con un agotamiento del GSH, podemos
concluir que el GSH es el principal contendiente contra el estrés oxidativo generado por
CYP2EL1 en la CGC (Figura 33). El tratamiento con acetaminofén genera ROS casi desde
el comienzo de la exposicion, lo cual hablaria de que, al igual que en el higado, el
metabolismo y la reduccion del GSH ocurre con gran rapidez. Aparentemente, ocurren
dos picos de induccién de ROS, uno temprano de las 2 a las 4 horas y uno tardio a partir
de las 12 horas. Esto posiblemente correlacione con las dos diferentes fases de la
hepatotoxicidad de AAP donde primero ocurre el metabolismo y la formacion de aductos y
después la propagacion de la sefial de toxicidad. Probablemente el pico de las 4 horas se
debe a la induccién del CYP2EL y la generacion de ROS por el agotamiento de glutation,
y las ROS de a partir de las 12 horas correlacionan a las sefiales de propagacion (Figura
13). En estudios posteriores se tiene planeado evaluar la fuente de ROS de las 2, 4 y las

12 horas, asi como los tiempos de agotamiento del GSH y la activacion del JNK.
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Previamente se habia demostrado la neurotoxicidad de AAP en cultivos primarios
de neuronas corticales, donde se describe una coexistencia de la induccion de la proteina
y la actividad del CYP2EL, la generacidon de ROS y la muerte celular de tipo apoptoética.
Sin embargo, en este estudio no se utilizaron inhibidores para confirmar la participaciéon
directa del CYP2E1l en la neurotoxicidad por acetaminofén. Tampoco existe una
descripcion detallada de los sucesos previos a la muerte y el tipo de muerte difiere
sustancialmente del tipo de muerte necrética reportado en células hepaticas (Posadas et
al., 2010).

Las concentraciones encontradas en plasma por el tratamiento con AAP en
humanos (1 y 2 mM) no generan ningun tipo de dafio en las CGC, a diferencia del trabajo
previo con neuronas corticales (Posadas et al.,, 2010). Aparentemente, las neuronas
granulares de cerebelo son mucho mas resistentes que las corticales a la concentracion
de AAP. Este fendbmeno de resistencia ocurre en cultivos primarios de hepatocitos donde
s6lo se observa toxicidad a la concentracion utilizada en este estudio (10mM)
(Ramachandran et al., 2013; Xie et al., 2014). Posiblemente ocurre lo mismo que con INH,
donde no se cuenta con un modelo in vitro que refleje las condiciones in vivo (Shen et al.,
2006a). Esto probablemente se deba a la participacién de otras células del sistema

inmune gue no se encuentran en los cultivos primarios purificados (Marques et al., 2012).
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Figura 33. Esquema propuesto de las consecuencias toxicoldgicas de la induccién
del CYP2E1 en CGC. En los cultivos primarios de neuronas de cerebelo (CGC), el
CYP2E1 puede inducirse por isoniazida (INH), etanol (EtOH) y acetaminofén (AAP). En el
caso de la induccién con INH y EtOH, el glutation (GSH) de las CGC es suficiente para
contender la posible generacion de ROS (y/o metabolitos) por el CYP2E1l (A); sin
embargo, si se agotan los niveles de GSH ya sea por la inclusion del BSO (inhibidor de la
sintesis del GSH) o por la formacion del metabolito NAPQI a partir de AAP, los ROS (y/o
metabolitos) generados por el CYP2E1 puede resultar en oxidacion del DNA celular y
muerte neuronal.

La induccion del CYP2EL1 por acetaminofén se ha estudiado muy poco y en
realidad son pocos los trabajos que reportan este fendémeno (Kim et al., 2007), por lo que
no se sabe si es via estabilizacion de la proteina o transcripcional. De manera interesante,
existe una generacion de ROS previo a la induccion del CYP; de manera especulativa, los
ROS generados por el agotamiento del GSH son los que puedan inducir a la proteina del

CYP2E1, como anteriormente se ha reportado con el tratamiento con etanol (Jin et al.,
2013).
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Previamente soélo se habia sugerido el mecanismo de activacion de farmacos en el
cerebro en el caso de la clozapina (a la que se le ha asociado la activacion metabdlica y
toxicidad en higado), que induce el CYP2D4 de cerebro (Hedlund et al., 1996) o la
formacion de norcocaina identificada en cerebro (Kloss et al., 1984; Valente et al., 2012).
En este estudio se comprueba que los farmacos que pueden ser activados y generar dafio
en el higado también pueden generar dafio en el cerebro. En experimentos posteriores se
planea evaluar los metabolitos de INH, EtOH y AAP para confirmar que se estan

formando y en parte son los responsables de la toxicidad.

