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RESUMEN 

 

El citocromo P450 (CYP) es una familia de enzimas muy versátiles en la naturaleza 

involucradas en el metabolismo oxidativo de moléculas endógenas y exógenas 

(xenobióticos). En los últimos años, se han encontrado varias evidencias que sugieren 

que la familia de enzimas del Citocromo P450 puede contribuir en el metabolismo in situ 

de xenobióticos dentro del Sistema Nervioso Central (SNC). En el hígado, algunos 

xenobióticos pueden ser metabolizados por los CYP en productos reactivos que pueden 

dañar e inclusive matar a las células. El Citocromo P450 2E1 (CYP2E1) es una isoforma 

que puede generar metabolitos activos y/o una considerable cantidad de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) que puede inducir citotoxicidad en varios tejidos. El presente 

estudio exploró la posibilidad de que una inducción del CYP2E1 en el cerebro, sea capaz 

de generar ROS y promover un daño significativo.  

 Como modelo de estudio se utilizaron cultivos primarios de células granulares de 

cerebelo (CGC) conservadas durante 8 días in vitro. Primeramente se demostró la 

presencia del CYP2E1 en los cultivos primarios. Posteriormente, se demostró que el 

CYP2E1 es inducible con tres inductores hepáticos: etanol, isoniazida y acetaminofén. La 

inducción del CYP2E1 con etanol e isoniazida no genera ROS ni modifica el estado redox 

de la célula. Sin embargo, si se agotan los niveles de glutatión 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 generación de ROS por el 

tratamiento con BSO y etanol o isoniazida pueden ser inhibidas al incluir un inhibidor 

específico del CYP2E1 o antioxidantes. La generación de ROS por el CYP2E1 en células 

tratadas con BSO e isoniazida da por resultado la oxidación del DNA. Tratamientos de 24 

horas con BSO e isoniazida generan la muerte de un 90% de las CGC independiente de 

la actividad del CYP2E1, aunque la inclusión 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 inclusión de inhibidores del CYP2E1. El daño 

es mucho mayor que el encontrado con los otros dos inductores. 

Los resultados sugieren que la inducción del CYP2E1 puede ser un factor causal de 

daño neurodegenerativo, cuya intensidad dependerá de los xenobióticos que participen en 

la inducción así como de las condiciones fisiológicas en que se encuentre la célula. 
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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. CYP2E1 is a CYP isoform that can generate 

ROS and induce cytotoxicity in multiple tissue types. The aim of this study was to 

determine whether CYP2E1 induction by ethanol, acetaminophen or isoniazid can induce 

significant brain cell impairment. Exposure of primary cerebellar granule cultured neurons 

to the tree chemicals, increased CYP2E1 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 CYP2E1 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 CYP2E1 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 CYP2E1 could represent a 

risk of in situ neuronal damage.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Citocromo P450 y su importancia 

 

El término Citocromo P450 (CYP) se refiere a una familia de enzimas muy 

versátiles en la naturaleza involucradas en el metabolismo oxidativo de moléculas 

orgánicas. Estas proteínas se han conservado a lo largo de la evolución y se pueden 

encontrar en bacterias, hongos, plantas, mamíferos y humanos. Son hemoproteínas que 

utilizan oxígeno molecular y dos cofactores para catalizar una gran variedad  de 

inserciones de oxígeno estereoespecíficas y regioselectivas en compuestos exógenos o 

endógenos de peso molecular variado. Estos procesos son de vital importancia para los 

organismos, ya que participan en la desintoxicación de compuestos exógenos como 

fármacos, drogas de abuso, pesticidas y otros contaminantes ambientales y en la 

biosíntesis y metabolismo de eicosanoides, colesterol, sales biliares, esteroides, aminas 

biogénicas, vitamina D3 y ácido retinóico. 

 

Los CYP existen como hemoproteínas de aproximadamente 500 aminoácidos y un 

grupo prostético de Hierro-Protoporfirina IX. De manera altamente conservada, se pueden 

localizar 12 estructuras α-hélice y 4 láminas beta. El grupo prostético hemo es el centro 

catalítico de la enzima (Figura 1A). El grupo tiol de una cisteína altamente conservada se 

coordina al hierro de manera opuesta al sitio de coordinación al oxígeno, lo que le da 

propiedades espectrales y funcionales únicas a los CYP. La conservación espacial es 

mucho mayor en el centro catalítico y difiere sustancialmente en la región de unión 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 está coloreado de azul a rojo del 
lado N terminal al carboxilo terminal indicando la mayoría de las α-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 está 
representada la membrana del retículo endoplásmico, 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 flavín mononucleótido (FMN). En rojo está 
señalado el CYP, el ciclo catalítico se explica en el capítulo 1.3.3.  

   

En eucariontes, los CYP se encuentran intracelularmente acoplados a una 

membrana ya sea del retículo endoplásmico 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 monóxido de 

A 

B 
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carbono. Para su nomenclatura se toma en cuenta la similitud en la secuencia de 

aminoácidos. A todos los miembros de una familia de CYP que poseen más del 40% de 

similitud se les asigna un número. Una sub-familia está representada por proteínas con 

más del 55% de similitud y se le asigna una letra. Finalmente, se asigna otro número que 

indica específicamente 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 función, los diferentes CYP se 

pueden encontrar distribuidos en diferentes tejidos del organismo, por ejemplo, los CYP 

implicados en la biosíntesis de esteroides se encuentran en órganos esteroidogénicos 

como testículos, ovarios y placenta.  

 

Una manera de clasificar a los CYP en mamíferos, es tomando en cuenta los 

sustratos que oxidan (Tabla 1); casi una cuarta parte de ellos está involucrada en el 

metabolismo de esteroles. Cinco de los CYP de humano tienen función en el metabolismo 

de las prostaglandinas, incluyendo los CYP que sintetizan el tromboxano y la prostaciclina 

(5A1, 8A1). Seis de los CYP tienen la función de metabolizar las vitaminas solubles en 

lípidos (A y D). En mamíferos, alrededor de un tercio de los CYP se encuentra en el 

hígado, cuya principal función es la degradación de xenobióticos, de los cuales 

sobresalen 6 isoformas: CYP1A2, 3A4, 2C9, 2C19, 2D6 y 2E1. Por otro lado, aún se tiene 

información limitada acerca de una cuarta parte de los CYP a los cuales se les llama 

huérfanos, ya que se conoce su estructura, localización y secuencia, más no su función 

(Tabla 1).  

 

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

Sustratos endógenos Sustratos 
exógenos 

Huérfanos 

Ácidos 
Grasos 

Eicosanoides Vitaminas Esteroles Xenobióticos  

4F2 2R1 1B1 17A1 1A1 2C19 2A7 4F22 

2J2 4F3 24A1 7A1 19A1 1A2 2D6 2S1 4V2 

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 

 8A1 27B1 11B1 46A1 2C8 3A5 4F11 27C1 

   11B2 51A1 2C9 3A7   

     2C18    

Muchos de los CYP enlistados como que tienen sustratos endógenos también pueden 
metabolizar sustratos exógenos y viceversa. Modificado de (Dutheil et al., 2008). 
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 Las mutaciones en varios genes CYP causan errores innatos del metabolismo y 

contribuyen a muchas enfermedades clínicamente 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 xenobióticos; un solo CYP, por ejemplo el 

CYP3A4, puede oxidar cientos de sustratos diferentes.  

 

 Los xenobióticos son compuestos químicos 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 (fármacos, drogas de abuso, alimentos) o 

involuntariamente (contaminación ambiental). Para su desintoxicación y eliminación, es 

necesario convertirlos en metabolitos hidrofílicos; a este proceso se le llama metabolismo 

de fase I y los CYP participan en un 70-80% de este proceso. Ya que nuestro organismo 

desconoce las estructuras químicas de casi todos los xenobióticos, es necesario que 

tenga una gran variedad de enzimas que sean versátiles y promiscuas y así realizar una 

gran cantidad de reacciones químicas.  

 

Además de su función fisiológica y metabólica, 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 oxígeno (ROS, por 

sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) o de activar compuestos exógenos en 

agentes nucleofílicos y propiciar la formación de aductos con biomoléculas como 

proteínas o DNA, derivando en toxicidad o cáncer  (Capítulo 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 bioquímica, biotecnología, 

química, ciencias ambientales, enzimología, microbiología, fisiología, farmacología, 

ciencias de las plantas y toxicología (Furge & Guengerich, 2006). De hecho, únicamente 

en la década pasada se pueden encontrar más de 3000 publicaciones por año 

relacionadas a los CYP. 

 

Los CYP involucrados en el metabolismo de fármacos, comúnmente muestran 

polimorfismos que derivan en fenotipos de individuos metabolizadores rápidos o lentos, lo 
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cual se relaciona directamente con algunos de los efectos secundarios de los fármacos. 

Con estos conocimientos, las compañías 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 información  

relacionada con el metabolismo de cada nuevo fármaco por CYP, además de datos de 

inhibición o inducción de estas proteínas. Debido a ello, las compañías farmacéuticas 

tienen grupos de investigación asignados para predecir interacciones farmacológicas 

(Capítulo 1.3.2) y variaciones en biodisponibilidad. Ya aprobados los fármacos, toda esta 

información está disponible para los pacientes y los médicos.  

 

Inicialmente, los CYP se descubrieron en hígado (Klingenberg, 1958; Omura & 

Sato, 1964), por lo que durante mucho tiempo se pensó que estaban localizados 

exclusivamente en tejido hepático y que su única función era eliminar las toxinas 

hidrofóbicas. Fue hasta mucho tiempo después cuando se describió que estas enzimas 

pueden encontrarse en tejidos extrahepáticos y que los CYP participan en reacciones 

propias del metabolismo endógeno. Los CYP existen en el tejido intestinal donde pueden 

contribuir hasta con el 50% del metabolismo de primer paso de un fármaco. También se 

pueden encontrar en piel, seno, pulmón, cerebro y corazón, donde apenas se están 

empezando a conocer su participación o función en condiciones fisiológicas normales o 

de enfermedad. Recientemente se ha demostrado que los CYP pueden ser funcionales en 

sitios extra-hepáticos tales como pulmón, colon (Ding & Kaminsky, 2003) y cerebro  

(Ferguson & Tyndale, 2011). Esto ha generado mucho interés por las implicaciones que 

tendría la inducción in situ de CYP con funciones fisiológicas específicas o el metabolismo 

de compuestos en tejidos que están particularmente expuestos a ciertas toxinas. Tal es el 

caso de la inducción de CYP1A y metabolismo de toxinas del tabaco.  Dicho de otra 

manera, las variaciones en la regulación o expresión de los CYP pueden jugar un papel 

importante en la desregulación regional de metabolitos endógenos activos, en el daño 

tejido-específico y/o en el efecto de fármacos in situ.  

 

1.2 CYP en cerebro 

 

El caso de los CYP en cerebro es el tema de estudio más reciente en cuanto a la 

función e impacto fisiológico de los CYP extrahepáticos. Los CYP en cerebro se expresan 

aproximadamente el 3% respecto a la expresión en hígado (Sasame et al., 1977). La 
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expresión depende de la región del cerebro; por ejemplo, en humanos se tiene una 

concentración mayor en tallo cerebral y cerebelo y una expresión menor en el estriado y el 

hipocampo (Bhamre et al., 1992; Tirumalai et al., 1998), aunque cada isoforma presenta 

un patrón de expresión 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 

hepáticas en ciertas neuronas específicas (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 regulación e implicación 

biológica de todos los casos. A continuación se explicará con más detalle las evidencias 

que apoyan la participación de algunos CYP en el metabolismo de sustratos endógenos y 

exógenos. Para mayor información se recomienda consultar las revisiones (Haining & 

Nichols-Haining, 2007; Ferguson & Tyndale, 2011) 

 

1. 2. 1 Metabolismo de sustratos endógenos 

 

Los sustratos endógenos que se puede metabolizar en el cerebro son: el ácido 

araquidónico 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, CYP1A1 y 

CYP1B1. Actualmente se tienen evidencias convincentes de la importante función 

fisiológica que tienen los CYP2D6, CYP2C9, CYP19A1 y CYP46A1 en el cerebro. 

 

Algunas de las primeras evidencias de que los CYP realizan funciones endógenas 

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 activación cerebral durante pruebas cognitivas, de personalidad y 

vulnerabilidad a desórdenes mentales (Llerena et al., 1993; Roberts et al., 2004; Dorado 

et al., 2007). El CYP2D6 se expresa en cerebro y metaboliza sustratos neuronales 

endógenos, lo que sugiere que estas asociaciones se pueden manifestar, por lo menos en 
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parte, debido al metabolismo alterado de compuestos en el SNC. El CYP2D6 puede 

participar en la formación 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) así como 

las hormonas testosterona, progesterona y estradiol, que afectan la función cerebral y los 

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

 

El CYP19 o aromatasa se expresa predominantemente en regiones límbicas e 

hipotalámicas aunque se encuentra también en corteza y cerebro medio (MacLusky et al., 

1994). La aromatasa, vía el metabolismo del estradiol y la interacción de éste con sus 

receptores específicos, promueve varios efectos regulatorios cruciales en procesos 

neuronales como sobrevivencia celular, brote axonal, diferenciación 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 expresión del CYP46 está casi restringida al cerebro. El mecanismo más 

importante para eliminar el colesterol del cerebro es la conversión de colesterol en 24S-

hidroxicolesterol por el CYP46 (Lutjohann et al., 1996; Bjorkhem et al., 1998). Se sabe 

muy poco de la regulación transcripcional del CYP46; únicamente se conoce que el estrés 

oxidativo puede ser un factor que influye en su transcripción (Martin et al., 2008; Sodero et 

al., 2011b) por lo que se ha relacionado al CYP46 con neurodegeneración. Por ejemplo, 

se ha demostrado que en edades avanzadas, la actividad sináptica puede contribuir a la 

pérdida de colesterol por la activación del CYP46 y que este proceso depende de la 

generación de estrés en cultivos primarios de hipocampo(Sodero et al., 2011a)Además, 

ratones que no expresan el CYP46 muestran una reducción en tareas de aprendizaje y de 

la potenciación a largo plazo (LTP) en el hipocampo, debido a deficiencias en la 

eliminación del colesterol (Kotti et al., 2006). De manera más 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) 
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El hecho de que tantos compuestos neuroquímicos puedan ser metabolizados por 

los CYP, sugiere que cualquier cambio o diferencia en sus niveles puede causar cambios 

sutiles pero importantes en la homeostasis neuroquímica.  

 

1. 2. 2 Metabolismo de sustratos exógenos (xenobióticos) 

 

El metabolismo de xenobióticos 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 xenobióticos, una gran cantidad de éstos puede 

cruzar la barrera hematoencefálica, pudiendo así ser metabolizados en zonas específicas 

del cerebro y generar microambientes especiales (Dutheil et al., 2008). Existen varios 

estudios que demuestran el metabolismo de una gran cantidad de fármacos 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 explicará más 

adelante.  

 

La expresión de un CYP específico dentro de un órgano, puede verse incrementada 

sustancialmente en respuesta a ciertos agentes químicos conocidos como inductores. 

Muchos inductores de CYP hepáticos tienen efectos similares en cerebro como la 

inducción del CYP2B por fenobarbital (Kapoor et al., 2007) la inducción del CYP1A1 por la 

2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (Huang et al., 2000; Sanchez-Martin et al., 

2011) y la inducción del CYP2D6, CYP2B y CYP2E1 por la nicotina (Joshi & Tyndale, 

2006a; Yue et al., 2008; Khokhar et al., 2010b). La inducción puede ser órgano-específico, 

lo cual indica que existe una regulación diferente entre el cerebro y el hígado. Por 

ejemplo, el CYP2D, que es esencialmente no inducible en hígado, puede inducirse con 

fármacos como la nicotina y la clozapina (Hedlund et al., 1996; Mann et al., 2008). 
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Tabla 2. Ejemplos de sustratos para el sistema nervioso central metabolizados por  3 CYP 
metabolizadores de fármacos 

 

Enzima Fármacos que actúan en el SNC Sustratos 
endógenos 

Drogas de abuso o toxinas 

CYP2B6 Bupropion, diazepam, cetamina, metadona, 
meperidona, nicotina, 
Fenobarbital, fenciclidina, propofol, setralina, 
selegilina, tramadol 

17-β estradiol, 
anandamida, ácido 
araquidónico, 
serotonina, 
testosterona 

3,4-metilenedioxi-anfetamina 
(éxtasis), clorpirifós, 
ciclofosfamida, DEET,  
Favirenz, ifosfamida, malatión, 
paraquat, paratión, metadona, 
nicotina, fenobarbital 

CYP2D6 Amiltriptilina, brofaromina, clomipramina, codeína, 
citalopram, clozapina, desipramina, 
dextrometorfán, etilmorfina, fluoxetina, 
fluvoxamina, haloperidol, hidrocodon, imipramina, 
mianserina, mirtazapina, nicergolina, nortriptalina, 
mianseirna, mirtazapina, nicergolina, nortriptalina, 
oxicodon,  
Paroxetina, perfenazina, risperidona, tramadol 
Trnulcupromina, venlafaxina, zuclopentixol 

5-metoxitriptamina, 
anandamida, 
progresterona, 
tiramina 

MPTP, paratión, tamoxifén, 
codeína, metil morfina 

CYP2E1 Enflurano, felbamato, halotano, isoflurano, 
sevoflurano, trimetadiona 

17-β estradiol, 
ácido araquidónico, 
estrona, 
prostangladina 

Acetaminofén, acetona, 
anilina, benceno, tetracloruro 
de carbono, cloroformo, 
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) 

 

Además de conocerse que los CYP metabolizadores de xenobióticos están presentes 

y son funcionales en el cerebro, actualmente se tienen ciertas evidencias de las 

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

 

- Alteración en la eficacia de los fármacos 

 

Las respuestas a la acción de los fármacos en el SNC no siempre están directamente 

reguladas con los niveles del fármaco o del metabolito en plasma. Una explicación de esta 

disociación aparente, puede ser el metabolismo local del fármaco. El trabajo pionero más 

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 fármaco propofol. 

Los animales en donde se encuentra el CYP2B1 inducido en cerebro, duermen 60% 

menos que los controles después de la administración de Propofol. Por otro lado, la 

inhibición del CYP2B1 aumenta el tiempo de somnolencia en los animales. Los efectos de 
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somnolencia correlacionan directamente con la concentración del fármaco en el cerebro y 

no en plasma (Khokhar & Tyndale, 2011). El mismo grupo reportó un resultado similar 

cuando se inhibe al CYP2D y se ve afectado la eficiencia terapéutica de la codeína (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 hígado, afectan varias de las conductas que 

presentan los fumadores (Tyndale & Sellers, 2001; Bagdas et al., 2014). Además, 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 más 

rápidamente y tienen más dificultad en abandonarlo que los metabolizadores normales 

(Lee et al., 2007). Esta enzima no contribuye al metabolismo hepático de la nicotina o en 

los niveles de nicotina en plasma, pero está presente en el cerebro donde puede 

metabolizar la nicotina y otros sustratos endógenos como la serotonina y algunos 

neuroesteroides. 

 

- Neurotoxicidad 

 

La mayoría de los estudios que relacionan los CYP en el cerebro y la neurotoxicidad 

se enfocan directamente en el metabolismo de neurotoxinas. El citocromo más estudiado 

en este aspecto es el CYP2D6 debido a su participación en el metabolismo de un gran 

número de fármacos en el SNC (Tabla 2) y al alto número de polimorfismos que presenta. 

El CYP2D6 metaboliza e inactiva varios compuestos que causan síntomas parkinsonianos 

como el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), el paratión, la iso-quinolina y las 

β-carbolinas (Tabla 2) (Zanger et al., 2004; Wang et al., 2009a). Existen evidencias de 

que individuos con un genotipo de metabolizador lento, están en un mayor riesgo de 

generar enfermedad del parkinson (PD, por sus siglas en inglés, Parkinson Disease) y 

éste es aún mayor cuando se exponen a pesticidas neurotóxicos (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 disminuiría su capacidad de metabolismo y desintoxicación (Mann & 

Tyndale, 2010; Mann et al., 2012). De igual forma, el CYP2D6 es en parte responsable de 

la formación de metabolitos tóxicos de la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA, éxtasis) 

y además, 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 clorpirifós depende del metabolismo primario 

del CYP2B. Un decremento de la actividad del CYP2B en el cerebro disminuye la 

producción del metabolito y con ello los efectos neurotóxicos (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 mayoría de los casos de  AD y PD ocurren de manera esporádica y generalmente se 

acepta que ocurren a través de la interacción 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 amiotrófica (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 participación de los CYP en la activación de neurotoxinas y la generación 

de ROS se han hecho varios estudios de correlación entre los polimorfismos de los CYP 

metabolizadores de xenobióticos con el riesgo de padecer estas enfermedades. La 

mayoría 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 CYP2E1 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, además de la neurotoxicidad asociada a la 

activación de neurotoxinas específicas por citocromos, existe también aquella debida a la 

activación metabólica de fármacos y/o a la generación de ROS, que serán explicadas en 

el capítulo siguiente. 
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1.3 Toxicidad asociada a Citocromo P450 

 

1.3.1 Citocromo P450 y activación metabólica de fármacos 

 

La mayoría de los trastornos hepáticos agudos en el humano son causadas por 

fármacos (Lee, 2003); a éste fenómeno se le llama daño al hígado inducido por fármacos 

(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 intrínsecas al fármaco, es decir, que debido a su estructura, puede 

ser modificado por enzimas de fase I, haciéndolos más tóxicos. La toxicidad de los 

fármacos puede generarse por varios mecanismos de los cuales los CYP participan en un 

alto porcentaje, ya sea por interacciones farmacológicas (capítulo 1.3.2) o por activación 

metabólica del fármaco (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, 3A4 y  2D6.  

 

Mucho de lo que se conoce del mecanismo por el cual los fármacos y otros 

xenobióticos 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-

quinona muy reactiva que disminuye considerablemente los niveles de glutatión (GSH), 

llevando así al daño 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 farmacotoxicología, ya que la estructura p-aminofenol que contiene el AAP 

está 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 heteroátomos, pueden someterse a activación metabólica (normalmente 

catalizada por los CYP) para generar productos “quinoides” electrofílicos (quinonas, imin-

quinonas, metil-quinona, etc.) que pueden unirse de manera covalente a macromoléculas 

celulares y en algunos casos, progresar a toxicidad hepática (Figura 2). Estas relaciones 
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metabolismo-estructura han resultado en el desarrollo de “estructuras alerta” o 

“toxicóforos”, es decir, una lista de grupos funcionales que pueden metabolizarse y 

generar moléculas reactivas potencialmente tóxicas. 

 

 

Figura 2. Formación de metabolitos reactivos a partir de moléculas 
“toxicóforas”. La activación metabólica de un heteroátomo sustituido en benceno, deriva 
a un intermediario “quinoide” reactivo que puede modificar covalentemente a proteínas 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, proteínas mitocondriales, RNA, DNA y lípidos 

(Figura 3). El mecanismo por el cual pueden causar daño hepático varía; por ejemplo, los 

metabolitos pueden unirse a proteínas hepáticas 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 daño hepático (Funk et al., 2001). Además, los metabolitos 
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reactivos pueden disminuir por completo los niveles de glutatión que pueden resultar en 

estrés oxidativo y muerte, como ocurre con el acetaminofén (Capítulo 1.4.3.3). 

 

 

Figura 3 Relación entre metabolismo de fármacos y toxicidad. La toxicidad de 
fármacos puede ocurrir ya sea por la acumulación del fármaco o por la activación 
metabólica a través de la formación de metabolitos reactivos, los cuales, si no son 
destoxificados, pueden modificar covalentemente macromoléculas biológicas. La 
identidad de la macromolécula y la consecuencia funcional de su modificación, 
determinará la respuesta toxicológica. 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 cáncer. De los compuestos carcinógenos (que provocan cáncer), un 

66% es activado por los CYP, especialmente por las familias 1 a 3 (1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 

2E1 y 3A4). Ejemplos de éstos carcinógenos químicos son: hidrocarburos aromáticos 

policíclicos e hidrocarburos nitropolicíclicos (derivados de la combustión incompleta de 

hidrocarburos); aminas heterocícilicas (de carnes carbonizadas); aminas aromáticas (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 carcinógenos 

activados por los CYP se sugiere consultar (Rendic & Guengerich, 2012). 



