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RESUMEN

En humanos y animales las infecciones o estimulos inflamatorios modutan
cambios en la actividad y nivel de expresion de las isoformas de citocromo P450
(CYP) en el higado asi como en tejidos extrahepaticos tales como rifion y cerebro
(Morgan, 1497). La actividad de las isoformas del CYP hepatico son afectadas por
varios estimulos infecciosos e inflamatorios y esto tiene una consecuencia clinica
y foxicologica. Por elio se requiere realizar un estudio para determinar {a expresion
del citrocromo P450 a través de un proceso inflamatorio con Cifrobacter
rodentium, el agente etiolégico de fa hiperplasia colénica murina. Los signos
tempranos de la hiperplasia se presentan 4 dias después de la infeccidon con un
adelgazamiento de ia mucosa alcanzando su maximo enfre 10 y 12 dias
postinfeccion (Frankel, 1996). En este estudio encontramos gue Ios ratones se
infectaron con el agente etioldgico, sin embargo no cbservamos perdida de peso,
que es una consecuencia de la hiperplasia colénica murina, también se observo la
expresion de citocinas proinflamatorias como son interleucina-8, factor de necrosis
tumoral a y otros componentes como la Oxido nitrico sintasa y la ciclooxigenasa-2,
los cuales presentaron un incremento en su expresidon en los dias 4, 8 y 12
postinfeccion con respecto al control. Se encontraron cambios en la expresion de
los diferentes citocromos estudiados, en el caso de CYP1AZ2, tanto en higado
como en ef duodenc se observa una disminucion en su expresion en el dia 4
manteniéndose hasta el dia 8 en el duodeno, en CYP3A11 se presenta
disminucion sélo en el dia 4 pero en el higado y no en el duodeno; sin embargo en
CYP2C29 se observan cambios mas evidentes en el duodenc en donde hay una
disminucidén en la expresion en el tiempo de monitoreo que fue de 12 dias en
donde apreciamos mas este efecto. Podemos concluir que el proceso inflamatorio
inducido por C. rodenfium en ratones Balb/c machos afecta la expresion de los
citocromos CYP1A2 y CYP2C29 en higado y en duodeno, para CYP3A11 solo se

encontrd disminucion de la expresion en el higado.
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INTRODUCCION

Las enzimas de citocromo P450 (CYP) son una familia de hemoproteinas,
localizadas en la membrana del reticulo endoplasmico de jos hepatociios y de
otros tejidos.

El término citocromo P450 se refiere a una familia de proteinas involucradas en et
metabolismo de compuestos xenobiodticos, los cuales incluyen contaminantes
ambientales de origen natural y sintético con propiedades carcinogénicas y
mutagénicas, asi como farmacos de amplio espectro (Morgan 2001). De igual
forma, las isoformas del CYP metabolizan compuestos enddgenos como acidos
grasos y esteroides.

En humanos y animales las infecciones o estimulos inflamatorios modulan
cambios a nivel de la expresion de varias isoformas de citocromo P450 en el
higado asi como en tejidos extrahepaticos tales como rifdn y cerebro. La actividad
del sistema de P450 hepatico es modulada por estimulos infecciosos e
inflamatorics y esto tiene una consecuencia clinica y toxicoldgica.

Algunos farmacos deben ser convertidos a sus metabolitos activos por enzimas
P450 y la modulacién de su metabolismo durante una respuesta inflamatoria
puede reducir el efecto terapeutico o toxico (Yung ef al., 2001).

Citrobacter rodentium es una bacteria que se ha usado como un modelo murino de
infeccién pacteriana, es el equivalenie a la infeccidn con Escherichia coli
enteropatogena (EPEC) y E. coli enterohemorrdgica (EHEC) 0O157:H7 en el
humano. La patologia colonica murina producida por C. redentium es indistinguible
de la producida por EPEC y EHEC, con caracieristicas de lesiones de adherencia

y esfacelamiento sobre fas células intestinales (Schauer ef a/., 1993).

Las cepas de EPEC y EHEC estan implicadas en diarrea y/o disenteria en
humancs. EPEC es el principal agente causal de la diarrea infantil en paises
desarrotlados. EHEC es un patogeno de importancia mundial que produce diarrea,
siendo fa manifestacion mas seria la diarrea sanguinolenta que puede progresar a

una disfuncion fatal debido a una falla renal aguda (sindrome urémico hemolitico),



particularmente en nifos. EPEC coloniza el intestino delgado mientras que EHEC

coloniza primariamente el intestino grueso (Nataro, 1998).

C. rodentium, previamente designado Citrobacter freundii biotipo 4280, es el
agente etioidgico de |a hiperplasia colonica murina, €s un bacilo Gram negativo
anaerobio facultativo, cuya via de transmisidon puede ser por contacto directo o por
comida con‘aminada (L.uperchio & Shauer, 2001).

La hiperplasia colonica murina €s una enfermedad natural que ocurre en ratones
de laboratorio y esta infeccion se caracteriza por dilatacién e hiperplasia de las
criptas, proliferacion de las celulas epiteliales, adelgazamiento de la mucosa y
presencia de una superficie apical diferente en el enterccito. Los ratones
infectados experimentalmente presentan un gran numero de bacterias que
colonizan ¢ colon distal y se observan adheridas a la supertficie epitelial. Los
signos tempranos de la hiperplasia se presentan 4 dias despues de la infeccion
con un adelgazamiento de la mucosa alcanzando su maximo entre 10 y 12 dias
postinfeccion (Frankel et al., 1996).

Los sintomas clinicos de la infeccion con Cifrobacter rodentium son especificos
para cada cepa de ratones, entre las mas importantes podemos mencionar:
perdida de peso, depresion y falta de crecimienio. Se ha demostrado que la
colonizacion de C. rodentium comienza en el ciego, o valvula ileocecal, seguida
del estabiecimienio de la infeccion coldnica y la depuracion sigue la misma ruta
(Luperchio & Shauer, 2001).

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar y analizar la expresion del citocromo
P450 durante el proceso infeccioso e inflamatorio producido por C. rodentium en

ratones Balb/c de 4 semanas de edad.
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MARCO TEORICO

Los compusstos quimicos gue no forman parte de la composicion habitual del
cuerpo humano, pero que son capaces de acceder a su interior se conocen con el
nombre genérico de xenobioticos, estos compuesios pueden penetrar por
ingestion, inhalacion, por via parenteral o a fraves de la piel. Entre los mismos se
incluyen farmacos, cosméticos, aditivos alimenticios, pesticidas, productos de uso
domestico, derivados de la combustion de carburantes, residuos procedentes de la

industria quimica, efc.

Los xenobioticos son compuestos de naturaleza lipofilica por 1o que pueden
atravesar con relativa facilidad las membranas biolégicas, acceder ai interior de las
celulas y unirse a estructuras celulares de caracter lipofilico (Reichchart &
Feyereisen, 2001). Pueden ocasionar efectos inmediatos o a largo plazo, 1o que se
evita gracias a que poseemos los sistemas enzimaticos que llevan a cabo su

biotransforrmacién, ia cual se realiza en dos fases (Orellana ef af., 2004):

a) En la fase 1 los xenobidticos son modificados mediante reacciones de
oxidacion, reduccion, hidrolisis, etc. b) En la fase 2 los metabolitos generados se
combinan con moléculas endbdgenas de caracter polar como acido glucorénico,
sulfatos, acetato, el tripéptido glutation o algunos aminoacidos para aumentar su
solubilidad en agua y asi facilitar la eliminacion del organismo (Winters &
Cederbaum, 1993).

En general, las enzimas de fase 1 son proteinas cataliticas de naturaleza muy
diversa entre las que se incluyen enzimas con actividad monooxigenasa, como el
citocromo P-450 o la flavin monooxigenasa, diversas oxidasas (alcohol
deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas, aromatasas), la
epoOxtdo hidrolasa o esterasas y amidasas hepaticas y plasmaticas. El citocromo

P-450 es sin duda el miembro mas destacado de este grupo de enzimas.

11



Citocromo P-450

En 1940, se descubrio que diversas sustancias, entre los que se encuentran los
farmacos, hormonas esteroidales y pesticidas, eran metabolizadas a traves de
reacciones de oxidacion de funcion mixta. Reacciones de oxidacion, dioxigenacion
y monooxigenacion fueron determinados en los microsomas del higado, pero las
enzimas que llevaban a cabo estas reacciones no fueron descubiertas sino hasta
1958 cuando Garfinkel y Klingenberg detectaron un pigmento unido a monodxido de
carbono con una absorcion maxima a 450 nm (Lewis, 1996). Omura y Sato en
1964 identificaron este pigmento como una hemoproteina de citocromo tipo b y
desde entonces estas proteinas son nombradas como enzimas citocromo P450
{Guengerich, 1993).

El término citocromo P450 (CYP) se refiere a una familia de proteinas
involucradas en el metabolismo de compuestos xenobidticos, con propiedades
carcinogénicas y mutagenicas, asi como farmacos mas empleados en la préactica
médica (Morgan, 2001). De igual forma, el CYP metaboliza compuestos
endogenos como colesterol, acidos biliares, hormonas esteroidales y acidos

grasos (Capdevila et a/., 2002).

En un principio se penso que los CYPs eran proteinas exclusivamente hepaticas,
esta idea inicial se descartd al comprobarse la presencia de estas enzimas en
practicamente todo el organismo e incluso algunas sdlo se localizaban en tejidos
extranepaticos, No obstante, el higado es el 6rgano con mayor expresion de estas
enzimas y en ¢l se encuentran tanto los P-450 implicados en reacciones
fisioldgicas como los encargados del metabolismo de xenobidticos. Entre los
diferentes tejidos en Ios que se expresa encontramos el rifion, pulmon, piel,

intestino, corteza adrena), testiculos y placenta (Ding & Kamisky, 2003).
Estructura y localizacion celular

La mayoria de los CYP estan formados por 400-500 aminoacidos de los cuales
cerca de 55% son de naturaleza apolar; la mitad hemo es protoporfirina (X y el
ligando axial para el hierro es un residuo de cisteina ubicado cerca del extremo

carboxi-terminal de la proteina. Numerosos agentes que reaccionan con 10s
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grupos sulfidrilos convierten al CYP a una forma inactiva llamada P420 (Coon et
al., 1992).