En todos los casos, el tratamiento previo con dialil sulfuro (DAS) previene el dafio
generado por la induccién o actividad del CYP2EL. El DAS es un inhibidor suicida, el cual
al ser oxidado a dialil sulfona (DASO,) se une de manera covalente a la enzima (Brady et
al., 1991). Por otro lado, existen evidencias de que el DAS puede promover la respuesta
antioxidante via la induccién de la hemo oxigenasa-1 (Gong et al., 2004), la glutation s-
transferasa (Hu & Singh, 1997), la glutatién peroxidasa y la glutatién reductasa (Maurya &
Singh, 1991). Sin embargo, la induccidn de estas enzimas antioxidantes es lenta y puede
ser en baja magnitud (Maurya and Singh 1991, Sparnins et al.1988). En este estudio se
analizaron los niveles totales de glutation con el tratamiento con DAS, sin observar
ninguna alteracién (datos sin mostrar). Ademas, en este estudio, se utiliz6 una
concentracion previamente reportada de DAS en la cual se inhibe la actividad del CYP2E1
(Yadav et al., 2006), pero no induce las enzimas antioxidantes (Gong et al., 2004). Es
importante sefialar que el DAS es uno de los principales componentes del ajo (allium
sativum). De hecho, se puede encontrar en altas concentraciones en el aceite esencial de
ajo (Amagase et al., 2001). El aceite esencial se puede encontrar comercialmente en
varias tiendas naturistas por lo que en base a los resultados de este estudio se puede

sugerir su uso como preventivo de enfermedades neurodegenerativas.

Este trabajo aporta informacion novedosa sobre el papel potencial del CYP2E1

como generador de dafio oxidativo en las células granulares del cerebelo.
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IX. CONCLUSIONES

- ElI CYP2EL1L se expresa en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo
(CGO)

- EICYP2EL es inducible por isoniazida, etanol y acetaminofén en CGC

- Lainduccion del CYP2EL implica generacion de ROS y muerte celular en células
con niveles bajos de glutatiéon

- El glutation participa de manera importante en la defensa antioxidante de las
neuronas granulares de cerebelo ante la actividad del CYP2E1

- La generacién de ROS por CYP2ELl en células con niveles bajos de glutation
puede derivar en oxidacion del DNA

- ElI CYP2E1 puede actuar de manera conjunta con otras enzimas oxidantes como
la NOX en el proceso de muerte celular

- El acetaminofén puede ser neurotéxico por la actividad del CYP2E1 en CGC

- EI'CYP2EL en cerebelo participa en la neurotoxicidad de farmacos
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Increasing evidence sugzests that brain cytochrome PA50(CYF ) can conribute to the in situ metabolism
ul senobiotics, [ e liver, souee senobivtics can be melabolized by CYFs folo moove read ive producs that
can dzmage hepatocytes znd induce coll death, In addition, normal CYT activity may produce roactive
mxygrn species (RO5) thar contrikere ta cell damage thromgk oxidative mechanisms. CYP2E] isa CYFisn-
form that can generate ROS [zading to ovtotoxicity in multiple tissuz tvpes. The aim of this study was to

Kegwaie: . - detzrmuns whether CYF2ED mduction may lead to sigrificant bram cellimpairmisnt. Immunolescal anal-
:::I;‘a:':"_mﬂ""m'l IR ysis revealed that sxposure of primary cersbellar granule neuronal culteres po the CYP inducer isoniazid,
BEO) irereased CVP2ED expression. In the presence of Bothiorine solfagimine, an ageet that rede ces gltarhi-
Cerehsllar granule ~oll: une levels, isoniagid teatment 2o veselbed i reaclive sxyveen species (RD5) produc oo, DA Oxidativi
Beozo-di; and cell death, The se eflects were atterczted by simultznsous exposurs to dallyl sulbde, a CFF2EL inhab-

itor, or to 2 mimetic of supcroside dismutase/catalaszs, (Euka). These results suggest that in cases of
reduced antoxidact levels, the indacticn: of brain CYP2E1 could epresent a visk of i sitn neuiccal
1

daiage,

Oridative siyess

21014 Hsevier Ltd. All nghts resenved.

1. Inlroduction witeraclion with macromolecales (Guengenclt and MacDonald,

20070, Kenolaotne mmelabolian ocenrs peedominately o ihe Tiver,

The cytochrome F450 (CYP) enzyme family is responsible for
the oxidative metabolism of a vast array of endogenous and exog-
enous compounds, CYT's metabalize cholesterol, bile acid, steroids,
aracndune aod, vicosanoeds, dielary consbloents, cluncal drogs,
iugs ol abuse aod eovirunmenlal wains Xeoubiolics we olten
wnied Al sl to pedlae Teyelropleilic snoleonles which Taelilates thei
elimination from an organism; howewer, in some cases, OV
elecwophilic products may produce cell mxicity through their

Laviondans, CONs, cerebellar sranule pewons. CYP2E1 cyiochoome FA50
2E1, ROS, reactive oxygen species, CSH glutathione, DIV days in owitio: INH,
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butic has also been demonstrated that functional CYP's are present
in extra-hepatic sites, such as the gut, lung (Ding and Kaminsky,
2003 and brain (Fergusan and Tyndale, 2011),

