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Introduccién

1. Higado

Todas las células del cuerpo humano estan dotadas en mayor o menor medida de la
capacidad de responder a la exposicion a farmacos. Existen ademas ciertos érganos de
importancia sobresaliente por lo que representa su funcion para la biodisponibilidad y por
ende, para el efecto final del farmaco. El higado, el rifidn y el intestino son tres de ellos,
siendo el primero el cuantitativamente mas importante.

El higado es la glandula mas grande del organismo, representa un 1/50 del peso
corporal. Su rol endocrino consiste en la secrecion de proteinas plasmaticas como a- y
B-globulinas, albumina, protrombina y fibrinbgeno entre otras. Su funcidén exocrina se basa
en la produccién de bilis, la cual es simultdneamente una secrecion digestiva debido a su
contenido de sales biliares y un medio de excrecién de endo- y xenobidticos, entre ellos
farmacos. Estos ultimos, luego de ser secretados en bilis, llegan al duodeno y luego de
una mayor 0 menor reabsorcion a nivel intestinal son eliminados del organismo
confiriéendole de esta manera a la secrecion biliar y al higado en general un rol
farmacoldgico clave.

El higado recibe una doble irrigacion sanguinea. Por un lado, la vena porta le aporta
el 75% de la irrigacion hepatica y aporta sangre proveniente del tracto gastrointestinal, el
bazo y el pancreas. Transporta todas las sustancias absorbidas por el intestino a
excepcion de los lipidos, por lo que el higado representa una barrera que deben traspasar
los farmacos administrados por via oral para llegar a la circulacion sistémica. El efecto del
higado sumado al del intestino como limitante de la absorcién de farmacos conforman lo
gue se denomina efecto de primer paso y su importancia varia en funcion de cada
farmaco. Por ejemplo midazolam, ciclosporina A, loperamida, everolimus y tacrolimus,
entre otras, son drogas que experimentan un efecto de primer paso de proporcion
considerable [1-5]. La arteria hepatica por otro lado, le aporta al higado el 25% restante de
su irrigacién y con ella todos los compuestos ya presentes en la circulacion sistémica,
como ser aquéllos absorbidos a nivel gastrointestinal que ya sobrepasaron el efecto de
primer paso y fundamentalmente aquéllos administrados por via parenteral.

Las ramas terminales de la vena porta y de la arteria hepatica desembocan en los
sinusoides hepaticos. Los mismos son capilares que poseen una alta permeabilidad a
todos los compuestos presentes en la sangre a excepcién de los elementos celulares. Los
hepatocitos estan separados de los sinusoides solo por un estrecho espacio perivascular
denominado espacio de Disse por el cual pueden difundir todos los compuestos para

hacer contacto con el hepatocito [6].
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La membrana plasmatica del hepatocito tiene dos dominios claramente
diferenciados. El dominio basolateral es el mas en extenso en superficie y es la principal
via de entrada de farmacos como asi también la via de salida de aquellos compuestos
que son devueltos a la sangre. Por otro lado, la membrana apical es la via de salida de los
farmacos que son secretados a bilis. Se trata de una membrana altamente impermeable,
en parte, gracias a la carga negativa de su superficie que impide el reflujo de aniones
hacia el hepatocito. Las membranas apicales de dos hepatocitos vecinos forman el
canaliculo biliar que se encuentra sellado y separado del espacio intercelular mediante
uniones estrechas. Los canaliculos se contindan en vias biliares intrahepaticas de mayor
calibre y éstas en vias extrahepaticas que se unen para formar el conducto hepatico
comun, que luego de unirse con el conducto cistico proveniente de la vesicula biliar, forma
el conducto colédoco que desemboca en el duodeno a nivel de la ampolla de Vater,
volcando de esta manera la secrecion biliar al intestino.

La bilis es una solucién acuosa de compuestos organicos e inorganicos resultante
de tres procesos: generacion del flujo biliar canalicular, reabsorcién y secrecién a nivel de
los conductos biliares. El flujo canalicular se origina como consecuencia del transporte de
agua impulsado por un gradiente osmotico generado por el transporte de sustratos como
sales biliares, HCOg3 y glutation entre otros. Junto con ellos se secretan distintos endo- y
xenobioticos, entre ellos farmacos. La acumulacion de aniones en el canaliculo favorece
la difusién de agua a través de canales desde el interior del hepatocito (via transcelular) y
desde el liquido extracelular a través de las uniones estrechas (via paracelular). Luego de
experimentar cambios de composicion y osmolaridad a lo largo de las vias biliares y en la
vesicula, la bilis llega al intestino y con ella los distintos xenobibticos que seran
excretados del organismo [7].

2. Sistemas de biotransformacién y transportadores de drogas

2.1. Sistemas de biotransformacion de fase |

La excrecion de xenobidticos puede ser favorecida mediante su modificacion
quimica. Las reacciones de fase | son, por lo general, las primeras reacciones de
biotransformaciéon que experimentan los farmacos al ingresar a la célula. Las
consecuencias inmediatas de la accidbn de éstos sistemas son un aumento en la

hidrosolubilidad del compuesto como asi también un cambio en la actividad farmacoldgica
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gue puede implicar o bien una activacion o una inactivacion del mismo. Las reacciones de
fase | implican reacciones de oxidoreduccion catalizadas por citocromos del tipo P450.
Existen mas de 40 tipos distintos de reacciones entre los que pueden mencionarse:
hidroxilacién, epoxidacion, dealquilacion, N- 'y S-oxidacién, dehalogenacion,
dehidrogenacion, deaminacion y desulfuracién, entre otras.

Las enzimas tipo citocromo P450 que participan en las reacciones de fase | se
encuentran divididas en tres familias (CYP1, 2, 3), las cuales a su vez se dividen en
subfamilias (ej. CYP2A y CYP2B son dos subfamilias de la familia CYP2). Dentro de las
subfamilias existen distintos miembros, por ejemplo CYP1Aly CYP1AZ2.

Cuantitativamente, el higado es el principal sitio de expresién y accion de los
sistemas de fase | siendo también considerable la expresion y actividad en intestino y
rifidn [8]. Ademas, se ha descrito la expresién de miembros de las familias 1, 2 y 3 del
citocromo P450 en tejido mamario, prOstata, placenta y tejido neural entre otras
localizaciones [9]. En cuanto a su localizacién intracelular, se ubican insertos en la
membrana del reticulo endoplasmatico. La expresion de los miembros individuales del
citocromo P450 muestra una gran variacion interindividual dependiente de factores etarios
[10], étnicos y nutricionales [11], entre otros.

Existen mas de 1000 sustratos de los citocromos 1, 2 y 3. Si bien las tres familias
revisten importancia farmacologica, la subfamilia CYP3A, y en particular el miembro
CYP3A4 es responsable de la biotransformacion de més del 50% de las drogas
empleadas en la practica clinica [12] y, en higado, representa el 30% de los citocromos
totales [8].

Algunos de los farmacos que experimentan reacciones de fase | y la/s enzima/s
involucradas se detallan en la tabla 1 [13].