En general los P-450 tienen un peso moiecular que osciia entre 50 y 60 kDa. La
similitud en la secuencia de aminoacidos entre los diferentes P-450 es
relativamente baja, llegando a ser menor dei 20% en algunos casos (Reichhart &

Feyereisen, 2001).

De forma general, ta molécula de la enzima esta constituida por una combinacion
de regiones a-hélice y de hojas 8 fundamentalmente en la region de ia proteina
gue rodea al grupo hemo, mientras que las regiones mas variables son las que
constituyen los fugares de anclaje a la membrana o de union y reconccimiento de
sustratos. La region conservada del grupo hemo, centro catalitico de la enzima,
refleja un mecanismo comun de transferencia de electrones, protones y de

activacion de oxigeno (Williams et al., 2000).

l.a enzima permanece anclada a la membrana a través de una hélice hidrofobica
cercana al extremo amino-terminal, por o que la mayor parte de la proteina se
sitta en la cara citosolica de la membrana. Esta hélice transmembrana esta
seguida, por una serie de aminoacidos basicos cuyos residuocs interaccionan con

las cargas negativas de los lipidos de la membrana.

En los mamiferos, 10s CYPs estan unidos a la membrana de la mitocondria y en
especial a 1a de! reticulo endoplasmico liso (microsomas) Fig. 1 (Goeptar et al.,
1995).

Sulstrato

NADPII H,O
\‘ //l_T!mruui \ 0.t \\' Metabolito
e Pasa
-\/ a——mIL(IIH. 1053 ,'

»,l\l'\

Sl </ -
Wi n dtiiin

Tl i
A

(RGO M H

h*

Fig 1. Localizacion del sistema citocrorno P-450 en fa membrana del
reticule endoplasmico, meodificado de (Vergeles & Waskell, 1985).
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Mecanismo de accion

Muchas de las reacciones de monooxigenacion llevadas a cabo por las enzimas

CYP se resumen de la siguiente manera:

atocrome 450 o,
RH+0y ZEELR0H+ MO
Donde RH es el sustrato y ROH representa el metabolito hidroxilado (Lewis,
1996).

Se requiere una molécula de oxigeno y una molécula de agua es liberada al final
de la reaccion junto con el metabolito hidroxilado. La fuente de protones y
electrones necesarios para la reaccion varia dependiendo de la tocalizacion de la

enzima.

En el caso del sistema del reticuto endoplasmico microsomal, el sistema de la
monooxigenasa dependiente del citocromo P450 consiste en una cadena de
transporte electronico cuyos componentes son el citocromo P450, ta NADPH-
citocromo P450-reductasa, la NADH-citocromo b5-reductasa y el citocromo b5 y
cuya interaccién se ve facilitada por la fluidez det medio fosfolipidico en que se
encuentran inmersas. La primera es una hemoproteina, las enzimas mencionadas
en segundo y tercer iugar son flavoproteinas transportadoras de electrones y la
uitima es una hemoproteina que también actua de transportadora (Lewis, 1996).

La NADPH-citocromo P45C-reductasa (Fp1) es una flavoproteina que tiene una
importancia fundamental al momento de donar electrones, al contrario que el P450
no presenta isoformas y su concentracion esta en relacion 1:10 a 1:30 con el
P450. El citocromo b5 es una hemoproteina implicada en el proceso de oxidacion
de xenobicticos. Esta hemoproteina interviene en la donacién de un segundo
electron al citocromo P450 y juega una funcidn importante en el metabolisme de
xenobidticos. La NADH-citocromo b5-reductasa (Fp2) acomparia a ila proteina

anterior y presenta las mismas caracteristicas que la Fp1 (Diaz, 2004).

Muchos de los detalles de ios intermediarios y mecanismos involucrados en los
estados quimicos que definen una reaccion catalizada por enzimas CYP aun no

han sido elucidados. El centro catalitico de los P450 es el atomo de hierro
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hexacoordinado (con los 4 anillos de la protoporfirina IX, con el grupo tiol de un
residuo de cisteina de la cadena polipeptidica y con el disolvente, normaimente
agua). Los sustratos pueden unirse al P450 de diferentes maneras, unos se unen
a la parte de la proteina y otros at grupo hemo. Estos tipos de umon se pueden
investigar por espectrofotometria, ya que la union de los distintos sustratos
presenta cambios apreciables en el espectro aparece. Las variaciones espectrales
reflejan cambios en el llamado "estado conformacional o de excitacion” del atomo

de Fe del grupo hemo.

El atomo de Fe tiene 6 lugares de union para ligandos, 4 de éstos estan ocupados
en uniones con el grupo de la protoporfiring, el 5° es ocupado por un anién tiolato
de un resjduo adyacente de cisteina de la cadena polipeptidica, mientras que el 6°
puede ser ocupado por un grupo hidroxilo de la proteina o una molecula de agua.
La union de un sustrato al P450 produce cambios en [as caracteristicas de la 62
posicion de unién. Estos cambios estan referidos a cambios en la configuracion

electronica del atomo de Fe (Diaz, 2004).

Antes de iniciar la reaccion, la enzima se encuentra presente en ef estado oxidado
Fe® disporible para su unién con el sustrato y el bolsillo del grupo hemo esta

ocupado generalmente por una molécula de agua.

El primer paso del proceso catalitico consiste en la unidn del sustrato y el
desplazamiento del solvente en la sexta posicidn de coordinacion del atomo de
hierro. Como consecuencia de ello se originan cambios en el estado de spin, en el
potencial redox y en el maximo de absorbancia de 1a hemoproteina. En el segundo
paso se produce la reduccion del complejo hemoproteina-substrato al estado
ferroso (el Fe* del grupo hemo pasa a Fez*) gracias al aporte de un electron y al
aumento en el potencial redox originado en el paso anterior. El tercer paso es la
unién del oxigeno molecular para formar un complejo superdxido y en el cuarto
paso se produce el aporte de un segundo electron con la formacion de una
especie aclivada de oxigeno. A partir de este punto el mecanismo no se conoce
con certeza. La naturaleza de la especie activada de oxigeno es desconocida, se

piensa que pudiera ser una mezcla de complejos hierro-peroxo o hierro-oxo con la



hemoproteina). El resultado final seria la liberacion de uno de los atomos de
oxigeno en forma de una molécula de agua y la incorporacion del otro en el
sustrato. En la Figura 2 esta representado el procesc que daria lugar a la
formacién de un metabolito hidroxilado. El resultado de la actividad enzimatica del
P-450 no siempre es la insercion de oxigeno en la molécula del sustrato, pudiendo
catalizar también reacciones de deshidratacion, deshidrogenacion, isomerizacion,

dimerizacion, e incluso reduccion.

HzO%

Fig. 2. Esquema simplificade del mecanisme de accion dei citocromo P45D

(CYP) propueste por Coon, st &, 1892, En &}, el Fe3+ representa al hierro

del grupo hemo del CYP oxidade, RH y ROH a los sustratos y productos

respectivamente. £n este ciclo de &xdo-reduccién se liberan anidén

superdxido {O2--) y peréxido de hidrdégeno (H202).
El desacoplamiento del ciclo catalitico del P-450 se produce cuando los electrones
del cofactor NADPH son consumidos sin formacidon de metabolitos oxidados. Esto
ocurre cuando: a) e intermediario Fe*-0, se autooxida liberando anion
superoxido y regenerando la enzima en estado férrico b) el intermediario Fe®'-
hidroperoxido se disocia en una molécula de H,O, y enzima férrico; o ¢) 1a especie
Fe=0 en lugar de oxidar el sustrato es reducida a una molécula de agua por

transferencia adicional de electrones (Ortiz & De Voss, 2002).
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Nomenclatura

A finales de la década de los 80 el numero elevado de enzimas de citocromo P450
conocidos hizo que fa comunidad cientifica se planteara la necesidad de
establecer criterios de nomenclatura que evitara la aparicion de posibles
ambigluedades {Nebert ef al., 1987).

El avance en las técnicas de biologia molecular proporciond un sistema de
clasificacion facil basado en la homologia en la secuencia de aminoacidos. Los
genes conocidos que codifican para los citocromos P450 han sido agrupados en

subfamilias.

Las enzimas son nombradas con el prefijo CYP seguida por un numero arabigo
designando la familia, una letra mayuscula del aifabeto el cual se refiere a la
subfamilia y un numero arabigo el cual designa el gen que codifica una enzima
especifica (por ejemplo: CYP1A1) (Galli & Feijoo, 2002). Las enzimas de una
misma familia son homalogas en mas del 40% de la secuencia de aminoacidos
mientras que las enzimas de fa misma subfamilia son similares en 70 % o mas en

su secuencia de aminoacidos {Gibson & Skett, 1994).
Isoenzimas pertenecientes al sistema de citocromo P450

Los P-45C constituyen una superfamilia de hemoproteinas que pueden
encontrarse en diversas especies (bacterias, hongos, plantas, insectos,
nematodos, peces, aves, mamiferos) y para los que se supone un origen comun.
Todos los P-450 identificados a lo largo de la escala filogenética (desde bacterias
hasta mamiferos) se nombran segun el mismo criterio y se inciuyen dentro de la
misma clasificacion. Aigunos P-450 son comunes a varias especies (por ejemplo
CYP1A2 y CYP2E1 presentes en diferentes mamiferos y roedores, Tabla 1) y
otros son caracteristicos de una especie en particular (como CYP2A6 o CYP3A4
exclusivos del hombre). En cualquier caso, cada especie presenta su propio
patron de P-450 (Nelson, 2003).