 

17 

 

1.3.2 CYP e interacciones farmacológicas 

Las interacciones farmacológicas o fármaco-fármaco (DDI, por sus siglas en 

inglés, Drug-Drug Interactions) se refieren a la modificación del efecto de un fármaco por 

la acción de otro fármaco cuando se administran conjuntamente y uno de ellos aumenta o 

disminuye la acción del otro. Las interacciones farmacológicas son una de las causas más 

comunes de las reacciones adversas de fármacos y estas manifestaciones son más 

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 están relacionadas con la inhibición o inducción 

de los CYP (Figura 4). 

Los DDIs basados en la inhibición constituyen la mayor proporción de las DDIs 

relevantes desde el punto de vista clínico (Palleria et al., 2013). En este proceso, la 

actividad de la enzima es reducida debido a una interacción directa con el fármaco, 

usualmente comienza con la primera dosis del inhibidor mientras que la extinción de la 

inhibición es relacionada con la vida media de los fármacos (Murray, 1997). La inhibición 

metabólica puede ser reversible o irreversible y los efectos clínicos son influenciados por 

los mecanismos de inhibición. 

La inhibición competitiva ocurre cuando el inhibidor y el sustrato compiten por el 

mismo sitio de unión en la enzima, este tipo de interacción es directa y rápidamente 

reversible. La interacción depende de la constante de unión del sustrato contra el inhibidor 

y la concentración del fármaco.  

La inhibición irreversible ocurre cuando el metabolito que resulta de la oxidación 

del sustrato se une de manera covalente a la enzima. El inhibidor reducirá el metabolismo 

del sustrato e incrementará el efecto o la toxicidad del sustrato. Si el fármaco es un pro-

fármaco, el efecto se verá reducido (Murray, 1997). 

Las interacciones farmacológicas que involucran una inducción enzimática no son 

tan comunes como las interacciones basadas en inhibición, sin embargo, son importantes 

en la clínica. La exposición a contaminantes ambientales así como varios fármacos 

pueden resultar en la inducción de los CYP. El mecanismo más común es la activación 
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transcripcional que resulta en un incremento en la síntesis de más proteína. El efecto de 

la inducción resulta en una oxidación más rápida del fármaco y así su eliminación o 

activación (Figura 4) (Grange et al., 1994; Backman et al., 1996; Rambeck et al., 1996; 

Cropp & Bussey, 1997). Estas reacciones de inducción de la enzima, también ocurren por 

fumar y por grandes periodos de consumo de fármacos o de alcohol como se mostrará en 

el capítulo 1.4.3  

 

Figura 4. Alteraciones en las concentraciones plasmáticas de fármacos por 
interacciones farmacéuticas. Tomado de (Lourdes, 2010). Concentración plasmática 
del fármaco después de diferentes tiempos de tratamiento. CMT, Concentración 
mínima tóxica; CME, Concentración mínima efectiva del fármaco.  Izquierda, 
condición sin DDI donde las concentraciones del fármaco permanecen en el intervalo 
terapéutico. Derecha arriba, el caso de DDI de inhibición donde las concentraciones 
del fármaco superan la CMT. Derecha abajo, el caso de DDI de inducción donde las 
concentraciones del fármaco se encuentran por debajo del CME. 
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1.3.3 Citocromo P450 como generador de especies reactivas de oxígeno 

 

Las ROS son pequeñas moléculas derivadas del oxígeno altamente inestables. 

Ejemplo de ellas son el ion superóxido, el peróxido de hidrógeno, el radical hidroxilo, los 

peróxidos orgánicos, y el peroxinitrito. Cuando ocurre un desequilibrio donde las especies 

oxidantes están en mayor proporción 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 

hepáticas (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 dependerá de la naturaleza de cada 

isoforma y de la especificidad del sustrato. La generación de ROS se lleva a cabo durante 

el ciclo catalítico del CYP. 

 

Ciclo catalítico del CYP 

 

El esquema de reacción de los Citocromo p450 se puede resumir de la siguiente 

forma: 

                                         CYP          

RH + O2 + NADPH + H+       ROH + H2O + NADP+ 

 

Sin embargo, las reacciones no están limitadas a una hidroxilación del carbono. 

Las reacciones típicas del P450 incluyen hidroxilación, dealquilación, epoxidación, 

oxigenación y dealquilación de heteroátomo, migración de grupos, oxidación de olefinas y 

acetilenos e inactivación del grupo hemo. 

 

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

residuos característicos de cada sitio catalítico del CYP en cuestión.  

  

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 oxidación 3+, teniendo solamente 
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un electrón desapareado, es decir con un espín de ½; a esto se le conoce como bajo 

espín. El primer paso de la catálisis consiste en el desplazamiento de esta molécula de 

agua por el sustrato. El sustrato por lo general se acomoda en el dominio lipofílico del sitio 

catalítico, incrementando la hidrofobicidad y desalojando a la molécula de agua, con lo 

cual cambia el espín del Fe formando la estructura pentacoordinada (b); a éste se le llama 

de alto espín, ya que los 5 electrones del último orbital se encuentran desapareados 

(espín = 5/2). 

 

El segundo paso consiste en la reducción del complejo a un estado ferroso 2+ por 

un electrón (c). La procedencia de este electrón dependerá del tipo de célula o de la 

localización del citocromo dentro de ella. En eucariontes, el electrón proviene de la 

oxidación de una molécula de NADPH por la enzima citocromo P450 Reductasa.   

 

 El tercer paso radica en la unión del oxígeno molecular al citocromo en estado 2+ 

formando un complejo superóxido (d), el cual es inestable y se puede recomponer en 

hierro férrico y un anión superóxido. 

 

A partir del cuarto paso no se tienen estructuras caracterizadas, sin embargo, se 

sabe que debe ocurrir una segunda reducción produciendo especies de oxígeno 

activadas. El origen de este segundo electrón depende también en la localización del 

citocromo. 

 

En el quinto y sexto paso se adicionan dos protones al oxígeno, que cuando hay 

catálisis, propicia el  rompimiento del enlace oxígeno-oxígeno y se libera agua. De este 

paso surge la especie representada como FeO3+ (f). Este complejo de alta valencia 

también puede ser escrito como Fev=O, pero la configuración electrónica exacta es 

desconocida. 

 

El séptimo paso, el que supone esencialmente la conversión del sustrato al 

producto es desconocido. Existen varios mecanismos propuestos, pero lo trascendental 

es que este especie FeO3+ debe “extraer” un protón del sustrato y realizar la reacción la 

cual puede ser una hidroxilación, una dealquilación, una deshidratación, 

deshidrogenación, isomerización, dimerización, unión 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 Ciclo catalítico teórico del citocromo P450 Ciclo catalítico de citocromo P450 
con sus ramificaciones. Las flechas azules indican los puntos de desvío 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 producción de ROS (Thurman et al., 1972), como el ión superóxido 

(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 desviación es la producción del radical ión superóxido gracias al 

decaimiento de un electrón en el complejo terciario “ferro-superóxido” (Fe-O2) (d). El 

segundo punto de desvío es debido a la protonación del oxígeno proximal del complejo 

“ferro-hidroperóxido” (Fe-H2O2) (e) formando así peróxido de hidrógeno. El tercer punto de 

desvío requiere la adición de 2 electrones más a la especie FeIV (f) para formar una 

molécula de agua. Los CYP presentan un continuo consumo de NADPH y producción de 
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ROS aún en la ausencia de sustratos. El que la reacción siga por sus diferentes 

ramificaciones dependerá de varios factores como del tipo de isoforma, el pase de 

electrones o protones, la posición y naturaleza del sustrato, el pH, la concentración de 

oxígeno, la fuerza iónica, 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 monoxigenación del sustrato es baja, 

comparada con los sistemas de monoxigenasas procariontes. La mayoría de la especies 

CYP son poco eficientes en cuanto al grado de acoplamiento o eficiencia de reducción del 

NADPH, aunque varía según el CYP (Gorsky et al., 1984). Aún en la ausencia de 

cualquier sustrato, la cadena transportadora de electrones microsomal, continúa 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 más importantes 

en cuanto a la generación de ROS, como se explicará en el capítulo 1.4.1 

 

       1.4  Citocromo P450 2E1 

  

El CYP2E1 es el único gen de la subfamilia 2E, está localizado en el cromosoma 

10 q26.3. A la fecha, ortólogos del CYP2E1 sólo se han demostrado de manera 

concluyente en especies de mamíferos (Ioannides, 1996). En humanos se ha reportado 

una alta variabilidad interindividual (Ohtsuki et al., 2012) y diferencias genéticas 

consistentes con la expresión de la enzima según la etnia, principalmente entre europeos 

y japoneses (Kim et al., 1996). El CYP2E1 se expresa de manera basal en hígado y se ha 

encontrado expresión extrahepática en cerebro, mucosa nasal, corteza renal, testículos, 

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 expresión es indetectable en el hígado del feto pero después de varias horas 

postparto, la actividad y la proteína es considerablemente alta aunque los niveles de 

RNAm son bajos  (Vieira et al., 1996). Los activadores transcripcionales HNF1α y β-

catenina participan en la regulación fisiológica del CYP2E1 (Gonzalez, 2007). De hecho, 
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el HNF1α participa en la variación circádica del CYP2E1 en la cual el mensajero del CYP 

aumenta en la fase tardía de la fase luminosa para disminuir en la fase oscura y la 

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

 

El CYP2E1 se encuentra sobrexpresado en la diabetes y el ayuno; este fenómeno 

se ha explicado por la participación de los cuerpos cetónicos en la inducción de la enzima 

(Song et al., 1989) y por la inhibición del CYP2E1 RNAm por la insulina. La regulación del 

CYP2E1 por la insulina es a través de mecanismos tanto transcripcionales como 

traduccionales que involucran la señalización 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 número de sustratos tanto endógenos 

como exógenos (Tabla 3). El CYP2E1 metaboliza compuestos endógenos como ácidos 

grasos, incluyendo lípidos asociados a mecanismos de señalización como el ácido 

araquidónico (AA). Un metabolito importante del ácido araquidónico generado por el 

CYP2E1 es el  ácido 19-hidroxieicosatraenoico (19-HETE) (Laethem et al., 1993; Roy et 

al., 2005) el cual es un potente vasodilatador de los vasos preglomerulares del riñón 

(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 riñón, además de ser un potente vasoconstrictor (McGiff & Quilley, 

1999; Gebremedhin et al., 2000). Además, el CYP2E1 forma epóxidos del AA (14,15-, 

11,12- y  8,9-ácidos epoxieicosatrienoicos) y ácido linoleico (9,10- y 12,13-ácidos 

epoxieicosatrienoicos) (Moran et al., 2000). El papel que juega el CYP2E1 en el 

metabolismo de estas moléculas puede estar relacionado con su regulación 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 

hipertensión (Zhang et al., 2005; Cowpland et al., 2006; Polonikov et al., 2013) incluyendo 

la hipertensión en pacientes diabéticos (Schafer et al., 2010). 
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Tabla 3. Sustratos metabolizados/activados por CYP2E1. 

 

Alcoholes 
Aldehídos 
Cetonas 

Compuestos 
aromáticos 

 
Éteres 

Ácidos 
grasos 

Alcanos y 
alquenos 
halogenados y 
no 
halogenados 

Nitrosaminas, 
azocompuestos 
 

Sustratos 
reducibles 

Acetaldehído 
Butanol 
2-butanona 
Etanol 
Glicerol 
Isopropanol 
Metanol 
Propanol 
Pentanol 

Acetaminofén 
Anilina 
Benceno 
Bromobenceno 
Cafeína 
Capsaicina 
Clorzoxazona 
3-hidroxipiridina 
Isoniazida 
Fenol 
Piridina 
p-nitrofenol 
Pirazol 
Estireno 
Tamoxifén 
Tolueno 

Dietil 
éter 
 
Metil t-
butil 
éter 

Ácido 
araquidónico 
hidroxilación 
en ω1 y ω2 
 
Ácido laurico 
hidroxilación 
en ω1 
 
 

Acetoacetato 
Acetol 
Acetona 
Acetonitrilo 
Acrilamida 
Acrilonitrilo 
1,3-butadieno 
Bromopropano 
Cloroformo 
Clorometano 
Dibromometano 
Diclorometano 
1,1-dicloroetano 
1,1-
dicloroetileno 
1,2-
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 

Azoximetano 
 
N,N-dietil 
nitrosamina 
 
N,N- dimetil 
nitrosamina 
 
Metil-
azoximetanol 
 
N-nitroso-2,3-
dimetil morfolina 
 
N-nitroso 
pirrolidina 
 
 

t-butilhidro-
peróxido 
 
tetracloruro 
de carbono 
 
Cromo 
[Cr(VI)] 
 
Oxígeno  

Modificado de (Kessova & Cederbaum, 2003) 
 

Por otro lado, el CYP2E1 puede inducirse por la acetona y metabolizarla (Song et 

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

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

de la gluconeogénesis (Glew, 2010).  
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El CYP2E1 es mejor conocido por su habilidad de oxidar compuestos xenobióticos 

de bajo peso molecular como el etanol, el disulfiram, el halotano, la clorzoxazona y el 

acetaminofén (Lieber, 1997).  

 

La capacidad de oxidar sustratos de tamaños totalmente opuestos se puede 

explicar gracias a la estructura de su sitio catalítico. El CYP2E1 exhibe una estructura 

canónica para todos los CYP (Figura 1A) que consiste en 12 alfa hélices y 4 láminas beta 

plegadas designadas de A-L y 1-4. El sitio activo o catalítico es pequeño, globular y 

altamente hidrofóbico (Porubsky et al., 2008) (Figura 6A). El tamaño del sitio activo 

inmediato (190 Å) es el más pequeño observado de todos los CYP humanos. En la Figura 

6 se muestra la comparación del sitio activo del CYP2E1 (Figura 6A) con el sitio activo del 

CYP3A4, el más grande de los CYP humanos (Fig 6 B). En un sitio adyacente al sitio 

activo, se encuentra una segunda cavidad adjunta aislada de 77Å. El sitio activo y esta 

cavidad adyacente se separan únicamente por dos Fenilalaninas (Phe), la 106 y la 298. 

La Phe298 se rota para poder metabolizar a los ácidos 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 Å lo cual puede contener muy bien a los ácidos grasos. 

 

El CYP2E1 también se distingue de otros CYP por su rápido 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 rápido recambio intracelular de la enzima se 

debe posiblemente en parte a modificaciones covalentes de los radicales que se liberan 

del CYP2E1 (Capítulo 1.4.1) que alteran a la enzima y ésta se degrada. La corta vida 

media del CYP2E1 es debida a la desestabilización rápida de la enzima durante su ciclo 

catalítico, ya que una inhibición 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 sulfóxido (DMSO) (Yang & Cederbaum, 

1997) (Capítulo 1.4.3). La degradación del CYP2E1 es vía ubiquitinación-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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FIGURA 6 Estructura del sitio catalítico del CYP2E1. A. Estructura del sitio activo del 
CYP2E1 por cristalografía y modelado molecular. El espacio se muestra como la malla 
azul, del lado izquierdo se puede observar la cavidad adyacente. B. Sitio catalítico del 
CYP3A4. C. Izquierda, región catalítica cuando el CYP2E1 está unido a un sustrato de 
bajo peso molecular, derecha, región catalítica cuando el CYP2E1 está unido a un ácido 
graso. La Phe298 está marcada con una flecha roja. Tomado de (Porubsky et al., 2008; 
Porubsky et al., 2010). 
 

 

Además de la preferencia del CYP2E1 por los sustratos de bajo peso molecular 

como el etanol, la acetona, y otros solventes orgánicos, narcóticos como el halotano y 

fármacos como la clorzoxazona y el acetaminofén, el CYP2E1 puede metabolizar varias 

sustancias químicas como contaminantes ocupacionales y ambientales, así como 

procarcinógenos (Bolt et al., 2003; Trafalis et al., 2010).  Debido a la relevancia particular 

del CYP2E1 en toxicología por la activación metabólica de fármacos y químicos 

carcinógenos, existe un gran número de estudios farmacogenéticos que exploran la 

asociación del CYP2E1 con varias patologías, incluyendo vario tipos de cáncer. Por 

ejemplo, algunos polimorfismos del CYP2E1 se han asociado con susceptibilidades 

alteradas a cirrosis hepáticas inducidas por etanol y con un mayor riesgo de desarrollar 

cáncer de  esófago (Trafalis et al., 2010), cáncer de pulmón (Wang et al., 2010b) y cáncer 

Phe 298 

B 

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

explicarán más a detalle los mecanismos de la toxicidad asociada a CYP2E1. 

 

1.4.1 CYP2E1 como generador de ROS 

 

El CYP2E1 produce ROS de forma más abundante que las demás isoformas 

(Gorsky et al., 1984). El CYP2E1 exhibe una mayor actividad oxidativa. Un aumento en la 

actividad oxidativa da por resultado una mayor producción de O2
- , H2O2  y OHo que puede 

manifestarse en un incremento de la lipoperoxidación dependiente de NADPH (Morgan et 

al., 1982). La lipoperoxidación puede ser inhibida al utilizar anticuerpos específicos para 

CYP2E1 (Ekstrom & Ingelman-Sundberg, 1989). 

 

El oxígeno molecular por sí solo parece ser el sustrato más importante del 

CYP2E1 debido a que, a diferencia de las demás isoformas, el CYP2E1 contiene una 

elevada proporción de la hemoproteína en el estado de alto espín aún 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 coordinación facilita la continua entrada del NADPH al ciclo catalítico y la oxidación 

del oxígeno molecular disponible. Este estado en reposo de alto espín en las cuales en 

otros CYP se ha mostrado que incrementa su estado redox puede facilitar la generación 

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 oxígeno activado y permitiendo así que el oxígeno reaccione de distintas formas 

(Porter, 2002). Las conexiones transitorias entre el sitio activo y los otros compartimentos 

en la proteína 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 línea celular de hepatocitos que 

sobreexpresa de manera estable el CYP2E1 (Chen & Cederbaum, 1998). Estas células 

presentan una mayor concentración de ROS, mayor lipoperoxidación (Dai et al., 1993) y 

una concentración mayor de glutatión (Mari & Cederbaum, 2000) con respecto a los 

controles, así como una regulación positiva de enzimas antioxidantes como la catalasa, la 

hemo-oxigenasa y la glutatión 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 glutatión (Wu & 

Cederbaum, 2001a), ácido araquidónico (Chen et al., 1998), hierro (Sakurai & 

Cederbaum, 1998; Caro & Cederbaum, 2001) o cisplatino (Lu & Cederbaum, 2007), se 

desencadenan procesos de muerte de tipo apoptótico y necrótico. La figura 7 resume las 

investigaciones realizadas por Cederbaum y colaboradores durante casi 20 años. Cuando 

la respuesta antioxidante promovida por factores como el factor nuclear eritroide-2 (Nfr-2), 

el factor nuclear κB (NfκB) o la proteína activadora-1 (AP-1) se ve rebasada, la célula es 

sensible a la oxidación de sus componentes (Cederbaum et al., 2001; Wu & Cederbaum, 

2005). La mitocondria parece ser el organelo que primeramente se daña por los oxidantes 

liberados del CYP2E1 (Bai & Cederbaum, 2001; Mari et al., 2002; Bai & Cederbaum, 

2006). Una disminución en el potencial de membrana mitocondrial puede liberar factores 

proapoptóticos como el citocromo c o el factor inductor de apoptosis (AIF) (Wu & 

Cederbaum, 2002). Algunos productos de la oxidación por CYP2E1 pueden difundir fuera 

de los hepatocitos y entrar a otras células hepáticas como las estrelladas y estimularlas 

para producir colágeno y así una respuesta fibrótica (Nieto et al., 2002a; b; Nieto et al., 

2003). 

 

 Figura 7 Esquema propuesto por Cederbaum y colaboradores de generación 
de estrés oxidante y citotoxicidad dependiente de CYP2E1. La inducción del CYP2E1 
genera ROS las cuales pueden dañar las membranas celulares y mitocondriales 
ocasionando muerte celular. AIF, factor inductor de apoptosis; AP-1, proteína activadora 
1; ARE, elemento de respuesta antioxidante; ATP, adenosina trifosfato; ΔΨm, potencial de 
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membrana; GCL, glutamato cisteín ligasa; GST, glutatión-S-transferasa; HNE, 4-
hidroxinonenal; HO-1, hemo oxigenasa-1; LOOH, Hidroperóxido lípido; MDA, 
malondialdehido; MPT, transición de permeabilidad de la membrana; NF-κB, factor 
nuclear-κB; Nrf2, Factor de transcripción Nrf2; PUFA, ácidos grasos poli-insaturados. 
Modificado de (Lu & Cederbaum, 2008) 
.  

 

1.4.2 CYP2E1 como activador de sustratos  

 

El CYP2E1 está implicado en la hepatotoxicidad de un gran número de fármacos 

(Tabla 4). En este trabajo se explicará a profundidad los casos de isoniazida y 

acetaminofén (Capítulos 1.4.3.1 y 1.4.3.3). De igual forma, el CYP2E1 es uno de los 

principales CYP que participan en la formación de metabolitos tóxicos a partir de químicos 

industriales o contaminantes ambientales, muchos de éstos potentes carcinógenos como 

la tioacetamida, (Ramaiah et al., 2001; Chilakapati et al., 2007), el etanol (Wang et al., 

2009b; Millonig et al., 2011) (capítulo 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. Fármacos que promueven daño hepatotóxico por la acción del CYP2E1 

Fármaco Uso clínico 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 lípidos (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 ansiolítico (Runge-Morris et al., 1996) 

Hidrazina Precursores de fármacos 

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

Modificado de (Srivastava et al., 2010) 
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Los ejemplos más claros, estudiados e importantes de la activación metabólica 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 CYP2E1 se utilizan actualmente como modelos 

en la investigación científica de hepatotoxicidad (como el tetracloruro de carbono y 

acetaminofén) y carcinogénesis (azoximetano y N-nitrosodimetil amina). El mecanismo 

general es el que previamente ya se ha explicado. El CYP2E1 metaboliza al tóxico, 

convirtiéndolo en una especie altamente reactiva la cual será la responsable del daño 

(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 relación entre los polimorfismos de CYP2E1 que 

incrementan su actividad con la susceptibilidad al cáncer esofágico, nasofaríngeo, 

pulmonar, renal, gástrico, colo-rectal, y hepático en algunos grupos étnicos (Danko & 

Chaschin, 2005; Trafalis et al., 2010) 

 

Los primeros estudios de activación de carcinógenos se realizaron en el 

laboratorio del investigador Dr. Charles Lieber. En estos experimentos, Lieber encontró 

que el tratamiento previo con etanol, incrementa considerablemente la activación de 

varios procarcinógenos como NDMA, benzo[a]pireno (BP) y pirolizatos de tabaco por 

microsomas hepáticos 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 CYP2E1.  