CYF expression varies anony specilic bram rewons and cell
Lypes, sugeesting Ul e etabolizn of senobiolics capable of
vrossimg e Dloedl=hrain baovies conhil oceoe inspecilie neioneni-
ronuments [ Dutheil et al, 20087, Since the discovery of CVP in the
brain, several publications have demonstrated that these enzymes
are inducible (Das et al, 1981) and that brain microscmes can
metabolize environmental neurotoxans (Anandatheerthavarada
el al, 1993; Cobwr el al, 1977; Miller & ol T986; Ul e al
20070 Comvsieleving, He weedl =k riole ol eawin wenlel domine
ani the etinparhozenesis of cerrain nenmdrgencrative processes,
it is crucial to determine whether CYP induction and neurastoxin
metabolisim can occur in various model systems, such as animal
models or primary cell cultures, Notably, it has been reported that
Tareiny CYFRR ol CYPEDY cam pactivipa e o the Towal oetablisim
and pharmacnlagical efiect of snme dmgs and nearotnxing in
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mdenr mndels (Khnkhar and Tyndale, 2011
2013,

One of the imparant CVP lsoform inenlved in xenobiobic
metabolism leading to chemical toxicities is CYP2E1 (Conzizz,
HNIT) This isafrm has been implicated in the hinacrivarinn of
many |oa-molecular-weight procarcnogens including rigosz-
mincs and benzeres (Trafalis ot al. 20101 Rarchermore, OYP2ET
1s parnally responsibie for the hepatotoxicioy of sthanol (Lu and
Cederbaum, 2008 | acctaminephen (Loc et al. 1996, and 1soniazid
(Shen et al. 2000) LYIRZLT 5 able to generate reactive ouyzen spa-
s (ROS] moslly superusde aiivn sl bydivgen peruside o U
absence ol a substyate (lel and Luengench, 1997: Dai et al,
1993, Mungan el ol 19827 winld is overepression (Ily Causs oxi-
darbve sress and lipid peroscdation in beparocytes (Chen and
Cederbaury, 19981 The renwvdl of guathione 'CSH) in hunm
heparoma cell line liepli? averrspressing CYP2T1 resnlrad in
apoptosis and necrosis ['Wu and Cederbaum, 2001).

Althaigh the hepamtaxic effect resilred from CYP2ED ower
expression has beer demonstrated, the possibilisy of irreversible
damage and loss of neurons through in situ generadon of reactive
oxygen species by CVIPLY in the nervous system requires to be
deeply explored. Morcaver all the information generated (n xcno-
biotic broactivation in neurans i valuable as the metabolites and
reaclive vsy gen spaies seneralial by CYP2ET aclivily would dilTe
depending on the xenobiotic and cell type exposed, as well as
Ui Colludaan iy b Cininenil conehituis,

The alm of this sridy was ra dete rmine whether CYP20 1 indic-
Liun aay bead w biabocell npabinens We used cerebel Lo granule
neurans (CONs; hecanse af thelr pronounced response among
other brain structures toward CYP2E! induction by xenchiodcs
(Inshi and Tyndale, 2006a; Yarday e al | 2006; Zhang et al, 2012)
and to the abundance of this cell type in the cerebellum. OYP2ET
was induced by Isonlaz!d and cvaluated by iImmunocytochemisoy
and western blot Consequences of this induction including the
procuction of reactive oxygen species. DNA axidation and cell via-
bality were evaluated in the absence or presence of an inhibator of
CSH syl

M7 o e oal,

2 Mate nals and methods
21 Lhemmcois and matersals

Fezal calt serum, pemacillin and storeptomyan were purchased
fvis Cllvo (Grand blund, NY, USAL Dikydiveibidize and walosin
AM were purcha<ed frinm Invitmgrn, Malerular Probes | Sigene,
OR USAL Puly o-lysime (il wi. > 300,000, Liypsin, DNAse, oyt
sine arahinns de, DMSO, slurachione rodurase, peapidamn indide,
UK, LA54, suliosalicyhc aad, dithuobis-4 -nitrobenzo:c acid, vinyi-
pyridine, soniazid (INH) and huthionine sulfacimine (RSO} were
purchased from Sigma |32 Lous, MU, USA|. Lompletz protease
inhibitors were purchased from Roche (Mannheim. DEL Chemilu-
minescence system CLNStar were purchased from New Lngland
Biolabs Inc. (Ipswich. MA, USAL Eukardon-134 (Euka) was from
Layman Chemicals |Ann Arbor, M, USA) VN membranes and
aulibudies againsl CYP2E! and CAPDH were obtaiied Trom
Chemicon [ Millipore, Billerica, MA, USA], and antibodies agamst
B-uaw-dC were oblained from TREVICEN [Cailhiersburg. MD,
VSA) CVFAEL spersames” were prirehased farm RO Binscences
CFranikdin Lekees, M), USAL AL otlier clieinicals used were ol Ue pur -
eqr grarde avallahle from fegilar rommerelal sonrers