17



Tabla 1. Principales familias CYP gue metabolizan farmacos en el hombre, raton y rata.

Familia = Subfamilia ~  Humano Raton Rata
i A 1A1 | 1A1 ; 1A1
182 . 1A2 1A2
B 1B1 1B1 1B1
' ] = e
CYPZ A 2A7 : 2A5 282

2A13 2A12
2922 2R3
: —
2B7 : 2B10 282
. 2B3
: 2C8 2C29 2C6
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Familia CYP1

En esta familia se incluyen dos subfamilias: CYP1A, constituida por las isoenzimas
CYP1A1 y CYP1A2 y la subfamilia CYP1B, a |la que pertenece el CYP1B1. Estas
tres enzimas comparten wna serie de caracteristicas. En todos ellos, el control

transcripcional de [a expresion de la enzima tiene lugar a través de la via del
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receptor nuclear Ah (Aryl hydrocarbon receptor) (Gonzalez et al., 1998). Ademas,
los tres participan de forma destacada en procesos de activacion de
procarcinogenos. Sin embargo, presentan notables diferencias en su actividad

metabdlica v su distribucién en diversos tejidos.

Las enzimas CYP1A1 y CYP1A2 desempenan un papel importante en la
activacion de algunos procarcindgenos, conviitiéndolos en metabolitos
intermediarios que pueden originar mutaciones al unirse al DNA (Shimada et a/,
1998). EI CYP1A1 activa el benzo (a) pireno y ofros hidrocarburos aromaticos
policiclicos y el CYP1A2 participa fundamentaimente en la activacion de

nitrosaminas, aflatoxina B1 y aminas aromaticas (Pelkonen & Raunio, 1997).

El CYP1A1 es una enzima extrahepdtica. Su expresion constitutiva es muy baja,
pero es inducible por ligandos del receptor nuclear Ah (hidrocarburos aromaticos
policiclicos, dioxinas, humo del tabacec) por lo que la exposicion a estos
compuestos aumenta de forma significativa sus niveles en tejidos como el pulmén,
la placenta, la glandula mamaria o los linfocitos (Whitlock, 1999). CYP1A1
presenta formas polimorficas, algunas de las cuales se han relacionado con una
mayor incidencia del cancer de pulmdn en algunos grupos de poblacién. En raton,
rata, perro. mono y humano. CYP1A muestra una conservacién alta entre

especies, con una identidad arriba del 80%.

CYP1A2 se expresa principalmente en el higado y muy débilmente en tejidos
extrahepaticos en humanos, rata y raton. En el higado humano constituye el 13%
del total del contenido de CYP. (Shimada ef al., 1994) CYP1A2 esta involucrado
en el metabolismo de <4% de los farmacos que hay en el mercado (fenacetina,
ropinirol, acetaminofen teofiina y cafeina, clozapina, olanzapina, tacrina y
ondansetron) (Zuber ef af., 2002).

Se trata de una enzima inducible por hidrocarburos, compuestos indolicos de
algunos vegetales o algunos farmacos (fenitoina, omeprazol) (Han ef al., 2002).
Se han identificado variantes alélicas de la enzima, aigunas de las cuales se

correlacionan con una mayor o menor respuesta al efecto inductor del humo del



tabaco, lo que podria explicar, al menos en parte, |a elevada variabilidad que

presenta esia enzima entre diferentes individuos (Nyeki ef af., 2003).

CYP1A1 y CYP1AZ estan bajo regulacion transcripcional del locus Ah (aril
hidrocarburo). Ambas isoformas son inducibles no solo por los alimentos o por el
humo del cigarro, sino también por farmacos y sus perfiles de induccion son

compietamente similares entre especies.

La ingestion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos tates como 3-
metilcolantreno (3-MC) en rata, ratén, mono y perro permite el incremento de los
niveles de proteina de CYP1A en numerosos tejidos, tales como el intestino,
higado y pulmén. En el humano, se ha reportado que el farmaco antiuiceroso

omeprazol induce CYP1A2 en el higado.

El efecto del omeprazol sobre CYP1A2 es un ejemplo de ia regulacion de
expresion génica dependiente de especie, el cual también es observado en
CYP3A (Branch et al., 200).

La induccion de CYP1A1 por hidrocarburos aromaticos policiclicos mediado por el
receptor Ah resulta en la formacion de diol-epdxidos mutagénicos/ carcinogénicos
en tejidos blanco, incluyendo el higado (Coulson et al., 2003).

Ademas de ta induccidon, 1a inhibicidn enzimatica es aun mas relevante
clinicamente y ha sido descrita tanto para CYP1A1 como CYP1A2. Los ejemplos
inciuyen Jja coadministracién de enoxacino, un antibidtico del grupo de las
quinolonas, que es capaz de inhibir CYP1A2 produciendo una disminucion del
aclaramiento de R-warfarina, un sustrato de CYP1A2 (Toon et al, 1987). Asi
tambien, el farmaco furafilina inhibe la actividad de CYP1A2 en el humano, raton,
rata y perro en diferente magnitud, mientras gque en el mono no se observa
inhibicion.

El CYP1B1 es el miembro de la familia mas recientemente caracterizado, se
expresa de forma constitutiva en el rifidn, prostata, glandula mamaria o el ovario,
pero no en &l higado (Stoilov ef a/., 1997). En general su expresion basal es mayor
que la del CYP1A1 y participa tanto en el metabolismo de estrogenos como de

hidrocarburos aromaticos policiclicos y de aminas heterociclicas. Se ha sugerido
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un posible papel como modulador de ciertos procesos de crecimiento vy
diferenciacion, asi como una sobreexpresion del mismo en algunos tumores

(Murray ef al,, 1997).
Familia CYP2

La subfamifia CYP2 es la mas compieja de los P450 encontrados en el humano y
especies animales, constituida por el mayor numero de miembros, los cuales
estan organizados en mas de 20 subfamilias. A diferencia de ta familia CYP1, sus
miembros no comparten vias comunes de regulacion de la expresion y la

naturaleza guimica de los sustratos de estas enzimas es muy heterogénea.

Se han identificado 3 miembros de la subfamilia CYP2A en el hombre: CYP2A6,
CYP2A7 y CYP2A13. El CYP2A6 representa aproximadamente el 5% del total de
los CYPs que se expresan en el higado y es inducible por fenobarbital y otros
farmacos antiepilépticos (Sotaniemi, et al 1995). Esta enzima interviene en la
activacion de algunos procarcindégenos como aflatoxina B1 o0 nitrosaminas det
humo del tabaco, en la metabolizacion de la nicotina y en la biotransformacion de
algunos farmacos (Pelkonen, et a/, 2000). El CYP2A7 es una proteina no funcional
y e CYP2A13 se expresa en forma importante en la mucosa olfativa (Gu et a/,
2000).

El CYP2B6 es el unico miembro de |a subfamilia CYPZB que se expresa en el
higado humano y representa un contenido menor al 1% del total de P-450
(Mimura ef al., 1993). Su induccion estd mediada por el receptor nuclear CAR
(constitutive active receptor) y probablemente también por PXR (pregnane X
receptor) (Sueyoshi ef al, 1999). Entre los substratos del CYP2B6 se han

identificado compuestos toxicos y algunos farmacos.

En el humano, {a subfamilia CYP2C esta involucrada en el metabolismo de
aproximadamente el 16% de los farmacos que se encuentran en el mercado
{Doherty ef al/, 2002). La subfamilia CYP2C en el hombre esta integrada por
cuatro genes: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 y CYP2C19. Las isoformas
principales son CYP2C8 y CYP2C9, siendo el 35% y 60% respectivamente del
total de CYP2C, mientras que CYP2C18 (4%) y CYP2C19 (1%) son las isoformas
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CYP2C gue tienen menor expresion (Romkes ef al., 1991). CYP2C8, CYP2C9 y
CYP2C19 estan localizados en el higado y constituyen aproximadamente el 20%
del total de CYP450, CYP2C18 se expresa apundantemente en ta epidermis
(Zaphiropoulos ef af., 1997), CYP2C8 se expresa principalmente en el higado,
pero su RNAm también puede ser detectado en el riidn, glandula adrenal,
cerebro, dtero, glandutas mamarias, ovario y duodeno (Klose ef al, 1999).
CYP2C8 esta involucrado en el metabolismo de retinol y acido retinoico y en la
oxidacion del farmaco anticancerigeno paclitaxel (Rahman et al., 1994). Ademas
detl higado, el RNAmM de CYP2C9 también es detectado en el rifidn, testiculos,

glandula adrenal, prostata, ovarios y duodeno (Klose ef a/l., 1999).

Entre ellos, el CYP2C9 es el que presenta mayor contenido en higado humano
Los sustratos del CYP2C9 suelen ser moléculas débilmente lipofilicas que se

comportan como acidos debiles.

Se ha identfficado la existencia de polimorfismos genéticos del CYP2C9 |, pero se
desconocen sus consecuencias funcionales, a pesar de que esta enzima cataliza
el metabolismo de un gran numero de compuestos de gran interés terapéutico
fales como farmacos hipoglucemiantes (tolbutamida, glipizida), anticonvulsionate
fenitoina, el enantibmero § del anticoagulante warfarina y numerosos
antiinflamatorios tales como el ibuprofeno, diclofenaco, piroxicam, tenoxicam,
acido mefenamico (Goldstein et al., 1994), el antihipertensivo losartan {McCrea ef
&al., 1999) y el diuretico torasemida (Kidd ef al., 1999; Miners et af., 2000).