FAMILIA | SUBFAMILIA SUSTRATOS

CYP1 A aminas heterociclicas, paracetamol

CYP2 B ciclofosfamida, cloranfenicol, fenitoina, fenobarbital

CYP2 C diazepam, diclofenac, ibuprofeno, naproxeno

CYP2 D clorpromazina, codeina, metoprolol, propanolol

carbamazepina, ciclosporina A, clotrimazol,

CYP3 A dexametasona, diazepam, eritromicina, lidocaina,

midazolam, rifampicina, verapamilo

Tabla 1. Principales subfamilias del citocromo P450 involucradas en reacciones de

biotransformacién de fase | y ejemplos de sustratos.
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2.2. Sistemas de biotransformacion de fase Il

Los sistemas de biotransformacion de fase Il catalizan la conjugacion de los
productos de las reacciones de fase | como también de farmacos sin modificar con
compuestos como glutation en las reacciones catalizadas por las glutation-S-transferasas
(GSTs), acido  glucurénico  en las  reacciones  catalizadas por las
UDP-glucuronosiltransferasas (UGTs), el grupo sulfuriio de la adenosina 3'fosfato
5'fosfosulfato en las reacciones catalizadas por las sulfotransferasas (SULTS), el grupo
acetilo del acetil CoA en las reacciones catalizadas por las acetiltransferasas y el grupo
metilo de la S-adenosilmetionina en las reacciones catalizadas por las metiltransferasas.
El presente trabajo se focalizara especificamente en las UGTs y GSTs, las que en
conjunto son responsables del metabolismo de fase Il de mas del 50% de las drogas
usadas clinicamente [14-16]

2.2.1. UDP-glucuronosiltransferasas (UGTSs)

Las UGTs catalizan aproximadamente el 35% de las reacciones de fase Il [17]. Se
expresan en el lado luminal del reticulo endoplasmatico de hepatocitos, enterocitos y
células de los tubulos renales entre otras localizaciones lo que le confiere una ventaja al
tener acceso inmediato a los sustratos que se generan in situ como producto de las
reacciones de fase | [18].

La reaccion de glucuronizacion catalizada por la UGT es una sustitucion nucleofilica
que resulta en la conjugacion del farmaco o sus metabolitos de fase | con acido
glucurénico y la liberacién de UDP como grupo saliente (Fig. 1). Los grupos nucleofilicos
participantes pueden ser alcoholes alifaticos y arométicos, &cidos carboxilicos, aminas y
grupos tioles entre otros, y el resultado puede ser un O-, N-, C- 0 S-glucurénido mas
hidrosoluble que el compuesto de partida que es, a nivel del higado, eliminado por via
biliar o volcado a la sangre sinusoidal [19]. Los productos formados exhiben, por lo
general, una menor actividad farmacolégica. Una excepcion a la regla la constituye la

morfina, ya que el 6-glucurénido es més activo que la morfina misma [20].

UDPAG Xenobidtico Conjugado uUubDP
OH
OH N
N | N
COOH | N COOH ° ° (<)
H oH o o e} UGT O O—X—R I I
H i i + RX-H — H + H—P—O—P—0O—CH, o_ N
OH H OH H | | 2
HO O—IIZ’—O—IIT’—O—CH2 (e) N HO H OH OH
H H
H OH oOH OH . H OH H H
H H OH OH

OH OH

Fig. 1. Reaccidn de glucuronizacion catalizada por las UDP-glucuronosiltransferasas (UGTS).
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Las UGTs humanas de relevancia farmacoldgica se dividen en dos familias: UGT1 y
UGT2 y tres subfamilias UGT1A, UGT2Ay UGT2B. Su expresion y funcion, al igual que la
de los sistemas de fase |, varia en funcion del sexo del individuo, grupo étnico y estados
fisiopatélogicos o alteraciones genéticas como en el caso de los sindromes de Gilbert y
Crigler-Najjar asociados a mutaciones en los genes codificantes de las UGTs [19,21].

Si bien no puede desestimarse la importancia de la familia de la UGTZ2, la subfamilia
UGT1A en su conjunto participa de la conjugacion del mayor nimero de farmacos entre
los que pueden mencionarse paracetamol, naproxeno, ibuprofeno, diclofenac,
etinilestradiol, etopdsido, morfina y éacido valproico, entre otros. Sus miembros son
codificados por un Unico locus y surgen por corte y empalme alternativo generandose
proteinas con una porcion N-terminal variable y una porcion C-terminal comdn que
permite su deteccion simultanea por inmunocuantificacion [19].

El higado es el sitio de glucuronizacion mas importante. Los conjugados resultantes
pueden ser excretados en bilis o bien basolateralmente. Los conjugados excretados a bilis
pueden ser luego hidrolizados por accién de la B-glucuronidasa intestinal generando una
aglicona que puede experimentar recirculacion enterohepatica y ser excretada en orina.
Los conjugados excretados por la via basolateral son filtrados a nivel renal y eliminados

en orina.

2.2.2. Glutation-S-transferasas (GSTs)

Las GSTs catalizan sustituciones nucleofilicas aromaticas, sustituciones nucleofilicas
de un carbono saturado, adiciones de Michael y reacciones con anillos de oxirano cuyo
denominador comudn es la formacién de un conjugado de glutation (Fig. 2). Su funcién es
la detoxificacibn de compuestos electrofilicos entre los que se encuentran especies
reactivas del oxigeno y compuestos generados por contacto con las mismas (ej.
4-hidroxinonenal). Entre los sustratos se encuentran epoxidos, cetonas a,B-insaturadas,
ésteres, peréxidos y quinonas, entre otros [14,16]. Cada sustrato puede ser conjugado por

mas de una isoenzima.

Glutation Xenobidtico Conjugado

SR
o o o GST o o o
N\/\ + RX —> N\/\
HO N OH HO N OH
NH,, ° NH, °

Fig. 2. Reaccién de conjugacion con GSH catalizada por las Glutation-S-transferasas (GSTSs).
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Las GSTs son enzimas diméricas y se dividen en 8 clases (a, U, K, 1T, 0, 8, £ y w). Su
localizacion intracelular es por lo general citosélica aunque se ha observado expresion en
ndcleo, mitocondrias y peroxisomas. Se ha descrito expresion de GST en higado, rifidén y
el tracto gastrointestinal entre otras localizaciones [16].

Los conjugados de glutation que se forman en el higado pueden ser secretados a
bilis a través de la membrana apical llegando asi al intestino, o bien ser secretados a la
sangre sinusoidal a través de la membrana basolateral del hepatocito. Aquéllos
secretados apicalmente pueden ser hidrolizados por la y-glutamiltranspeptidasa de las
vias biliares y del intestino y luego por la cisteinil glicina dipeptidasa o la aminopeptidasa
M para producir un conjugado de cisteina que puede recircular enterohepaticamente y
llegar al rifidn donde son metabolizados a acidos mercaptlricos y excretados en orina.
Alternativamente, los compuestos son excretados directamente del hepatocito a la sangre
sinusoidal, hidrolizados a nivel de los tubulos proximales renales, metabolizados a acidos

mercapturicos y finalmente excretados en orina [14].

2.3. Proteinas transportadoras de drogas
En una célula, tanto el ingreso como el eflujo de farmacos puede tener lugar a través
de proteinas transportadoras. Las mismas son proteinas transmembrana que facilitan el

transporte de distintos compuestos a favor o en contra de un gradiente de concentracion.

2.3.1. Transportadores de captacion

Los transportadores de captacion se expresan, fundamentalmente, en la membrana
basolateral del hepatocito y en ambas membranas del enterocito y de las células
tubulares renales. En el hepatocito y en las células renales posibilitan la captacion de
sustratos desde la sangre. En el enterocito, ademas, cumplen un rol en la absorcion de
distintos compuestos desde el lumen intestinal. Su funcién es particularmente relevante
para la captacion de aquellos compuestos que dada su hidrofilicidad y/o tamafio no
difunden eficientemente a través de la bicapa lipidica.

Las proteinas de captacion de mayor relevancia farmacoldgica pertenecen a los
transportadores SLC y comprenden a las familias de las proteinas transportadoras de
aniones organicos (OATPs), los transportadores de aniones organicos (OATs) [22] y los
transportadores de cationes organicos (OCTs) [23]. Existen diversos miembros dentro de

cada familia cuya expresion difiere en los distintos tejidos. Algunos sustratos
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caracteristicos de cada grupo de transportadores se detallan en la tabla 2.

SUSTRATOS

atorvastatina, atrasentan, bosentan, digoxina, docetaxel, enalapril,
OATPs eritromicina, fexofenadina, fluvastatina, imatinib, metotrexato,
olmesartan, paclitaxel, pravastatina, telmisartan

5-fluorouracilo, acido valproico, bumetanida, captopril, furosemida,
OATs indometacina, ketoprofeno, losartan, metotrexato, olmesartan,
penicilina G, tetraciclina, zidovudina

aciclovir, atropina, cimetidina, debrisoquina, desipramina,
OCTs ganciclovir, imatinib, lamivudina, metformina, pirilamina, quinina,
ranitidina

Tabla 2. Principales familias de transportadores de captacion de drogas y sustratos caracteristicos

de las mismas.