2.2, Corcbellar gramule neuronal culturss

Al anlinals used were Ligated B0 aucoidaie witl die sccepled
standards of animal care and the procedures approved by the local
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Cerzbellar granule neuronal cultures were prepared as previ-
sty describwd (Moran and Patel, 1965) Rnefly, orll suspensinns
dissociated from 8-cay-old rat cerebellum were plated at a density
= 265 « 10 celisjem’ in plastic dishes or covardips coated with
poiy=i=lyare (5pgmii The culturs medwm contained basal
Eagle= modium supplemented with 108 ‘viv) heat-inactvamd
fetzl calf serum, 2 mM glutamine, 25 mM KLL 50 UjmL pemalln
am! 50 mgnil sueplonyuie The cullue dishes wee ubaial
ar37 *C m 2 humidified, 5% (0, atmosphers. Cells wers maintaned
under Uese cooditions oe 7-8days fn vitrw (DIV) To e
CYPIFL, the cells were mreared wirh 01 mM santarid (INTI for
12 L (Phaehans e ], 2003 L I soine experinmesils. 100 pM diallyl sul
fid= TAS) and 10 pht Fukarion- 14 (FTuka) weee added m the cul
ture medium concurrently with Bsoniazid. Some cells were
preincubared with TS0 far 127

2.3, Immunoftuoresconce

To visualize CYP2E1 In cultured neurons cells were grawn on
glass coverships. After treatment, eells were rinsed twice with
PBS, lixed with 4% paralosialdelyde e PBS Toe 20 0o al tuun
temperature and then washed J fmes with 'S Cells were perme-
abilized wod Gludked wit 0.3% Toitun %000 a0l 10% nonal gual
seriim in PAS for 1R hefare exposiee to o eabhit polyelanal anti-
Ly agrainas L CYF2ET (12100 dilutivn) overmight ot 4°C Cells licu-
hatad withour primary antihody and unspecifie 126G were 1ed as
negative controls. Cells were incubated for 1h at room tempera-
wre with a flucresceln isothiocyanare (FITC -conjugared antl-
rabbit antibody [1:250 dilution), Mext, the stained cells were
mounted with medium for flusrescence and the nuciel were
stamned with OAN |15 mg/mi) Huorescence was examined with
2 oonfeca] [aser-scanning micrascape (Olympus Flusvicw PV1000),

24 Western biot

Cells weve waelied with PBS ond hiomogeniced will lysis bulles
TTris 25 mAd, KaCl 50 mM_ igepal 2, 5105 0 2% and Complste pmite-
ase inhibitors, pH 74 . Protein concentration was quanthied by the
method of Bradfond (Bradfoed, | 976) 60 pg of protein hamagenate
we=e separatzd in SD5-PACE gels (8% ) and transferred to a PVDF
membrane. Blots wore blocked with Tris- buffered saline and Incu-
batad two days at 4 °C with the primary antibody raised against
OYP2E1 [1:300 diludon,) er 1 h for GADPH (1:3000 dilution). After
washing, blots were incubated with a secendary antibody coupled
o alkaline phosphatase (anci-rabbic 1:20000 diludon: antl-
mouse: 120000 for 1h it room temperasure. Uoss were pro-
cessed o visualizotion wsoog an enbanuved o unies vence
system according o the manufacturer's recommendations and
expused 1o Kodak [l Dessilmmetiic andlysis was dome us:iig
GelQuant.NET sofrware.

23 Measursment af RS gene ration

After reatment, neurons were incubated wich DHE in the cul-
fure medium ar 37 °C for 20 min. Following incubation, neurons
were washed with PBS and then fAxed In 4% fresh paraformalde-
hyde for 7 man, Neurons were examined with an epifl ubrescence
Nikon Diaphot microscope using a rhodamine filter (546 nm cxel-
tzhon and 5490 nm emission wavelengths), The results are
enpressed a5 e percentage of DHE pusitlve cells with respect (o
the total number of cells per ficld.
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Fig. 1. CYP2E1 expression in primary cultures of cerebellar granule neurons.

2.6. Measurement of glutathione content

Glutathione was assayed according to a method described else-
where (Rahman et al., 2006; Tietze, 1969). After treatment, cells
were washed in PBS and sonicated in 0.1% Triton X-100 and 0.6%
sulfosalicylic acid in KPE (0.1 M potassium phosphate buffer with
5 mM EDTA disodium salt, pH 7.5 ). Next, samples were mixed with
equal volumes of dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB), §-NADPH
and glutathione reductase. Immediately, kinetic measurements of
the absorbance changes at 412 nm were recorded for 10 min. To
determine GSSG levels, the samples were pre-incubated with
2.5% vinylpyridine for 60 min and neutralized with triethanola-
mine prior to kinetic measurement. GSH and GSSG standard curves
were prepared to calculate the actual GSH concentration in the
sample. Total glutathione was assayed as the sum of the reduced
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and oxidized forms. The results are expressed as a percentage of
control GSH.