El CYP2CS metaboliza la mayor parte de estos sustratos a través de reacciones
de hidroxilacion. Se trata, en general, de moléculas de caracter acido, ionizadas a
pH fisiologico, posiblemente con un heteroatomo y anfipaticas (fa regién
hidrofobica se corresponde con el lugar de hidroxilacién).

El CYP2C19 ha sido detectado en el higado y duodeno (Lapple ef al, 2003).
También CYP2C19 ha mostrado metabolizar varios farmacos como S-mefenitoing,
omeprazot y otros inhibidores importantes de la bomba de protones, ciertos

antidepresivos triciclicos como {a imipramina (Skjelbo ef al., 1991).
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A diferencia del CYP2C9, los sustratos del CYP2C19 suelen ser moléculas
neutras o de caracter basico y moderadamente lipofilicas. En el humano no se
han reportado diferencias para las isoformas de CYP2C entre hombres y mujeres
{Reid et al., 2002).

Dentro de la subfamilia CYP2D, en el hombre solo se ha identificado el CYP2DS8,
el cual se expresa en higado y no es inducible. EIl CYP2D8 es considerado la
segunda enzima en importancia en el metabolismo de farmacos (después del
CYP3A4), ya que se estima que mas del 25% de los farmacos son sustratos del
mismo (Smith et al, 1998). Los sustratos de esta enzima son en general
moléculas ligeramente hidrofilas con al menos un atomo de nitrdégeno de caracter

basico.

El CYP2E1. el unico miembro de la subfamilia CYP2E identificado en la especie
humana. Se expresa en el higado (alrededor del 10% del P- 450 total en este
tejido) y también en otros tejidos, aunque de forma menos importante. Esta
enzima paricipa en la activacion de ciertos carcindgenos (hidrocarburos
halogenadcs, nitrosaminas) y en el metabolismo de soiventes de uso comdn como
etanol, acetona o benceno {Sheweita et al., 2000). Se conocen pocos farmacos
metabolizados por el CYP2E1 entre los que cabe destacar el paracetamol,
clorzoxazona o ciertos anestesicos (p.e. halotano, enflurano). Se trata en general,
de moléculas pequenas (peso molecular < 200 kDa) y neutras {(Smith ef a/., 1997.
Una de las caracteristicas del CYP2E1 es su inducibilidad por etanol y ofros
compuestos (acetona, isoniazida), pero también por ciertos estados

fisiopatologicos tafes como la diabetes o el ayuno (Wang et al., 2003).

En el resto de subfamilias pertenecientes a la familia CYP2 se incluyen diversas
enzimas con expresion baja (muchos son solo extrahepaticos) y con poca

relevancia desde el punto de vista funcional.
Familia CYP 3A

En el hombre, esta familia contiene una unica subfamilia que comprende cuatro

genes: Cyp3ad4, 3a5, 3a7 y 3a43. Son enzimas con una alta homologia en la



secuencia de aminoacidos (»85%), con caracteristicas funcionales (actividad

catalitica) muy simitares.

La subfamilia 3A juega un papel muy importante en el metabolismo de
xenobidticos y tiene una amplia especificidad de sustrato. Es altamente inducilbte
y puede inhibirse por numerosos farmacos. Se han reportado grandes diferencias

interindividuales en el metabolismo mediados por CYP3A.

La subfamilia CYP3A es la mas importante de todas las enzimas que metabolizan
farmacos en el humano porque esta subfamilia esta invoiucrada en la
biotransformacién de aproximadamente el 50% de los farmacos disponibles en el
mercado, aungue su contenido en el higado es so6lo del 30% de CYP total
Algunos ejemplios de farmacos metabolizados por CYP3A son terfenadina, las
benzodiacepinas, midazolam y friazolam, quinidina, fidocaina, carbamazepina,
nifedipino, dapsona, eritromicina, dextrometorfano, efc. (Zuber ef al, 2002).
Ademas de farmacos, CYP3A esta involucrado en la oxidaciéon de una variedad de
sustratos endogenos, tales como esteroides, dcidos biliares y acido retinoico
(Marill et al.. 2000).

En el humano se expresan cuatro genes CYP3A, Cyp3a4, 3a5, 3a7 y 3a43.
CYP3A4 y CYP3AS son las isoformas mas abundantes en el higado y participan
en la biotransformacion de la mayoria de los farmacos CYP3A4 y CYP3A5 se
expresan en higado, estomago, puiman, intestino y tejido renal (Dresser et al.,
2000).

El nivel de contenido de CYP3A4 es alto en el higado, pero también es expresado
en el duodeno, yeyuno e ileon (31, 23 y 17 pmol/mg proteina microsomal
respectivamente) (Paine et af, 1997). Este es localizado en el apice de los
enterocitos y juega un papel importante en el metabolismo de fase | de los

xenobioticos.

La proteina CYP3A y su actividad catalitica disminuye longitudinaimente a lo largo
del intestino delgado (Kolars et af., 1992). Ademas, la glicoproteina P puede influir
en el proceso metabdlico, reciclando farmacos entre los enterocitos y el lumen,

incrementando asi la exposicion del farmaco a las enzimas metabdlicas del
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intestino (Benet et al, 2003). De esta manera, fa cantidad de un farmaco
administrado oralmente que alcanza la circulacién sistémica puede ser reducida

por el metabolismo hepatico e intestinal.

Los CYP3A son inducidos por ciertos farmacos entre los que se encuentran
anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitoina, carbamazepina), agentes
antimicrobianos (rifampicina) y glucocorticoides {dexametasona) (Thummel et al,,
1998).

Se estima que la mitad de los farmacos con rutas metabodlicas conocidas son
metabolizacdos por ef CYP3A4 y en esta larga lista se incluyen agentes
terapéuticos de notable importancia come la eritromicina, midazolam, ciclosporina

A, lidocaina o nifedipino (Guengerich ef af,, 1999).

La administracion simultanea de dos 0 mas farmacos es una practica terapeutica
comun y cabe la posibilidad de que dichos farmacos sean metabolizados por la
misma enzima, probablemente el CYP3A4, lo cual podria originar la aparicion de
interferencias metabdlicas debido a la competencia de dos farmacos por [a
enzima, lo que puede dar lugar a variaciones importantes, en los niveles
plasmaticos de los fArmacos. Estas interacciones pueden ser peligrosas en el caso

de farmacos con indices terapéuticos muy estrechos.

Un ejemplo de interaccidon metabolica es la coadministracion de un farmaco
inductor del CYP3A4 y ofro metabolizado por esta enzima. El aumento de la
actividad CYP3A4 dara lugar a una rapida metabolizaciéon del farmaco, por lo que
su concentracién plasmatica no alcanzara el nivel deseado y el farmaco se

mostrara ineficaz.

El resto de P-450 tiene una escasa repercusion en el metabolismo de farmacos y
otros xenobidticos, al tratarse de enzimas implicadas fundamentaimente en el

metabolismo de sustratos endogenos.
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Papel fisioldgico y especificidad de sustrato

El CYP tiene un pape! importante en las vias de destoxificacion de compuestos
exdgenos (xenobidticos) y en el metabolismo de compuestos endogenos (tales
como colesterol, Acidos biliares, hormonas esteroidales y acidos grasos). En
algunos casos, los CYP también catalizan el metabolismo de ciertas sustancias en
su forma no toxica a metabolitos téxicos. Generalmente, las reacciones
dependientes de CYP resultan en el cambio de una sustancia a un producto mas

polar el cual es faciimente excretado (Gibson & Skett, 1994}

El CYP cataliza una amplia variedad de reacciones, incluyendo epoxidaciones, N-
deaquilaciones, O-deaquilaciones, S-oxidaciones, hidroxilaciones y dependiendo
de la disponibilidad de oxigeno en el tejido, reacciones de reduccion {(Guengerich,
2001). Entre sus sustratos se incluyen tanto moleculas peguefias como otras
mucho mayores (p. e. etanol y ciclosporina, con pesos moleculares de 40 y 1203
Da, respectivamente), aromaticas o lineales, tanto planas como globulares, que

contengan o no heteroatomos.

Esta amplia especificidad de sustrato es debida a la existencia de multiples formas
de la enzima, cada una de fas cuales se ha adaptado para el metabolismo de
grupos de compuestos relacionados estructuraimente. La gama de reacciones
guimicas catalizada y la amplia especificidad de sustrato caracteristico de estas
enzimas, hacen del CYP uno de los catalizadores mas versatiles conocidos
(Orellana e af., 2004).

Mecanismos de induccion e inhibicion de CYP

El estudio de [os mecanismos de induccion de las enzimas CYP es todavia un
campo en cesarroilo pero se sabe que existe mas de una via por medic de la cual
la induccién puede llevarse a cabo. Sin embargo, en ia mayor parte de los casos
ocurre a nivel transcripcional (Lewis, 1996). Este es el caso de la induccién de
CYP1A1 por hidrocarburos aromaticos mediante la union al receptor Ah, en la que
una sustancia especifica se une a un receptor, que es translocado al nicleo de la
célula donde puede conjugarse con otras proteinas y elementos de respuesta

para inducir la transcripcién génica (Morgan, 1997).
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Otros inductores de CYP se unen a proteinas represoras y afectan el proceso de
induccién incrementado la estabilizacion de la proteina, actuando de una manera
parecida a una hormona la cual regula ia expresion a nivel postranscripcional
(Morgan, 1997). Como un ejemplo, el mecanismo de induccion de CYP2E1 por el
etanol, llamado estabilizacion de proteina (y/o la estabilizacion de RNAm), en
donde debido a la unidén del alcohol a una secuencia del gen Cyp2e? que esta
involucrada en la degradacién de ia enzima, se mantienen los niveles altos de la

isoforma (Lewis, 1996).

La induccion de una isoforma de CYP depende de la concentracion del inductor
presente de tal manera que una susfancia a concentraciones bajas puede actuar
como inductor y a concentraciones altas inhibir la expresioén de CYP (Lewis, 1996;
Guengerich, 1993).