El mecanismo de transporte es multiespecifico. Mientras que en el caso de las
OATPs y los OATs suele ser un contratransporte con otro anidén (ej. bicarbonato,
a-cetoglutarato), en el caso de los OCTs puede tratarse también de una difusion facilitada
movida por el gradiente electroquimico del cation transportado [22]. Debido a su
caracteristica bidireccional es que en las células renales ciertos transportadores pueden
participar también en la secrecion de compuestos a la orina [24]. Un diagrama de la
localizacion de los principales sistemas de biotransformacion y transportadores de

farmacos se muestra en la figura 3.

2.3.2. Transportadores de eflujo

Facilitan el transporte de endo- y xenobidticos desde el interior al exterior celular.
Existen transportadores apicales expresados en membrana canalicular del hepatocito y en
la membrana luminal de las células tubulares renales y de los enterocitos, entre otros
tejidos. Cumplen un rol en la secrecién de farmacos a bilis, a orina y al lumen intestinal
respectivamente. Entre ellos puede mencionarse a la P-glicoproteina (P-gp), a la proteina
asociada a resistencia a multidrogas 2 (MRP2) y a la proteina de resistencia de cancer de
mama (BCRP).

Por otro lado, los transportadores basolaterales se expresan en la membrana
sinusoidal del hepatocito y en las membranas basolaterales de células tubulares renales y
de los enterocitos, facilitando el transporte de compuestos desde la célula a la sangre.
Entre ellos puede mencionarse a la proteina asociada a resistencia a multidrogas 3
(MRP3), a la proteina asociada a resistencia a multidrogas 1 (MRP1) de expresion

extrahepatica y a la proteina asociada a resistencia a multidrogas 4 (MRP4). Cabe aclarar
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gue en rindn MRP4 exhibe una localizacion apical (Fig. 3). En el presente Trabajo de Tesis
se evaluara particularmente P-gp, MRP2 y BCRP como transportadores apicales y MRP3

como transportador basolateral.
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Fig. 3. Localizacién de los principales sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas

en drganos de relevancia farmacoldgica.

2.3.2.1. P-glicoproteina (P-gp)

La P-glicoproteina (P-gp, MDR1, ABCB1) fue descubierta en la década del 70. Su
presencia en una linea celular derivada de ovario de hamster chino (células CHO) reducia
la permeabilidad de colchicina y otras drogas anfipaticas [25]. P-gp es una proteina
transmembrana perteneciente a la familia de los transportadores ABC (ATP Binding
Cassettes) caracterizada por dos dominios de 6 segmentos transmembrana cada uno y
un sitio de union a ATP en el extremo C-terminal de cada dominio (Fig. 4) [26]. Su
expresion se observd en la membrana plasmatica de células polarizadas como la
membrana canalicular del hepatocito, la membrana apical de células tubulares renales, la
membrana apical del enterocito y la membrana luminal de células endoteliales de la
barrera hematoencefalica [27,28]. También se ha descrito su expresion en células
hematopoyéticas, leucocitos y placenta [29]. Ademas se ha observado expresién de P-gp
en diversas células tumorales y lineas celulares [30-33].

P-gp transporta xenobidticos desde el interior hacia el exterior celular en forma
activa dependiente de ATP. Los compuestos transportados presentan una gran variedad
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de estructuras quimicas y tamafio. Por ejemplo, la cimetidina (PM = 250 Da) es sustrato
de P-gp al igual que la gramicidina D (PM = 1900 Da). Los rasgos comunes de los
sustratos que se transportan con mayor eficiencia son su hidrofobicidad y su naturaleza
anfipatica. La presencia de grupos con carga positiva dentro de la molécula también
aumenta la eficiencia del transporte, aunque compuestos acidicos también pueden ser
transportados [29]. Algunos farmacos transportados por P-gp se detallan en la tabla 3.

La presencia de P-gp en un dado tipo celular tiene multiples implicancias. Por un
lado, reduce la concentracion intracelular de xenobibticos y debido a esto es que se ha
caracterizado a P-gp como un factor de resistencia en células tumorales al reducir la
concentracion intracelular de drogas citostaticas en contacto con el ADN. En un estudio
clinico publicado en el afio 2001 se observé que pacientes con leucemia mieloide aguda
que recibian ciclosporina A (inhibidor de P-gp) en conjunto con el tratamiento de citarabina
+ daunorubicina mostraban concentraciones séricas de daunorubicina, supervivencia
global y supervivencia libre de enfermedad significativamente mayores que los pacientes
gue no habian recibido ciclosporina A [34]. En células Caco-2, derivadas de un
adenocarcinoma de colon humano, P-gp también protege a la célula de la acumulacién de
sustancias potencialmente nocivas [35]. Por otro lado, en diversas pruebas clinicas se ha
observado que el transporte mediado por P-gp cumple un rol clave en la depuracion
sistémica de xenobioticos. Por ejemplo, sujetos homocigotas (TT) para el polimorfismo
C3435T exhiben una menor expresion de P-gp intestinal y mayores niveles plasmaticos
de digoxina [36]. En relacion con esto se observd que sujetos homocigotas GG para el
polimorfismo G2677T, el cual en estudios in vitro se asocid a menor actividad de P-gp,
mostraban un valor de area bajo la curva (AUC) luego de la administracion de
fexofenadina al menos 40% mayor que los sujetos heterocigotas o homocigotas TT [37].

2.3.2.2. Proteina asociada a resistencia a multidrogas 2 (MRP2)

MRP2 (ABCC2) pertenece a la familia de las MRPs, la cual a su vez pertenece a la
familia de los transportadores ABC. Las MRPs, al igual que P-gp, se caracterizan
estructuralmente por la presencia de dos dominios formados por seis segmentos
transmembrana cada uno y un dominio de unién a ATP ubicado en sentido C-terminal del
altimo segmento. Algunas MRPs tales como MRP2 y MRP3 poseen un dominio adicional
N-terminal con 5 segmentos transmembrana (Fig. 4) [38,39].

El descubrimiento de MRP2 fue facilitado por la existencia de dos cepas de ratas
(EHBR y GY/TR") que exhibian hiperbilirrubinemia y una excrecion biliar deficiente de
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leucotrieno C4 conjugado con glutation y de otros aniones organicos. Sin embargo, la
excrecion biliar de un derivado del glicocolato (sustrato de BSEP/ABCB11) y de
daunomicina (sustrato de P-gp) permanecia sin alteraciones [40]. En seres humanos, por
otro lado, se habia observado una excrecion deficiente de aniones organicos e
hiperbilirrubinemia en pacientes con el sindrome de Dubin-Johnson [41]. En 1991,
Akerboom 'y col. [42] caracterizaron el transporte ATP dependiente de
dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG) en vesiculas de membranas plasméticas de higado de
rata. El transporte era inhibido por glutation oxidado y taurocolato los que también eran
transportados a traveés de las vesiculas. Poco tiempo después Cole y col. [43] lograron
clonar un gen que codificaba una proteina que se encontraba sobreexpresada en una
linea celular de cancer de pulmon resistente a la doxorubicina. La misma no era inhibible
por ciclosporina A como P-gp y fue denominada proteina asociada a resistencia a
multidrogas (MRP). Biichler y col. [44] describieron una isoforma hepatica de expresion
canalicular de MRP que no se expresaba en ratas GY/TR™ ni EHBR. Su ausencia era
también la determinante del sindrome de Dubin-Johnson en humanos [45]. La nueva
proteina se denomind MRP2 por su similitud con la MRP previamente descrita por Cole y
col. [43,46]. En los afios siguientes se caracterizo la expresion de MRP2 en el dominio
apical de células de los tubulos proximales renales [47] y del enterocito [48]. También se
ha observado expresion de MRP2 en capilares de la barrera hematoencefalica y en
diversos tumores humanos [49].