2.7. Detection of DNA oxidation

Cells plated on coverslips were rinsed twice with PBS, fixed
with methanol on ice for 20 min and washed 3 times with PBS.
Cells were treated with 0.05 N HCl for 5 min, washed 3 times with
PBS and incubated with 500 ng/mL RNAse in 150 mM NaCl and
15mM sodium citrate, for 1h at 37 °C. Cells were sequentially
washed in PBS and 35%, 50% and 75% ethanol (v/v with PBS), for
3 min each. The DNA was denatured in situ with 0.15 N NaOH in
70% ethanol for 4 min and sequentially washed with 70% ethanol
containing 4% formaldehyde, 50% and 35% ethanol and PBS for
2 min each. Cells were incubated with 5 pug/ml proteinase K in
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20mM Trs and 1 mM EDTA at pH 7.5 for 10 min at 37 °C and
washed with PBS. Cells were permeabilized and blocked with
0.3% Triton X-100 and 10% normal foat serum in PES for 1 h before
cxnnsure ro A palyelonal antihody againsr -hydrnsy-2-feoxyena-
nosme (1:100 dilution ! overnight at 4 °C. Cells were incubaced for
1 h at room temperature with a fluorescein isothiocyanate (FITC -
corjugdted danti-rabbil aocibody (1:500 dilution). Cells were rinsed
willi PBS, mounted wichh DAPH inounting media amd ebserved usine
an cpifluoresrence micmscone (Zeiss) The resilts ane cxpressed as
the percentage nf H-nxod( poshive nuclen with respect to the motal
number of nucl=r per feld.

2.8 Cell vighility

CLN cultures were incubated with 2.5 pb calesin AM and 2 0M
Pl for 10 min at 37 °C. Next, cultures wers photographed undsr a
fluorescence microscope Using an excitation wavelength of 195/
515 nm for calcein and 535/617 nm for PI. Triplicates of at [cast
throe different images for cach condition were analyzed. The
results arz expressed as the percentage of viable ceils |calczin-
positive calls] with respect to the total number of cells (calcein-
posilive cells + Pl-pusilve cells] per leld,

2.8 Staristicnl analysis

Dala are expressed as (e medn £ 5E, as indicated in the ligure
caplions, Statistical siemificance ol the resulls was determined by
1 one-way analysis of variance (ANOVA® followed by a post hoc
Tuksy's test except from western hlnm analysis where Kruskal-
Wallis Une way and Dunn's test was used. Stabistcal sigificance
was set at p< 005,

3. Results

3.1 OYF2FEI is rodngennusly expressed in primary culfnires of
cerehellar granule neurnns and ean be induced by freatment with
isominzid

Confocal images show that cerebellar granule neurons express
CYP2EL [Tz 1A, arrows ). There was no positive signal in negative
control  cells inruhated withont primary anhhady (g, TH)
Isomaznid increased CYPZE1 expression as the signal increases in
e area around Qe nudews (Fe 10 red” arows ), Western blow
anzalysis confirms CY2E1 induction by isoniazid after 12 h of treat-
ment ‘Fiz. 10 and E). Densitometric analysis 15 adjusted with GAFDH
as a loading contral.

In order to approximate the levels of CYF2ET in CLN, a dilubion
curve was generated using CCC whole-cell lysates (Mann and
Tyndale, 2010). CYP2ZE1 protein detection was evident starting
with 30 (g and linear up to 20 pg of CGC whole-cell lysate protein
(Fig. I and E} Tlsing a standard curve af C¥F2RET supersome®, ic
was calculated that CCN cells express nzarly 0.0044 £ 0.0007 pmol
ol CYP2ZED (py of whole-cell Iysale prolen,

Aller 8 DIV, CGN cullures were Leealed willi 0.1 oM olisoniazid
for 12 h. A. Confocal microscopy images of CYP2E1 following
immunncytnchemiral staining in rerehellar grannle nenrans with-
out treatment. Arrows indicate a posttive signal of CYI™ZL1 expres-
sion. B. Neganve control of CYPZET immunocytochemical analys:s,
MNu sbainine is showi in Ue absence ol prmary antbody, € Conlu-
cal microscopy images of CYP2ZE1 following immunocoytochemical
staining, in cerebellar granule neurons after 12 h of (soniazid treat-
ment. Red arrows mdicats a longer perinuclear region of staming.

' For imterpretion of color in Fig 1 the reader i referred (o the web version of
this aricle
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Fig. 2 ROS prealiw fiow ared cell vighiling aftes isoniazid fi=arment

D. Bepresenlative mumunoblots of CYP2ET and CAPDH protein lev-
els ar differenttimes of isoniazid treatment. E. Densitomerric anal-
ysis of immunoblots in FE. Blots were performed from four
indzpendent experiments and bars are the mean 1 SE of the rato
of CYPLETGAPUH arbitrary densitometric umits normalized with
control, (p~ 005 statistically different from controll, The scale
bar corresponds to 30 um. F. A representative immunoblot of
CYPZE1 detection in increasing amounts of whole-cell lysate pro-
tein. L A standard curee of CYP2EL cxpressinn (Athitrary oprical
density units) in CGN showing linear detection,

12 Isomazid treatment does not induce ROS production or
compramiss cell viability

There was no evidence of DHEt oxidation after up to 72 h of iso-
niazid (0.1 mM) trecatment (Fiz. 24 and B]. Exposure to 100 uM
hydrngen peroxide fir | howas used as a positive eonrrol (Fig 28,
lzft) The cell viability in isoniazid-treated cultures was not signif-
icanlly allfeced compared willn e uobeated cmaol group
{Fig, 2C) These dala were confiomed by (e calculaled percenlage
of dying cells.