 

 . 1.4.3 Inducción de CYP2E1 por xenobióticos 

 

La regulación de la expresión del CYP2E1 es quizá la más compleja de los CYP ya 

que involucra transcripción de genes, incremento en la traducción del mRNA, eventos 

epigenéticos y estabilización del mRNA y de la proteína. En el caso de la exposición a 

xenobióticos, se ha encontrado que la inducción se lleva a cabo principalmente por los 

dos últimos mecanismos post-transcripcionales (Novak & Woodcroft, 2000). La regulación 

a este nivel es relativamente rara en los CYP. Los niveles de la proteína y la actividad del 
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CYP2E1 se elevan de 2 a 8 veces en células hepáticas como respuesta a la exposición a 

diferentes xenobióticos 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 unión del inductor al sitio activo es la causa de la estabilización, ya que 

existe una correlación entre la concentración del inductor necesaria para la estabilización 

de la proteína y la afinidad de unión entre el CYP2E1 y el agente inductor (Eliasson et al., 

1988). La unión de un ligando al sitio activo, mantiene a la enzima en una conformación 

estable que impide su degradación. Como la síntesis (transcripción) no se ve alterada, la 

estabilización permite la acumulación de la enzima que, en comparación con los 

controles, se manifiesta como una inducción (French et al., 2001) (Figura 8). El sitio de 

unión a ubiquitina está en el sitio de unión al sustrato por lo que mientras que el sustrato 

esté unido al CYP2E1, 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 exposición a etanol (Ronis et al., 1993), pirazol (Kubota et al., 1988), acetona (Kraner et 

al., 1993) y piridina. En el caso de los tres últimos, el fenómeno se ha explicado como un 

mecanismo involucrado con la traducción. Por ejemplo, una exposición a piridina aumenta 

los niveles de la proteína de CYP2E1 aún en presencia de inhibidores de la transcripción, 

y no así en presencia de inhibidores de la traducción (Kim & Novak, 1990; Kocarek et al., 

2000). En el caso de etanol, se ha propuesto que la regulación es a nivel transcripcional; 

sin embargo, no se ha encontrado ningún elemento del mecanismo; lo único que se sabe 

es que el CYP2E1 de novo tiene un recambio 4 veces mayor que el CYP2E1 constitutivo 

(Goasduff & Cederbaum, 2000). 

 

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

absoluto con la proteína, por lo que se ha sugerido que existe una importante regulación 

vía la represión traduccional del microRNA miR-378 (Mohri et al., 2010). 
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Figura 8 Inducción del CYP2E1 por estabilización de la proteína. Interacciones del 
Citocromo P450 (CYP), Sustrato  (S) e Inductor/Inhibidor (I) que generan la inducción vía 
estabilización de la proteína. Los asteriscos representan la actividad de los CYP. A) 
Sistema en ausencia de I (condiciones basales). El rápido recambio de la enzima permite 
que los CYP se degraden manteniendo siempre una concentración basal. B) Sistema en 
presencia de I (con tratamiento). i) Comparación de la actividad de CYP en ausencia de I 
(A) o en presencia de I (B), en el caso de la presencia de I no se ve reflejada ninguna 
actividad por lo que se comporta como un inhibidor ii) La presencia de I permite que las 
enzimas que se sintetizan no se degraden de forma natural como en A. iii) Comparación 
de los niveles de actividad después de un lavado de I (B) o en ausencia de I (A). En el 
caso de la presencia de un I la actividad aumenta, es decir, actúa como un inductor. 
 

1.4.3.1  Inducción y citotoxicidad de CYP2E1 por isoniazida 

 

La isoniazida (INH) o azida del ácido isonicotínico, es el fármaco utilizado como 

primera opción 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-fármaco, ya que el producto de la 

bioactivación en la micobacteria forma un aducto con una proteína involucrada en la 

síntesis de los ácidos micólicos de la pared celular de la micobacteria (inhA)(Rozwarski et 

al., 1998; Rawat et al., 2003). (Figura 9A, magenta) 

 

En humanos, su metabolismo hepático consiste en su acetilación por la N-acetil 

transferasa produciendo acetil-isoniazida para posteriormente ser hidrolizado y liberar 

ácido nicotínico y acetilhidrazina. La acetil hidrazina puede transformarse en hidrazina, 

A 

B 
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que a su vez se elimina como amoniaco y el ácido nicotínico puede conjugarse con 

glucurónidos o glicerol para su eliminación (Figura 9B). 

 

 

 

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 
síntesis de los ácidos micólicos. B. Metabolismo de la INH en hígado de humanos. C. Vía 
de hepatotoxicidad por el metabolismo de CYP2E1. Modificado de (Preziosi, 2007; 
Srivastava et al., 2010) 
 

Desde el principio a este fármaco lo han acompañado efectos adversos, entre  

ellos, la interacción con otros fármacos, la hepatotoxicidad y la neuropatía periférica.  

 

La interacción con otros fármacos está relacionada con la capacidad de la INH de 

inducir su metabolismo vía la inducción del CYP2E1 (Mazze et al., 1982; Ryan et al., 
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1985; Ryan et al., 1986). El mecanismo de la inducción de CYP2E1 por INH es vía la 

estabilización de la proteína (Zand et al., 1993) o vía aumento en la eficiencia de la 

traducción (Park et al., 1993). Mientras la isoniazida esté presente en el organismo, ésta 

se coordinará con la enzima en su sitio catalítico e inhibirá su actividad (Capítulo 1.3.2). 

Por otro lado, esta coordinación, estabilizará la enzima impidiendo su degradación y 

permitiendo su acumulación. Cuando los niveles de INH sanguíneo disminuyen, se libera 

el sitio catalítico de la enzima y permite que algún 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), así 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 será bioactivada 

por el CYP2E1 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 CYP2E1, 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 líneas 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 fármacos, 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 cómo el intermediario reactivo induce daño 

al hepatocito, aunque se ha descrito que existe estrés oxidativo (Sodhi et al., 1997), daño 

mitocondrial (Chowdhury et al., 2006) y que los metabolitos reactivos y la INH pueden 

unirse covalentemente a proteínas 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 clínica es muy heterogénea 

lo cual es típico de las reacciones idiosincráticas mediadas por el sistema inmune 

(Uetrecht, 2009). No obstante, el metabolismo de la INH por el CYP2E1 está implicado en 
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la hepatotoxicidad, incluso, recientemente se ha logrado correlacionar polimorfismos del 

CYP2E1 con la susceptibilidad al daño hepatotóxico 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 Inducción y citotoxicidad de CYP2E1 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 alcohólica, la hepatopatía alcohólica o enfermedad 

alcohólica del hígado (ALD), la cirrosis y los carcinoma hepatocelulares (Orman et al., 

2013), así como la promoción de enfermedades como la diabetes y desórdenes 

neuropsiquiátricos (Brust, 2010). México es uno de los países que presenta mayor 

mortalidad debido a enfermedades hepáticas en el mundo según la organización mundial 

para la salud (Organization, 2011). De hecho, las enfermedades relacionadas al hígado 

constituyen el quinto caso de mortalidad  en México (INEGI, 2014). La Secretaría de 

Salud reporta un promedio de 33 310 disfunciones hepáticas en el 2012, de las cuales 12 

540 son por enfermedad alcohólica del hígado (INEGI, 2014).  

 

Debido a que el alcohol (etanol) es altamente soluble en agua, una vez ingerido es 

rápidamente absorbido por todas las partes del tracto gastrointestinal por difusión simple 

hacia la sangre y es rápidamente distribuido a todo el cuerpo. La mayoría del metabolismo 

del etanol ocurre en el hígado. Las enzimas que contribuyen al metabolismo del etanol 

son las alcohol deshidrogenasas, la catalasa y el CYP2E1 que convierten al etanol al 

acetaldehído y después las aldehído deshidrogenasas (ALDHs) convierten al 

acetaldehído a acetato. La principal enzima encargada de la oxidación del etanol a 

acetaldehído en hígado es la alcohol deshidrogenasa (ADH), mientras que el CYP2E1 

juega un papel importante en concentraciones elevadas y consumo crónico (Caro & 

Cederbaum, 2004) (Figura 12). 

 

La administración crónica de etanol en ratas induce al CYP2E1 hepático y 

extrahepático 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 CYP2E1 se ve incrementado considerablemente después de la 

exposición al etanol y que se cuenta con muchas evidencias de que la toxicidad por etanol 

en hígado se debe a un daño oxidante (Wu et al., 2006), al CYP2E1 y la generación 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 daño por etanol (Ekstrom & Ingelman-

Sundberg, 1989; Morimoto et al., 1993; Morimoto et al., 1995a; Morimoto et al., 1995b; 

Gouillon et al., 2000). Además, un trabajo previo mostró que un ratón transgénico que 

sobreexpresa el CYP2E1 presenta mayores niveles de transaminasas y daños 

histológicos del hígado cuando son tratadas con etanol, en comparación con un ratón 

control (Morgan et al., 2002). En ratones deficientes (knockout, KO) de la enzima hay una 

diminución significativa de daño hepático después de la ingestión crónica de etanol (Lu & 

Cederbaum, 2008) y una protección ante la oxidación de proteínas y del DNA (Bardag-

Gorce et al., 2000; Bradford et al., 2005). 

 

Una gran cantidad de estudios evidencian el papel de CYP2E1 en la 

hepatotoxicidad del etanol (Cederbaum, 1991), en la patogénesis de las enfermedades 

alcohol hepáticas (ALD) y en la esteatohepatitis no alcohólica (Leung & Nieto, 2013). 

 

Además, el consumo crónico del etanol se ha reconocido como el mayor factor de 

riesgo de cáncer hepático y esofágico probablemente debido a los efectos genotóxicos y 

carcinogénicos del acetaldehído, el estrés oxidante y a la inducción del CYP2E1 que 

activa a carcinógenos ambientales (Wang et al., 2009b; Chavez et al., 2011; Millonig et 

al., 2011; Ye et al., 2012). Recientemente se presentó un trabajo donde el tratamiento 

crónico de 70 semanas con etanol en ratas deriva en carcinoma sin usar ningún otro tipo 

de carcinógeno (Tsuchishima et al., 2013). El trabajo demuestra que una inducción del 

CYP2E1 y una subsecuente producción de ROS juegan un rol significativo en la 

patogénesis de carcinoma hepatocelular durante la ingesta crónica de alcohol.  
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Finalmente, en estudios farmacogenéticos se ha demostrado una asociación entre 

el consumo de alcohol y la susceptibilidad a desarrollar ALD y cirrosis alcohólica en 

individuos con el polimorfismos del CYP2E1 que permite metabolizar el etanol a una tasa 

mayor (Pirmohamed et al., 1995; Grove et al., 1998; Iwahashi 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 Inducción y citotoxicidad de CYP2E1 por acetaminofén 

 

El acetaminofén (AAP) o paracetamol, es uno de los analgésicos y antipiréticos más 

populares usado en todo el mundo. El acetaminofén en un fármaco relativamente seguro, 

sin embargo, tiene un índice terapéutico ajustado, es decir, el máximo de la dosis normal 

es cercano a la sobredosis (4 gramos al día en adultos). La sobredosis del AAP es una 

causa común de hepatotoxicidad inducida por fármacos y actualmente es la principal 

causa de daño agudo en hígado por fármacos de los Estados Unidos y Gran Bretaña 

(Ostapowicz et al., 2002; Lee, 2004). En México, los efectos no son tan pronunciados, el 

acetaminofén es el segundo xenobiótico involucrado en el proceso de intoxicación 

(Florencia Fernández-Barocio, 2013) y en algunos casos es mayor la intoxicación por 

ácido acetil salicílico (Olguin et al., 2011).  

 

La toxicidad aguda de hígado inducida por AAP es un modelo importante de daño 

inducido por fármacos (DILI) (Capítulo 1.3.1). El acetaminofén es principalmente 

metabolizado por las vías de glucuronidación y sulfatación; sin embargo, una pequeña 

proporción del fármaco es metabolizado por CYP3A4, CYP2E1, y CYP1A2 a su 

metabolito reactivo N‐acetil‐p-benzoquinoneimina (NAPQI) (Figura 10A). El CYP2E1 juega 

un papel principal en la activación del AAP a NAPQI (McClain et al., 1980; Morgan et al., 

1983; Raucy et al., 1989). Por ejemplo, ratones KO de CYP2E1 son notablemente más 

resistentes a una dosis letal del AAP (Lee et al., 1996; Zaher et al., 1998). Además, el 

CYP2E1 puede inducirse por acetaminofén, aunque se desconoce el mecanismo de la 

inducción (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 glutatión (GSH) de manera espontánea o catalizado por la glutatión S-

transferasa para formar un aducto, el cual es rápidamente destoxificado a través de la bilis 



 

38 

 

(Chen et al., 2003). La sobredosis aguda o acumulativa de acetaminofén, da como 

resultado el agotamiento del GSH celular y la acumulación del NAPQI. Debido a su gran 

afinidad por los grupos sulfihidrilo de las proteínas celulares y mitocondriales (Jollow et al., 

1973), el NAPQI se une de manera covalente a las proteínas. 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 activación metabólica del AAP, la unión covalente del metabolito a las proteínas y la 

alquilación de las proteínas de la mitocondria; y 2) la fase amplificadora, donde la 

disfunción mitocondrial debido a los enlaces covalentes, genera la producción de ROS los 

cuales activan varias proteínas quinasas activadas por mitógeno o MAP cinasas que 

convergen en la fosforilación de la cinasa terminal c-Jun N-terminal (P-JNK) la cual se 

trasloca a la mitocondria y se une a la proteína 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 transición de 

la permeabilidad de la membrana mitocondrial (MPT) vía la translocación de proteínas de 

la familia Bcl-2 (Bax y Bad) (Bajt et al., 2008) liberando así proteínas del espacio 

intermembranal como el citocromo c, el factor inductor de apoptosis (AIF) y la 

endonucleasa G. Las últimas dos translocan al núcleo e inician la condensación de la 

cromatina y la fragmentación del DNA respectivamente (Jaeschke et al., 2012). Por otro 

lado, se disminuye la capacidad de sintetizar ATP (Tirmenstein & Nelson, 1990) y se 

promueve la desorganización de la homeostasis de calcio, el cual también activa las 

proteasas intracelulares como las calpaínas (Limaye et al., 2003) (Figura 10B). Así, 

múltiples eventos que incluyen disfunción masiva de la mitocondria, disminución del ATP, 

fragmentación masiva del DNA y modificación de las proteínas intracelulares, contribuyen 

al desarrollo de la muerte. La muerte inducida por AAP se ha descrito como de tipo 

necrótica ya que ocurre hinchamiento celular y no existe activación de caspasas, sin 

embargo, la muerte se sobrelapa en algunas características apoptóticas tales como la 

translocación del bax mitocondrial, la liberación del citocromo c y la fragmentación del 

DNA (Gujral et al., 2002). Recientemente se ha propuesto que participan proteínas 

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 hígado. A. Metabolismo y activación 
metabólica del acetaminofén. B. Mecanismos moleculares descritos de la citotoxicidad por 
acetaminofén. Dibujos integrados y modificados con la información de (James et al., 2003; 
Jaeschke & Bajt, 2006; Jaeschke et al., 2012; Han et al., 2013). Abreviaturas: AIF, factor inductor 
de apoptosis; cyt c, citocromo, GSH, glutatión; MPT,transición de la membrana mitocondrial; 
NAPQI, N-acetil-p-benzoquinona acetyl-p-benzoquinoneimina; Smac,  segundo activador de 
caspasas derivado de mitocondria; Keap1, proteína asociada a ECH tipo Kelch 1; JNK , cinasa 
terminal c-Jun N-terminal; Sab, proteína que se une al dominio SH3; Nrf2, Factor de transcripción 
Nrf2; [Ca

2+
], concentración de calcio citosólico; GCL, glutatión cisteín ligasa; ARE, elemento de 

respuesta antioxidante; autoP, autofosforilación; ROS, especies reactivas de oxígeno; Bax/Bid, 
proteínas de la familia de Bcl2. 

A. 

B. 
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1.5 Citocromo P450 2E1 en cerebro  
 

Varios estudios se han realizado para detectar la presencia de CYP2E1 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, encontrándose 

en mayor proporción en las neuronas (Kapoor et al., 2006). El bulbo olfatorio exhibe la 

mayor expresión y actividad catalítica del CYP2E1 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). El CYP2E1 se puede encontrar en 

varios compartimento como la membrana plasmática, el retículo endoplásmico, 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 función endógena del CYP2E1 en el cerebro. Sin 

embargo, se conoce que durante el desarrollo, la enzima presenta diferentes patrones de 

expresión 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 

que 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. Además, se ha medido su actividad 

mediante diferentes técnicas y en diferentes tejidos y detectar la proteína por 

inmunoensayos (Ver Tabla 7). La inducción 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). Además, la inducción del CYP2E1 

puede variar según la región del cerebro. Por ejemplo, en el caso del etanol, se puede 

observar  un incremento considerable de la expresión del mRNA y la actividad de la 

enzima en el cerebelo e hipocampo, y un pequeño incremento en el bulbo olfatorio o 

ningún cambio en otras regiones (Yadav et al., 2006). El mecanismo de inducción de la 

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

ella, los valores de CYP2E1 regresan a sus niveles normales y no se encuentran altos 

niveles de mRNA (Joshi & Tyndale, 2006a). 

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

La primera columna indica el tipo de organismo, en la segunda columna se indica el tejido 
analizado, si la detección fue antes o después de inducir y en el caso de haber inducción, la tercera 
columna indica el nombre del inductor. HumPre-Humano Prenato, BO-Bulbo olfatorio, VS–Vasos 
sanguíneos, CZ-Corteza, T-Tálamo, CB-Cerebelo, SN-Sustancia negra, MB-Materia blanca, CC-
Cerebro completo, GB-Ganglia basal, H-Hipocampo, BS-Tallo cerebral, NT-Núcleo talámico, Hi- 
Hipotálamo, P-Putamen, Pir- Pirazol EtOH- Etanol  LPS-Lipopolisacárido Px con PD- Pacientes con 
enfermedad de Parkinson   IHQ- Inmunohistoquímica WB-Western blot NDMA- Actividad con n-
nitrosodimetilamina PNP- Actividad con p-nitrofenol CZN- Actividad con clorzoxazona Alc/Fum -

Organismo Localización  
Antes / Después de inducir 

Inducción 
con… 

Técnica utilizada Referencia 

Rata 
 

BO VS CZ T CB  SN MB BS 
Cerebro completo 

GB 
BS 

Sin inducir IHQ WB PCR  
SB NB 
NDMA 
CZN 

(Hansson et al., 1990; 
Hodgson et al., 1993; Yoo et 

al., 1997; Tirumalai et al., 
1998; Wu et al., 2011) 

/ GB CB SN H 
/ BO 
/ H 

/   CZ H 
/ BO CF H CB 

VTA 

Etanol IHQ PNP NDMA 
WB 

CZN NB 
FISH 

RT-PCR 
 

(Anandatheerthavarada et 
al., 1993a; Sohda et al., 

1993; Montoliu et al., 1994; 
Warner & Gustafsson, 1994; 

Bhagwat et al., 1995; 
Tindberg & Ingelman-

Sundberg, 1996; Upadhya et 
al., 2000; Howard et al., 

2003b; Sanchez-Catalan et 
al., 2008; Zhong et al., 2012) 

/ CZ T CB BS H 
/ BO CZ OB CB BS 

/ CZ H CB 

Nicotina WB NDMA e IHQ 
NB 

(Anandatheerthavarada et 
al., 1993b; Howard et al., 

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      
RT-PCR 

(Yadav et al., 2006) 

H CB BO Hi / H CB Hi BO 
NAc 

Acetona NDMA WB      
RT-PCR 

(Yadav et al., 2006) 

Cerebro completo Lindano NDMA WB RT-
PCR 

(Johri et al., 2007) 

Ratón CC GB Sin inducir IHQ WB RT-PCR (Vaglini et al., 2004) 

Primate 
(mono 
verde 

africano) 

CC H CZ T BS CB P Sin inducir WB IHQ (Joshi & Tyndale, 2006b) 

/ CZ CB Nicotina WB IHQ (Joshi & Tyndale, 2006b; 
Ferguson et al., 2013) 

/ CZ P CB H  Fenobarbital  CZN WB IHQ (Lee et al., 2006a) 

CZ P Etanol  WB (Ferguson et al., 2013) 

Humano 
 

CZ CB T H MB CZ 
Cerebro Completo 

Sin inducir His CZN WB NB 
IHQ PCR PCR-

RT FISH 

(Farin & Omiecinski, 1993; 
Bhagwat et al., 1995; 

McFayden et al., 1998; 
Upadhya et al., 2000) 

CZ H C MB  CB H Alc/Fum IHQ (Howard et al., 2003b) 

CZ Pxs con PD RT-PCR (Kaut et al., 2012) 

HumPre Cerebro completo Gestación WB CZN RT-
PCR NB 

(Boutelet-Bochan et al., 
1997; Brzezinski et al., 

1999) 
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Alcohólicos fumadores, PCR-reacción en cadena de la DNApolimerasa RT-PCR Transcriptasa 
reversa acoplada a PCR  NB- “Northernblot”,  FISH- Hibridación in situ 

 
Adicionalmente a la inducción por xenobióticos, el CYP2E1 en el cerebro es 

regulado de manera diferencial por condiciones inflamatorias (Abdulla et al., 2006; Hao et 

al., 2010) la cual sí involucra un incremento en el mRNA en astrocitos (Tindberg et al., 

1996). 

 

La mayoría de las investigaciones sobre el CYP2E1 en el cerebro están enfocadas 

a su interacción con el etanol. El CYP2E1 tiene un papel más importante que la alcohol 

deshidrogenasa en la oxidación del etanol en el cerebro (aunque no más que la catalasa) 

(Zimatkin et al., 2006) (Figura 11). Se ha descrito que el acetaldehído 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 CYP2E1 tanto 

farmacológica 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 expresión e inducción del CYP2E1 en el sistema 

mesolímbico (relacionado con comportamientos de reforzamiento) (Sanchez-Catalan et 

al., 2008). La inducción del CYP2E1 por acetona aumenta la concentración de dopamina 

en la región “core” del núcleo 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 contribución de cada enzima en la oxidación total del etanol en el SNC. ADH, 
Alcohol deshidrogenasa; ALDH, acetaldehído deshidrogenasa. Modificado de (Heit et al., 
2013) 
 

 

II. ANTECEDENTES  

 

En estudios previos en el laboratorio, se demostró que el tratamiento con 200mg/Kg 

de INH por 5 días en rata incrementa la proteína y actividad del CYP2E1 en hígado 

(Figura 12). En cerebro, se analizó el bulbo olfatorio (BO), el hipocampo (HIP), el tallo 

cerebral (BS), la corteza (CX) y el cerebelo (CBO). En todas las regiones analizadas el 

CYP2E1 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 únicamente 

incrementa la actividad en CBO (Figura 12). La inducción del CYP2E1 no se ve 

acompañada de un incremento en la lipoperoxidación estimada con la concentración 

de malon-dialdehído (MDA)  (Valencia-Olvera, 2007) 



 

44 

 

 

Figura 12. Actividad del CYP2E1 in vivo, en hígado (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 CYP2E1 y neurotoxicidad 

 

En años recientes se han obtenido algunas evidencias de la participación del CYP2E1 

en la neurotoxicidad. Los trabajos se pueden agrupar en los que buscan asociaciones 

farmacogenéticas y los trabajos que involucran al CYP2E1 y la neurotoxicidad por 

compuestos. En el caso de farmacogenética, se ha encontrado una relación entre un 

polimorfismo de la enzima y una ligera susceptibilidad a la generación de tumores 

cerebrales como glioma y neuroma acústico (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)(Riedl 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 sólo los últimos 

dos estudios reportan una asociación, aunque no se conoce el efecto de los polimorfismos 

en la actividad del CYP2E1.  

 

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 combinación 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). Además, en general, el CYP2E1 puede oxidar compuestos 

neurotóxicos como el N-hexano (Pezzoli et al., 1995; Jenner, 1998) o al alcohol a 

acetaldehído el cual puede condensarse con dopamina o serotonina formando 

isoquinolonas neurotóxicas (Han y col., 1996). Esto podría explicar la asociación de 

algunos polimorfismos del CYP2E1 con la incidencia de PD y la hipometilación del gen del 

CYP2E1 y un aumento en la expresión del mensajero en cerebro de pacientes con PD 

(Kaut et al., 2012). El aumento en la formación de ROS por la inducción del CYP2E1 por 

xenobióticos 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 acción del CYP2E1 se ha 

demostrado en gliomas, donde también se describe la participación del JNK y la proteína 

tumoral p53 (Bae et al., 2001; Lee et al., 2006c) en la señalización celular.  