MRP2 transporta un amplio espectro de sustratos endo- y xenobioticos, por lo
general aniones organicos conjugados con glucuronato o con glutation pero pudiendo
transportar también distintos aniones sin conjugar. El glutation (tanto oxidado como
reducido) también es sustrato de MRP2 [50]. Algunos ejemplos de farmacos que son
transportados por MRP2 se mencionan en la tabla 3.

La localizacion de MRP2 le otorga un rol fundamental en la excrecion de sustratos a
bilis, orina y a nivel intestinal donde, ademas, representa una primera barrera para la
absorcion oral de xenobidticos [50].

Cambios en la actividad de MRP2 podrian modificar la excrecion de sus sustratos vy,
por ende, su acumulacién pudiendo entrafiar consecuencias farmacol6gicas (menor
biodisponibilidad debido a una mayor actividad del transportador) y toxicologicas (debido a
una menor actividad del transportador). Se ha observado, por ejemplo, que ratas TR"
exhibian una menor excrecién biliar e intestinal del cancerigeno asociado a los alimentos

2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP) [51]. Un resultado similar se observo
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en ratones knock out para Mrp2 a los que se les administro el citostatico paclitaxel. Los
mismos mostraron una mayor AUC cuando el agente era administrado en forma
intravenosa. El mismo efecto se observo cuando la droga era administrada por via oral
bajo la condicion de que el animal no poseyera P-gp funcional. En otro estudio, se
observé que la administracion de etinilestradiol a ratas y, su consecuente inhibicion de la
expresion de MRP2, reducia la depuracién biliar de doxorubicina y aumentaban su AUC
en aproximadamente un 60% [52].

En estudios clinicos se observé que la administracion de rifampicina reducia el AUC
del &cido micofendlico, lo que puede deberse a la induccion de MRP2 por rifampicina [53].
En otro estudio se observd una expresion mayor de MRP2 en higados de sujetos
heterocigotas CG en la posicion 1446 respecto de la variante CC. Los portadores de la
variante CG exhibieron una menor AUC para pravastatina que los de la variante CC [54].

Al igual que en el caso de P-gp, se ha asociado a MRP2 con una menor
acumulacion de sustancias citostaticas en células tumorales. La inhibicion de su expresion
y/o actividad se asocioé con una sensibilizacion de las mismas [50]. No obstante, aun no
existe evidencia contundente acerca de una correlacion entre MRP2 y el éxito de un

tratamiento especifico o el prondstico de la enfermedad.

Extracelular

P-gp
Intracelular
NH; ATP ATP COOH
NH2
Extracelular
MRP2
MRP3
Intracelular
ATP ATP COOH
Extracelular
BCRP
NH, Intracelular

COOH

Fig. 4. Estructura de las proteinas transportadoras de drogas P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP.
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2.3.2.3. Proteina de resistencia de cancer de mama (BCRP)

La proteina de resistencia de cancer de mama (BCRP/ABCG2) debe su nombre al
hecho de haber sido descubierta en la linea celular MCF-7 derivada de un carcinoma de
mama. En dicha linea celular, Doyle y col. descubrieron la presencia de clones con menor
acumulacion de daunorubicina que se asociaba a la presencia de un polipéptido de 655
aminodacidos sin sobreexpresion de otros transportadores ya conocidos en ese momento
[55]. A diferencia de los demas transportadores analizados en esta seccion, BCRP es una
proteina de 72 kDa y se caracteriza estructuralmente por la presencia de un anico dominio
formado por 6 segmentos transmembrana y un dominio de unién a ATP hacia N-terminal.
Para su funcionamiento, no obstante, se requiere su homodimerizacién (Fig. 4) [56].

La expresion de BCRP fue descrita en distintos epitelios polarizados o tejidos con
funcién de barrera; por ejemplo: membrana canalicular del hepatocito, membrana apical
de enterocitos, membrana apical de células de los tubulos proximales renales, membrana
apical del sinciciotrofoblasto, membranas apicales de células mioides de la barrera
hematotesticular, membrana luminal de las células endoteliales de la barrera
hematoencefélica y membrana apical de las células epiteliales alveolares de la glandula
mamaria [57,58].

BCRP transporta un variado rango de sustratos, fundamentalmente xenobibticos,
tanto conjugados como sin conjugar (tabla 3), siendo algunos de ellos también
transportados por otras proteinas. Particularmente a nivel de la glandula mamaria y
mediante estudios con ratones knock out Abcg2”, se asocié a BCRP con el transporte de
riboflavina hacia la leche [57].

La actividad de BCRP, al igual que la de P-gp, posee multiples implicancias. Por un
lado reduce la concentracion intracelular de drogas, lo que es de particular importancia en
las células tumorales. Ademas de lo descrito por Doyle y col. en células MCF-7 [55], se
observdé que dos lineas celulares polarizadas (LLC-PK y MDCK-II) sobreexpresando
BCRP transportaban mayores niveles de topotecan en sentido basolateral-apical que las
células controles sin sobreexpresion del transportador [59]. Ademas, la actividad de BCRP
a nivel hepatico, renal e intestinal favorece la excrecion de farmacos disminuyendo su
biodisponibilidad. Entre ellos se encuentran compuestos empleados en la quimioterapia
del cancer. Esto implica que, ademas de disminuir la concentracién intracelular del
compuesto, BCRP también estaria disminuyendo la concentracion del farmaco a nivel
sistémico y de esa manera la concentracion del mismo que llega a las células tumorales.

Por ejemplo, se observé que pacientes con carcinoma renal portadores del genotipo AA
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en el polimorfismo C421A asociado a una menor actividad de BCRP exhibian una mayor
concentracion plasmatica de sunitinib luego de una administracion oral que los
heterocigotas o los homocigotas CC. Asi mismo el AUC resultdé menor en los pacientes
con el genotipo CC que en los demas grupos [60]. En otro estudio se observd que
pacientes con cancer de ovario o de células pequefias de pulmon heterocigotas CA en la
misma posicion exhibian una mayor AUC luego de la administracién oral de topotecan que
los pacientes homocigotas CC [61]. Ademas se observd que BCRP afecta la
biodisponibilidad de otros tipos de farmacos, como por ejemplo ciprofloxacina [62].

Por dltimo, la funcion de BCRP a nivel de barrera hematoencefalica, barrera
hematotesticular y placenta propicia el mantenimiento de concentraciones bajas de sus
sustratos en sistema nervioso central, tubulos seminiferos y a nivel del feto previniendo

los potenciales efectos nocivos de farmacos y téxicos [63].

2.3.2.4. Proteina asociada a resistencia a multidrogas 3 (MRP3)

MRP3 (ABCC3) fue descrita por primera vez a finales de la década del 90 cuando se
descubrié la existencia en el genoma humano de homdlogos de los transportadores
MRP1y MRP2 previamente descubiertos. Los mismos autores hallaron una alta expresion
a nivel de ARNm mediante el ensayo de proteccion con ARNasa en higado e intestino y
una menor expresion en rifidn [64]. Un estudio similar de Konig y col. [65] confirmo los
descubrimientos anteriores demostrando ademas la localizacion a nivel de la membrana
basolateral del hepatocito. A nivel intestinal, en rata, se describié una expresion proteica
en la membrana basolateral del enterocito creciente en direccion distal siendo maxima en
colon [66].

MRP3, al igual que MRP2, transporta aniones organicos conjugados. No obstante, a
diferencia de MRP2, MRP3 transporta los conjugados de acido glucurénico con mayor
eficiencia que los de glutation. En la tabla 3 se detallan ejemplos de sustratos de
relevancia farmacoldgica [22].