Los niveles y la actividad de las enzimas CYP también pueden ser disminuidos.
Esto puede ser el resultado de la presencia de inhibidores, |a baja expresion basal
del gen y las modificaciones postraduccionales que causan la pérdida de
actividad. Generalmente, la actividad de la isoforma CYP es proporcional a la

concentracién de la enzima y a su correspondiente RNAm.

La expresion geénica de CYP puede ser regulada fuertemente por hormonas
(Gibson & Skett, 1994). Las enzimas CYP esteroidogénicas que estan
involucradas en la produccidén de estradiol y progesterona, pueden expresarse a
diferentes niveles dependiendo de la etapa del ciclo menstrual. Este control en la
expresion de CYP especifico (por ejemplo: aromatasa en células granulosas) es
gjercido por las concentraciones combinadas de la hormona foliculo estimulante y
la hormona luteinizante. Otro ejemplo, es la regulacion de todas las isoformas
CYP especificas del sexo conocidas por la hormona de crecimiento. El mecanismo
exacto mediante el cual se lleva a cabo este control de expresion génica esta aun
bajo investigacion (Gibson & Skett, 1994; Lewis, 1996).

[.a naturaleza ubicua y las funciones vitales del citocromo P450 hacen que las
alteraciones en los niveles de enzima CYP450 sean potencialmente peligrosas y

un punto critico a ser considerado en el metabolismo de farmacos y quimicos.
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Esto es un campo de interés principal ya que se ha observado que las enzimas de

CYP pueden fluctuar en circunstancias especificas (Gonzalez, 1992).

Varios factores pueden modificar la expresion y actividad de CYP a diversos
niveles de sintesis de proteinas, tales como la incorporacion del grupo hemo a la
haloenzima, o alterar la actividad del proceso total de CYP. Estos factores son
determinados por circunstancias tales como la funcion y localizacién (6rgano o
tejido) de la enzima, género, estado de desarrollo del organismo, exposicion a
quimicos ambientales (humo de cigarro), y componentes de |a dieta (por ejemplo

et jugo de pomelo).

La expresion hepatica de los CYPs varia entre diferentes individuos como
consecuencia de factores genéticos, fisiopatologicos y ambientales. No obstante,
el patrén de P-450 en un individuo no sélo esta controlado a nivel genético, sino
que también estda modulado por otros factores, entre ellos la edad y el sexo
(Blanco et al., 2000).

Se ha demostrado que algunas formas del P-450 solo se expresan en ratas
macho, mientras que otras son especificas de las hembras. El origen de estas
diferencias parece ser la existencia de un control hormonal dependiente del sexo.
En otras especies de roedores 0 en primates también se han observado ciertas
variaciones ligadas al sexo, aungue en todos los casos la magnitud de las

diferencias es inferior a la observada en la rata (Mugford et al., 1998).

Asimismo, 'a influencia de la dieta y del estado nutricional del individuo ha sido
ampliamente estudiada. La expresion del P-450 puede modularse por cambios en
los niveles de macro o micronutrientes, por el ayuno y la reduccion en la ingesta
caldrica, o por {a presencia en los alimentos de otros componentes gue no pueden
considerarse como nutrientes y que pueden producir induccion o inhibicion de los
P-450 (Kotlyar ef al, 1999).

Diferentes estados fisiologicos como el embarazo o el ayuno, alteraciones
fisiopatoldgicos que afectan a la homeostasis general del organismo, entre los que
se incluyen desequilibrios hormonales, procesos inflamatorios, obesidad,

neoplasias, etc. o enfermedades hepaticas, tales como esteatosis, cirrosis o
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tumores hepaticos, modifican la expresion del P-450 y su capacidad funcional
(Oreflana et al., 2004).

Aungue la modulacién de las diversas enzimas es selectiva por especie y difiere
entre ias diversas patologias, en general los niveles de CYP hepéticos estan
disminuidas, causando un potencial y documentado deterioro del efecto y en
algunos casos, el aumento de la toxicidad de ciertos farmacos (Cheng et al,
2001).

Relacién con las enfermedades infecciosas

Es importante conocer el proceso de regulacion de las isoformas, el tiempo en el
gue ocurre, la magnitud y los drganos gue afecta para ser capaces de predecir
qué alteraciones conocidas por el metabolismo del farmaco ocurren durante la
enfermedad, particularmente para aquellas con indices terapeuticos estrechos, ya
que las enzmas CYP estan implicadas en el metabolismo de sustratos fisiologicos
tales como esteroides y eicosanoides, l0s cambios en la actividad en los niveles
enzimaticos podrian ser reflejados en alteraciones de estos sistemas, el cual

podria afectar en turno, la respuesta inflamatoria (Lewis, 1996).

La estimulacion del sistema inmune se observo primero al afectar el metabolismo
de farmaccs cuando se disminuia la capacidad de metabolizar farmacos de
enzimas de citocrome P450 reportado en 1870 en estudios in vivo como in vitro.
{(Morgan, 1997). Otro componente de la estimulacion del sistema inmune esta
comprometrdo por la produccion de citecinas. Entre otras funciones, las citocinas
son importantes en la regulacion de la produccion de proteinas de fase aguda en

respuesta a la inflamacién e infeccion (Morgan, 1997).

Numerosos compuestos se han analizado y establecido una relacion entre la
disminucion de la expresion de enzimas CYP especificos (tales como CYP1A1,
CYP1A2, y CYP3A3) y la produccion de citocinas IL-1, IL-2, IL-6, y TNF-a (Renton
& Nicholson, 2000, Lewis, 1996).

Deberia notarse gue aunque todos los tipos de infeccidn generalmente son

considerados como un grupo, se sospecha que las infecciones parasitarias,
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bacterianas y virales tienen diferentes modelos de respuestas inflamatorias los
cuales podrian causar alteraciones especificas de CYP caracteristicas de cada
enfermedad. Por este camino, no todas las isoformas de CYP son aiteradas en la
misma medida o en la misma direccion bajo diferentes estados de la enfermedad
y algunos son modificados bajo un tipo de infeccion que puede permanecer

inalterado bajo otros.

El estimulo originado, en humanos y animales, por una infeccion o inflamacion
conduce a cambios en la actividad y niveles de expresién de varias isoformas de
P450 en el higado asi como en tejidos extrahepaticos tales como el rifion, pulmon,
intestino y cerebro. La modulacidn de citocromo P450 puede originar un
incremento en la toxicidad clinica de farmacos con bajo indice terapeutico, de igual
manera, algunos farmacos deben ser convertidos a su metabolito
farmacoldgicamente activo por enzimas de CYP y |a supresidn de su metabolismo
durante una respuesta inflamatoria puede reducir o incluso no alcanzar el efecto

terapeutico (Morgan, 1997).

Se ha demostrado en animales de experimentacion que las enfermedades
infecciosas o inflamatorias, modulan fa expresién de los CYP en el higado
(Morgan 2001). Infecciones bacterianas, virales o parasitarias, endotoxinas
bacterianas (un modelo de sepsis), inductores de interferones o citocinas
inflamatorias tales como la IL-1, IL-6, y Factor de necrosis tumoral » {TNF-x),
pueden suprimir la expresion del CYP por diferentes mecanismos, por ejemplo, en
el higado de rata la mayoria de los CYPs son suprimidos por un estimulo
inflamatorio, a excepcion de la subfamilia CYP4A gue es inducida; este efecto es

especifico de especie (Barclay ef af., 1999).

Como un modelo de infeccion bacteriana, Citrobacter rodentium es el equivalente
murino de la infeccidon con E£scherichia coli enteropatégena (EPEC) y E. coli
enterohemorradgica (EHEC) 0157:H7 en el humano. La patologia colonica murina
producida por C. rodentium es indistinguible de la producida por EPEC y EHEC.
{Schauer, et al, 1993) con caracteristicas de lesiones de adherencia y

esfacelamiento sobre 1as células intestinales.
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Las cepas de E. cofi tienen la habilidad de causar una gran variedad de
enfermedades en humanos. Las infecciones causadas por E. cofi patogenos
pueden ser timitadas a la superficie de la mucosa o pueden diseminarse a todo el
cuerpo. Existen tres sindromes clinicos generales en la infeccion de cepas
patogenas de E. cofii infeccidon en el tracto urinario, sepsis/meningitis y

enfermedades que producen diarrea (Nataro, 1998).

Las cepas de EPEC y EHEC estan implicadas en diarrea y/o disenteria en
humanos. EPEC es el principal agente causal de la diarrea infantil en paises
desarrollados. EHEC un patdégeno de importancia mundial que puede encontrarse
en los alimantos, produce diarrea, siendo la manifestacion mas seria la diarrea
sanguinolenta gue puede progresar a una disfuncion fatal debido a una falla renal
aguda (sindrome urémico hemolitico}, particularmente en niflos. EPEC coloniza el

intestino delgado mientras que EHEC coloniza primariamente el intestino grueso.

Estos dos tipos de £. coli son distintos de otras cepas E. coli patogenicas porgue
producen una lesion histopatologica distinta sobre las células epitetiales del
intestino conocidas como lesiones de adherencia y esfacelamiento (A/E), (Timothy
et al., 1995) cuyo mecanismo de virulencia se caracteriza por una destruccion
localizada de las microvellosidades, una adherencia intima de la bacteria a la
membrana de la célula huésped y la formacion de una estructura en pedestal de
actina por una reorganizacion del citoesqueleto (Campellone, 2003 y Simmons,
2003).