 

Las regiones que más sufren daño por el abuso del alcohol en humanos 

correlacionan específicamente con las zonas de expresión del CYP2E1 (Fadda & 

Rossetti, 1998; Howard et al., 2003b). La inhibición del CYP2E1 reduce la 

lipoperoxidación y generación de especies reactivas producidas por la exposición 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 lipoperoxidación y muerte celular por exposición a etanol en neuronas no es 

dependiente del metabolismo oxidativo de éste (Huentelman et al., 1999) y en neuronas 

corticales, el mecanismo de generación de ROS por etanol es debido a la inducción de la 

NADPH oxidasa por el acetaldehído y no a la inducción del CYP2E1 (Haorah et al., 2008).  
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El CYP2E1 participa de manera importante en la bioactivación de fármacos y 

generación de estrés oxidante en el hígado (Gonzalez, 2007). Estos procesos pueden 

resultar en genotoxicidad y muerte celular dependiendo del modelo, el sustrato y las 

condiciones celulares (Caro & Cederbaum, 2004). La participación fisiológica y/o 

toxicológica del CYP2E1 en otros tejidos está muy poco explorada. Recientemente, se ha 

demostrado que el CYP2E1 se expresa en cerebro y que en el cerebelo se presenta una 

respuesta pronunciada a la inducción por xenobióticos en comparación con otras 

estructuras cerebrales (Joshi & Tyndale, 2006a; Yadav et al., 2006; Valencia-Olvera, 

2007; Zhong et al., 2012). La participación del CYP2E1 en el cerebro en la toxicidad de 

compuestos o en la etiología de enfermedades neurodegenerativas resulta controversial 

ya que 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 CYP2E1 en el 

cerebelo participe en eventos de neurotoxicidad. Para ello se utilizarán cultivos de células 

granulares de cerebelo como modelo de estudio de muerte celular neuronal (Contestabile, 

2002).  

IV. HIPÓTESIS 

La inducción del CYP2E1 por xenobióticos en las células granulares de cerebelo 

conlleva la generación 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 inducción 

conlleva daño 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 expresión por tres 

inductores hepáticos: etanol, isoniazida y acetaminofén. 

• Evaluar si la inducción del CYP2E1 conlleva a una sobreproducción de ROS. 

• Evaluar si la sobreproducción de ROS desencadena procesos de muerte celular 

y/o genotoxicidad dependiente de CYP2E1. 

VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1 Materiales 

El Suero fetal de bovino y la penicilina/estreptomicina fueron adquiridos de GIBCO 

(Grand Island, NY, USA). La dihidroetidina y la calceína 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, glutatión reductasa, GSH, GSSG, ácido sulfosalicílico, ácido 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) así 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 CYP2E1, IgG acoplada a fluoresceína y GAPDH 

fueron adquiridos de Chemicon y los anticuerpos contra 8-oxo-desoxiguanosina fueron 

adquiridos en TREVIGEN. El medio de montaje para la inmunocitoquímica y el anticuerpo 

contra IgG de ratón 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, BioLabs, Inc. El inhibidor de proteasas es marca Roche. Todos los demás 

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 días (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 

103 células/ml en cajas de plástico o sobre cubreobjetos, previamente cubiertas con poli-L-

lisina (5µg/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 KCl, 50 

U/ml de penicilina y 50µg/ml de estreptomicina. Las células sembradas en estas cajas 

fueron incubadas a 37C en una atmósfera  saturada con vapor de agua, con una presión 

parcial de CO2 de 5% (95% aire). Para evitar la proliferación de células no neuronales, se 

añadió citosina arabinosa 10 µM 24 h después de sembrar. Los cultivos de CGC así 

obtenidos contenían normalmente aproximadamente 95-97% neuronas. Las células 

fueron mantenidas por 7-8 días in vitro (DIV). 

 

6.2.1 Tratamiento con inductores 

 

Después de los 8 días in vitro (DIV) a 37º C en una atmósfera humidificada al 5% de 

CO2, 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 

parafilm para evitar la evaporación de éste (Eysseric et al., 1997). El tratamiento con los 

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

 

6.3  Evaluación de la expresión e inducción de CYP2E1 

 

6.3.1 Inmunocitoquímica 

 

Las células se fijaron con una solución al 4% de formaldehido por 10 min para 

después ser permeabilizadas con una solución de PBS con 10% suero normal de caballo 

(NHS) y 0,3% de Tritón X-100 por 3 horas. Posteriormente, se incubaron las neuronas con el 

anticuerpo específico para CYP2E1 por 18 horas  a 4º C (dilución 1:100). Para el revelado, 

se incubó con un anticuerpo conjugado con fluoresceína por 45 min a 37º C y se montó con 

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

 

 

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 sódico (SDS) 0,2% e inhibidor de 

proteasas, pH 7.4). Posteriormente, se cuantificó la concentración de proteínas 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 μg 

de proteína total para microsomas de cerebro (a excepción de la determinación del rango 

dinámico donde se utilizaron diferentes concentraciones, como se explicará más 

adelante), 5 μg de proteína para hígado como testigo positivo y los g indicados de 

supersoma para determinar el rango dinámico del “inmunoblot”. La electroforesis se 

realizó a 100 volts por cuatro horas y la electrotransferencia de proteína a la membrana 

de nitrocelulosa por toda la noche. Luego de esto, las membranas se bloquearon por tres 

horas con una solución 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 CYP2E1 

diluido 1:300 con TTBS-leche al 2.5% por dos a tres días en refrigeración. Luego de un 

segundo lavado con TTBS, se incubó con un segundo anticuerpo anti-IgG de cabra 

conjugado con peroxidasa alcalina (dilución 1:30000 en TTBS-leche 2.5%). Las 

membranas se revelaron con el kit de quimioluminiscencia exponiéndolas a placas de 

Kodak ®. La densitometría se realizó con el software GelQuant.NET bajado de la página 

biochemlabsolutions.com 

 

6.4 Medición de la generación de ROS 

 

6.4.1 Oxidación del Dihidro etidio 

 

Las células se incubaron durante 20 min con 3.2 M 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 formaldehído (4%) durante 7 min, después se lavaron con PBS  y finalmente 

se tomaron fotografías en un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Diaphot 

TMD; Nikon Corp., Japan) utilizando el objetivo de florescencia 20x y un filtro Nikon  de 

rodamina (excitación  546 y emisión 590 nm). Se analizó por lo menos duplicados de dos 

pozos de cada condición analizada para cada experimento independiente. Los resultados 

están expresados como el porcentaje de células positivas a la dihidroetidina (DHEt) con 

respecto al total en cada campo. La oxidación del DHEt es un marcador de incremento de 

concentraciones de ROS, principalmente el anión superóxido (Owusu-Ansah et al., 2008). 
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6.4.2 Medición del glutatión y glutatión oxidado 

 

El glutatión (GSH) citosólico se estimó mediante el método de reciclaje enzimático. Este 

método consiste en la oxidación del GSH por el reactivo ácido 2,2-dinitro-5,5′-

ditiodibenzoico (DTNB), y la subsecuente reducción por la glutatión reductasa en 

presencia de NADPH (Tietze, 1969; Rahman et al., 2006). Las células se lavan con PBS y 

se sonican con ácido sulfosalicílico para posteriormente mezclarse con el DTNB, la 

enzima glutatión reductasa y el NADPH. Posteriormente, se determinan los cambios en la 

absorbancia a 405 nm por 10 minutos.  Para el glutatión oxidado, se pre-incuba con vinil 

piridina por una hora y después de realiza el mismo procedimiento. La cinética de la curva 

de reducción es proporcional a la concentración de glutatión total y glutatión oxidado. 

 

6.4.3 Inmunocitoquímica para 8-oxo-desoxi-guanosina 

 

Se realizó una inmunocitoquímica contra el principal aducto formado por la 

oxidación del DNA. Las células se fijaron con metanol en hielo por 20 minutos para 

después tratarlas con 0,05N de HCl por 5 minutos. Posteriormente se incubó con 

500ng/ml de RNAsa por una hora a 37º 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 µg/ml de proteinasa K. Finalmente se procedió con el experimento 

normal para inmunocitoquímica. El anticuerpo primario se incubó por 24-72 horas y se 

reveló con un anticuerpo secundario fluorescente FITC. Se consideró como resultado 

positivo en aquellas donde la fluorescencia FITC se localiza en el núcleo teñido con DAPI, 

lo cual significa que hay oxidación en el DNA. 

 

6.5 Viabilidad por tinción con calceína-AM y yoduro de propidio 

 

La viabilidad celular se estimó mediante la co-tinción de calceína AM y yoduro de 

propidio (PI). La calceína-AM entra a las células viables y cuando es cortada por 

esterasas emite fluorescencia verde. Aunado a esto, la calceína 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 dañada. Los cultivos se 

incubaron con 2.5 µM calceína-AM y 2 µM PI por 10 min a 37oC. Posteriormente se 
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tomaron fotografías de los cultivos en un microscopio de fluorescencia invertido a las 

longitudes de onda de 495/515 nm para calceína y 535/617 nm para PI. Se analizaron por 

lo menos duplicados de dos pozos de cada condición analizada de cada experimento. Los 

resultados están expresados como el porcentaje de células viables o muertas con 

respecto al total en cada campo. 

 

6.6 Análisis Estadístico  

 

Los datos se expresan como el promedio ± error estándar (SE). Se realizó un análisis 

de varianzas ANOVA de una vía, evaluando significancia con una prueba de Tukey 

considerando una p<0,05. En el caso de las figuras 30 y 32 se utilizó una prueba de 

Fisher con la misma significancia. 

 

 

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

 

7.1 Expresión del CYP2E1 en células granulares de cerebelo 

 

Lo primero que se realizó fue explorar si el CYP2E1 se expresa en células granulares 

de cerebelo en cultivo con ensayos de inmunocitoquímica y “western blot”.  

 

En la figura 14 se observan fotografías de microscopía confocal y de epifluorescencia  

de la inmunodetección en células sin tratamiento a los 8 días de cultivo (Figura 14A). Se 

utilizaron preparaciones con únicamente el anticuerpo secundario (Figura 14B) o con 

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

 

 

Figura 14. Inmunocitoquímica para CYP2E1 en CGC. En azul se pueden observar 
los núcleos teñidos con DAPI y en verde al CYP2E1. Imagen de microscopía 
confocal para CGC sin tratamiento, las flechas indican la señal positiva para CYP2E1 
(A), Control de la inmunocitoquímica utilizando sólo el anticuerpo secundario (B) o un 
anticuerpo IgG inespecífico (C). Las barras corresponden a 30 µm. 

C.   Anticuerpo IgG  

inespecífico 
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Con el objetivo de conocer la cantidad aproximada de la proteína de CYP2E1 en 

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

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

ensayo realizando una curva estándar con diferentes concentraciones de CYP2E1 en 

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

correlación entre la concentración del CYP2E1 y la densidad óptica del ensayo. La 

figura 15A del lado derecho indica el rango lineal de la curva y su fórmula. 

 

 

 

Figura 15. Cuantificación del CYP2E1 en CGC por western blot. A, Izquierda, 
curva de concentración de supersomas contra densidad óptica, derecha, valores que 
se ajustan a una ecuación lineal (la ecuación se presenta en un recuadro del lado 
superior derecho). B, datos de concentración de lisado de proteína graficados contra 
densidad óptica. C. Imagen representativa de la curva de proteína para CYP2E1 en 
los lisados de CGC. D. Gráfica que incluye únicamente los valores que se ajustan a 
la ecuación lineal. 
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Posteriormente se realizó una curva con diferentes concentraciones de lisado de 

las CGC (15 B-D). Al sustituir los valores de densidad óptica en la fórmula obtenida 

en la figura 15A y dividiendo por las concentraciones de proteína de los lisados, se 

puede determinar que las CGC expresan aproximadamente 0,0043 ± 0,0006 pmol de 

CYP2E1/ por miligramo de proteína total de CGC. Este ensayo sirvió para conocer el 

rango dinámico 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 

µg o menores a los 30 µg (Figura 15D).  Con esta aproximación se fijó el contenido 

de proteína a 50 µg por carril para los siguientes ensayos de “western blot”. 

 

 

7.2 Inducción y citotoxicidad del CYP2E1 por isoniazida en 

células granulares de cerebelo 

 

7.2.1 Inducción del CYP2E1 por isoniazida en CGC. 

 

El tratamiento con isoniazida induce la expresión de CYP2E1a las 12 horas en CGC, 

como se puede observar mediante inmunocitoquímica y “western blot” (Figura 16). En la 

inmunocitoquímica se puede apreciar que el número de células que expresan el CYP2E1 

es mayor que el control y que además, la región perinuclear de la tinción aumenta en las 

células tratadas (flechas rojas). En los experimentos de western blot, se logra apreciar 

que existe una inducción a partir de las 12 horas de tratamiento y se mantiene hasta las 

24 horas. 
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Figura 16. Inducción del CYP2E1 por isoniazida en CGC. A. Imágenes de microscopía 
confocal de la inmunocitoquímica para células control (izquierda) y células tratadas 
(derecha). Las flechas rojas indican una tinción mayor en la región perinuclear. B. 
Inmunoblots representativos de los niveles de CYP2E1 y GAPDH a diferentes tiempos de 
tratamiento con isoniazida. C. Análisis densitométrico de los inmunoblots. Los 
experimentos se realizaron por lo menos 4 veces independientes y las barras indican las 
medias ± SE de la relación CYP2E1/GAPDH de unidades densitométricas arbitrarias 
normalizadas con el GAPDH (* p< 0,05 diferentes estadísticamente del control). La barra 
corresponde a 30 µm. 
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7.2.2 La inducción del CYP2E1 con isoniazida a varias concentraciones y 

tiempos no genera un daño significativo en células granulares de cerebelo 

 

Se exploró si la inducción del CYP2E1 se ve acompañada de la generación de ROS 

y citotoxicidad. Mediante la determinación de la oxidación de DHEt no se observó 

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 peróxido de hidrógeno como control positivo 

(Budd et al., 1997; Scanlon et al., 1997; Tao et al., 2007; Viola et al., 2007) (Figura 17A, 

izquierda). Además, no existe un desequilibrio en los niveles de glutatión 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)  

 

Figura 17. Producción de ROS y citotoxicidad por el tratamiento con isoniazida A. 
Imágenes de la oxidación de DHEt (arriba) y en contraste de fases (abajo). Las células 
fueron tratadas con peróxido de hidrógeno 100 µM 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 µm. B. Cuantificación 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 (■, control; y ▲, tratadas con isoniazida). Las células viables tiñen 
positivas para calceína (líneas sólidas) y las células muertas se tiñen con yoduro de 
propidio (líneas punteadas). Los datos están 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 

glutatión (GSH) y glutatión 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 relación 

GSSG/GSH. Sin embargo, se destaca que existe un aparente incremento a las 12 horas 

de tratamiento. Por ello, se planteó que quizá la respuesta antioxidante de las CGC es 

suficiente para contender los ROS que pueda generar la inducción del CYP2E1. Para 

evaluar esta hipótesis, se inhibió la síntesis de glutatión con el compuesto L-butionin 

sulfoximina (BSO). El BSO bloquea de manera irreversible la γ-glutamin-cisteín sintasa la 

cual es la enzima limitante en la síntesis del glutatión. En la Figura 18 C se logra observar 

que una exposición de 12 horas a 25 y 50 µM de BSO, inhibe en 80% los niveles del 

glutatión citoplasmático. La exposición a 100 µM 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 µM 

de BSO por 12 horas previo al tratamiento con isoniazida. A esta concentración de BSO, 

se están agotando las concentraciones de glutatión 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 generación de ROS 

a las 8 y 12 horas de tratamiento con isoniazida. (Figura 18D).  
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Figura 18. Producción 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. Relación 
GSSG/GSH de células tratadas con isoniazida hasta las 12 horas de tratamiento. ■, 
control; ●, isoniazida; ▲, Peróxido de hidrógeno 100µM por 1 hora B. Citotoxicidad de 
BSO en CGC después de 24 horas de tratamiento (5 a 100 µM). C. Concentraciones 
totales de glutatión citoplasmático después del tratamiento con BSO 25 y 50 µM. Los 
símbolos corresponden a las siguientes condiciones de tratamiento: ■, control; ●, 
isoniazida; ▲, 25 µM BSO y ♦, 50 µM BSO. Los datos están expresados como % del 
control (*p <0,05). D. Tratamiento con BSO (50 µM) e INH genera producción de ROS 
después de 8 horas del tratamiento con INH. Los símbolos corresponden a las siguientes 
condiciones de tratamiento: ■, 50 µM BSO; ▲, isoniazida; y ●, BSO con isoniazida. Los 
datos están expresados como el promedio ± SE de  al menos 3 experimentos 
independientes. 
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7.2.4 El CYP2E1 es el responsable de la generación de ROS por el 

tratamiento con isoniazida y BSO 

 

El DHEt detecta preferentemente al anión superóxido (Peshavariya et al., 2007), la 

especie reactiva de oxígeno que principalmente se genera por la actividad del CYP2E1 

(Bell & Guengerich, 1997). Para evaluar si la generación de ROS es debido a la inducción 

del CYP2E1, se utilizó dialil sulfuro (DAS) como inhibidor específico del CYP2E1 (Brady et 

al., 1991). El tratamiento con DAS inhibe la generación de ROS por isoniazida y BSO 

hasta los niveles del control (Figura 19). Estos resultados sugieren que el CYP2E1 es el 

responsable de la generación de ROS por isoniazida en CGC. Para confirmar que la 

generación del anión superóxido es el responsable de la oxidación del DHEt, se utilizó el 

antioxidante Eukarion-134 (EUKA) que actúa como la superóxido dismutasa y catalasa. El 

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

 
Figura 19. Participación del CYP2E1 en la generación de ROS por tratamiento con 
BSO e INH. Después del tratamiento por 12 horas con BSO, se agregó 0,1 mM de 
isoniazida  (INH), 100 µM de dialil sulfuro (DAS) y 10 µM de Eukarion-134 (EUKA) según 
se indica. Arriba Imágenes representativas de la oxidación de DHEt, la barra corresponde 
a 50 µm. Abajo Cuantificación de la oxidación del DHEt por 8 y 12 horas de tratamiento 
con isoniazida. Los datos están expresados como los promedios ± SE del porcentaje de 
las células positivas a DHEt con respecto al número 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). 
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7.2.5 El incremento de ROS da como resultado la oxidación del DNA y 

puede prevenirse con la inhibición del CYP2E1 o el tratamiento con un 

antioxidante. 

 

Una producción sostenida de ROS puede llevar a la oxidación de lípidos, proteínas 

y DNA. La inducción del CYP2E1 se ha asociado a la oxidación de todas estas 

biomoléculas (Cederbaum et al., 2001), particularmente del DNA (Bradford et al., 2005). 

Para evaluar si la generación de ROS por la inducción del CYP2E1 con isoniazida puede 

resultar en oxidación del DNA, se realizó una inmunocitoquímica contra 8-hidroxi-2-

deoxiguanosina (8-oxo-dG), el mayor producto de la oxidación del DNA. Las células 

tratadas con INH o BSO no presentaron oxidación del DNA (Figura 20). Sin embargo, las 

células tratadas con BSO e INH presentan un incremento en la oxidación del DNA en 

aproximadamente el 50% de las células. Este incremento se inhibe con la adición de DAS 

o EUKA. 

 

 

8oxodG 
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Figura 20. La oxidación 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 
agregó isoniazida (INH) 0,1 mM, dialil sulfuro (DAS) 100 µM o Eukarion-134 (EUKA) 10 
µM por 12 horas según se indica. Izquierda. Imágenes representativas de la 
inmunocitoquímica contra 8-oxi-desoxiguanosina (8-oxo-dG), las flechas representan los 
núcleos positivos para 8-oxo-dG. La barra corresponde a  30 µm. Derecha; cuantificación 
de la oxidación del DNA. Los datos están 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 El tratamiento con BSO e INH genera muerte celular y esto se puede 

prevenir inhibiendo al CYP2E1 o las ROS generadas 

 

El tratamiento con INH y BSO reduce aproximadamente un 30% del número de 

células vivas. Estos efectos se pueden inhibir al agregar DAS y EUKA (Figura 21). 

Adicionalmente, se confirmó la participación de los ROS en la muerte por BSO e INH 

incluyendo otros antioxidantes, como Tetraquis (1-metil-4-piridil) porfirina de manganeso 

(III) o MnTMPyP (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 agregó isoniazida (INH) 0,1 mM, dialil sulfuro (DAS) 100 µM, 
Eukarion-134 (EUKA) 10 µM, MnTMPyP (Mn) 50 µM, y kaempferol (Kamp) 20 µM por 
doce horas según se indica. A Izquierda; imágenes representativas de la co-tinción con 
calceína y yoduro de propidio en las CGC (PC, contraste de fases: CAL, calceína; PI, 
yoduro de propidio). La escala representa 50 µm. Arriba Derecha; células vivas 
expresadas como porcentaje de células positivas a calceína, 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 están 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 CYP2E1 no participa en el daño generado por isoniazida en células 

granulares de cerebelo con niveles bajos de glutatión a 24 horas de 

tratamiento. 

 

Se decidió explorar si se podía 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 observó que, en efecto, la generación de ROS es 

mucho mayor. Sin embargo, el tratamiento con DAS no inhibe la generación de ROS, pero 

sí se inhibe con el tratamiento con el antioxidante EUKA (Figura 22) 

 

Figura 22. Curso temporal de la generación de ROS a las 24 horas de tratamiento 
Después de tratar a las células por 12 horas con BSO, se agregó el inductor del CYP 
(INH), el inhibidor (DAS), y el antioxidante Euka (AntiOx).La generación de especies se 
inhibe al administrar un antioxidante en todos los tiempos. El inhibidor del CYP2E1 sólo 
impide la liberación de especies a las 8 y 12 horas. Los datos están 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 

incorporación de DAS, aún poniendo el inhibidor al doble concentración o agregando DAS 

en lapsos de 12 horas (Figura 23).  

 

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 agregó 0,1 mM 
isoniazida (INH) y 100 µM dialil sulfuro (DAS) por 24 horas según se indica. La última 
barra corresponde al tratamiento con DAS 0,1 mM al inicio del tratamiento y una segunda 
administración transcurridas 12 horas de tratamiento con INH. Los datos están 
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 crítico de generación de ROS que sean 

responsables de la muerte por el tratamiento con BSO+INH a las 24 horas, se incluyó 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 únicamente en las 

últimas horas del tratamiento.  

* 

* 

* 
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Figura 24. Evaluación de la muerte por co-tinción con calceína/IP 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 están 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 CYP2E1 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 anión superóxido como único producto, utilizando oxígeno molecular como 

sustrato y NADPH como co-factor. Para evaluar si estas enzimas pueden estar 

participando en la muerte por INH y BSO, se trató 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 utilizó 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. Cuantificación 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  Inducción del CYP2E1 y sus consecuencias toxicológicas por 

el tratamiento con etanol en células granulares de cerebelo. 

 

7.3.1 Inducción CYP2E1 por etanol 

 

El tratamiento de las CGC con etanol 100mM por 24 horas, induce significativamente 

el contenido del CYP2E1 evaluado por inmunocitoquímica y western blot (Figura 26) 

 

 

Figura 26. Inducción del CYP2E1 por etanol en CGC. A. Imágenes de la 
inmunocitoquímica 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. Cuantificación de los inmunoblots. Los 
experimentos se realizaron por lo menos 4 veces independientes y las barras indican 
las medias ± SE de la relación CYP2E1/GAPDH de unidades densitométricas 
arbitrarias (* p< 0,05 diferentes estadísticamente del control). La barra corresponde a 
30 µm. 
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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 inducción de CYP2E1 por etanol a las 24 horas genera un tipo 

de daño a las CGC, se evaluó la oxidación del DHEt y la viabilidad celular. Al no tener 

resultados a las 24 horas, se incrementó la concentración de etanol hasta 400 mM y el 

tiempo de exposición hasta las 72 horas. Ninguno de los tratamientos con etanol generó 

un cambio significativo en la producción de ROS o en la viabilidad celular (Figura 27) 

 

Figura 27. Generación de ROS y viabilidad celular por el tratamiento con etanol en 
CGC. A. Imágenes epifluorescentes de la oxidación de DHEt en células tratadas con 
etanol por 24 horas. B. Cuantificación 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 cambió 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 están 
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 incluyó el BSO a los 

tratamientos para agotar los niveles de glutatión. Las células tratadas previamente con 

BSO por 12 horas, presentan un ligero incremento en la producción 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.  