Dada su localizacién basolateral, MRP3 media el transporte de sustratos desde el
interior celular hacia la sangre. En el caso del hepatocito, la secrecion a la sangre
sinusoidal posibilita la posterior excrecion a nivel renal ofreciendo una ruta de eliminacion
alternativa a la via biliar aunque en condiciones basales en ratas y humanos su expresion
es baja. En relacion con esto, la expresion de MRP3 en higado de ratas EHBR y
sometidas a ligadura del conducto colédoco resultd mayor que en ratas Sprague Dawley

controles [67,68]. Una observacion similar se obtuvo en pacientes con sindrome de
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Dubin-Johnson [65]. Por lo que se postuld que existiria una sobreexpresion
compensatoria de MRP3 en situaciones en las que la expresion de MRP2 se encuentra
disminuida. En otras situaciones, aun sin disminucién de la expresion de MRP2, la
induccion de MRP3 puede desencadenar un redireccionamiento de la excrecion de
sustratos de MRP2 hacia sangre via MRP3 como fuera observado en ratas para el

glucurénido de paracetamol [69].

PROTEINA SUSTRATOS

actinomicina D, colchicina, ciclosporina A, daunorubicina, digoxina,
diltiazem, docetaxel, domperidona, doxorubicina, erlotinib,
P-gp eritromicina, fexofenadina, imatinib, ivermectina, loperamida,
losartan, lovastatina, nelfinavir, paclitaxel, ritonavir, saquinavir,
topotecan, verapamilo, vinblastina, vincristina

glucurénidos de paracetamol, diclofenac, etinilestradiol y morfina;
MRP2 acido etacrinico y 4-hidroxinonenal conjugados a glutation;
metotrexato, ritonavir, saquinavir, vinblastina

abacavir, albendazol, ciprofloxacina, daunorubicina, erlotinib,
etopodsido, furosemida, gefitinib, hidroclorotiazida, imatinib,
BCRP lamivudina, lapatinib, metotrexato, mitoxantrona, nitrofurantoina,
norfloxacina, prazosina, resveratrol 3-sulfato, rosuvastatina,
sunitinib, topotecan, zidovudina

glucurénidos de paracetamol, etinilestradiol, etopdsido, morfina,

MRP3 :
resveratrol; leucovorina, metotrexato

Tabla 3. Sustratos de los transportadores P-gp, MRP2, BCRP y MRP3.

Al igual que para los demas transportadores analizados, cambios en MRP3 pueden
modificar la farmacocinética y el efecto terapéutico de distintas drogas. Esto se observo,
por ejemplo, en el tratamiento con morfina, la que se puede conjugar formando
morfina-3-glucurénido (M3G) y morfina-6-glucurénido (M6G), siendo el segundo
metabolito el que presenta mayor poder analgésico. En ratones, dado que la expresion
constitutiva de MRP3 es considerable, la secrecién hepatica de ambos metabolitos es
fundamentalmente a sangre via MRP3 seguida de excrecion urinaria. La administracion
intravenosa de morfina a ratones Mrp3” da como resultado niveles plasmaticos de M3G
significativamente menores que en ratones wild type. Al administrar el metabolito activo

MG6G, el cual no es sintetizado in vivo en ratones, se observd una disminucion del efecto
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antinociceptivo en ratones knock out respecto de los salvajes [70]. Un efecto similar se
observé luego de la administracion de paracetamol, en cuyo caso los ratones Mrp3™"
exhiben una concentracion plasmatica 10 veces menor que los tipo salvaje [71].

La actividad de MRP3 también se asocio in vitro con una menor concentracion
intracelular de drogas citostaticas y/o citotoxicas empleadas en la quimioterapia del
cancer [72]. En un estudio clinico se asocié ademas a la sobreexpresiéon de MRP3 con un

peor prondstico en pacientes con leucemia linfoblastica aguda infantil [73].

3. Regulacion de sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas

3.1. Generalidades

Tanto en el caso de los sistemas de biotransformacion como de los transportadores
de drogas existe una regulacion dinamica. En la mayoria de los casos, estos sistemas
actian en respuesta a cambios en las concentraciones de endo- y xenobioticos en el
organismo. Si bien el objetivo de su funcién es el restablecimiento de los niveles basales
de dichos compuestos o, al menos, contrarrestar la elevacion recientemente producida,
los cambios ocasionados pueden también generar interacciones droga-droga. Los
mecanismos reguladores pueden dividirse en 4 niveles:

La regulacién transcripcional implica un cambio en la sintesis de ARNm. Es el
mas lento de los mecanismos e involucra vias nucleares de transduccién de sefiales, €j.
receptores nucleares.

Por otro lado, la regulacion postranscripcional implica, por lo general, cambios en
la estabilidad del ARNm. En células HepG2 se observé que la inducciéon de CYP3A4 por
etanol cursaba con un mayor tiempo de vida media del ARNm [74]. Esto permitiria explicar
la mayor expresion del mensajero observada tiempo después in vivo en pacientes
alcoholicos de estadios no avanzados [75]. En el caso de los sistemas de fase I, Wareing
y col. [76] ya habian sugerido la estabilizacién del ARNm como mecanismo responsable
de la mayor expresion de GSTa y GST1t en una linea celular resistente al CDNB. Para
P-gp, por su parte, se observé una induccidon por estabilizacion del ARNm en el
tratamiento con el antiparasitario ivermectina en una linea celular hepética de origen
murino. La induccién se reflejaba en una mayor actividad del transportador con
potenciales consecuencias farmacolégicas [77].

La regulacion traduccional implica cambios a nivel de la sintesis de proteina y
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suele reconocerse cuando existe un cambio en los niveles de proteina sin cambios o con
cambios inversos en los niveles de ARNm. Los mecanismos de regulacion traduccional
son diversos. Uno de ellos es la regulacion por micro ARNs (miRs), como puede ocurrir
con MRP2 en células HepG2 tratadas con RIF. En este caso, se observé un aumento en
la expresion del ARNm y una disminucion en la proteina que estaria asociada a una
sobreexpresiéon del miR-379 inducida por RIF. La interaccion con el miR a nivel del
extremo 3' no traducido del ARNm de MRP2 produce una inhibicion de la traduccion [78].
La regulacion via miRs también se demostr6 para P-gp y CYP3A4 [79,80]. Para MRP2 se
describié también una regulacion traduccional en funcion de la region 5' no traducida
presente en el mensajero que modificaria la interaccién con los ribosomas [81,82].

Finalmente la regulacion postraduccional, el mas rapido de los mecanismos, opera
en cuestién de minutos e involucra cambios en los niveles de actividad de la proteina sin
cambios en su expresion. Para los sistemas enzimaticos de biotransformacion, el
mecanismo mas comun es la inhibicion enzimética. En el caso del CYP3A4, por ejemplo,
la inhibicidbn puede ser reversible o irreversible por unién covalente a la enzima (ej.
irinotecén) o al grupo hemo (claritromicina) [12,83]. Por otro lado, se demostré que el
acido etacrinico, la camptotecina y la indometacina, entre otros farmacos, son inhibidores
de distintas isoformas de la GST [84]. En el caso de las proteinas transportadoras la
regulacion puede ser por cambios reversibles en la localizacion [85,86]. Un ejemplo lo
constituye la colestasis por faloidina, donde se observa la endocitosis de MRP2 en un
lapso de 30 minutos [87]. No obstante, también puede darse una inhibicion a corto plazo
reversible de la actividad, por lo general de caracter competitivo [12,88].

Si bien no puede descartarse la importancia de ninguno de los mecanismos
anteriores, en el caso de la regulacién por farmacos y, particularmente, por farmacos de

naturaleza hidrofobica, el mecanismo transcripcional es el de mayor frecuencia.

3.2. Regulacion transcripcional de sistemas de biotransformacion y transportadores

de drogas

3.2.1. Generalidades. Receptores nucleares
El mecanismo mas estudiado de regulacién de sistemas de biotransformacion y
transporte por farmacos es el transcripcional. En la mayoria de los casos se encuentra

mediado por receptores nucleares. Los mismos son factores de transcripcion de
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localizacion citoplasmatica y/o nuclear que, en general, se activan por ligando. Luego de
sSu activacion, se unen a secuencias reguladoras especificas de sus genes blanco
modificando asi sus niveles de expresion.