Cells were culrired for 7 or & TV and rhen meated wirh 01 mk
isomazid for multiple ttme periods. A Upifluorescent imagess of
DHEt omidation in cells treatad with 100 pM hydrogen peroxide
for 1 Lflel panel )y unieated cells Comiddle panel), and cells Creatsd
with 0,1 mM isoniazid for 72 i (right panel) The scale bar corre-
sponds to0 50 pm. B. Quantification of ROS resulting from DHEL axi-
danon arrer 1somazid treatment. C Cell viabality after 24-72 h of
isoniazid treatment. (M, control; and a, isoniazid treated) Viable
cells stain positive for calcern (solid lines] and dying cells stain
positive for propidium iodide (dashed lines). The data are
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Fig. 3. HUS groduction alter B0 and IMH tr2ztment on OGN Sulturess.

expressed as the m=an i 5 of four mdependent expenments per-
cent of positve cells with respect to the total number of czlls in
each random field taken.

1.1 RS mduced by somiamd treatment in the presence of 1500

Fig, 3B shiwows (lhal a 12-I exposure (o 25 aod 50 phd BSO, bul
nol isoniazid, depleced B0% of the twial oytoplasime elutathione,
Exposure to 100 uM BSC for 24 h resulted in death in approxi-
mately 30% of cells (Fiz. 3A) Tn all subsequent experiments, mells
were pretrearsd wirh S0 ph of 150 for 12 0 prior to isomiazid
rreatment. Ihis Us0 treatment depletes glutathione but it does
ol cotnpronse cell viabilivy, BSO ur INH Lrealmiens alone did
nul cenerale reaclive uxyeen species as measuad by DHEL usida-
tion [Fig 3C). A significant increase in ROS production was found
only in BSO-treated cells after isoniazid exposure for eight or
rwelve homrs (g 500)

sultoximmine (BS0), 0,1 mM isoniazid (IMH ) or both, as indicazad. A.
Cyluloxicily levels alter 24 h of BSO (6-100 pM) treatnent, B Tulal
clutathione content after 25 and 50 (i BSO rreamment. The syim-
baols used correspond to the following treatment conditions: W,
romfral; @, soniazid: &, A5 MBS0 and 4 510 pR B500 The data
are expressed as the % of the control valus ('p < L05). C. Sequential
rreatment with B50 (50 pM) and INH gensrates RUS produchon
3 I alter soniaeid addition. The symbols used comrespond o e
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following creatment conditions: M, 50 pM B0; &, 1soniazid; and
@&, BSD plus 1soniazid. D. Mext to 12 h of BSO creatment, 0.1 mM
isonuazid (INH], 100 pl dially sulfide (DAS) ar 10 uM Eukarion-
134 'EUEA’ was added to the culture medium for 12 h as indicated.
Top Representative cpifluorescent images of DHEL oxidadon. The
scale bar corresponds ta S0 pm Bottom. Quantification of DHEC
axidarinn. Thedara are expressed 35 means + 5F of the % of positive
cells with respect to the total number of cells in 2ach random field
taken from six independent experiments. | p < 0.05 compared with
e BSO wroup; “p < 005 compared will the BSO+INH yroup).

3.4 CYP2ET frduction is responsible for soniuzid -induced ROS
produclion

Trearment with the CYP2EL inhihitar diallyl snlfide normalized
RS tn confral levels i B5D and isomiazid expnsed cultires
(Fig. 300 Additioually, co-lieatment willt EUKA, a complex Lhal
exhilits superoxide  dismulase and  calalase activily [Baudiy
elal, 1993 ), cotnpletely inhibiced DHEL oxidation and ROS produc-
rinn (Fig 300,

3.5 Increased R0S results in DNA oxidization char can be prevemed by
(YT mhihanon or anbioxadans eatmeni

Cells treated with 1somazid did not exhiit UNA cadation;
liovvever, cells Lreated with BSO did exhibil slightly DNA vxidalion
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[Fig 4 rop). Sequenrtial rrearment with BSO and isoniazid resulted in
an approximarzs GUE increase m DNA oxidanion of cells. This
increasc was inhibited by the additon of diallyl zulfide (Fig. 4, mid-
diel. Addibionally, treatment with the antiowdant LUKA come-
pletely inlibils DMA oxidalion,

Cells were cultured for 8 DIV and then treated with -buthio-
mine sullosmmne (BSO) (o 12 I Next C1mM somacd (INHI,
100 uM diallyl sulfide (DAS] or 10 uM Eularion-134 (EUKA) was
added to the culture medium for 12 h as indicared. Representative
epifluarescent image: of CCM cultures are shown an the left. The
arrows represent nuclei pasitive for ant -8-hydrosy-2-deoxy gua-
nusing, The guanbilied DNA vxidation = shown oo Uie cighl, The
srale har rarresponds to 30 m. The data are expressed as the
means + SE of eight independent expenments. [ p < U.U5 compared
with the RS0 granp; *p < .05 compared with the BSO+INH groopl.