 

 

Figura 28. Participación del CYP2E1 en la generación de ROS y muerte celular por 
tratamiento con BSO y etanol. Después del tratamiento por 12 horas con BSO, se 
agregó 100 mM de etanol (EtOH), 100 µM dialil sulfuro (DAS) y 10 µM Eukarion-134 
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(EUKA) según se indica. A. Evaluación de la generación de ROS por la oxidación de 
DHEt B. Células vivas evaluadas por la tinción con calceína. 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 Inducción del CYP2E1 y sus consecuencias toxicológicas 

por el tratamiento con acetaminofén en células granulares de 

cerebelo. 

 

  Los estudios con acetaminofén se realizaron con una secuencia distinta a la que 

se ejecutó para isoniazida y etanol. En este caso se comenzó con la determinación de la 

neurotoxicidad del acetaminofén para investigar la concentración efectiva, posteriormente 

se evaluó la participación del CYP2E1 en estos efectos. 

 

7.4.1 Neurotoxicidad por acetaminofén 

 

Se evaluó 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 concentración de 10 mM a las 24 horas de tratamiento (Figura 29)  

 

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 gráfica indica 
células vivas expresadas como porcentaje de células positivas a calceína considerando 
las células sin tratamiento como el 100%. Los datos están 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 concentración; &, p<0,05 
comparando AAP vs AAP+EUKA). Las concentraciones de DMSO ascienden a partir de 
7mM para la concentración más baja de AAP (1mM) hasta 84 mM para la concentración 
más alta de AAP (20m). A estas concentraciones el DMSO no presenta toxicidad. 

 

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

acetaminofén.  

 

Con el objetivo de evaluar si el CYP2E1 y las ROS participan en la muerte de las 

CGC por acetaminofén (AAP), se incluyeron dos inhibidores del CYP2E1, el DAS y el 4-

metil pirazol (4MP); y tres diferentes antioxidantes, el EUKA, la N-acetil cisteína (NAC) y el 

MnTMPyP (MN). El 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). 

 

 

 

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 µM dialil sulfuro (DAS), 2mM 4-metil pirazol (4MP), 10 µM Eukarion-134 (EUKA), 50 
µM MnTMPyP (Mn), y 20 µM N-acetil cisteína (NAC) por 24 horas según se indica. La 
gráfica representa el porcentaje de células vivas con respecto al total de células por 
campo. Los datos están 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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7.4.3 Generación de ROS por el tratamiento con acetaminofén en las CGC. 

 

Con la información de que las ROS participan en la muerte por acetaminofén a las 

24 horas, se realizó un curso temporal de la generación de ROS con acetaminofén. Existe 

un incremento en la producción 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). El CYP2E1 participa en la generación de ROS a las 24 horas por 

acetaminofén, ya que al incluir un inhibidor del CYP2E1 (DAS) se inhibe la inducción de 

ROS (Figura 31B) 

  

Figura 31. Generación de ROS por 10 mM acetaminofén (AAP) en CGC. A. Curso 
temporal de la generación de ROS por acetaminofén en CGC. Los símbolos corresponden 
a las siguientes condiciones de tratamiento: ■, Células control (sin tratamiento); ●, células 
tratadas con DMSO 42mM. ▲, células tratadas con AAP. B. Generación de ROS a las 24 
horas de tratamiento con AAP y AAP+DAS según se indica. Los datos están 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 Inducción del CYP2E1 por acetaminofén. 

 

Cuando se evaluó la inducción del CYP2E1 por acetaminofén, primero se evaluó a 

diferentes concentraciones de acetaminofén por 24 horas, a estas condiciones no se 

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

acetaminofén  se logra apreciar un incremento a las 4 horas de tratamiento (Figura 32B) 

 

Figura 32. Inducción del CYP2E1 en CGC por el tratamiento con acetaminofén. 
Curso temporal de la expresión de CYP2E1 después del tratamiento con 10 mM de 
acetaminofén. Arriba, inmunoblots representativos de los niveles de CYP2E1 y GAPDH. 
Abajo, cuantificación 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 relación CYP2E1/GAPDH de unidades densitométricas arbitrarias (* p< 
0,05 diferentes estadísticamente del control). 
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VIII. DISCUSIÓN Y PERSPECTIVAS 

 

 Recientemente se ha puesto mucha atención en el metabolismo de xenobióticos 

dentro del SNC. A pesar de que estos compuestos pueden encontrarse en bajas 

concentraciones en el cerebro, el metabolismo in situ de los xenobióticos puede producir 

metabolitos reactivos o tóxicos que ocasionen daños irreversibles en el tejido nervioso. La 

identificación de sustratos e inductores de los CYP en el cerebro permitirá un mejor 

entendimiento del potencial de estas enzimas en los mecanismos de neurotoxicidad y en 

la etiología de las enfermedades neurodegenerativas.  

 

El CYP2E1  es una de las isoformas de los CYP más importantes en relación con 

la activación metabólica de fármacos y toxinas ambientales, así como en la generación de 

estrés oxidativo. Reportes recientes sugieren que los CYP pueden ser importantes en el 

metabolismo de xenobióticos en las neuronas granulares ser cerebelo (Sanchez-Martin et 

al., 2011). En este estudio se analizaron las consecuencias toxicológicas de la inducción 

del CYP2E1 en cultivos primarios de células granulares de cerebelo, ya que éstas células 

presentan una respuesta pronunciada a la inducción del CYP2E1 por xenobióticos (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 conocía que las CGC expresan al CYP2E1 en adultos en 

estudios in vivo (Upadhya et al., 2000), no se conocía si las ratas a los 8 días de nacidas 

expresan y conservan la proteína en condiciones in-vitro. Los niveles basales del CYP2E1 

en CGC sugieren que además del metabolismo de xenobióticos esta isoforma podría 

participar en funciones reguladoras de manera endógena.  

 

Adicionalmente, se observa que la expresión está localizada en una región 

específica en la célula alrededor del núcleo. Los CYP en el cerebro tienen una 

localización subcelular diferente de la hepática ya que se pueden encontrar en grandes 

cantidades en la mitocondria y en fracciones de la membrana plasmática, así como en 

otros compartimentos celulares (Walther et al., 1986). Sin embargo se deberá realizar una 

co-tinción con marcadores de organelos o  fragmentación celular acompañada de 
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“western blot” para evaluar de una manera más puntual su expresión 

compartamentalizada.  

 

Por otro lado, en el presente estudio se demuestra que el CYP2E1 se puede 

inducir después de la exposición a tres inductores hepáticos: etanol, isoniazida y 

acetaminofén, lo cual sugiere que el CYP2E1 presente en el cultivo es funcional y capaz 

de reaccionar a condiciones ambientales. Se ha demostrado que la inducción de los CYP 

en cerebro se lleva a cabo de manera distinta a la del hígado (Miksys et al., 2000; 

Schoedel et al., 2003), por lo que con base en estos resultados obtenidos, no se puede 

concluir qué tipo de regulación positiva presenta el CYP2E1 en las CGC. 

 

Se conoce que el CYP2E1 puede actuar como una hidroxilasa de ácidos grasos, y 

participar en el metabolismo del ácido araquidónico (Laethem et al., 1993). El efecto 

inductor del etanol, la isoniazida y el acetaminofén en la expresión del CYP2E1 

posiblemente pueda influenciar en la ω-hidroxilación del ácido araquidónico y así pudiera 

alterar su función fisiológica.  

 

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 algún desbalance en el estado redox. Sin embargo, en el caso 

del acetaminofén la generación de ROS es dependiente del CYP2E1 a las 24 horas.  

 

La inducción del CYP2E1 presenta una regulación positiva de enzimas 

antioxidantes como la catalasa, la hemo-oxigenasa y la glutatión transferasa en 

hepatocitos (Cederbaum, 2006), por lo que no se puede descartar que estos mismos 

fenómenos estén ocurriendo en las células granulares de cerebelo y puedan contender 

las ROS generadas por una mayor concentración y actividad del CYP2E1. Para explorar 

esto, decidimos incorporar un inhibidor de la síntesis del glutatión; el BSO (L-butionin 

sulfoximina), una herramienta previamente utilizada para evaluar el potencial oxidativo del 

CYP2E1 en hepatocitos (Wu & Cederbaum, 2001a). 

 

El glutatión (GSH) es la molécula antioxidante más abundante en las neuronas y 

juega un importante papel en la defensa contra daño celular inducido por estrés oxidativo 

(Hall, 1999). El BSO inhibe la síntesis 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 generación de 

ROS con respecto al control, a partir de las 8 horas y hasta las 24 horas en el caso de 

isoniazida, y sólo 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 podría sugerir una posible sub-

población de neuronas susceptibles al daño. 

 

Por otro lado, es importante destacar que la neurotoxicidad de la isoniazida y el 

etanol sólo se observa cuando se agota el GSH. El agotamiento del GSH puede aumentar 

el estrés oxidativo, así como los niveles de moléculas excitotóxicas. El SNC está 

particularmente más expuesto a daño oxidativo debido a la alta tasa de consumo de 

oxígeno, la gran cantidad de ácidos grasos fácilmente peroxidables, y la baja 

concentración 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 amiotrófica, la PD y la AD (Bains & Shaw, 

1997). Por esto, es relevante considerar el potencial riesgo de los inductores y sustratos 

farmacológicos del CYP2E1 cerebral en pacientes vulnerables que tienen reducidas las 

defensas antioxidantes. 

 

Las células que permanecieron durante 7 días en cultivo con todos los factores 

tróficos 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 inducción del CYP2E1 es capaz de dañar alguna macromolécula como 

proteínas o DNA y con esto alterar su funcionalidad.  Una población considerable 

(aproximadamente del 50% de las células del cultivo) de neuronas tratadas con BSO e 

INH presenta daño oxidativo al DNA, lo cual indica que a pesar de que sólo un 30% 

muere, un porcentaje de las células que permanecen, sobrevive a la oxidación del DNA, 

quizá por mecanismos de reparación (Weissman et al., 2007).  

 

 En estudios previos, se ha demostrado la participación de las enzimas de la familia 

de las NADPH oxidasas (NOX) en conjunto de los CYP, con diferentes estímulos como la 

neurotoxicidad por etanol (Haorah et al., 2008) o metanfetamina (Shah et al., 2013) o el 
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tratamiento con angiotensina II (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 

así potenciar la generación de estrés y aumentar el efecto. Esto podría 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 CYP2E1, y que estos ROS se 

generan en las últimas horas del tratamiento. En el caso del etanol, la metanfetamina, y la 

alta glucosa, la NOX participa en la potenciación de la toxicidad y en el caso de la 

angiotensina II, la NOX participa en la hipertensión en vasos sanguíneos. En los cuatro 

estudios mencionados, es necesaria la actividad de un CYP para que se genere el 

producto que activará a la NOX. En estudios posteriores se tratará de evaluar si la 

inducción del CYP2E1 por isoniazida es necesaria para la activación de la NOX y así 

generar las ROS en las últimas 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 concentración de INH utilizada para 

este estudio es casi tres veces la concentración encontrada en plasma después de las 

dosis terapéuticas (0,04 mM) (Agrawal et al., 2004). Sin embargo, sí se pueden alcanzar 

estas concentraciones plasmáticas en algunos pacientes acetiladores lentos (Gurumurthy 

et al., 1990) 

 

Además de las contraindicaciones hepáticas, en varios pacientes también se 

presenta neuropatía periférica y neurotoxicidad en casos de sobredosis de INH (McLay et 

al., 2005; Kass & Shandera, 2010). El mecanismo de la neuropatía históricamente se ha 

descrito como una alteración en el metabolismo de la piridoxina (vitamina B6), por lo que 

el antídoto o tratamiento es la administración 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 participación de ROS y/o metabolismo de INH por el CYP2E1 (Sanfeliu et al., 

1999). Los resultados del presente estudio apoyan esta hipótesis.  
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Es importante destacar que en el caso de la isoniazida, no existía ninguna 

evidencia previa que relacionara al CYP2E1 con neurotoxicidad. Sin embargo, sí existen 

cuadros clínicos de neurotoxicidad en cerebelo por tratamientos con fármacos 

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 participación del CYP2E1 en el 

metabolismo de etanol en el cerebro, como se mencionó en el capítulo 1.5, son pocas las 

evidencias de la participación del CYP2E1 en la toxicidad por etanol. En un estudio previo, 

se mostró una correlación con la inducción del CYP2E1 y la generación de ROS por 

etanol con degeneración neuronal en ratas y en neuroblastomas IMR-32 (Zhong et al., 

2012) sin embargo, no se utilizaron inhibidores que muestren la participación directa del 

CYP2E1 en la neurotoxicidad por etanol. De hecho, los autores realizaron un experimento 

in vitro donde utilizan altas concentraciones de etanol para probar la hipótesis (800mM). 

Las concentraciones probadas en el presente estudio son mucho menores. 

 

Los resultados con acetaminofén difieren un poco con los obtenidos con INH y 

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 

CYP2E1 en la CGC (Figura 33). El tratamiento con acetaminofén genera ROS casi desde 

el comienzo de la exposición, lo cual hablaría de que, al igual que en el hígado, el 

metabolismo y la reducción del GSH ocurre con gran rapidez. Aparentemente, ocurren 

dos picos de inducción de ROS, uno temprano de las 2 a las 4 horas y uno tardío 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 formación de aductos y 

después la propagación de la señal de toxicidad. Probablemente el pico de las 4 horas se 

debe a la inducción del CYP2E1 y la generación de ROS por el agotamiento de glutatión, 

y las ROS de a partir de las 12 horas correlacionan a las señales de propagación (Figura 

13). En estudios posteriores se tiene planeado evaluar la fuente de ROS de las 2, 4 y las 

12 horas, así como los tiempos de agotamiento del GSH y la activación del JNK. 
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Previamente se había demostrado la neurotoxicidad de AAP en cultivos primarios 

de neuronas corticales, donde se describe una coexistencia de la inducción de la proteína 

y la actividad del CYP2E1, la generación de ROS y la muerte celular de tipo apoptótica. 

Sin embargo, en este estudio no se utilizaron inhibidores para confirmar la participación 

directa del CYP2E1 en la neurotoxicidad por acetaminofén. Tampoco existe una 

descripción detallada de los sucesos previos a la muerte y el tipo de muerte difiere 

sustancialmente del tipo de muerte necrótica reportado en células hepáticas (Posadas et 

al., 2010).  

 

Las concentraciones encontradas en plasma por el tratamiento con AAP en 

humanos (1 y 2 mM) no generan ningún tipo de daño en las CGC, a diferencia del trabajo 

previo con neuronas corticales (Posadas et al., 2010). Aparentemente, las neuronas 

granulares de cerebelo son mucho más resistentes que las corticales a la concentración 

de AAP. Este fenómeno de resistencia ocurre en cultivos primarios de hepatocitos donde 

sólo se observa toxicidad a la concentración 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 participación de otras células del sistema 

inmune que no se encuentran en los cultivos primarios purificados (Marques et al., 2012).  
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Figura 33. Esquema propuesto de las consecuencias toxicológicas de la inducción 
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 inducción con INH y EtOH, el glutatión (GSH) de las CGC es suficiente para 
contender la posible generación de ROS (y/o metabolitos) por el CYP2E1 (A); sin 
embargo, si se agotan los niveles de GSH ya sea por la inclusión del BSO (inhibidor de la 
síntesis del GSH) o por la formación del metabolito NAPQI a partir de AAP, los ROS (y/o 
metabolitos) generados por el CYP2E1 puede resultar en oxidación del DNA celular y 
muerte neuronal.   

 
La inducción del CYP2E1 por acetaminofén se ha estudiado muy poco y en 

realidad son pocos los trabajos que reportan este fenómeno (Kim et al., 2007), por lo que 

no se sabe si es vía estabilización de la proteína o transcripcional. De manera interesante, 

existe una generación de ROS previo a la inducción del CYP; de manera especulativa, los 

ROS generados por el agotamiento del GSH son los que puedan inducir a la proteína del 

CYP2E1, como anteriormente se ha reportado con el tratamiento con etanol (Jin et al., 

2013). 
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Previamente sólo se había sugerido el mecanismo de activación de fármacos en el 

cerebro en el caso de la clozapina (a la que se le ha asociado la activación metabólica y 

toxicidad en hígado), que induce el CYP2D4 de cerebro (Hedlund et al., 1996) o la 

formación de norcocaína identificada en cerebro (Kloss et al., 1984; Valente et al., 2012). 

En este estudio se comprueba que los fármacos que pueden ser activados y generar daño 

en el hígado también pueden generar daño en el cerebro. En experimentos posteriores se 

planea evaluar los metabolitos de INH, EtOH y AAP para confirmar que se están 

formando y en parte son los responsables de la toxicidad. 

 

En todos los casos, el tratamiento previo con dialil sulfuro (DAS) previene el daño 

generado por la inducción o actividad del CYP2E1. El DAS es un inhibidor suicida, el cual 

al ser oxidado a dialil sulfona (DASO2) 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 vía la inducción de la hemo oxigenasa-1 (Gong et al., 2004), la glutatión S-

transferasa (Hu & Singh, 1997), la glutatión peroxidasa y la glutatión reductasa (Maurya & 

Singh, 1991). Sin embargo, la inducción 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 glutatión con el tratamiento con DAS, sin observar 

ninguna alteración (datos sin mostrar). Además, en este estudio, se utilizó una 

concentración 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 señalar 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 información novedosa sobre el papel potencial del CYP2E1 

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

 

- El CYP2E1 se expresa en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo 

(CGC) 

- El CYP2E1 es inducible por isoniazida, etanol y acetaminofén en CGC  

- La inducción del CYP2E1 implica generación de ROS y muerte celular en células 

con niveles bajos de glutatión 

- El glutatión participa de manera importante en la defensa antioxidante de las 

neuronas granulares de cerebelo ante la actividad del CYP2E1 

- La generación de ROS por CYP2E1 en células con niveles bajos de glutatión 

puede derivar en oxidación del DNA 

- El CYP2E1 puede actuar de manera conjunta con otras enzimas oxidantes como 

la NOX en el proceso de muerte celular 

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

- El CYP2E1 en cerebelo participa en la neurotoxicidad de fármacos  
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'-1 ... ibxl~ ' 1::BCl d .... rioa~ ..... .:1. I~f .1 ....... coll ........ 
rnor.rnU'd ",,,b mcdl~r.o tor '''''''·S:t'r'r. .1Id t lle r udd lrIICr. 
.... ~ WIll> UA!1 . ' ~rowmll l'-_ ... .., .~.m ... a _~ 

• ,,"oca! lu.-r-lGtw*l1 1I'k!IIKO;I( (~CJ rU,.~ ..... I'YI IIOOl. 

( ..'2> -..e ....... >nl '''.Ib PIS ' .al 1 ... _ ...... d.I,... \o\An 
;Tñ.n ... ",- ...,..<,1) ...... ,.".... U " ~~I'IX Ar" (,, ...... "'"'~ 
<lri....., ... "" iÁ~ "'-<c_"'I_"," "" .. tlwod b¡,:!w 
"""""" dllr_", (!Ir ... ' ...... 1<t~fII,'I., ......... " """"",,",,'" 
-=< .. ~ .... od ia SDS·fACl t<b {IIII_ 1r .. 1I,"",'~ . f'Vt)f 

nIl'tIItor~ lIoG W:1'l' b60cktcl \I<i ti. nts.tu'rl'ral uIIx .... Ir.at­
boIf'á 1'_ d., .... . 'C wdo , ... pt¡m.IIY _.bod~!_ . p .... t 
C't'I'2.E. : 1:lOO Cfu~ or I h br CAlII'tI 0)300 ~i ... lor. ~ Mr:r 
w.~ bioc ..... ", , ..... lNte:I _t. • *_ ...... ,,_y ca"""" 
D -...: pb)';ft".:Je 1 .~3-"bbI!: l :lIIJXlO dl:ub : ¡ no. 
"""'~: l:JtI,tIOO: oc •• h '1.-.. -"'::.rc. U,OCI _ pro. 
..,....,.¡ .lO y ........... iulO , •• ., OW .. , .. ~ ..... d . I .. " .. u" .......... 
!I'1Olrm ... o:on! ..... '" It.~ ", ... utKl~ron ~or.omrncll""'" .r.ll 
._,~....,~ w Iúo.I.Il ro bo. o..~, .......... , ...... )'> .. .... . ........... . t¡¡ 

r.rlQ' .. "·MT ........... 

h~., t •• • ""( n~ IlCUI'Onl Win In(ub.ll(~ wilh IlH ~ In lhe tul· 
"''' ",diu'" " l?( f<l, XI mino FollQ' .. LnJ ln.:ub.oIÍCIn. n.uron. 
..... ,'" \Ya 5 ~_Ci! I'o'llh rBS 100 Ihen /b:Nl ln u frt¡h p.J riro rm~1dc­
h\od. 'm -¡ m, .. N'uron ...... '" o.om' •. «I ..... tI< .n .p~lwDf'HCflICl! 
Nik<ln Di.piIol: micrOOCO!)1 ~ llnll rtIo4Imlnc ft :m(546 nm CMI· 
t>t><m _ :i'JOnm ......... n .. ' ......... t .. ~ 1"" ,..."" • • '" 
<_,~,~".."J." ,11. 1'<""'Il.q;~ ~C DHE I'LAitj '~ "' .... ~ .. ''''' ...... 1 lu 
_ mul numbtt el 00" porfí ..... 
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Fig.. l . CYP2El expres<ion in prinul)' ru ku,..,. of ce",belL., IIr~nu'" neuron~ 

2.6. Measurernenf of g/urathiolll' contenr 

Gluta th ione was assayed according tu a method described else­
where ( R..lhman I't al ., 2006: TIetze. 1969). After treannent. cells 
were washed in PBS and sonic.ltro in 0.1 % Tri lon X- lOO and 0.6% 
sulfosalicylK: acid in KPE (0.1 M potassium phosphate buffer with 
5 mM EDTA disodium salt, pH 7.5 j . Next, samples were mixed with 
equdl volumes of dithiobis -2-nitrobenzoic acid ( OlNB), í1 -NADI'I-I 
and glutathione reductase. Immediately. kinetic measurements of 
(he absorbance changes at 412 nm were remrded for lO mino To 
determine GSSG levels. the samples were pre-incubated with 
2.5% vinylpyri dine for 60 min and neutralized wi th triethanola­
mine prior to kinetic measurement GSH and GSSG standard curves 
were prepared to cakulate the actual GSH mncentration in the 
sample. Total glu tathione was assayed as the sum of the reduced 

a nd oxidized forms. The results are expressed as a percentage of 
control GSH. 