A nivel estructural, los receptores nucleares poseen 5 6 6 dominios con funciones
conservadas designados alfabéticamente del dominio A al dominio F en direccion
N-terminal a C-terminal (Fig. 5). En el extremo N-terminal se encuentra la region A/B, la
cual es altamente variable de receptor a receptor. Esta aloja a la funcion de activaciéon 1
(AF1) en la que radica la actividad de ciertos receptores nucleares en ausencia de

ligando. La region A/B también suele ser blanco de fosforilaciones.

NHz—\‘I AIB H c HDH E HF|~«C00H
| | I

AF1 DBD LBD AF2

Fig. 5. Estructura general de los receptores nucleares.

A continuacion se ubica la regién C que corresponde al dominio de unién al ADN
(DBD) y representa el dominio mas conservado entre los distintos receptores nucleares.
También suele ser blanco de modificaciones postraduccionales. A continuacion se ubica la
region D o bisagra, que suele alojar secuencias de localizacion nuclear. Seguidamente, se
encuentra el dominio de unién a ligando (LBD) o region E, el cual se encuentra menos
conservado que el DBD. El LBD contiene cuatro estructuras bien diferenciadas. La
primera de ellas es la superficie de dimerizacion que media la interaccién con otros
receptores nucleares, ya que por lo general, los receptores nucleares actian como homo-
(ej. receptor de estrégenos) o heterodimeros (ej. receptor de vitamina D, receptor de
pregnanos X). El LBD también contiene un bolsillo hidrofébico donde se une el ligando,
una regién de unién a proteinas coreguladoras y la funcién de activacion 2 (AF2). La
region F de los receptores nucleares corresponde al extremo C-terminal.

Los receptores nucleares en estado no activado pueden encontrarse ya unidos al
ADN o bien encontrarse libres en el nacleo o en el citoplasma. Luego de la union del
ligando tienen lugar cambios conformacionales en la AF2 que hacen a la superficie de la
proteina mas apta para la interaccion con proteinas coreguladoras. Las mismas son
también factores de transcripcibn que suelen tener actividad remodeladora de la
cromatina (ej. histona desacetilasa, histona acetiltransferasa o histona metiltransferasa).
En caso de que el efecto sea activador de la transcripcion, tendra lugar el reclutamiento

de coactivadores con actividad histona acetiltransferasa o metiltransferasa que hacen la
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cromatina mas accesible para la maquinaria transcripcional (factores generales de la

transcripcion y ARN polimerasa II) [89].

3.2.2. Receptor de Pregnhanos X. Mecanismo de accion

El receptor de pregnanos X (PXR, NR1I2) es el receptor nuclear mas importante en
la mediacién del efecto de farmacos y xenobio6ticos en general, sobre la expresion de los
sistemas de biotransformacion y excrecion de los mismos. PXR fue clonado por primera
vez a partir de una biblioteca de higado de ratén [90]. El receptor nuclear recientemente
clonado formaba un heterodimero con el receptor X de retinoides o (RXRa, NR2B1), era
activado por derivados de la pregnenolona y otros compuestos como dexametasona y
mifepristona y se unia a secuencias reguladoras del gen que codifica al CYP3A1 murino
[90]. Posteriormente se clonaron los receptores de origen humano, de conejo y de rata, lo
que permitié establecer comparaciones entre ellos. Los DBDs exhiben un alto porcentaje
de similitud interespecifica. La mayor de las diferencias se registra al comparar a PXR de
conejo con PXR de ratdn, donde la identidad es del 92,5%. En los demas casos la
identidad observada es mayor. Por el contrario, el LBD constituye la region de mayor
variabilidad interespecifica dentro de PXR. En este caso el porcentaje de identidad al
comparar entre los LBDs de PXR de distintas especies asciende a no mas del 82%. Las
diferencias a nivel del LBD son las responsables de la activacion especifica de especie.
Asi, por ejemplo, rifampicina (RIF) es un activador de PXR de origen humano y de conejo
pero no de PXR de rata ni de raton. Por el contrario, pregnenolona 16a-carbonitrilo (PCN)
es un activador del receptor de rata, raton y conejo pero no del receptor de origen humano
[91].

Hasta el momento se han observado altos niveles de expresion de PXR en higado e
intestino. También se ha observado expresion de PXR, aunque con niveles inferiores, en
riion, pulmén, estbmago, monocitos, capilares de la barrera hematoencefalica, Utero,
ovario, placenta, glandula mamaria, osteoclastos, corazén, glandulas adrenales, células
progenitoras de la médula Osea, ciertas regiones del cerebro y en diversas células
tumorales [92].

La importancia de PXR en la regulacién de los sistemas en cuestion se basa en dos
pilares. Por un lado, su elevada promiscuidad en lo que hace a la unién de ligandos y, por
otro lado, su unioén a las secuencias reguladoras de un gran niamero de genes entre los
gue se encuentran sistemas de biotransformacion de fase |, de fase Il y transportadores

de drogas, entre otros [93].
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La elevada promiscuidad de PXR se debe a la presencia de un bolsillo hidrofobico
de gran tamafio (1200 A®). EI mismo goza ademas de una flexibilidad que le permite
expandirse hasta 1600 A® y acomodar compuestos de tamarios y, fundamentalmente, de
estructuras quimicas variables. Si bien para algunos de ellos aiin no se ha probado su rol
como ligando de PXR, es decir su union al bolsillo hidrofébico del mismo, una lista de

compuestos activadores de PXR se presenta en la tabla 4 [94-111].

FARMACOS TOXICOS AMBIENTALES
Bosentan Macitentan Bisfenol A
Carbamazepina Mifepristona (RU486) Cipermetrina
Ciclofosfamida Nifedipina Endosulfano
Ciproterona Acetato Nilotinib Fenvalerato
Cisplatino Paclitaxel Lindano
Clotrimazol Rifampicina Metoxicloro
Dexametasona Rilpivirina Nonilfenol
Efavirenz SR12813 Trans-nonacloro
Erlotinib Sulfadimidina Zearalenona
Espironolactona Sulfinpirazona
Fenitoina Tadalafil COMPUESTOS DE LA
Fenobarbital Tamoxifeno DIETA
Flutamida Triclosano Daidzeina
Gefinitib Troglitazona Gingkolidos Ay B
Hiperforina Vinblastina Genisteina
Ifosfamida Vincristina Piperina
Lovastatina Voriconazol
COMPUESTOS ENDOGENOS
Acido 3-cetolitocolico Acido litocélico Estradiol
Acido colico Corticosterona Pregnenolona
Acido desoxicolico Dehidroepiandrosterona Progesterona

Tabla 4. Activadores de PXR. La tabla detalla farmacos, toxicos ambientales, compuestos
ingeridos con la dieta y compuestos enddgenos para los cuales se ha demostrado un rol activador

y/o como ligando de PXR.

Existen dos modelos que pretenden explicar el mecanismo de activacion de PXR. En
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un primer estudio, se describio la localizacion de PXR sobreexpresado en células HelLa
integramente en el ndcleo de las mismas. Para ello, era necesaria la presencia de una
secuencia de localizacion nuclear (NLS) bipartita ubicada en el extremo N-terminal de
PXR. Mutaciones en la NLS también eran responsables de una disminucién en la
capacidad de activar la expresion de un gen reportero sensible a PXR luego de la
exposicion a RIF [112]. En los afios posteriores, Saradhi y col. [113] mostraron la
localizacion también nuclear de PXR en células COS y su union a los cromosomas
durante la mitosis. En estas condiciones PXR ya se encontraria unido a RXRa. Sumado a
esto, Johnson y col. [114] demostraron la interaccion de PXR con el mediador del
silenciamiento de los receptores de retinoides y hormona tiroidea, también llamado
correpresor de receptores nucleares 2 (SMRT/NCoR2) a nivel del nucleo de las mismas
células. También se demostro la interaccion de PXR con otras proteinas correpresoras
como small heterodimer partner (SHP) y el correpresor de receptores nucleares 1
(NCoR1) [115]. Las mismas tienen funcién remodeladora de la cromatina, principalmente
debido a su actividad histona desacetilasa. Lo anterior permite postular un modelo en el
cual, PXR se podria comportar como represor de la expresién génica en ausencia de
ligando, condicion que dada su promiscuidad, seria dificil de observar. Ante el agregado o
el incremento en la concentracién de un ligando (activacién del receptor) se produciria la
disociacion de los correpresores y la unidon de coactivadores. Entre estos ultimos se
encuentran la proteina p300 [116], los coactivadores de receptores de esteroides 1y 2
(SRC1 y SRC2), la proteina de interaccion con receptores nucleares (NRIP1), el factor
nuclear hepético 4 a (HNF4a) y el coactivador del receptor activado por proliferadores
peroxisomales (PGC) [115,117,118]. Los coactivadores, al igual que los correpresores,
poseen actividad remodeladora de la cromatina, predominando en este caso la actividad
histona acetiltransferasa, la cual favorece la decondensacion de la cromatina. Ademas, los
coactivadores sirven de puente entre la secuencia promotora del ADN y la maquinaria de
la transcripcion (Fig. 6A).