C. rodentium, miembro de la familia Enterobacteriaceae y un patogeno natural
murino es una bacteria Gram-negativa que coloniza predominantemente el colon
distal de ratones causando una enfermedad llamada hiperplasia coldénica murina
transmisible, el cual induce colitis y proliferacion celular de las criptas (Vallance et
al., 2003). C. rodentium proporciona un excelente modelo in vivo para investigar
interacciones patdgeno-huésped bajo condiciones fisioldgicas, con la habilidad de
manipular tanto al patdégeno, como al huésped. La visualizacion de la infeccion
utilizando imagenes de bioluminiscencia de C. rodentium indica que a las pocas
horas de una administracién oral con 10°-10° organismos, el sitic de la
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colonizacion inicial es la superficie del tejido linfoide del ciego, dos a tres dias
despueés la bacteria puede ser vista en el colon distal (Wiles, et af, 2004). Por o
gue es considerado como un excelente modelo para el estudio de la infeccion
EPEC y EHEC en el humano y para la colitis (Jurjus et al., 2004).

Sin embargo, se conoce muy poco acerca del impacto de la colitis sobre la funcion
del P450 hepatico e intestinal o la expresién en humanos y animales (Weidenbach
et al, 2000). La ausencia de modelos animales de especies menores para
estudiar los mecanismos de patogenicidad EPEC y EHEC, es una razon, para que
el modelo de infeccidn con C. rodentivm en ratones sea el adecuado y el de
eleccion para estudiar la respuesta huésped-patdégeno que presenta lesiones de

adherencia y esfacelamiento (Simmons et al.,, 2002).
Respuesta del huésped a la infeccion

La infeccion de ratones con C. rodentium causa hiperplasia e inflamacion del
colon. Para combatir la colonizacidn de tal bacteria, el huésped requiere de
diferentes mecanismos de defensa inmunoldgica para la efiminacion del patoégeno
{Simmons, 2003).

En primera instancia hay infiltracion de macrofagos, linfocitos y neutrofilos en la
mucosa. En ratones normales, la infeccidon desaparece entre la tercera y sexta
semana adquiriendo una efectiva inmunidad contra una segunda exposicion al
patégeno. La colonizacion bacteriana esta limitada a la mucosa intestinal, y pocas

bacterias alcanzan sitios sistéemicos o torrente sanguineo.

La respuesta celular del huésped se caracteriza por la infiltracién en ia mucosa de
células TCD3+ seguidas de CD4+. Se presenta la trasncripcion de citocinas como
interleucina 12 (IL-12), interferén v (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a)
{Maaser et a/., 2004).

El papel de la IL-12 en la infeccidon con C. rodentium es regular la magnitud de
respuesta de IFN-y en el inicio de la infeccion, aumentando asi la activacion de
fagocitos, favoreciendo la respuesta inmune de células Th1 e inhibiendo la
respuesta Th2 (Vallance, 2003).



Hasta ahora, los estudios han identificado la expresion elevada de varias citocinas
Th1 incluyendo interferén gama (IFN~y) que contribuye a la defensa del huésped y
al dafio ail tejido en el colon inflamado de ratones infectados. Otro elemento de
respuesta del huésped es el oxido nitrico (NO), gue es un componente central de
la inmunidad innata y un efectivo agente antimicrobiano. El incremento en la
expresion de iINOS se observa frecuentemente durante la inflamacion colonica y
es inducide en respuesta a IFN-y y al lipopolisacarido; por lo tanto, la expresion de
iINOS y la subsecuente liberacion de NO podrian contribuir no solo a la defensa del
huesped sino tambien al dafo en el tejido durante la infeccidn con patégenos que

causan lesiones A/E (Vallance et al., 2002).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los miembros individuales de la familia de enzimas CYP biotransforman un
sinnumero de sustratos que han sido extensamente estudiados en animales de
experimentacion, principalmente por su relevancia en el metabolismo hepatico de
diversos farmacos. Existen evidencias de que los procesos inflamatorios e
infecciosos pueden afectar la expresion de las diferentes isoformas de citocromo
P450. Por lo anterior consideramos que son necesarios estudios funcionales que
permitan evaluar ia expresion de enzimas de CYP en modelos de inflamacion e
infeccion, ya que el cambio en la expresion de las proteinas involucradas en el
metabolismo de farmacos podria afectar la eficacia de jos medicamentos o bien

originar efectos téxicos (Morgan, 1997).

HIPOTESIS

El proceso infeccioso e inflamatorio originado por la colonizacion de Cifrobacter
rodentium modula la expresion de citocromo P450 en la mucosa intestinal de

ratones Balb/c.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la expresion de citocromo P450 durante el proceso infeccioso e

inflamatorio por Citrobacter rodentium en ratones Balb/c.

Objetivos Especificos

+ Establecer la colonizacidon de Citrobacfer rodentium en la mucosa intestinal de

ratones Balb/c.

» Comprobar la presencia det proceso inflamatorio como consecuencia def

establecimiento de la infeccion en el modelo experimental.

< Estudiar la expresién de citocromo P450 durante el proceso inflamatorio.
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METODOLOGIA

En el presente trabajo se utilizaron ratones macho de la cepa Balb/c, los cuales
fueron divididos en dos grupos: un grupo control y un grupo gue fue infectado con
la bacteria C. rodentium. Los ratones correspondientes de cada grupo fueron
sacrificados en los tiempos seleccionados postinfeccion para extraer el colon y
realizar cuenta bacteriana, en primer ljugar para dar seguimiento al proceso
infeccioso. Como segundo paso se utilizd el colon y el higado para evaluar el
proceso inflamatoric mediante fa blsqueda de citocinas proinflamatorias y
simultaneamente se estudid la expresion del citocromo P450 en higado y

duodeno.

Establecimiento de la colonizacion de C rodentium en ratones Balb/c

Preparacion def indculo

El cultivo bacteriano fue preparado en 106 ml de caldo Luria con acido nalidixico
(100 pg/mi) inoculado con 100 ul de una solucidn stock de C. rodentium DBS100
y se incubo durante 16-18 hrs a 37°C. Después de la incubacion la bacteria fue
cosechada por centrifugacion a 8000 x g durante 15 min, la pastilla se resuspendid
en 10 mi de amortiguador de fosfato salina pH 7.4 (PBS) y posteriormente se lavo
dos veces con la solucidn anteriormente descrita. El paquete celular obtenido se
ajustd a una concentracién de 2.5 x 10% -5 x 10'° UFC / ml por espectrofotometria
optica.

Animales y tratamiento

Se utilizaron 40 ratones Balb/c de cuatro semanas de edad, libres de patégenos
(comprobados por coprocultivo y examen coproparasitoscépico} proporcionados
por la UPEAL-bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Xochimilco, los cuales tuvieron libre acceso a agua y alimento, con periodos de luz
y oscuridad de 12 horas y mantenidos a una temperatura de 22 a 25° C.

Los ratones fueron divididos en dos grupos: el control y el tratado. Al grupo
control se I administré 200 yl de PBS estéril y al tratado se le administraron 200

ut (2.5 x 10° -5 x 10"° UFC / ml) del indculo bacteriano por via intragastrica. El
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estudio tuvo un seguimiento de 20 dias durante los cuales los ratones se

sacrificaron cada 4 dias (4 ratones por grupo).

los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, en los tiempos
seleccionados postinfeccion, El colon distal de 4-6 cm fue removido (desde el ano
hasta la valvula ileocecal). Ei intestino fue homogeneizado mecanicamente y el
namero de bacterias en el 6rgano homogeneizado fue determinado por cuenta
viable usando el medio de Mac Conkey con antibidtico (acido nalidixico 100
pg/ml). (Vallance, et al, 2002). La identificacidn de C. rodentium se realizd usando
las siguientes pruebas bioquimicas Kligler, SIM, Citrato de Simmons, Rojo de
metilo-Voges Proskauer (RMVP) para la detemminacién de glucosa, lactosa
produccion de H,S, indol, movilidad, y utilizacién de citrato como Gnica fuente de

carbono.
Seguimienio de la pérdida de ganancia en peso

El seguimiento de ganancia o pérdida de peso para el grupo control y el grupo
infectado se determind diariamente desde el dia cero hasta el dia 20. Los ratones
de ambos grupos fueron pesados antes de la infeccion, para contar con el peso
inicial.

Deteccion de citocinas proinflamatorias

Para detectar el proceso inflamatorio, se removit el higado y el colon y se llevé a
cabo la busqueda de citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNFa y ofros
componentes que también participan en el proceso inflamatorio como INOS y
COX-2, por medio de la obtencidon del RNA total, [a sintesis del cDNA y la
amplificacién por la técnica de PCR. El gen constitutivo de B actina fue utilizado
como control interno. El proceso inflamatorio se determiné a los 4, 8 y 12 dias. Los

oligonuclettidos utilizados se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de los oligonucledtidos especificos

gen Oligonucieétido Sentido Oligenucledtide Antisentido Longitud del
fragmento

(pb)
B actina | AGCCATGTACGTAGCCATCC CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA 228
COX-2 | GCGAGCTAAGAG CTTCAGGA TCATACATTCCCCACGGTTT 212
IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGA TCCACGATTTCCCAGAGAAC 158
iNOS CACCTTGGAGTTCACCCAGT ACCACTCGTACTTGGGATGC 170
TNF-a CTGGGACAGTGACCTGEGACT GCACCTCAGGGAABAGTCTG 204

Determinacion de la expresion de citocromo P450

Para determinar 1a expresion de citocromo P450 se removio la primera porcion del
intestino delgado y ef higado, al igual que en el proceso anterior se llevd a cabo la
obtencion del RNA total, la sintesis del ¢cDNA y amplificacién por la técnica de
PCR, para estudiar la expresion de CYP1A2, CYP3A11 y 2C29 como se describe

a continuacion.
Extraccion de RNA total

Para la extraccion de RNA total se utilizo un estuche de Promega SV Total RNA
Isolation System, cuya metodologia es la siguiente: se homogeneizaron 50-60 mg
de tejido en 1 mi de amortiguador de lisis (con 2-mercaptoetanol). A 175 ui del
lisado anterior se le adicionaron 350 ul del amortiguador de dilucién mezclando por
inversidn de 3 a 4 veces. El lisado se incubd en un bano Maria a 70 °C durante 3

minutos y posteriormente se centrifug® a14000 x g durante 10 min.