2. 7. Derecrion of DNA oxidoríon 

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 HCI for 5 min, washed 3 times with 
PBS and incubated with 500 ng/ml RNAse in ISO mM NaO and 
15mM sodium citrate, for 1 h 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 s.equentially washed with 70% ethanol 
containing 4% forrnaldehyde. SO% and 35% ethanol and PBS for 
2 min each. Cells were incubated with 5 ;(g/ml proteinase K in 

"'" AC. ValPmia_OIwra i r alfTaricoIagy in Virm ]8 (2tJI4) 1]06-1114 
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e _4,-:--8,:-:-:-,,12=-:...:2:..:4-,. 
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Isoniazid treatment (h) 

Flj¡.. l. CYI'.lEl exp"",<ion in prim;¡ry ru~ .. ,..,. ol ce",~IL.r &r~nu'" I'IE'Uron~ 

2.6. Meusurernenr of g/urarhiolll' comenr 

Glutathione was assayed according to a method dl'scribed elst'­
where ( R.lhman I't al ., 2006; TIetze, 1969). After (reaunent. (eUs 

were washed in res and sonic.ltro in o.a: Triton X- lOO and 0.6% 
sulfos.-lIicylic ,]cid in KPE (O.] M pot.lssium phosphate buffer with 
5 mM EDTA disodium salt. pH 75). Next, s.lmples Wl're mixed with 
I'qUdI volumes or dithiobis -2-nittobenzoic ,]cid ( DlNB~ Il-NADI'I-I 
and glutathione reductase. Immediately. kinetic measurements of 
the absorbance changes at 412 nm were remrded for 10 mino To 
determine GSSG levels. the samples were pre-incubated with 
25% vinylpyridine for 60 min and neutralized with triethanola­
mine prior to kinetic measuremenl GSH and GSSG standard curves 
were prepared to calculate the actual GSH concentration in the 
sample. Total glutathione was as.sayed as {he sum of the reduced 

and oxidized forms. The results are expressed as a percen{age of 
control GSH. 

2.7. Derecriol1 01 DNA oxidoriol1 

(ells plated on coverslips were rinsed twice with PBS. fixed 
with meth.lnol on ice for 20 min and washed 3 times with PBS. 
Cells were treated with 0.05 N HCI for 5 mino washed 3 times with 
PBS and incubated with 500 ng/ml RNAse in 150 mM NaCI and 
15 mM sodium citrate. for 1 h at J7 oc. Cells were sequentially 
washed in PBS .md J5%, 50% .md 75% ethanol (v/v with PBS1 for 
3 min each. The DNA was denatured in situ with 0.15 N NaOH in 
70% emanol for 4 min and sequentially washed with 70% eth,mol 
conLlining 4% form.lldehyde, 50% and 35% eth.lnol and PBS for 
2 min each. Cells were incubated with 51lglml proteinase K in 
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21lm M T", . od 1 mM EIITA " pH 7.) fo, lIlm in .1 37 OC .n ~ 

WJ , bed '",im FBS. Cell, ",ere Pl' rm<'J bi :izro Jod b10c ked '. , i,h 
O.3 ~ fri ton X- l00 . r.d 1 0~ 00/Ulil1 ;onu scru m lo l'8S fm 1 h befa re 
p"p",,,,e ro . f'1 lyplnn.1 .0,¡hnl1)i 'tol io" R_ h)iMm,)'-}-<1c~xyg ". _ 

"", Lr.~ {1 : 100 d,lunon: overn L~h' . t 4 ""t:. Ce ll> were ,nru ~,,«l tm 
1 h . t ,oom I,"",per",u r~ \yi,h • Iluo, .. c '; o i",thi,:y.rt.1t o (FIlC :_ 
<u , y u~.h.-J , ,,ti_,.l.Uil " Ll il",oJJ ( 1 ;SCO oJi lu l .... '). C"; I. ,,' e,~ ' '' L>~J 

.. ith P8<;. u",w,ll-J '"i ll L OAP! " 'UUlLl i' L¡¡ " ,....Ji" ", 0.1 u¡".., ","J u>iLl~ 

.n c r-ifl " ... ",c"" r~ micm 'f"npc (7"';« ) TlI c , ... " IM.", c.[>t.-;<>'o"1" 
t ~~ I""m-ot "U ,-,t *", .o ,U ; I"" t l\l<"" ni,,'" ..... tIt '~"Ifl'"'"t ro titf" rn r, 1 
numb<r ot noc! " por ñe ld. 

C¡;N cultur~, w~,~ Ln: ub.ol<1l 'N' ''' 1.5 f,M o.lc< m AM . od l 1-'''' 
PI fo< lIlmio.t 37 ' C Nex~ cultu,e, ,,"<re ¡: ~.oto~ .. p",,"~ u n~" . 

Hu",,,,,,,,n, .. mi<ToscoPl' ,," in~ ,n exdutlon w"'e~h of 1 ;¡ ~! 
5 15 nm f", c~lcclo"od S15i~ 17nm for rt. Tt1p1jCdt'-" o l .t 1""" 
tt.r,,~ diff<Tt'!It i""':>"' for ~i'lCh eo ndtt ion wr,~ • ....,lyzM Tbr 
,~, ull> . '" ~xp''''o<d .. ttL , l"r<eot'8' 01 -,u bio< c ol l. (c.k, m _ 
po,it r,~ c oll.: w .t h , .. p<et to m. 10!> I numb<, of c..tl. ¡"IH io _ 
l'U,it i '.~ <d :. · PI-I'U .. li\·~ w ll .; l)l"I E~l<.l. 

O.l.t . , ~ <AV'''''''''¡ . ' ( h~ " .,. ,,~ SE , ., i lL<.l , ,--" l~J iLL ll ... l i~ U L ~ 

, .. ~ lLu lL'- >wti, ti .. l ,i~uir.'''' I« u f ll ... t ~IUU" .. JO oJel .. ",i, ... J ¡,.,. 
, O .... -WJ: .. ,r~lyo; i, o f ', ,,, ",ore (ANOVA; f{)[ lo'Nl'd by, pos t hoc 
TUk' :f' ,~" ~:m-p' IMm w , " ""o hl" , . ... Iy'¡ . wIlrf'f' K,,,,k> I_ 
..... . 11", Un~ w' j" od L>"nn', 1.." ""'" lI><'fI. S" llI hc.1 ''Y'' Iic",c< 
..... set " p<Il.O~ . 

1. RO'I ults 

1.1 f1'wn i< ,'~d"Z<"' ,,, .• I;.- "'1' ''''., rJ i~ primmy m/n,.,,,, <! 
u rm, ,'1m ..,-~ ntl '" ...-rlmn .• ~n,j ~-"n ¡,. ,n,1,o:N l7y ,"-, rm,~r wtrto 
;,ali",Ol 

CoofOCJ I ImJ~'" , how th X ee"t:ellJ r s::r ,""ule neurn n, exp"'ss 
f'YI'lF I (1' Z. (A. , fT",,", l. T hf',~ w,. fin ~",iliw '¡Z",,( io n"! ' tiVl' 
rontrnl ..... 11 . mr ,, ~,r"" 'N~ h~ "t [>t,m , !)' . n hr.-,~, (I' g. 111) 
l,on"~Lj ,or", . s«l nrl~ l exp,~"",n., Ir.. 'L,'j n.l,r.creo ,... Ln 
(k~ ",e" " IUUloI ll L~ Llucl~"" (Fi ¡¡. 1(, L ~J ' "' IU 'N> ~ "'''''' l.IIL ~ ILA 
,n 'lysi ' ronft mlS CY2 El induct ioo by I", n",id ~ter 12 h of t ,..J{ ­
mem (Fli. 1 D.oo E~ Do nsitom, trir .n' iyo; i' i, .<!i ustrd wi m G!'.f'[) H 
... Ioo.d'ng coot rol. 

(nocd..- to . ¡:pmx,m". tr.. l .. ,~¡, otLVl'lEl m C¡;N, ' j Llu!>Dn 
c u rvo w .. lIon .. . ted WI '~ ca whol, -e..tl 1\ ....... ( M.on ."~ 
Tynd, le 21l1O), CYY.lEl ~rot.lo lle tl'ct ioo w" " ,ident stJllln¡¡ 
with lO~;o"nd Une ", up ro ~ N:of CGC w~D "'-<:dlly ... te prote in 
( Fi¡o; In .n 1 ~ ) [ I< ing. ".00. ", n"," "' 0{P}F ( ' '' re ........... , ¡r 
..... c. lcu""M th .t CUI c..tb =pr~" n,.,I, 0.004<: ~ Il.OC07 pmo( 
uf C'I'I'2E l 11'1<: <Jf .. hu k--<~II I ••• l~ VlU lellL. 

MI", 8 DIV. CGN 'UUUl~' ' ..... ~ l,~. ll-J 'Nit!t u 1 IL IM ~fi, ,,, j.ui~ 

for 12 h . A. CoofocJ l ml" ooco ¡:, Im~~., rI: CYP2El followin~ 
imm"' .... :..nmrmi;-. ( . ,. ic¡nt; io , .... '~ .... II " g" " Ll I~ o"' " ..... with _ 
out tr<>tm~oL Ar,.,."" mj L:.t~ • ~~ "I".., " SMI 01 CYI'll l apr.., _ 
,to n. 8. N~n"e con"oI ~ CI"I'lEl trnmu tlOC'l bJm.m,e.ol . n.I",,,. 
Nu . l.l iLli' L;: ¡" ,1. , \v 1L ilL ti., "¡"..,,,~ uf VLit'U LY " ' Ll' UWy . e , CUlLfu ­
eJl minoscopy ImJ~es of CYY.l E 1 fol ~m"'OII immuo D[)'toch emlCJ I 
" ili niOi. in r~HiK·I I .. SJiYl ulr n<uro n, .f,~r 12 h 01 ¡sonla,ld !re.t ­
"",ot.ll«l .. row , ,od,e. t, .Iong<r p<" nu :I~" ,ep'" ~ ,u 'nlDg. 

"" .. , ... ""'-,,'" 01,,,,,, in , ;~ 1 , .. "'_ . .. r ..... te '" --. """""al 
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' '< >- "'" ,~-,' , ,." ., >c,' " n , ...... ,iI¡' .~ .. ;" , ,-,;" ,,, , .... , ,, ... , 

D. R.-VL ~"" "l" li,·~ iu,,"u "dJlul., u f CYY.lEl ",0.1 GltFDH VLUll-iLl ",y­
e :, J ' d irr ... nr , ime, of ¡"", I" id treX""",t. E. Oen,lto mecrie ' 0.>1-
y,,, of Immunoblot' lo F. Blot' wer~ preforme<! fm m foor 
mO , ~~od. n t <xpon me c.t.;and 1>0" , re th, me.o 1 ~E a t tt.~ "ho 
'" l Y"'lEl .'{;A~UH .. b" " ...- d , nstlam'''K urut> "",,,,,ILl<1l wllh 
contro l, ( p_' IlAl5 .t.ti,tic.lly d "f o",n' fm m cootrol :. The 'G>~ 
bor (O" .. pond.> to 31l :mt , f . A r"",,,,eo!.ltiv~ immunDblot af 
CV1'2 El dct"" ion In incro"' in¡ "m<J.lO{S uf WhDlc-<:r ll Iy .. t~ pro­
tr i n . .--. A <;I".n1 .. ~ n "w ~f ¡-YN. I ("l[[>t"' '''nn ( ~mi rr.ry oprir . 1 
d ,n.itv unit> 1 in CGN .ho\Yi n~ li ne .. d..-t ion 

L ¿ " ~R""'o/ tr<'ll ,,"'~' d"", n.o' ¡nd' .... ~ f""~"ctJo" oc 
c~mvro""'" c<u .. " b,I~~ 

n .er. was nD '-'Vid en"" of OHEt oxid't i~n , [nor up t~ i2 h of iro­
o i" id (1l,1 mM ) tr<.trncn t (fi¡ . 2J. an d B; , Exposure t~ l GIl~M 
hy"mgco [>N"""i~ c fM ( h w ;o< 11....". ' • I"'~ i,·p r "" rm( (Fig } ,~ , 

l,ft ~ The a ll -,,,bili ty in i""ni;az td ·tr~. t~~ cult~re, " . ., no ' . i:l\nit­
i, .. ,U, . rr",w J 'U IL L~,l"Il wi(h U ... UII~~.(l"Il UJIIllU1 ~' !.OlV 

(fi~ , 2(; , TI.,,,, ~. l..f ' ... ~,~ n " LrLlL' R"J uJ lI ", , . llul ... ~J Ve! ",,,l.t ~< 
of j,,' ¡n~ e . ll,-

.--~u, -_,~ n l .\I "'~ f~r 7 fY R nI':.oo rhl' n "...",~ w i' h fl I mM 
,,,,o .. r td to< multtpl.. t Lme p< nod,. Á l p LHu "....." c.t '''''8'' af 
UHU ox,om o n Ln a ll . t", ,,«l w Lt h l00¡1l'~ hyd,o:o;<'rt poroxod~ 
fUI 1 h (I~fl lh', ... ll U lLlJ ~J l ....t < ~II . I ",i<lJ l~ ~"',..! ~ .. ,0.1 , dI> lt~J l "'¡ 
w i,h Il. l mM ¡"", I." id for n h :r1l:h t pJ .... l ~ The "'Jle b.:t , c orre­
,~ood, to 5tJ ~ B, Qu.nt ll!G>tioo rI: RO, r" >u ltlni! from Dlm axi­
d. ~on . ft" "oO"zt~ I,~""",ol e C. II " . b lrt, . fter l4_Tl h af 
ilOoi." td " «I , m, n' . (_ , contro l: .r,.' ... ;'o ni.oz Od treo te~ ~ ..... b~ 
cd, " .eo ¡>D .ttivo for c. lc.m (w ltd ~ ... . : m d dYLn . cd, " ' .n 
p",l~w for ~ro~I~lum io:l ide (d.lshed lines ~ TIIe ~'!.l ,r. 

21lmM T",.nd 1 mM EIl'TA " pH 7." fo. lIlmin.t 37 "C .n~ 
WJ51K>d '",im FSS. Cell, ",.re Pl'rmI-'J bi:lZl'd Jnd b1ocl<ed ·",irh 
0.3 ' !ri ton X-l00.r.d 1 0~ n"""" ' l oot """m In l'8S for 1 h Ido ro 
P'f"" "'P 'n , i"' :~r l nn,1 ,n'ihnfl).' ' t" in" ~ _ h¡iMmr~_]-<1cmryg"._ 

""'Lr.~ {I ; lOO d,lutIon : ovem ,~ht . t 4 "t:. Ce llo w ",e 'fI<\I~,,«l 1m 
1 h . t room temper",ur~ \vi,h • IILID , .. ,,'; n i",thi,:y.n. t. (Flle :_ 
<u ,u u~.t~J . "li_r ..... il "'Ll iL".oJJ ( 1 ;SCO ~ilul""'). C"; I. "'~, ~ I ",.~J 
.. iU, 1'85, II",W,l\>J , .. i,h DAP! H' UUtLl itL~ ,,,....Ji. ~,.oJ u¡""'..,J " "¡LI~ 

• n c r.ifh , ... ""f'fI ' P mi nn '-l"npc (7"''' ) TIIe ' I"< Ll IN .tI' .".I""',.-.,,~, 
, t~ I"'m"nt "U ni • ...., "',,,1(, rm;t,.·~ nI .. l" ",,,Ir " '<j1H' ro thr ", r. 1 
nu_rot nocl " p<r field. 

C¡;N cultur~, .,,~.~ Ln:ub.ot<'d .", :1\ 1.5 f<l'~ c. l« ,n AM .nd l "..", 

PI for lO min .t 37 ' C Nex ~ cultu.e, ... <te ~ ~.o t~~ .. p~d un"" • 
tJuon~Cl'n", m!(foscoPl' us io ~ ' o pxdtltlon WJ\·.~h of H~I 
515 nm for c~lrcln .nd S35ifj 17 nm for rI. Tt1plkdtC5 01 .t 1""" 
tt.rce dirr"'''''t i'""~05 for .....,h eo ndrtioo "",re ,nalyzM Thc 
r~,utl> ." u p'<'is<d .. tf1. percent ;,ge 01 ,,, . b .. c ol t,(c,ok, m_ 
po,iti,,~ c . II.: ... ;th ... <><et to m. toto l nurnb<r of c<-ll, Ic.ok, in _ 
l'U.iti',~ <d t. • PI-I'U" liw w ll.; 1"" E.I<I. 

} q ."rnfi<tim l .lml)l.<i , 

o..l.o .. , ~ .AV'''''''''¡ ' ' I h~ ""'. LL~SE, • • i",J tc.l~J iLl ll ... li ~ u," 

,"~ lLu lI'. ; wti,li",1 ,i~lIir.,~,",. u f lh~ '~Iull> .. " 1Ml"lIl,i, ... J lJy 
J O .... -WJ:.- ,rJlyo; l, of " .. l.:Ince ( '""'OVil; fal lo'NI'd by. pos t hoc 
Tllk,y' ,~" ~XN'P' IMm w,,'..,-n hl."l' . ... Iy'¡' w"~", Kn "k,l _ 
",. n .. Un~ W. ¡i .nd I.>"ru'" t ... , "'''' U><'d- S ,. ~ ,hc.1 ''Y''tic ... "" 
w., .. t . t p<Il.O~. 

l . ltO'l ult'; 

1.1 ",Pon 1 " "Hrl"Zffl~".<t' ""i' """ rJ in primmy culfllrr, <! 
n r"" ,'1m I:"nnlll, """'", .,n.1 r_,, ", ,"j,1t't'd by rr-~"m,~r WlrfI 
;,o,'-u01 

C""fOCJ I Im.:l~'-'" ,how m .. r. .. bellJ, I!l.I!UIP ",uro n, t'XP"'''' 
nPlF t :r ' z l A. , rr""" ¡ ThI'.~ w" ,.., ~"rtiv~ 'izn,<1 in n"t .tiVl' 
ro nrrnl ..... 11 , mr" t.rrtl 'N~ h~lIt pnm. !)' ." ttoo~/ (I '!. lB) 
¡'Oru ULj 'nIT<'. s«l Crrl~ 1 e'p.~",on., ,he .t,'jn.I,r.CYG .... ,n 
IIce .,e •• IUUI.J ~ ,~ lIucl~u> (Fi ¡:. 1(, ,d ' ""'.}' ... ~ 10';"" '<11' ~I .... 
Jn1.lysl' CúnfimlS CY2El Induction by l",nlJzid " ter 12 h vf t",J{ ­
mem :rl~ . 1 D ,nd E~ Do nsltom, trir . n. iyo; [. 1, .<!l ustro with GllPIl H 
. , . IoOod m8 ront rol 

In <>rd..- to . ~prox,m .. e the l ... ,~" o t '--Vf'l EI m cr;N, • 1,tunDO 
c u rve ... , 11"''' ' ''''' "" 'n¡{ ca whol , -c.U .... , .... ( "'.nn .n ~ 
Tynd, ~ ... 2010 ), CYl'2EI ~rot.ln d<>tect ion w" " ,ident stJrtl~ 
wlm 30 ~~ .00 u ... '" up ro !Al N' of CG( w~Dk:-edl l¡ .... te prote ln 
( fit tJl .01 F) I k i og. ".no1.", n lt"" ", CVP}F I "'I"'.<;fYtlf'>, ir 
..... . e. lru l. ' <d t1-... (eN « lb expr~" 0,..1', 0.00.:..: ~ Il.GCU7 pmo! 
uf CW2E l ,~~ <JI .. ltu ","<~U l \ . .. l~ ~, u l<"L tL , 

Al",,- 8 DIV. CCN cuhUl~' ''''l"l~ l ,~.l1-<l 'NiU , 0.1 " ,M u fi' ''' '' ''.l.d 
for 12h. A. Coo focJl mi,rnsrú~~ ImJ~" oc CYl'2El followln~ 
imm" ..... ;,1.--ror mi'. t ' ·~icint: In N'.~hI' lI , r g''''" I~ n" Itm' w¡'h _ 
out tre .tm~n'- Ar."",. m:lLo.t~ • ~o .. tl\~ " gr .• t ot CYI'll l apr ... _ 
""n. 8. N_ tl\'e ce nerol ot Cl"t'l~1 orrunutlOC1't<Jchrmic.ot ",.tv"'. 
Nu .W itL i,,~ i> ,lo,.. " i" U., .[".c.,,,~ uf V,iu""y ""~ ¡'LoJy. c. Cu" fu ­
eJI mirroscopy itn.l~es DI' CYI'2 E 1 fal ~o"'~ i mmunJ[ytoc~.ml CJ I 
" al nt !\l, In {crdK-llar ll"iYtulo n<uro n, .f,~r 12 h of I,onl.'¡d m.t ­
.... nt. lI«l . tro\\" ,nd,c." .long« I""" nud~ .. 'eyJn '" ""nI~ 

For ' '' .. p''''' ''' OO, .. " ID "~ 1 , .. ,., Jo< , ..r ...... to .... ___ .... , "" ... 
U"".,>"J .. 

, ,, 
" ~ DO 

,!!i 6 • , 
~ .. 
• ~ 30 • 
~ ,. 
~ ,o ! 

.:h.-~~~~ o 1n20 30 40 50 SO JO 

¡ 
! 

,. 

¡ -

timo Int 

~--'~,::::::t:::::jl 
. r~" . ... 
o.,,,,,io,Oj 

~ ,. :! :- ', :' .. ',, - •.. " 
, "L- ,¡-- - -",C----",C-- - -,,,, ' 

'" '" 
" j 
" 1 ., i 
" 

''< '- "" ,.-r.I" <00' .~, , .., ....... IiI¡' .~ ... ;, ,,.,,,;.1 ,.,,, ,,..ot 

D. Ill-VL~,."l" liw illllllU,oWIuI., u fCYl'2E 1 .,oJ GAFDH VJUt.iu kv­
el, J r d lrr, ,,,n, rlrrw, of 1>OI1IJ,id tr."ment. E. D, n,ltom<'<lic , ,,,,1-
)',1:1 of Irnmunvblot:l In F. BIO{. 'f/et"C pcrfo rmcd fro m foor 
mO' p<nde nt e<p<nme"U;and "'" . .. th, me.n 1 S~ o, tt.., .. ho 
'" l Yf'ln ,'t;A~tJH •• blt . .. " d,.."to"",<>c urut> ""r .... t"<'d wllh 
eo r.trol, (p_'1l{)5 . t.Ii.lie.lly d ,;t'm'nt fm m CO<Ltrol :. T1-•• , co b< 
bJt eorr .. pond:; to 31l ~, f . A represent.:uivp Immuna blat of 
CVl'2El dct<'f1l00 In Inm., in¡ .moonts of wh"lc-crII I~ .. tc pro­
rr i o r. A ".n1.r~ n,,,'p ~f , 'IN, t ""1"1"<"00 :Arlrltr.ry "I"ic. ' 
d , n,ity utUts l in OCN . ..... vi n ~ ~n ••• d<-tectiDlt 

],j. Imn"md "<'tl""<nf dI><, ..:;, ina"", Rm f"'1'~"rno" ce 
mmvro" "" c<u .. ab,ht~ 

n .• r. WJ' nD .... i1,nCl' of DHEt oxldJt i~n Jrte, up to i2 h of 1>0 
n i" id ill,1 mM ) trc.tment i Fll:. 2.\ .nd B; , E'posure to l GIl ~M 
hl'~mgpn 1"'.""i1' fM t ~ w;" 11_.' • [Y1'~ i .,p cN1t mt (Fig ? ,~ , 

1' ''1 The a ll ,,,.bility in i""ni;az ,d · tr~. te~ culture, " . ., not .iwIit· 
i, ... ,U~ . rr",wJ tU H'I"" ....J .. iU, U., UII~~.(l"ll UJIILlul ~, '-"' ~ 

(Fi~ , 2<;, TI ... ", <J.¡l.o ' ... ~ .. , ,-,,,rLIIII,," 11, u"' CóI ,ul ... ~J ~'" ",.Il.o~ . 
of d,'In.:: r~l l <. 