En otro modelo, demostrado para PXR de raton, PXR se encuentra en condiciones
de reposo en el citoplasma anclado a la proteina de retencion citoplasmatica del receptor
constitutivo de androstanos (CCRP) y la proteina de choque térmico 90 (Hsp90). Alas 3 h
luego del tratamiento con PCN, comienza a incrementarse la cantidad de PXR en el
nucleo, llegando a un pico luego de las 8 h y comenzando a disminuir luego de las 17 h,
momento en el cual comienza a registrarse un aumento en los niveles de ARNm de un

gen blanco (CYP3A11). La translocacion al nucleo es dependiente de la NLS ubicada en
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el DBD y de una secuencia de respuesta a xenobidticos (XRS) ubicada en el extremo
C-terminal del LBD [119]. Luego de la union del ligando, el receptor se disocia de CCRP y
Hsp90 y migra al nucleo donde heterodimeriza con RXRa y une coactivadores con
actividad remodeladora de la cromatina favoreciendo la activacion de la expresiéon génica
(Fig. 6B).

Ausencia de ligando Presencia de ligando Ausencia de ligando Presencia de ligando
[CCRP)
@ PXR

(] PXR @

PXRRE

o oo

Citosol Citosol

Fig. 6. Modelos de activacion de PXR. A. Mecanismo con localizacién nuclear de PXR e
intercambio de correpresores por coactivadores luego del agregado de ligando. B: Mecanismo con
localizacion citoplasmatica de PXR y migracion al ndcleo luego de la activacion por ligando.
CCRP: proteina de retencién citoplasmatica de CAR, CoA: proteina coactivadora, CoR: proteina

correpresora, Hsp90: proteina de choque térmico 90, PXRRE: elemento de respuesta a PXR.

Por otro lado, la funcion de PXR es sensible a distintas modificaciones
postraduccionales [92]. También se ha descrito la regulacion de PXR por fosforilacion por
las proteinquinasas Ay C [120,121] y por la quinasa dependiente de ciclina 2 [122]. PXR
también puede experimentar acetilacion, sumolizaciébn y ubiquitinacion [123,124],
permitiendo la integracion de distintas sefiales sobre la regulacion de la expresion génica
por xenobidticos.

Otro receptor nuclear que participa en la regulacion de sistemas de
biotransformacion y transportadores de drogas por xenobioticos es el receptor constitutivo
de androstanos (CAR, NR1I3). Sin embargo, hasta el momento, se conocen muy pocos
farmacos capaces de regular la expresion génica a través del mismo (acido valproico,
fenobarbital) [125]. El receptor X de farnesoides a (FXRa, NR1H4), el receptor X hepatico
o (LXRa, NR1H3) y el receptor de vitamina D (VDR, NR1I1) también participan en la
regulacion de sistemas metabolizadores y transportadores de drogas. Entre sus agonistas
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se cuentan fundamentalmente, y a diferencia de PXR, compuestos enddgenos [126-128].

3.2.3. Regulacion de sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas

por farmacos a nivel transcripcional. Rol de PXR

3.2.3.1. Regulacidn de sistemas de fase |

Los sistemas enziméticos de fase | fueron los primeros sistemas estudiados en
cuanto a su regulacion por PXR. La proteina mas estudiada es CYP3A4, debido a su
abundancia y fundamentalmente a sus implicancias farmacoldgicas. Incluso antes del
descubrimiento de PXR, se habia observado la induccion de la expresion del CYP3A4 en
hepatocitos humanos por RIF [129]. Luego sobrevino el descubrimiento de PXR y su
activacion por RIF lo que permitié estudiar el mecanismo de la induccidon previamente
observada [90,91]. Mediante ensayos de regulacion de genes reporteros, se lograron
caracterizar tres regiones implicadas en la regulacion de la expresion de CYP3A4 de
origen humano via PXR. Estas son: una region en el promotor proximal, una regiéon en un
enhancer distal ubicado a aproximadamente -8 kpb y una regién ubicada en un enhancer
lejano ubicado a -11,5 kpb del coddn de iniciacién. La region proximal alberga una
repeticion evertida imperfecta separada por 6 nucleétidos (ER6), la regiéon distal alberga
una repeticion directa también imperfecta separada por 3 nucleétidos (DR3) y la region
lejana alberga también una ERG6 al igual que el promotor proximal, pero en este caso se
trata de una repeticion perfecta (Fig. 7A). Las secuencias descritas eran similares a las ya
conocidas que mediaban los efectos de otros receptores nucleares [89], eran necesarias
para la activacion de un gen reportero por RIF en condiciones de sobreexpresion de PXR
en forma independiente de su orientacion y unian al heterodimero PXR/RXRa [130,131].
De esta manera se logro trazar la ruta que sigue la sefal generada por el tratamiento con
RIF sobre la expresion del CYP3A4. Actualmente, puede integrarse lo anterior con lo
descubierto posteriormente acerca del mecanismo de activacién de PXR (seccion 3.2.2) y
asi tener un panorama completo del mecanismo de transduccion de la sefial.

Otros farmacos capaces de inducir la expresiéon de sistemas de fase | se encuentran
detallados en la tabla 5 [99,111,132-136].
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3.2.3.2. Regulacion de sistemas de fase Il

Para los sistemas de fase Il se han descrito diversos casos de induccion por
farmacos, muchos de ellos también ligandos de PXR, algunos de los cuales se detallan en
la tabla 5 [137-142]. Si bien se logré6 demostrar la mediacion de PXR en el efecto
observado, aun no se cuenta con informacién que vincule al efecto con secuencias

reguladoras especificas de los genes blancos como si se logro realizar para el CYP3A4.

3.2.3.3. Regulacidn de proteinas transportadoras

La mayor cantidad de evidencia en cuanto la regulacion de proteinas
transportadoras por PXR se dispone para las proteinas de eflujo. Para P-gp se observé
inducciéon por RIF en células LS174T derivadas de carcinoma de colon. El efecto es
dependiente de un enhancer distal ubicado a aproximadamente -8 kpb. Dentro del mismo
se encontraron 3 repeticiones directas separadas por 4 nucleotidos (DR4), una repeticion
directa separada por 3 nucledtidos (DR3) y una repeticidn evertida separada por 6
nucleétidos (ER6). Por analisis de retraso en gel y supershift se observé que la ER6 que
incluye en su interior una de las DR4, y otra DR4 independiente de la anterior, unen al
heterodimero PXR/RXRa (Fig. 7B) [143]. En un estudio de alcances similares se demostro
la induccion de P-gp en linfocitos humanos por carbamazepina y la dependencia del
mismo enhancer distal descrito anteriormente [144]. De la misma manera, se demostro la
induccion de la expresion y, la actividad de P-gp por compuestos naturales presentes en
un extracto de Gingko biloba en células LS180, también derivadas de un adenocarcinoma
de colon. El efecto se exacerbaba en condiciones de sobreexpresion de PXR y cursaba
con un aumento en la actividad transcripcional bajo el control del enhancer distal ya
descrito [145]. Posteriormente Harmsen y col. [103] demostraron la induccion de P-gp por
diversas drogas antitumorales (vincristina, vinblastina, tamoxifeno, ciclofosfamida,
flutamida y paclitaxel) y la disminucion del efecto luego del silenciamiento de PXR en la
misma linea celular. El efecto inductor estaba asociado ademas a la activacion de un gen
reportero bajo el control de la misma secuencia reguladora descrita con anterioridad. En el
caso de P-gp, y a diferencia del mecanismo de regulacion de CYP3A4, no se encontraron
elementos reguladores en el promotor proximal. Otros casos de induccién de la expresion
de P-gp por farmacos se detallan en la tabla 5 [30,99,136,146,147].