Al sobrenadante se le adicionaron 200 ul de etanol al 95% y la mezcla se pasd por
una columna por centrifugacion a 14000 x g durante 1 min. Posteriormente a la
columna se le anadieron 600 pl de solucidén de lavado de RNA, centrifugando a
14000 x g durante 1 min. A la cofumna se le adiciond 50 pl de amortiguador con
DNAsa y MnCl» {solucion proporcionada en el estuche), se incubd a temperatura
ambiente durante 15 min. Al términc de la incubacion, se agregaron 200 pl de
solucién para inhibir la actividad de la DNAsa y se centrifugd 14000 x g durante 1

min.
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A fa columna se le realizaron dos lavados (600ul y 250ul) como se describio
anteriormente. El RNA fue obtenido eluyendo la columna con 100 pl de agua libre

de nucleasas. El RNA se conservo a -72 °C hasta su uso.

Ei RNA total se cuantifico por espectrofotometria a una longitud de onda de 260
nm y la pureza se determind por medio de la relacion de absorbancia obtenidas a
260 y 280 nm. La integridad del RNA se determiné en geles de agarosa al 1% en
condiciones desnaturalizantes (formaldehido al 6 % y MOPS 1 X). La agarosa fue
disuelta en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), posteriormente se agrego
formaldehido, MOPS y bromuro de etidio, se mezclaron y se vertieron en un molde
de electroforesis.

Las muestras para el corrimiento electroforético se prepararon con formamida af
50 %, formaidehido 6.5 %, MOPS 1 X, se mezclaron y calentaron a 85°C durante
15 min. Al finalizar la incubacion las muestras fueron colocadas en hielo y se les
adiciond 3 ul de amortiguador de carga (glicerol 40 % y xileno-cianol 0.25%). La
electroforesis se corrid a 70 voltios constantes. EI RNA fue visualizado en un

transituminador bajo luz ultravioleta.
Sintesis de DNA complementario

La sintesis del cDNA se realizd por transcripcion reversa a partir de una mezcla
de reaccion de 25 i & 1 pug de RNA total se le adicionaron 500 pg de hexameros
al azar mas agua liore de nucleasas para tener un volumen final de 15 ul, se
desnaturalizo a 70°C durante 10 min, ia mezcla desnaturalizada se coloco en hielo
y posteriormente se adicionaron [0s siguientes reactivos: 5 pl de amortiguador 5X,
200U de enzima M-MLV, 0.5 mM de dNTPs y agua libre de nucleasas necesaria

para ajustar los 25yl de mezcla de reaccion. Se incubd durante 60 min a 37°C.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR fue realizada en las siguientes condiciones: 25 ul de mezcla de reaccién
con los siguientes componentes a una concentracion final de 2 mM MgCls,
amortiguador de la enzima 1X, 0.2 mM dNTPs, 0.4 uM del oligonucledtidos, 1.25U
Taq Gold Pol, 1 pl de cDNA vy agua libre de nucleasas necesaria para 25 Jl. Las

condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de
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desnaturalizacién de 94°C durante 10 min seguido de 35 ciclos de 30 segundos
en cada una de las siguientes temperaturas, desnaturalizacion a 94°C,
alineamiento a 60°C, y elongacion a 72°C. Seguida de un paso final de extension
de 72°C durante 10 min. Es importante mencionar que la temperatura de
alineamiento para todos los oligonuclebtidos utilizados en este estudio fue de
60°C.

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarcsa al 1.0 % en
amortiguador de Tris-borato EDTA, tenido con bromuro de etidio y capturado en

un procesador de imagenes.

Cada uno de los oligonucledtidos empleados fueron tomados de la literatura y
analizados en el Centro Nacional de informacion biotecnologica (NCBI) para la
comparacion de nucledtidos por la herramienta de busqueda de alineacién local

hasico (RLASTn) y se muestran enla tabla 3

Tabla 3. Secuencias de los oligonuciedtidos especificos

gen Oligonucledtido Sentido Oligonucieotido Antisentido Tamafio
esperado
(pb)
B actina AGCCATGTACGTAGCCATCC CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA 228
CYP 1A2 | CACTAACGGCAAGAGCATGA TCTGAAGCTTGCTGACGAGA 182
CYP3A1 SAGCTTGGTGCTCCTCTACC CTCTGGGTCTGTGACAGCAA 214
CYP2C29 | GGACAGAGACCACAAGCACA GGCGTCTGTATAGGGCATGT 158

Analisis densitométrico

El analisis de la expresion del RNAm fue determinade por densitometria utilizando
un procesador de imagenes que nos da unidades arbitrarias de |a intensidad de la
banda, tomando como referencia el gen constitutivo de la [R-actina. Los daios
obtenidos de ta densitometria se refacionaron considerando los resultados de la

intensidad de la banda del gen de interés sobre el gen constitutivo.
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Analisis estadistico

Todos los resuitados son expresados como la media + 1 desviacion estandar de la
media para cada grupo. El andlisis estadistico se desarrollé usando el paguete
estadistico SPSS version 12. Se realizo andlisis de varianza de una-via para
determinar la diferencia entre los grupos de estudio asi como la prueba de Tukey
para comparaciones mdltiptes. Un valor para p menor a 0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.

RESULTADOS
Proceso de colonizacion y pérdida de la ganancia en peso.

Los ratones en estudio fueron colonizados por la cepa de Citrobacter rodentium
DBS100 alcanzando un mayor grade de infeccidn en el dia 12 (8.47E+07 UFC/ g
de colon} éste resultado es el promedio de tres experimentas independientes +/-
una desviacidon estandar donde n es igual a 4 ratones. A partir del dia 16 se ve
una disminucion del numero de colonias en donde se puede considerar que

comienza la depuracion de la infeccion.

El efecto sistémico de la infeccién con C. rodentium sobre el huésped es la
morbilidad del ratén infectado y la perdida de peso durante el proceso de
infeccion, las diferencias observadas en la perdida de ganancia en peso entre el
grupo control y el grupo de estudio se mantuvieron a lo largoe del tiempo y no hubo
significancia estadistica. Fig. 3b (los datos muestran el promedio de tres
experimentos independientes +/- una desviacion estdndar donde n es igual a 4

ratones estudiados. p= <0.05}
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Fig.3. a) UFC de C. rodenfium presentes en el colon de ratones infectados en el
transcurso de la infeccién. b) determinacidn de la pérdida de ganancia en peso en

el transcurso de fa infeccion.

Proceso inflamatorio

Se determiné la expresion de las citocinas proinflamatorias (1L-6 y TNF-a) tanto en

higado como en colon, como evidencia dei proceso inflamatorio.

Expresion de TNF-« en colon
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OINFECTADOS

Relacidon densitemétrica

Tiempo (dias)

Relaclén densitométrica

Expresion de TNF-a en higado
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Fig. 4. a) Expresion de TNF-a en colon, b) Expresion de TNF-a en higado.

e

Los resultados muestran que hay induccion en la expresion de TNF-a en colon y

en higado (Fig. 4), en ambos se chserva que los niveles de RNAm en el grupo

infectado es mayor con respecto al control, asi también se mantienen los niveles

de expresion a lo largo del proceso infeccioso. Esto pudiera deberse a que el

incremento presentado en las UFC de C. rodentium presenta una tendencia similar

y la cantidad de bacterias es parecido a los que se encontraron a los dias 8 y 12.
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Los datos muestran el promedio de tres experimentos independientes donde n=2

(control) y n=3 (infectados)

Expresion de IL-6 on colon
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Fig 5 .a) Expreslén de 1L.-6 en colon, b) Expresion de IL-6 en higado.
En la expresién de IL-8, se observd que el grupo tratado presenta mayor expresion
de esta citocina con respecto al control manteniéndose los niveles de expresion en
el colon, Fig. 5a, mientras que en el higado se observa un aumento gradual de IL-
6 a o largo del tiempo Fig. 5b. En los dos tejidos se encontrd diferencia
significativa entre el grupo control y et grupo de estudio. Se presenta el promedio

de tres experimentos independientes donde n=2 (control} y n=3 {infectados)

También se determiné la expresién de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y de
Ciclooxigenasa-2 (COX-2), las cuales se sabe que estan involucradas en el
proceso inflamatorio y que su expresion se induce durante este proceso
infeccioso. En la Fig. 6, se cbserva una induccién en los niveles de expresion de
iINOS y COX 2 que se mantiene a lo largo del tiempo. Nuestros resuitados
muestran diferencia significativa entre el grupo controt y el grupo tratado para los
dos casos. El aumento en ia expresidbn de COX-2 nos indica que el proceso
inflamatorio, esta presente en el tejido donde se estableci6 la infeccidon ya que

estas dos enzimas se evaluaron s6lo enh el colon.
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Fig 6 .a) Expresién de iINOS en colon, by Expresion de COX 2 en colon.

De acuerdo a los datos observados anteriormente en donde es evidente que se
presenta una induccién en la expresion de los diferentes mediadores de la
inflamacién podemos decir que se establecié el proceso inflamatorio y se analizara
su repercusion en la modulacidon del citocromo P450. Los citocromos (CYP)
analizados se eligieron de acuerdo a la relevancia que tienen en el metabolismo
de farmacos en el humano,; 1A2, 2C9 y 3A4 en el humano y sus homblogos en el
ratén 1A2, 2C29 y 3A11 respectivamente. Estos se evaluaron en el higado y en el
intestino delgado (duodeno), donde anteriormente se ha reportado que se

expresan.