C~tt, '_.~ n ' .\l "'~ fflr 1 ... R nt'.'.rN1 'hI'n ,...",~ with O t mM 
,!On .. . t<l tor mutttpl e tIm. I"" n orli. Á lp,Hu " e-iC<r.t ' .... 8" 01 
UHU oxl~mo n ,n a ll . tr ... ,«l "'J< h ItlI~~ hyd.o:o:~ pernXJd. 
flJL 1 It iI.fL i'." ... ll U "U ~J l .-.J ,~~ . : lIIillJ l~ 1''''''' ' .,KI, ~Il> LL." .,] 
wi,h Il.l mM ¡soolJ, id for 72 h :rtVtt p.:I .... l~ The ><JI. I>.:or corrt'­
,~ond, to SO ~ B, Qu.ntt~cotion {)( RO, " ' •. Jltln¡¡ from DH;'t QX~ 
d . ~on . f:e r "00,.,, :1 t,~""",nl e Ce ll " . t"to/ . tI .. l4_71 h 01 
ilOni. .. t<l " ... ,m,nt . (_ , cont rol; . r.d ... ;'o ni.lZ Od trGte~), !J"bb< 
ed, " .:n ¡>D.n ..... fo . c. IrOln (lQ tid ~"". : m d d\'ll' •• ed, " ':0 
pJSltlve for ~ ro~i~lum io~i~. (d.l5h<'d lin.., ~ TbI' dJIJ Jre 
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" " " [ [BSO ~r.A 

__ BSO 
__ BSO+INH 
__ INH 
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~ " I 

i ~~6:::!::::'-~~:==~. 
• • 10" 

lime (h) 
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1 
9 
l 

D 

• u , 

'" • -
" 
" 
" 

-~~C"T~~' 

" ... 
.oo ".>< 

• .. , "." 
• 

~. ~-. 

" 1;" • ,,, 
-

850 

! 
1 

,. 

¡¡~U + INH 

810' 'NH' E~"" 

"'o 
, '<S. .. "'" :-o .. ,,,"" ..." ""' ., '''" '",,'n,,*, "" U;N """u"" 

ap,~" ,d ., tr.. mo.on 1 SE of foo , 1Od0p"oo.n t erp"nm~nt, P"'­
co n' ot _"l~~ eoll . "¡th , .. ¡>ect 00 tr.. tohl numb" ot cell, in 
•• eh " r.dom lieij t. k .... 

Fi ¡¡. 38 ¡J,"w, 11t.1 • 12_1t ~'<I'l'>U!e lu 25 .,0.1 51} ~ 850. 001 
H~I i""" ;',,,<.I. ~ e¡>I",...J Bat u r I IL~ lul JI ,yI~VLJ,,,,il ¡1uW lhi uH~. 

Exposu,. to l 00 ~M BSO lo, 21 h ... ,uUl'd in d"lh in Jpproxl­
m~''''y 1m: nf r~lk (FiZ. 'l.l} In ~II <" ~'...,, ... n' " ' I""im.',", . .-.. 11 , 
w",,, p'rl "'''M ,,",' h ';I I I,M ni Il<;( ) tn, 1J ~ 1""" tn ,..,no".," 
, ,,, . tm~nt. rh .. u>U t, .. t m~t Oo pl~t~. glu,. tttto,," ~ut rt do .. 

H~I <U H L~''''Ll ' ''' <.11 .;:. Lo ltl \', 850 u, IHH lle.~, ... , tl .I .. ,e <ll<.l 
H~I ..... ,.w. ,,,,,,ti,. Wly ~.H ." ,,, Ie> " , ' ''~"'''' "" Lo.,. DH", w,iw­
, io n J 'E 3Cj, A ,I¡mItlrJnI incr...,,,,, In ROS ¡: ,od uctioo "J.> found 
orJy in BSO·t,eJlPd ",,11 , Jfter ¡lOnI""ld eXP<l,ure fo, el:!tt OC 
"'·"'v. ".,,, ... ( 1 o¡: lE'! 

l.~ ll ' .... ,,,,, cultur<1l " ~ UI\' m <l th~ tr •• too ·",t h 1_~u , hL""' '''' 

mltoxt m,,," ( INJ}, 11, 1 mM , son" ~Ld :' NH) o r ~Dth, ., mdtc" od , " , 
Cyl~I~xi<, ly ""'.1> Al ", 21 lo uf BSO (6 - 1 O~ ¡<M I lteJ U Ll~"1. B. T"WI 
~[UlJ(hlooe conlenl Jfler 25 JOO 50 ~M BSO lreJlml'n t. 111. , yrn­
~v[, used " ,rr'",Dnd lo ,h. fvl"",i~ t,eJtm.m condrr [""" . , 
mn rml ; _ , ' ''''' L.'' ' ~ ; " "I,M 11';(1.00 + 'in l, M 11\ 11 1'110- ~ .t . 

.,~ ox¡: ,.,><1I " '1" :\ o t tt.~ ovnt",1 v. lu , ( p < U,US~ e So 'l u<ntc.1 
' ", ,,,,,.nt w ,th II'>U ( ~U~M I . no ' NH gen"",,, IUb pro1 udJon 
g h "el", ,,,,,,ti" át.l .JtkIiliu'L 11,. '}'l"00l, U>l'J IV""" •• JllJ tu 1 1t~ 

IvllowL'\'j "." m<llt co OOd,on" . , ,U~M UIU; . , ,,,,,, .. "Id;.oo 
_ ,850 p[u> ,>«tiolid, D, Nox, to 12 h ot ESO , ,,, . tm.nt , 0 ,1 m ~A 

"~nt.lZ l :l (INH:, 100 ¡<M di.Uy . u lfió. (DAS) Gr 10¡.<M Eubrion_ 
1 Y1 :EUt:A; WJ' , dd'-'CI to , h.culture medium fa 12 h .as indirJled. 
Top R"","""'t.ollv, '1llfluo,cs, .... t I"",~" of Il HEt oxid, non. lbe 
,cok bar clXTcs pond, Iv ,O~m SOllom , QUo1n ti/irdli~n of Il HEt 
"";~., ,, " , Tlh' fI.l'. ~,~ M P"',_ >< m,.", + , F nf ttlf' :\ nf I''''i liw 
« 11. \VLt h "" p<'ct ro t he toh[ numb". of « 11 . in ~""h rondom Ii<'ld 
,.km f,om .ix md'p<' n:l<n' ""'I'onm , r.t~ ( p < 0.0:; c""," .,NI \yi,h 
I"~ 850 II'~U~; -~ . ' OAl5 <Ul ,, ~.,l"ll .. illo U., BSO<- INH ~IU U~~ 

14. CYP2E J 1.01",11"" ~' .~...", .. b,'~ f u, ..... ,I"a,) ·;" J "@ ROS 
j.Ow"'I .... 

1 ",."" .. n' w;' h ' Ilo- CYl'l f l ;n ~ ;b.m ~ ;~lIyI ",Ifi.,.. norm. I;,..., 
110 '> t~ rnon ,,~1 1",,., , '" 11'>1I .n1 , .... ,.,,~ <"%[>Mf"" .-uln lr,.., 
(FiJl, 3D\. AtlJ ili" LL.f llv, <u-lI~'''''''Ll l 'NiU L EUKA,. wUl~leA ll .. l 
e ... !ti Lo " 'UI"' L"" jJ~ J i.Ulul.,., " ,<.1 '"1 .... '" "'''"Iji (B..llllty 
.,¡ "'" 1 ~~3 ~ <" LI ~I "¡dy itLl" VLl.,J DHEl iliTL~.liuTL .llL~ ROS ",ooU<­
ti~n ( Fi¡: 'm;. 

15. J~mJ<t'd ¡¡OS ' fioJ l' ir! DM o":di.,,niort tIt.;, (',,,, 1» pr.v"u~ Il)' 
¡ Y/ ')!' , mh,n,n"n ~, ~r._rl.,n ' ,""""",", 

cell. tr.o"o wlth "Gm.ztd d ld nct: =htbtt UNA = Id. ,., n; 
1 ... ,.,,,,,. ,el, lLe JI"" .. iU, BSO J ,J ~ .. ¡' iltil ,h¡1,Uy DNA uAi~ ... H.o, 

m" 

__ BSO 
__ BSO'INH 
_INH 

'" 

D 

• u , 
• l 
• 

ap,~",d ., tr.. m,.n 1 ';E of too, 1Od0p"nd<nt e:<poe"r=nl' "",_ 
e<m ot poo " n;o a H. "¡th , ... ¡><ct 00 "'" 'oul numb" ot ce l', in 
o;¡eh ,. r.dom fi<1J ,.korL 

Fi ~ , 3B >1.1""," 11,"1 • 12_h ~'<I'U>UI. lu 25 .,0.1 51} ~I 850. IIul 
Hui ¡"",."''''. ,JevI.l"J Bm: ur I h~ IvlJ I ,ylUVI.."HIÍl ¡1ul.l lhio" ,,,. 
Expo<u,. to l00~M BSO ro, 21 h fl',ulll'd In d.,th In Jpproxl­
m~l"'y 1m: nf r~lk (Fit- '1.1) In ,11 ,,,h''''I'lf' n, ~'pc-ri"""''', ,... 11 , 
"' .. , .. p,rt",,,,.., w rrh ';!l I,M ni 11.<;( 1 tn, 1l " p'"" rn , ,",ni",,'" 

,,,, . tmont , "1<, U>U t,ulm~' "plol., glu" ,' "o,,", ~ut " do< ' 

HuI <u ," V""u'"" ".11 vi. LA "l ", 850 '" INH ll.'u",,,,, .1<.01 • .Ji.J 
HuI :.I'"l'" Jl. r"",lÍ.~ WlY~<H ....,<i.> ." '''~.''''' .... t.y DHel UAiw­
no n : F ,~ l e ), A 'i¡mlficJnl 1=...,,,,, In ROS ~ ,oductlm "/;" found 
orJy in 8SO-treJted ",,1, Jfter ¡50nl..,i~ ex¡:osure fo, el:tt< or 

"" <'1v, """ .... (1 o¡¡ 11'1 
to ll , ,,,,, ,,, cultur<1l " ~ UI\' m d th~ !ro ... ' ·"I1 h ,· bu,h""""",, 

",ltoxt m,~ ( lISO) , l/,l mM I"",,, ,,,d ( INH ) o, bolll, .. mdln,~ , A. 

(yluluxi", ly l.wL..fI", 21hvfBSO (6 -11)~ ~M ll "J U Ll""1. B. T"wl 
~IUlJ(hime <onlenl Jfler .5 JOO 5(} ~M BSO tre.lml'nt. Th. ,yrn-
001, ",.d <u"''I'ond lo (h . foU"",1~ tr"JIm,n, cond i,loos: . , 
mn~ml; _ , l<nn ''' ' ~; " " 1,M lI'ifl.no1 + ';II I,M 11\41 I ~~ ~ .I . 
. re ox¡: ", ,><1I .. lit, :s 01 tt.H~ntro l v. lu, ( p < l>.US~ C. ';<qu. nt,,1 
'", ,,,n~nt ""tIt IISU P!.t~MI .n' INH goen"'''''' 1tV; proj uctJon 
S h "et", , ,,,,IÍ"<Í~ ..JJiliOlL 11,. ,YIlIOOI, u,..J lUII"'I'l'LlJ tu Ih~ 

• '" • 

í -~. 

" 
c---. 
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-~~C"T~~' 
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-

850 ¡¡~U + IN H 

810' ,t'H· E~"" 

"'o 

t~tlow,,\,! "~""",n' C<l OOdl~"' : . , 5l> ~M UIU; . , " ,m .. ~Id;.oo 
_ , eso pl", ,""'; . ,id. D. Nexo lo 12 .. 01 ESO ' ", ,,,,,~nl, 0 .1 m~A 
;,on",,;; (INH:, lOO¡dyl di.K, .ulfido iDAS ) o r l O¡dyl Eub ';on· 
1:Y¡ :EUKA: w" Jddl'd 10 , huu lturp m<'dlum fu 12 h .as IndlrJIl'd. 
TO\I Repr""",'.lIv, '1llfluo,,,,<cn t I"",~" of Il HEt o:<[;:I , noo. Tbc 
""k bar ~OCI",pan~, lo 50 ~m lIon om, Qua nti/irdlion of IlHEt 
""'1""n. Thc fI.l' •• ,~ "" p,e ,<N1 >< m,.", + ,F nf ""' ,-; nf [""'t i ..... 
c , ll, "",h " 'p"'" '" I h~ 'oul numbor of c ol l, in e ;och " ndQm fi<-ld 
I.k", f,om ,i:< ,ndop" n:lent <-:<l>'nm ".I~ (' P < 0.0:; comp"NI ,victo 
U,~ 850 )\IUU(.>; -~ "0,05 <"'''''''''''' .. ¡ll, U .. BS00-1NIl ~I"U~ ' 

lA. CYP2E 1 i,&1 .. di"" ~ '~'JM,'¡b:~ fu, ...... i :J.<óJ ·irld. ,<tI ROS 
l'fuJ"'¡"tn 

T",,,m .. nt wit h Ih .. ,-yr 2f1 ," h ,~~m ~"Uyl ."Ifi"" ~orm.oli "'" 

110'> I~ rnon,,~1 1"', 1< In I!,;l) .n1 , ..... ,."'1 n[>l"'l":'i mln" ... 
(F .... 3D, AIlJ il;" " , ll., <u-l,~,,,, ... ,,l 'NiU , EUKA, • wUl~I.A ll .. l 
~.,hiLA l , ,u"",w.;.J~ 'J i'Ulul • .., " ,.J ' •• 1 .... '" ... , i"t" (8J .. , lJy 
'" .1.. 1 993 ( n",,~I "'.ly ;"1,, " ,, ,0.] DHEl "" ,0.].1;"" .lHU ROS I'lOOOC­
ti~" ( . ir; l Jl;. 

1.5. 1~1NSf'd IiOS .~,tit1; ti! DM n,,!dialnott m.., <:r" ¡". prrv"U'¡ by 
¡ I'I';¡-' mh.hIM~ o, ~r~c-"rI.,n' """,,,,,"cr 

\:ell, ,,~,,",l w lth "o", .. ,d d ld no< ~hlbot UN A axld.tl<>n; 
l .... ~, ...... l~h lO.JI .,.] .. ¡U, BSO J,J .,,,Io i,,il ,1'l:llllyDNA"Ai,J ... iu, 
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( F'~ " ",,; ""~ LI~n", 1 trN ' m",,' wH h Il .... ,.., k,ni" i~ r."Q,UN1 in 
an . w,m ,ITt.1 ' . :OH' mcr~a ,~ In OOA oud" "", 01 cd" 'Ih .. 
i'.cre." w;o:; i nhl~ itro b1/ lhe .ddi~on o f di .. ly\ sulIlM( F", ~. mid­
dl~) "",M. ,.,al "" t « .!mu.1 w Lth 1", . r.ILoxtda ot W kA rom_ 
vlelely i" hi~, l> DNA w,iJ.l liu'L 

Cd, " .. ,,~ ruUu ", :I f<lr 8 DlV.oo tl><n """ 0:1 ",ith ,_~ uthi,.. 
"i tL~ ,u l( ...... i",i, ., (BSO) (lO 121L Nul 0.1 ",M LI . ... ;" , L<l (I'H). 
l~O VM di.1ll yl , ul!\de ( Do'I5; !Ir lO VM I'lIkil rlon-l ]'<¡ (EU ..... j w"' 
. ddod lo lh. culturo "",:lium for 12 h ., iOOi~",,,; , R. pro ..... l <ll '·,. 
""lf.uo,...,enr Im"loll'l nf CCM cu[(u,", ore ,Ilown on (110 10ft n .e 
. """v, r~I""' ""t nuel<i po~ !i"" ro< m ti-8-h;,'<lrnX)l-l-Ó«>:.IyYL'­
"."".,, n ... 4 .... "li r,.,.¡ DNA ""iWl L@ ¡, ,k"",,, UtL U., , i~ l tl. Tke 
"Al~ ~r mm-<!",,~ . t n '1I 1,m. lh. ".,. .... ~xpr~""" a' , ~~ 

m.a", • ~ 01 . ,,¡M md' l'ffidffit .xperun .... l ~ ( p .' (] ,o5 comparNl 
will1 t h< ~\OgTm'r ; -p < fI.OS ,.-.n ["'rm ",i' h ' he Il .... INH grnt'p.l 

J.b , 'JI;< ~'.,.omaztd,",dr" .. d d""" .. lO all .. <JboIr'y con ¡,., 
"'~vt'TII .-.J iJy C'r1']f1 i"l,i~ : l i"" ~r UII "o.o:iJ",~ 1 "-JI"" ,. 

1 0:0;, , ,how, th .. tr~atm<nl · ..... l h "on,,,,d In ~ [ula dl .,.,o_ 

dcpl l'tC<! CGN cu[( u r~, lo<! to • 3ll~ d= ..... in c. lcein- p",M iw 
a ll, ( [j~. ,A; aOO a ) <H i n"" , .. i o propidium iodino. po.iti·,. a ll. 
( F'M. 5 B~ Til e ... ~rra l> , .. " ... ¡ILI " u¡l...J ~: .. ti .., .~~iliulL d lke 
fYPJ f l inhihitnr ~ i,IiJ I 'ILI~M ""~ , ,,,. , nrnxi,1,n t nl k '" 

Cd, , ... r~ cull u",~ "" S DlV • .-.I th<-n rr. , (O ~ ,"¡ lh ,"t utl1 i,.. 
nine ,u lfoxirnlne (BSO) for 12 11. Next Q. l mM i oonll, id : I'H ~ 

ltlJ VM d,allyl , ullido (l.VL'>: '" 1IJ VM I'.ul;.;¡ rKl' ._l >-l l WKAi \V" 
.. oJokotJ l~ lh~ cullu, . Ll Il"J iw" f~, 12 h ~> ¡ll.Jiull"<l , p.,~ "~,,,,"l"" , ',e 
im,Z"'" ~ (~,l" in .'1'I " " , 'nz fll' (T.N n,ln l"" >r~ <"".~" (r r , phit,~ 
nJlIl,J>l ; CAL: C,dW¡ll; PI. ~'UV¡~i u ," ¡" Jd .~ Tk~ ", ,d~ ¡.." 

' " J 

m".-;r~ n~ ,'~ 'ifl(, m 1\, V¡;oh(p ",1', "p p'rr.-;<N1" ' h, [",cert 
~ calce Ln'P"',m'e a ll , COIl. III«l n¡¡, ... th tt •• unl ,-.. ,~ cootro l 
cell, M~n,d ., b'in;: 10m: ca lre[n posltlw . ti. Deilj <ctl:s "', 
« p'" , ,,,d . , tI>< p-or« nta,« 01 n_po ~ ll"" « n •. lIal. ' ''' « p", ,>NI 
J> lI ,. Ll It" IL ' SE ~[ ,'" i ,,~e()<,.kul ~A~~" " "" L l> , ( p '. U.~5 nOIl­
P' ",:I w ith !he BSO group; -p < 0.05 romp;t re1 ",ith th< BSO ' INl I 
~,"u~~ 

X.tL" ~¡" lic 1I .,I"l~I¡' L" '"i ~ , i Ll l h. lK .. iIL c@ , lrl ul", J rll"llJ ~f 
r .... enr irt,- n,",p rI'<' '>f, h. ,~ lthn,~ 1"",' rm ... er tr,'im , ~(' he ~" 
eom¡>rund. ~oo lj r~",h t n m ,,!SI .... LO , !tu X<DObo>I>c "",,,00(,,,,, 
mll~~ prM,,,,-,,,>c,iw. '~rir "", ,, ... Iit .-; tt.;" m ..,. , .e ,<;/, irr,-.w-r-

,blo ...... o na l da ITt.1~~ . U •• ""o"Iic .. .,n o , bulO e n' ,w."ral", 
.. ILJ ¡LlJ ... . ., '" ,11 ", u~~e. lJto( "" ulI.J.<>W,oJi ,,~ ~[ l l ... ¡, ~ul 'IL" , 1 r. Ln ",,",o l,meology , nd d "ea '~. lloC<r. l :la" .UU" 1 t hat U I', 
,u ut~ Loe ." tl lI V'J ,yul f",- !<J , ¡LI ~."u~¡u ~, LI ",,-. ~,"¡>l lI ¡IL ,~,~lel-

1" V . n"lp ""'If~ n , ('>.ln rhM'_),1' "tln el , 1" ?fI11 ). In ' hi, ' " lI1y wc 
, natv «1l t he t~ .. colo,;t, ;d ", n""'luon,., ~ t lt.' m:lurnon ~t 

CYl'2EI wh ir h ¡, one of!h~ im¡xJrt ... t CY1' i, a foom rol.tNl lO ,ub­
Ura" m ... bolir ,ct i~, tion md 0"11 toxic ~;,-

w. eJ Ldill Lle~ llLol l CYP¡ E 1 Llo ~""''''''.,.¡ ilL ... l c .. ~"'I I ... 111" 0-
,,1, .... "ron. ( I Inoov. -.1 ~, . 1" '001, U[1Mlhy. ~t " " ' ffillr ("rr"',_ 
mor~. w . ,I .. " v. ; tI1 " CYP2El . " pr .. , ¡o n ¡, pr .. . nt in S DIV 
~rlmJri CeN culru .. ~ f S--d, ;,' ·old rJe (Fi¡. l A~ Sr Jin CYF . J" ~''''­
. nt m ma o, ' dJf. ", nt , ul:e.-llular "",mt .. o. rompartm . nt> ".~Iud_ 

¡, ,,, VI "' ''1J lL ,,,,,,llJ ' ",, . ",I ""lm ll il , ~~<ul w,. :. ... ll:i .IWJ 
mitn.mnr .. ' 'i> (nh.l!:'v, t " . 1. 1q<J '; ; M~ n ,nI ; LI " . l. 1 q<J~; 

s":i>l;,,, .. " d R~",,, .. ,. 2007~ Ou, WY ,u¡¡¡¡e 'l tlul C'l'P2E l ,.!tL ¡.., 

(r'l "' ,"'; <;,"~.,e n, .. 1 rrN ' mm' wi' h 1!.<;o~nf1 ¡'"ni,"~ r."q,Um in 
,n ~wr())(,m,,, J'J4 ,ncr~.,~ In 00.\ oXLd."''''' ~t c<iI" 'Ih " 
Ir.crc,",ow., Ir.hrt: iW<l1'1l ttl< .ddllion of dlallyl , ullld,( FiJ, ~. m i;:l­
dt~:, A~:h,., ... tly, tr""'l< r.' w Lth tM .r.tLOJIl~ , nt WkA rom_ 
vl~lely ;" lúI>LL, DMA w.j·.L liu'L 

cea, ''''''~ rut, u .... ~ f~r 8 D1V , 00 '11<0 "",,~~ ",ith L_t uthi ... 
"; H~ ,u ll",.,,;, ., (BSOl h .. 121L N""l 0,1 ",M " .",;" ,L<l :r.;H\ 
I~U ¡¡M dial lyl ,u llld. (DI'lS; '" 111 ¡¡M ElIkilrlon-l ~ (EUKI\) w"' 
.dd<d,~ Ih~ culturo m<~;um for 12 h ;os ¡OOk . ,.,;. R< pr ..... ot;ll'·'~ 

""If.u~r...,em Im.lj,ll'1 of CCM cullU" or. ,hown ~n [11< 10ft n.~ 
.. ro"" '''pr~"m nucl~1 po ';:,.,... r"" mti.a-h;,drnX)'_l_d«>:.ryg.LI_ 

'O"".,, TI., 'llLl"lir,,," DMA UlliWl L@ ¡, ,"UWII UH U., , ¡~ 1 1l. 1"" 
"Al~ ~ mm-<!",r~. t n lfl l'm. T".. "" .. , ... ~xpr~'<"" .. ,~~ 
me.", 1 SE ot ~1I;ht 'n<I<t><ndffit .xpe"rn<'fI'~ .:.p .' U,U5 comp.o,<'d 
wi rn ,o< ~\O gtm,p; ·r < fl.nS ",m[>'rM wi'h ' he 1!.<;O' INH gmLlp~ 

:J.b. 'JI", ~·"'","J~ztd,U1dt.r",d "",,""" '" c,,'1 "_'1 C<in ¡,., 
J.',~ .. -"/ ru Uy C'r1']f1 ¡"I,[I.o:I;"" "c un"<>XiJ",~ I """JI"" ,. 