A6, dke BsOsomand-mduced decrease n ezl wiability can be
peeverded by CYP2ET inhibilivn v antiosidant realme

lig. 5 shows that treatment with 1somazmd m glutathione-
depleted CGN cultures led to a 30% decrease 0 calcein-positive
cells (Mg 5A) and a 30% increase in propidium iodine-positive cells
(Fie. 5B). These elecls can be wilobiled by Ue addition of (he
CVPREL inhihitor dially! sulfide and the antinxidant FIKA.

Cells were cultured for 8 DIV and then trearted with -buthio-
nine sulfoximine (BESO) for 12 h. Next 0.1 mM isoniazid ‘INH),
10U puM diallyl sulfide [DAS] or 10 uM Eukarion-134 [EUEA| was
addded (o e ocultace medioom For 12 1as iedcaced, Represenlative
images af ralcemn P stainimg of CGN cultures are shovam (PC: phase
contrast; CAL: valeein; PE proopidiom iodide), The scale ba
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rorrespands 1 a0 pme. A, Viahle cells are expressed as the perrent
of calczin-positive cells considerning, with the untreated control
cells defincd as beoing 100% caleein cositive. B Dead cells arc
expressed as the percentage of Pl-poatve cells, Data are expressed
A% lll‘ imear  SE ol six in dt‘]Ji:'l!dE‘i!Il l:'ij..E:'l LiIeL L I'-I'J' = 0,05 comn

gloupl.

4. Discussion

Henwbivtc melabulism wilhiin g brain constilules o Geld of
recent imtensive research. Although [vwe coneentrarions of these
compounds could reach brain nssue, in situ xenobiotic metabolism
rauld produce reactiee, taxic metaholites that may canse irrevers-
ible neuronal damage. The identuficanon of bram CYP substrates
and iducers will eoable a Deller understanding of Chen pulgoal
rale in neuratoxicology and disease. Recent dam suggest that CY1's
could De an inportant Gclor in xenubiolic metabolisin in cerebel-
lar granule neurons (Sanchez-Marrin et al., 20701). In rhis study we
analyezed the towmicolomical consequences of the induchon of
CYP2E1 which is one of the important CYP isoform related to sub-
strate metabolic activation and cell toxicity.

We conlinned Ul CYFIET s expressed mocal cerebelldr wian-
ule meurons (Tloward et al, 20073; Upadhya er al,, 2000); further-
more, we showed thar "'H"FQE‘J sxpression is pressnt in 8 DIV
primary CGN culture of 8-day-old rat (Fiz. 14, Brain CvPs are pres-
entin many different subcellular membrane compartments mclud-
g plesig mmembrane,  endoplasmuc rebculom, gole aod
mitochondria [Rhagwat et al, 1995, Manralio e al, 1995,
Seliskar and Ruzman, 2007 Our data suppest tha, CYP2ET can e
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sub-lecalized to a specific region because it is located at a consis-
tent distance from the nudeus as a punctuate staiming (Fg 1A
After trearment, this signal inrreases i fluarescence infensity
and area aronnd the nuclens (g 11 red armows) bur does not
misplace it is punctuate profls. Future sxperiments are needsd
to elucidate the specific cellular compartment associated with
CON-CYF2E1 =xpression. Our results also indicate that CYP2E1 is
induced by a Lypical bepatic inducer, suygesting (hal Uhe CYP2EL
preserl in CCNs is [unclional and respomds o chemical stinuli
‘Fig. 1E-G. The mduclion is appreciable aller 12 b of isoniazid
treatment (Fig 1D and El The concencration af the inducer used
in these experiments is similar to that reported by Curumurtoy
gt al, (1990) (0.11 mM] in slow acetylator patients suffering from
intestinal tuberculosis, suggesting that it is possible to reach this
plasma conconration under specific clintcal treatments. This study
demenstrates for the first time that isoniazid can induce cerebollar
CYF2E|. Hepatic CYP2E] can be induced through multiple mecha-
nisms, and i the case af isoniazid, it is indoced thmoogh protem
stahilization (#and et al., 14947) or rranslarinnal acrivation | Park
et al,, 15498,

CYP2E1 produces ROS, mostly superoxide anion (Bell and
Guengerich, 1997 elicited by endogznous and exozenous sub-
strates thar also act as inducers. In some cases, the induction of
CYPF2E1 alune leads Lo oxidalive siess; however we found Ual
Lhe induction and possible metabolism of isoniazdd did noc gensz -
ale ROS o cell lwxiciuy (Fiw. 2),