Expresion de CYP durante el proceso inflamatorio

Todos los resultados representan el promedic de tres experimentos
independientes donde n=2 (control) y n=3 (infectados). La expresién de CYP1A2
se mantiene igual tanto en el grupo control como en el grupo de estudio aungue
existe diferencia significativa en el dia 4 para el higado Fig. 7a, la iregularidad que
presenta el control de este dia nos hace descartar esta diferencia, por lo que
podemos decir que los niveles de expresion se mantienen constantes en estos dos
grupos de estudio. Para el caso de duodeno Fig. 7b observamos diferencias
significativas en los dias 4 y 8 en los que el nivel de expresion del grupo infectado
es menor con respecto al control, en el cual si hay una modulacion a la baja de la
expresion de este CYP,
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Podemos apreciar en la Fig. 8 como el CYP2C29 es el mas afectado por el
proceso infeccioso e inflamatorio, en el higado se observdé disminucién de la
expresion al dia 4 presentando significancia estadistica con respecto al control. En
el duodeno Fig. 8a se muestra que disminuyen los niveles de expresion de
CYP2C29 en los dias 8 y 12 del grupo tratado, observamos mayor efecto ya que
existe significancia estadistica en los dias 8 y 12 con respecto al control y al

tiempo.
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También se detecté una disminucion en el CYP3A11 sélo en el higado, con una
diferencia significativa en el dia 4 (Fig. 9a). Sin embargo, debido a la
inconsistencia en los controles de este dia, desechamos esta diferencia y
podemos decir que la expresion de CYP3A11 no se ve afectada en ninguno de los
dos tejidos. Lo que se ha observado en estos CYPS es que algunos presentan
una disminucion en los niveles de expresién por lo que la infeccion con C.
rodentium y el proceso inflamatorio que se desencadena tiene una modulacion

sobre los CYPs mas relevante en el duodeno de los ratones Balb/c.

DISCUSION

La actividad y la expresiéon de las diversas isoformas de CYP son alteradas en
procesos patolégicos. Aunque la modulacion de las diversas enzimas es especie
selectiva y difiere entre las diversas patologias, en general los niveles de CYP
hepaticos estan disminuidos, causando un potencial y documentado deterioro del
efecto y, en algunos casos, el aumento de la toxicidad de ciertos farmacos (Cheng
& Morgan, 2001).

En general, existe poco conocimiento del efecto de las enfermedades sobre la
actividad del CYP en seres humanos, a pesar de que existen numerosas
evidencias que demuestran que el CYP se encuentra alterado en modelos
animales de diabetes, hipertension y obesidad (Farrel, 2001).
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En animales de experimentacion, se ha demostrado que las enfermedades
infecciosas o inflamatorias y aquellos agentes que estimulan células de la linea
monocito/macréfago o sus productos (citocinas e interferones) causan profundos
cambios en la expresion de los CYP en el higado (Morgan, 2001). En este estudio
presentamos el efecto de ta infeccion de C. rodentium sobre la expresién de fas
citocinas IL-6 y TNF-a y la modulacion de los CYPs 1A2, 3A11 y 2029 en un
modelo experimental, produciendo hiperplasia colonica murina y que es un
equivalente de las lesiones de adherencia y esfacelamiento sobre las células
intestinales producidas en el humano por Escherichia coli enteropatogena (EPEC)
y E. coli enrerohemorragica (EHEC) O157.H7 (Schauer ef al., 1993).

La expresidn del citocromo P450 y por consecuencia la biotransformacion de
farmacos se altera durante (a operacion de los mecanismos de defensa del
huésped. Esto tiene implicaciones importantes en la inflamacion y la infeccién
cuandoc la capacidad del higado y otros organos para metabolizar farmacos esta
comprometida severamente, en la mayoria de |os casos las formas de CYP son
reguladas a la baja a nivel de transcripcion génica con un resultado en la
disminucion de su correspondiente RNAm, proteina y actividad enzimatica. La
pérdida en el metabolismo de farmacos esta canalizada predominantemente por
la produccién de citocinas gque en uitima instancia modifican factores de

transcripcion especificos. {Renton, 2004)

Los estudios in vitro e in vivo han demostrado que (a liberacion de citocinas
endogenas es responsable de la modulacion del citocromo (Chen et al., 1992). En
este trabajo, 1a produccidn de citocinas se llevd a cabo por el proceso infeccioso e
inflamatorio que desarrolla la bacteria Citrobacter rodentium. La colonizacion del
colon presentd gran numero de bacterias a partir del dia 4, aunque existen
reportes en donde se dice que el pico es de 10° UFC entre el dia 5-14 pi
(postinfeccidn) esto depende de la cepa de ratéon asi como del género, en un
estudio previo en el cual se utilizaron hembras se comprobd que éstas
presentaban mayor numero de bacterias en el colon, asi como mayor morbilidad
(datos no mostrados). En los ratones de estudio la maxima cantidad de bacterias

se encontrd en el dia 12 con 8.47E+07 UFC/ g de colon. Asi también no se aprecia
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una correlacidn entre el estado de infeccion y la pérdida de peso en el modelo
experimental a pesar de que comienza a disminuir el numero de colonias aisladas

en los dias 16-20 no se observa una recuperacion de ganancia en peso

El proceso inflamatorio gque induce esta bacteria se llevo a cabo analizando
algunos componentes de la respuesta inflamatoria como IL-6, TNF-a, COX-2 e
iINOS. Los resultados mostraron una sobreexpresion de los RNAm estudiados

tanto en higado como en colon en el grupo infectado con C. rodentiumn.

Durante el tiempo en que se mantiene un gran nimero de bacterias colonizando el
colon, que se presenta hasta el dia 12 en la curva de colonizacién, se encontrd
tanto para las citocinas como para COX-2 e iINOS, una sobreexpresion en
comparacion con el grupo control lo que nos indica que los mecanismos de
defensa del huésped se mantienen presentes, ya que un factor impostante durante
el proceso infeccioso por C. rodentium lo constituyen las celulas epiteliales
desempenando un papel crucial en la defensa del huésped frente a los patogenos
gue producen lesiones E/A y de alguna forma producir algunas sustancias que
dafien al patégeno como podrian ser defensinas o radicales libres de nitrogeno

como el 6x1do nitrico, aumentando la expresion de iINOS (Vallance et al., 2002).

La sobreexpresion de los diferentes mediadores se mantiene a lo largo del tiempo
tanto en el higado como en el colon, se observa un aumento aparente pero no
alcanza significancia estadistica, 1o que nos hace suponer que estan interviniendo
otros componentes tratando de regular i0s niveles y asi mantener la homeostasis

del organismo.

Se determind la expresion de CYP1A2. 2C29 y 3A11 en higado y duodeno, estos
citocromos son expresados principalmente en el higado y muy débilmente en el
duodeno, los resultados indican gue hay una regulacion a la baja en los CYP1A2 y
2C29, sin embargo, en los dos casos es mas evidente en el duodeno que en el
higado. CYP2C29 presenta mayor inhibicidn en el dia 12, aungue este efecto no lo
vemos en el higado, quizas la concentracién en la que se encuentran en cada
organo éste marcando esta diferencia o existen otros mecanismos en el higado

que regulan su expresion.
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Para ef caso de CYP3A11, en el dia 4 hay una diferencia significativa con respecto
al control en el higado, aungue en el duodeno no se observan cambios. Pan y
colaboradores, en un estudio realizado para ver la influencia de [L-6 y TNF-a sobre
la expresion de RNAm de CYP en el raton, encontraron que et RNAm de CYP1A2
fue inhibido en un 67% por IL-6 y 59% por TNF-a, mientras que CYP3A11 y CYP
2E1 no fueron afectadas por ninguna de las dos citocinas estudiadas (Pan ef al.,
2000).

Por ejemplo, IL-6 regula a la baja el RNAm de CYP2C11, pero no de CYP3A2, en
ratas. Esta selectividad es importante en la perspectiva clinica y toxicologica
porque esto implica que fos efectos sobre el RNAmM de CYP puede ser modificado
por multiples mecanismos. La disminucion en la expresion del RNAm de los
diferentes CYPs analizados puede atribuirse a estas dos citocinas que también
fueron analizados en el presente estudio, sin embargo este efecto se observa s0lo

en el dia 4 para dos de los CYPs.
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CONCLUSIONES

En este estudio se presentd el efecto de agentes involucrados en la respuesta
inflamatoria sobre la expresion constitutiva de los CYPs, 1A2, 3A11 y 2C29
usando comn modelo de infeccion e inflamacion la bacteria Citrobacter rodentium.

Se establecié |la colonizacién con la bacteria de estudio en el colon de ratones
machos Balb/c presentando un mayor numero de bacterias en el dia 12
postinfeccion, siendo el dia 16 en donde se comienza a observar una disminucion
en el numero de colonias y en donde se supone gue comienza la depuracion de ta
infeccion. Se comprobd el proceso inflamatorio producido por este patdégeno
mediante la sobreexpresidon de los diferentes mediadores estudiados como JL-6,
TNF-a, COX2 e INOS, los cuales mostraron una induccion en sus niveles de
expresion en el transcurso que durd la infeccidn tanto en higado como en colon
comparados con el grupo control.

Los resultados confirman nuestra hipdtesis que las enzimas metabolizadoras de
los farmacos muestran diferencias en su expresion con respecto a la respuesta de
las citocinas (inflamacién) en la mucosa intestinal de ratones Balb/c. El efecto de
la colonizacion de C. rodentium en el colon y en el higado modulan la expresion
del RNAm (regulacion en baja) de CYP 2C29 y 1A2 en el duodeno, la regulacion
de CYP3A11 no se ve afectada por la sobreexpresion de los diferentes
mediadores analizados en ninguno de los dos tejidos estudiados.

Podemos concluir que se alcanzd el objetivo principal y gue logramos determinar
como se modulan 1os CYPs estudiados en este proceso infeccioso e inflamatorio

producido por C. rodentium.
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