1 ~ , ,how. lb .. tr~.tm<ot ·""th "<XI,,,,d ,n ~ 'ut . t!o ., ..... 
dcplttcd CGN cuku ,~, I,d !O • lIIl d= •• "" m c. I{~in·p",itiw 
co ll, ( r1~. , A; . nd , 1M Ln"", .. Ln propídiurn iolli ""'p",iti·..., ~U , 

(F'K- 5 B~ TI,e..- off"-I> , .. " ... """ l>il..J 1>,' ti ", .o~ililiulL uf l"~ 
fYPll' 1 Inhihirnr ~,.Ii, 1 ,,,( ~M ""~ , ,,.. , nthxi,1>n t nlK"-

C.D. " .. ,,~ ruttu ,.d fu, 8 DiV , 00 thm "" ,« ~ \"¡th L_~ Uth; ... 
nl ne ,u lfoximine (8501 tor 1211. Na{ 0,1 mM ¡,.,niJ, id : r.;H ~ 

l UJ I'M m>llyt , ullid. (lJo'>,';: '" 1111'101 1'.ul;.mor._l oL: IW KA ¡ 'V" 
.. okk.oo.J l~ OL~ ,ullu, . LlIl'Jiw" fu, 12 h ~> ¡,oJiU l..J, ¡¡"p."""l"," , "~ 

im • .':'"' ~f ~.Ir~,n,''' .t>i n,og flf rr.N n ,n""" .r~ ."".~" (pr: pI>.o'~ 
","l'J>I.; CAl.: ,JI«i,,; PI. ~".'I-'id¡ulIL iuJ; J.~ T". ,., ... w.. 

'" , 

mF"T.-;~~ n~ , 'fl 'if\ I,m 1\. Vi~e iY'1 :, ",e " pr,",""",' 'he [" ree r' 
of c.k e",_"",', a ll , CO<L'OI~<Hl", ... 'h tt.~ unl .-. ,~ contro l 
<en, d,~n,d .. b, ln.¡: lUCIl: ca l« ln po>l tl".." B. Deo:! <e11:s "', 
~x¡:""",d ,. "'" ~,,"C<n, .. < 01 n _po !Ottw "'(( •. lJ.t, . ... , x¡: ... ,"" 
J> liLe LI ... JIL' SE uf >ill ;"~"I"',Kll-I.,1 ~"~~" "Il"\ L "" (p , u,es «m· 
p . ... ~ \Yith tt.< ~so group;·p' 0.05 romp"'.-J ",i'h th< ~so' lNlI 

~wu~~ 

X.LL"¡'¡U~< ".,I"l~Ii>L" ',";~ , i Ll l h" t. .. ;1L ,@>l ,l ul", J r""'-l uf 
r .... ' n' irr,-n ,jyp , ...... "dL .~ I thn,ozh 1 ...... "<H ... ~r""im, ~f , he~" 
c~m~nd. CO'j ld ' .. >eh ~ .. '" "" ..... LO ,!tu xeoobooIK "",t.t>o/LSrn 
mLl!~ rrM''''~ .... ,,.,,.,,... ,~~ .. rnrt .... fi'.., rt-..;" m"Y " ., .... ¡"r""~f«-
Lble "",,~ ,,", l d.m,~~. u.~ ," , n"hU,.,n ~ f bulO CYI' sub", .... 
• ",l ¡Ll JUl • ., ,," ,U .' LJI> ~~ ~ ill-l l .. u'''¡''I>U' oJ;,,~ ~f l l ... i, ~u/ 'rLU J f 

,,,,," LO ""ur~tox,cdogy , nd d" ... ,~. -.,c,t j . :;¡ 'uu<!t ,t-...t l'I'l', 
,~ "~~ i>e .o" rLLLl-'J LUul f ... w, ¡LI ~.U" I>¡U li l LI"'," ~u! ¡>l LL ¡u ,~,~ld_ 
1" !:"'nI,l~ ..... "n n' (""," r~ ,,,,_\1, ... ln N , l .• ~fl11 1, lo ' hl. <m,ly wc 
. n>t.¡ _ tt-.. '~x,rolo,;o, ;d "' r.""'Iu .... '" ~f ,t.~ Ln~uctloo 01 
CYl'2El wnirh 1, o,,", of Ih~ impJr1olr.{ CYI' I,ofmm rol~{cd !O ,ub­
, ... " ...... .t.o!ic .ct ,~, non md < .. 11 'DXLC~,. 

We <'J ,HUILL.,,] ,h"l <"rP ¡E 1 '" ~'-I'l""..J ;IL r. l ~"","'II .r 111 ..... 
,, ¡,. .... "mo' (1 o vnI "" 1ml ' !lf1oW1hy. " " , ] flW) ,< fllrrt-.r,_ 
mor~ ..... sh ... v.~ <11., CYI'2El np, ... ¡on ¡, pr ... nt in B DIV 
~r1mJr¡ CCN rutru ' H f 8-d':. ·old 'Je (f"- l A~ Sr JÍn CYF, J' P ~r .. -
~nl In m. n,' dJf.", nl ,"~c~ltul.>, "",m~"n~ romp.orlm . nl! ,r.dud_ 
iLl>' vl.., 1L1J 1L,,,,,,llJ ' ''. . 1I" "I'I J>lII "- , ~lilul w,. :.'U1l;j .mu 
mirnrllnntt-i , ,:nh.l!:'v" .. , f. l'l'l '; Mno ' nli " ' " , t. l 'l'l~ ; 

",:iL .. ,d R~<II ""' . 2007~ O Ut WU ,~~,l L1LJ l CYP2E l LlIL ¡.., 
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"" 

'"" 

... 

.~ 

"" 

,ub-k>c.lizod lo. 'P<"ifir "'i io n oc cou,., il i, loc. ,cd al. c~,," i r 

r. n' d"t.n r~ 'mm rh , nLlMfo L" . " ~LL nrl""o h' ,t .. nong ("Z, 1 ~;_ 
Mt" t,n ' m, nt. th" ~ gnot mrr' ., .... In lb, ""' ...,. ...... ont,n<lty 
>r><1 , ,,. >ro"n " t ~, nI .. t" " ( t '!: 1 t, "..., . mlw ,) hLLt ~m , nnt 
m' >pl..:" it i. ¡: ~oct"" " p roli l, _ Futu,e " _,,m, nt, .'" n ... :l"j 
lo elucL<l.t" th , ' f'<"ihe eelkIl. r eomp" t rnm' . ,,,,e" t,,:l wi,h 
CCN·CiP2EI "'p,,,, '¡o n, Ou r ,,,, u:t, oh~ inde. te ,h.t CYI'2E1 ¡, 
¡",J uc...J l>v • Ivvl,.11", ,,,I LC it,~Ul.'. , uJIJ\l'.li"lI U ... l ti ", C'I1'2 e l 
v,.~'.lL l i" CC N, i, (ulLeli ... ,,,, .LI " ,,,,,~, .. h lu < iL~",i<. 1 ,I Ll "uli 
(FiJl. l E-C ~ n L~ Ll Klu< U"'L " . ~~,,,,, i. l.{~ .fl .... ni, u f i,..,,,i.,itl 
trp, ,,,,pn! (FIE 10 , n~ Ej , TII<' ro nn>m rJtion o f lb<> Induc .. r t1S,d 
in tb<><;<> .. xp...-i",,·n15 1, ,Imll " lo , hJl ' .. portl-'<l II-'j Curumur llly 
.1 Jl ( I~Dj (O.! 1 mM; In slow JCelylJ tll r p,n"m, , u ff.rln~ fr~m 
ime' tim l , ub<-'rrulosil , 'UOl:"'tLn¡: t ll~1 il i, pos' ible lo .. ""11 , ~ i , 

plas ma conc,r.tr"' ion un~" ,!><'Cilic c linica l t",.no""t" Tbi, ' tudy 
demoom.tcs fm lile fim tim, t ll,U i, onia.id can indu,e (<'fe~,lIar 
CYPlEI , Hr¡la tic CYPlEI can oc in dueod thr"~ mul' iple OK",h.­
nI ,m.., . n" on ,111' c", .,¡ ,"' nI. 7I" , " " In<1, .. ,~ ' hm Llgh p,.' t" n 
,to ~ L h '~ 'Wln (I~m1 ~I.t l'tn ) n r ".n,I" , ., n'" M"rl\l.t,~n ( I'.' k 
, t . t" l '-1' n ;_ 

CYP2E l . rodue,," 1tOs., mo,tly- , u p<roxirle .nion (~II ;md 
Cu "~rich, 1 ~7 \ " I ieit~ hv ""dqo:,n~u, ond 6O)!ffi DU ' ",b­
,tut", ttr. , ol",.et " indue" .. , In ,o"'" e"", Ihr ind uct ion ot 
CYP2El .lu lL~ "'.~, lu ",, ;u. II ... >l'''''' , hu",""",. "'" f ... ", " tl L.l 
lh . i, KlU<l i"' L . ,Kl VU »i~¡" L" <l.Oooli,,,, uf i"",u.,i<! ~i~ lLu l ~,e,._ 

, l~ ROS u, c.n l~.um:.' ( Fil¡. 2 ~ 
CSI-l i, tite most , " undJm ""dox id Jnt mol l'< uk-' in o"lIs m d 

pl"Y' ~ 1IlJ_"" m le In dofen", J:;l in<t oxid .dw stres,-Induce<! cell 
in..lur, ' ) fJll 1999j, MDrl-'OWr, p ,p,; ou, 'tu~l ", h,w , hown tt~t 
r.~H cnn" H" LIC ' <il nifir.n'ly In , h~ on ,i".i~.n' '''' p''''<~ <'1 "' ;'.-<1 
' l-' in<>- (YI'lF1i':' c'· ... , 1'<1 nxi~ ... ivr <' rI'« (W LL , n~ ' N1em" LL rn . 
loo l ) ~ llh " LZh "" ~;~ M ' illNl Hfy .ny rn" nZ'" in , ti< l':~lIo tll inn~ 

A 

1 
; 
i 
¡ , , 

B " 1 , , 
• , 
, 

Io,d aftl'f i",ni., id trNt m""t ( Fil , 3t\, ct,c\c, ~ thc inrorporillion 
d " ~ L ll h,nrln ,,,Itn <lrn 'rM' . n Lnh'Mn, rt gl L II,t h,~rM' ,,,.rt h~,,,. 

p ... ,"' .... ,nrl" .. , n'mn '~"- L~' ,1:" , ~ Lgh r hnL L'" "' I,~ .. ......" 
(1 'g -U-J- 'fh~ ;-~""'"" tT,t Lon nf tl'iO " ,,<1 In n" ' ~'[>I't' ,m~nt" <Lzmt­
ic m tly r<d uc.d ,hr tot.1 CSIf 1 ... ,,1. in CC N, ( F~ l B I but ,. il.d ro 
g<-n",.¡" ", . cti"" D:<yg"n 'f'<"'" :F'g 3(; or rom pm mi", «-11 \' ''_ 
b~ity :F'g 3A~ CCN , .. i,t.nce k> BSO tr". tm "nt 'N', .1", d "ecte-:l 
~_V WW,,,,, .t. .l ( 1~~l ",h u J eIL Lu'I>I L" ll'<l ll.. lll •• u LI . ,,1 " .tl L 
1001'1.1 850 LLl ilL ;IL ... I!.,.- WLLl V' ULLl i", ,el l Yi..c llil\' . n." L 2-th uf 
~ ... l"",,, l. FUllj L~II "U '~. ~ ... 1""'LLl " iU, .. CYP2El ild,il>i lu, 'Ul IL _ 
pk-'(pi~ Inh it.¡ , .,.¡ tb<> ROS ¡wnerm-'d ( F ,~. 3!)~ Addi ha"~lIy , In order 
lo dl-'COmpD«-' 1Il .. ,uP<'roxide Jn", n ~n ~ h~ dros:"" ~",oxid .. ~.n ... -
Jtro b, ' CYP2El Indu, tion. Wft Inoluded , mim.t ic of ,uP<'roxldp 
dil mut .se/CJ(.)I""" compoo nd ( E u "'~ Incm'll<JrJlion o( Eu '" com­
pk [C i~ inhibitcd th, SllPl'foxid' . nion d 'toctl'd ~. OH[ , TlIr", 
r"", l" 'Ul.""st thil t CSH i:s req uirrd lo , ~ro t"ctiOll .~i"" t 
CYl'le l -¡t'OCm cd ,uporoxiM anio n induet'd by i"",""i~ ~xpo-­
<L L..- In N'f~lw- lI~f g .. n"t~ n""o" ,- ~In"" !;';!t ~.-pt.hn n " .~, ' n 
,111' U n" ' h .... ~I W{" ~i ¡-VPJ F1_1fI<1L1 rt., n "ntm~nt . 1.'it l 
.[>[1". " In ¡" Lm[>münt In p, ,", mng 1U \t ' l-' Ln, 1 1Yl'n l _ 
indue.d loxOcitv_ 

., ,u",,,c . .d produe hon oC ¡'i~ I",,"¡' of RO; co n I,.d k> lipid. 
prot";n m d ONA ox Ld.t ion m d CiI'2El Lnd uctiDn h., """, n ,meh-
... ll'<l ilL U,,, u~,~.li ... , uf UL.'. lJiuIL Lul l'.:ul"" 'Cd,, ¡" UIL L .. l . l. 
2001 ~ ONA ""wliuLl .... LL ,.~,u ll iLL 11 L~,""i!JI. c.1I do lL "'lI" , l h. ,l'_ 
f .... il i. lI uü .. llu <AplOL. w lL~lhl" L IL~ ItOS ~"LL~, .Il'<l 1>, ' i.u" i, _ 
zid -Ind u< .. ~ CYP2 El muld ill[ldi.~ DNA. Orll-' of , he mJjor 
prooum r", u ~ i n: fm m ONA oxK!Jtion iI 8-hiMoxy-2-«DXYlUJ ­
nosi .... ( S-oxo---dC~ In 1Il1, ,t udi. Wft ,vJ lu'te<! t he 1 .... • .. " o( DNA 
",,01. ' ;on in , r .N< ... ' ... .." " .. ~ h 11'>0. tNI-!. 'M_~ ,"<1 H IKA ~. irnrn lL _ 
nn:-yt .... h~mi"'l)· IIl'I'm. i rn~' ... \' ~fl\ ,,,N e.hi¡'~"" nH~ ""i", _ 
tivr ~.m,,!:e \, .. IIro ".-.,.-,1 .. irh R'ill .n ~ ¡<noi . ,i<1 (Fil': ~ ~ 

"" ,r '~""'~ .("~ .• "., i '"'' . ''\'J' j" ,"" ," '" 1""4) " .... ~ ., ,, 

"" 

... 

. w 
"" 

,ub-k>c.liLod lo. ,pcriflr "',Lon Ix-,.ousr il ¡, loc.,ed al ~ eOll5 i:r­
r~n' <1 , "'.n r~ fmm rh , "Llrl~ , ,, .,. ~Ll nrl, .. f<o ,r .. nrng :1'3 I ~;. 

~ft" h"~.'m, n r . rh" .. ¡¡nAI mC" A'''' In 1Ir,,,,,,,..,...,... ,nI.m,ry 
>1><1 . " . >lolln l1 t ~, nr.-l " " ( 1 og 11, ",<1 " m,,".) hLlt ~m. flOr 
mtipl..:" it i. ¡: unctu>t , p,oIi l, . Futu,e e xp<'rim , nt, .re nft'~ ,d 

to elucL<l ... di , '¡>e<:ihe «11uI . , eomp.rtrnm' d''''''''''" with 
CGN-CYP2El , xp,,,, '¡on, Ou, ,",u:15 .b~ inde. '" ,~, .. CYP'lEl i, 
i",J uc..J ¡'V . lvvl,.II"' V' I" ill dUl..,. ' UJlJll'.ti'l)\ tI .. l U", C'l'P2EI 
V, .. ~, Ll ;1I CGN, ¡, fULL,ÚU' o! . LI :l I"'~I"J, lu , 1t~",i,. 1 ,l tl lluli 
,:Fi)l. I E-G ~ TI,e tI .JU,U"'L io . ~.,e<; ,u." .ft", 1211 u f iWlIi.,itl 
t, .. , ,,,,em (FI¡ I D ,n~ Ej , TlI<' ru nn>mrJtirn of tb<> ¡ndue .. r us,d 
In tb<> ... pxp'-"Imenll; 1, ,Inúil, to , h.¡{ ,"pürllil boj Gurumurthy 
el Jl (I!.9D) (().11 mM; In slow Jea yl,JtDr p, ,,,,m, , uff.rin~ fr~m 
in :.' ti",1 ,ub<>rrulo<l< , 'UOl: l">I LJIl: { h~1 U i, pos' ible {o , ... eh , ~ i , 

plolS ma eone"r.tr,ti~n un:1or ' Pl"'i/ie ct intc;o l {rc.!ment:;, Tbi, ' tudy 
demoostm", for the fim tim, ! ha! i,oniazid can indu,e {<'fe~,lIar 
CYl'lEI , Hcp.o{ic CYPlE I e~n oc inducod Ihr"~ mulCiple """ h.­
nI , m ... . ~" rn ,111' c. " .,¡ ,,,, n'A" ", " " Inrl, .. ,~ ' hmLlgh J" .'t" n 
't. ~LI" .. ", n (I~n l1 ~ t.1 1'1-1 1) n r teA n,!>"""'" """.At,~n ( I'.,k 
' 1 . 1.. t'J·n ;. 

CYP2El oroduc", ros. mo,tl)' ,uf""o:cid< .ni"" ':~II ;md 
Gu' c ..... rich, 199; ) .. I ¡,it~ h~ ""dqo:,n~ ... ."d 6!l)!ffiD U' ",1>­
,tu '''' thot, .I ..,.ct " induc .. " . In 'o"", c.,"~ ,,," iod uction ot 
CYI'2El .dU LL~ I~.~, l!J U>. ¡,j~l ,"~ >lle,," , h"" '"",,,, W< f .... " :l U,,,1 
lh. i,.JUI.' ¡"" .,.J ,,"»¡~Il- LI ,e",ool¡,," ul i>Ulri.,itl ~i~ LLu l V"' ,eL­
, l. ROS Ul cen 1~.úmJ 1 Fis. 2 ~ 

CSH ¡, th e mo>t JbuooJm JlIdox idJnl mol«uk> In {<'l Is md 
pl"!f' ~ tnJja r ro le In defen~ Jj,lJin<t oxld Jtiw 5tres,-lndueé'd e,1I 
Inju']i :IlJIl 1 9~3) , Mo,<'OW" pr .. "iou, >t udll'S hJW , hown I~..JI 
r.~;J cnn";",,"' , <il nill<.n,1)' 'n , h~ .~,i,"i~.n' '"' r"'K~ rI ¡" itc~ 

' l-' in <>- fYl' l F1i':'c",.''''' nx¡~ .. ivr " .... " (VI" . "~ ('<'f1rm. ',m. 
7mJl) ~ I ,h " 'Zh ,.,,-. ~i ~ M ' iolrn Hfy .ny <1'I> n.':"" in ,1M' l _" .. h ion~ 

A 

1 , , 
¡ 
¡ , , 

, , 
• , , , 
; , 

Io"d atter ¡",ni"Ld rrmlmCf)1 ( fi,- 3.'\, ci'de' J. thc Inrorpnrati"" 
,., ,· hLl, h'.oclO , "lfn xom' nr An tnh ,hotnr ... glLI 'Al h'o .... ,]ict h~,,,. 

p'mur .... '~A .-1'!V' m )lU'n .~..,- ,~. Aft" ~'gh ' hot,,, '" t,~.rrnr" ' 

(I 'g 'U'}. ' I 'h~ ;-~ .... ' ntT. t 'o n nf Il'il ) ""~ 10 ."' ''~' p,.,. 'm~n'' , "V',J­
ic ;mtly ,<duc<"d ,,," to .. 1 CSH lovel . in CGN, ( Fil. 181 bU! ', il...! Jo 

~ne, .... , .. . ctiw cccys<n 'f"C'" :FLg 3C; o, oompromi ... c .. 1I \. ,,_ 
b~;ty :FL~ 3A~ CGN ".ist.DC~ 'o BSO Ir ... """,t 'N" .1", d " ect<'d 
~V Wi:llll~' .... . L ( Im~l ",hu 'J .1L1~,,,lL ~l..J ll L4 1 he. uLI ",1 w,lh 
1001'1.1 850 LLl i lL i lL ,~l ly UJLLlV' ULLli .. l..t l YÍ..u tlil\' .fl.L 2~ h af 
~ ""11ll1,, ,L FUl ll '~' IL 'u,~. ~ ",,1""'Ll l .. iU, • CYI'2El ird,il>¡ lu, U)lII _ 
p"'P:~ Inh i ~ ,1<l lhe ROS ¡wne,m .. l ( F.¡:. l O} Addlh(]"~lly, In ord .. 
lo derumpose tl1e ,upc,oxlde J nio n Jn~ h~ d,OJ:l'!l p<'JOXIde ~en'-"­
Jtro by C;-;>2El Indu, ti~n. Wfi ln,ludl><! J mlm,tic of ,upero >úde 
dl< mutaseI<J(.)I .... compou nd ( E u"'~ Inc~rp<l'J{ ion ol Eui<J eom­
p¡" ,cl}o inhibi{od th, superoxid, a n¡~n d mctro ~. OHE , Tbrir 
,=IIS 'Ui.""'i! thil t GSH lo rcqui, ro tm ~rmo<tion .¡.oill5 ( 
CYl'lEJ -¡CfIl', ,,ed ,up,,,,xide anion ioduced by i"""""id ~Kpo.­
""'" In C~,~¡"'IIA' ,.;<>nllll' n l'L ' ''''''' ~ '" .... (;';11 <1...p.h.on ", .~, m 
tlll' u n" Ahm ~I W'" hi I'{P!l l _"' ~lIrl",n ""Im~nt . 1 •. '>11 
.pro-M' tn (), ''''port.n' In r","", mng I U \I Al-' ,n ,t n l 'l lt _ 

indu'...! tOJticitv. 
., 'U". 'C.<"d produ:hon of hil\h 1e1!"1o of RO; CoIn I,.d 10 lipi d, 

p'ot"n m d ONA <»:td.tion ",d CYP'lEI ,nd ucti,n hA> b ... n ,m;: h_ 
" ll'<l ilL tI,~ U>.toJ .lim ~f Ut<," [,;u' Llul",:u l", :C",J" t..Ut Ll ,,1 . lo 
2001 ~ ONA wt wliu Ll '--"LI r~.u ll iLL 11 L",~"ilJ!< cdl <I .. LLI."" , l h., ,,_ 
fu .. il i. u~d. l l'J ~Aplut .. wh~lI "" l lt~ ros ~~LI~, .Il'<l 1>,' i.ull i, _ 
zid·lnduc .. d CYP2El muld axldi2~ DNA. Dn<> of ,h, major 
prrou,," rl'S uKin: fmm IlNA oxOlJl lon l< ~ ·hidraxy·2·d<'DXYflJ~ ­
"",IJI<' (S·oxo-<l¡;~ In thi, stud~. Wf! eVJ luJ{ec! {he 1" .... 10 nf IlNA 
",, 01.' ;on in <T .N< , "'.,....., "'·~ h R'>O. INIj . 'M.~ 'c~ H IKA ~. i"'m ll _ 
nn:'yt .... ~~mi <try lI[l[>m",mA''''I'~"' n;N c"hihrtN1 nH~ ""i~. _ 

ti ..... ~'m"!:e "" hm ,,,,.,M1 w irh R~n .n~ ;q ... i"i ~ (Fil ~ ~ 
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~~. d>. ,"'"11> ,110....- ,h,a, u....~ jo • hil[he. pool'Cent"«,, o, 
.. 11 . ..... ;U, OHA "-, ..... w u ll .. u ROS ~., .. ,. li:Iu :F.:p. ~ .. ,d l O; v' 
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