CSH is the most abundant andoxidant malecule in cells and
plays a majar role in defense against oxidative stress-induced cell
injury (Hall, 1925), Moreaver. previous studies have shown that
GSH onnrrihures significantly ro the anrinkidant response elicired
against CYF2E| -generated oxidative stress (Wi and Crderhanm,
2001 Alrhnugh we did not identify any thanges in the ghitathinne
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level after isoniazid weatment (Fg 20, circles). the incorporation
of i-hurhinmin sulfoximine an inhihitor of glumathinne synthesis,
produres reactive axygen species afrer eight hours of treafment
(g 30) The rancentration of B5(1 nsed im oo experiments, sigmif-
icantly reduced the total CSH levels in CONs (Fig 3B) but failed o
generate reactive oxygen species [Fig 3C] or compromise cell via-
bility [Fig 3A}. OGN rzsistance to BSO treatment was also dzr=cted
Ly Willloer el al (1993) who demonstrated Lhal realinent wille
100 uM BSO itictally cotpromise cell viability aller 240 of
tredbmenl. Furdwriiore, bealmenl wilh « CYP2ET inhibilor coim-
plertely inhibited the ROS cenerated | Fiz. 2D Additionally, in order
to decompose the superoxide anion and hvdrogen peroxide gener-
ated by CYP2E1 inducton, we included a mimetic of superoxide
dismutase/catalase compound (Euka’. Incorporation of Euka com-
pletely inhibited the superoxide anion detected by DHE. These
results sugzest that CSH is required for protcction against
CYP2El-gencrated superoxide anion induced by isoniazid expo-
siire in cerebellar grannle nenrons. Since G5 deplefinn leads o
the generation of K hy [YP2E-imduction rreatment, G511
appears tn he mportant a0 proreching C0N agaimst (YPAL -
induced toxicity.

& sustained production of high levels of ROS can lzad to lipid,
protein and DMNA oxidation and CYPF2E] induction has been impli=
caled 11 Ure oxidation of these bivmolecules [Ceder bawn el al.,
2001 ). DNA uxidalivn can cesull in ineversible cell danage; Uigre-
fone iL is vrudal Ly explore whelher Lhe ROS generated by isonia-
zid-induced CYP2E1 could oxidize DMA. One of the major
products resulting from DNA oxidation is 3-hydroxy-2-deoxyveua-
nosine (8-oxo-dC). In this study, we evaluated the levels of DINA
axidation in CGMs rreared with RSO, TMH, TIAS and FIKA by immun-
nocytachemistry, Approsimately 50% CGN exhihited TNA axida-
tive damage when treated wirth BSO and isoniazid (Figo 2).
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Maoreover, the resulis show that there & a higher percentage of
wells wilth DNA oxadation than RDS generation (Fys * ad 3B or
cell dearth (Fiz. 3] These data suggest that there is a pordon of cells
that can survive DNA oxidation, presumably by a repalr prooess
(Weissman ot 3, 20071 DINA exidation enild nacur die o the
direer artack af INA by ROS ar o the peaduct|an of muragenic lipid
peroxidarian products. Co-treatment with IS0, INT and DAS,
yielded a clear, positive signal of A-oxn-AG Immunareacrivity onr-
side of the nuclzus, which could carrespond o mitochondrial DNA
This staining is nor included in the quantification shown in Fig. 4.
Additional experiments will be pertormed o |nvestigate whather
lipid peruxidaton and iodiwondiial DNA oxidation are preseat
in cells rearzd with BSO, INH and DAS. Our data are corroborared
by the findings thar hepaiocyte DNA oxidation by isoniz2id trzat-
ment was inhihired by thiopronin, an inhibitor of CYP2R1 (Yoe
et al, 2005) Fivally, soly 0% of cell died urder the frearment
ennditinns by 2 merhanism that prbahly nuobess CVT2F | and nxi-
dative stress (Fiz 5

Diallyl sulfid= DAS] is oxidized by CYP2E1 o dialiyl sulfoade
{DASD) and diallvl sulfone (DASO, , the last has been reportad as
a suicide inhibitor of CYP2EL iBrady et al, 1551), DAS prevented
the toxic effects of isoniazid and BSD. [nvolving CYP2EN as a po=i-
ble key player in the toxicity of isoniazid,

e also showed that isoniazid-induced CYPZET could lead to
neuraroxirity only when GSH i deplered, CSH deplerion can
enhance nxidarive stress and may also Increase the levels of exei-
tatoxie molecules. Evidence for a rale af exidative stress and
diminished CSH cellular status has been presented for neurods-
generative disorders such as amvyosrophic lateral sclerosis, Parkon-
son's discase, and Alrheimer's disease [Bains and Shaw, 1987)
Thus, It |5 relevant to consider the potential risk of pharmacological
inducers or subszames of brair CYP2EI in vulnerable patients
depleted of anrioxdant defenses

Vie rancinde tha cerchellar CYPIEL indurmion by isoniazid
enuild irad mn the poduction of ROS, TNA axidarwe damage and
crrrhellar gramule d=ath, although the pasdhle mle of isoniazid
metabniires ronld not he discarded. 1F s well egtahlished thar the
contents of lipids and unsaturated fatty acids, known to be sub-
strates of CYP2ZE1, are higher in the brain than in other tissues,
su teurondl CYP2ET miay also be associated witl Lhe physivlogical
events leading to citotoxicity and neuronal degeneration,
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