Para MRP2 se observo también induccion por RIF en intestino de voluntarios sanos

[148] y en células HepG2 [149]. Otros farmacos que inducen la expresion, y
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eventualmente la funcion de MRP2 lo hacen a través de PXR y se enuncian en la tabla 5
[134,136,150-152]. Sin embargo, hasta el momento sélo se conoce la presencia de una
secuencia de respuesta a PXR en el promotor proximal del gen de rata. La misma
contiene repeticiones del tipo ER8 (Fig. 7C) [153]. Aun no se ha demostrado la presencia
de elementos de respuesta a PXR en el promotor de origen humano [154].

En los casos de BCRP y MRP3, no se han encontrado aun elementos de respuesta
a PXR [154,155]. No obstante, si se ha observado una correlacion positiva entre la
expresion de PXR y de MRP3 en tejido normal y canceroso a nivel del colon. Ademas, la
expresion de MRP3 disminuye luego del silenciamiento de PXR [156]. Similarmente se
han observado casos de induccion por farmacos, algunos de ellos ligandos de PXR.

Algunos ejemplos se muestran en la tabla 5 [97,147,157-162].

-11,5 kpb -8 kpb
] 1
CYP3A4(h) [ERS6 | [DR3] [ER6| ATG
— cTGAACTtcctgaAGTTCAL — — aTGAACTtgcTGACCCt— —aTGAACTcaaaggAGGTCAg -
ERG6 —DR3—— ER6
-8 kpb
]
P-gp(h) [DR3/IDR4 [[ DR4/DR4/ERS | ATG
DR4 DR4
—gAGTTCAtttgAGATTAaacaAGTTCAa —
— CAATGGAgtaACTTGAttgaACTGGAa — — ctcaagtaaACTCTAatttgtTCAAGTt —
DR3 DR4 «— ER6 —
MRP2(rata) |[ER8] ATG

— cTGAACTcttaaccaAGTTCAa —
ERS8

Fig. 7. Elementos de respuesta a PXR descritos en las secuencias 5' reguladoras
pertenecientes a sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas. A: CYP3A4
(humano), B: P-gp (humano), C: MRP2 (rata). DR3: repeticibn directa separada por 3
nucleétidos; DR4: repeticion directa separada por 4 nucleétidos; ERG6: repeticion evertida

separada por 6 nucleotidos; ER8: repeticion evertida separada por 8 nucleétidos.
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PROTEINA| FARMACO |¢ VIAPXR? MODELO
CYP2B6 Oltipraz Si Hepatocitos (h)
CYP3A1 PCN Si Hepatocitos (rata)

Bosentan Si Células HEC-1 (h)
Cisplatino Si Células HEC-1 (h)
Espironolactona Si Higado (rata)
Hiperforina Si Células LS174T (h)
CYP3A4 Paclitaxel Si Células HEC-1 (h)
_ o Si Hepatocitos (h)
Rifampicina : .
Si Células HepG2 (h)
Rilpivirina Si Células LS180 (h)
Tadalafil Si Células LS180 (h)
) Si Yeyuno (rata)
Espironolactona - . -
GSTa Si Higado (raton)
PCN Si Higado (rata)
Espironolactona Si Yeyuno (rata)
GSTp - -
PCN Si Higado (rata)
Espironolactona Si Higado (rata)
GSTn PCN Si Higado (rata)
Rifampicina Si BHE (ratdbn humanizado)
Rifampicina Si Intestino (h)
UGT1Al o . .
Rilpivirina Si Células LS180 (h)
UGT1A3 | Espironolactona Si Higado (rata)
UGT1A5 | Espironolactona Si Higado (raton)
_ No Higado (rata)
Acetaminofeno .
No Células HepG2 (h)
Bosentan Si Células LS180 (h)
P-gp Cisplatino Si Células HEC-1 (h)
Espironolactona Si Intestino (rata)
Rifampicina Si Células HepG2/Caco-2 (h)
Tadalafil Si Células LS180 (h)

Tabla 5. Induccion de sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas por farmacos. La
dependencia de PXR se demostrd por ensayos de ARN de interferencia, sobreexpresion de PXR
en el modelo en estudio, unién de PXR a secuencias reguladoras del gen blanco, activacién de
PXR o se sugiri6 por ser el farmaco en cuestiéon ligando de PXR. h: origen humano, BHE: barrera

hematoencefalica, PCN: pregnenolona-16a-carbonitrilo.

25



Introduccién

PROTEINA| FARMACO |¢ VIAPXR? MODELO
2-AAF Si Higado (ratén)
Bosentan Si Células LS180 (h)
Cisplatino Si Hepatocitos (rata)
MRP2 5 . .
Espironolactona Si Higado (rata)
Rifampicina Si Hepatocitos (h)
PCN Si Hepatocitos (rata)
Bosentan Si Células LS180 (h)
Espironolactona Si Higado (ratén)
Hiperforina Si BHE (cerdo)
BCRP . - :
Oltipraz Si Hepatocitos (h)
Rifampicina Si Hepatocitos (h)
Tadalafil Si Células LS180 (h)
Mifepristona Si Células Huh7 (h)
Oltipraz Si Hepatocitos (h
MRP3 P p' Wi
Omeprazol No Higado (h)
Rifampicina Si Hepatocitos (h)

Tabla 5. Induccién de sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas por farmacos

(continuacion). 2-AAF: 2-acetilaminofluoreno, PCN: pregnenolona-16a-carbonitrilo.

4. Interacciones droga-droga

La regulacion de la expresion y/o actividad de los sistemas de biotransformacion y
transportadores de drogas puede afectar la absorcion, la distribucion, el metabolismo y/o
la excrecion de aquellos farmacos que sean sustratos de los mismos. Esto puede afectar
al mismo farmaco responsable del efecto y también a otros farmacos coadministrados. En
el segundo caso, se dice que existe una interaccién droga-droga. Como consecuencia,
pueden presentarse cambios en la respuesta terapéutica y/o toxicidad. Las interacciones
pueden ser tanto deseadas o beneficiosas como también no deseadas o perjudiciales. Se
pueden dividir en interacciones de caracter farmacocinético, que por lo general implican
un simple desplazamiento en la curva dosis-respuesta, 0 interacciones de caracter
farmacodinamico cuando ademas implican una cambio en la forma de la curva
dosis-respuesta [163].

Los cambios en la expresion y/o actividad de las proteinas responsables del

metabolismo y la excrecion de drogas observados en estudios in vitro o in vivo en
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animales permiten sugerir potenciales interacciones droga-droga. Por ejemplo, la
induccion de P-gp intestinal por espironolactona en ratas, disminuye la absorcion de
digoxina [164]. La corroboracion definitiva se obtiene mediante pruebas clinicas. En el
caso de cotratamientos que emplean RIF, se han descrito diversas interacciones en
estudios clinicos, debido fundamentalmente a su rol inductor sobre varios sistemas de
biotransformacion y excrecion de xenobidticos. Entre los farmacos cuya depuracidén es
inducida por RIF pueden mencionarse: ciclofosfamida, ciclosporina, digoxina, erlotinib,
etinilestradiol, ifosfamida, imatinib, lamotrigina, midazolam, morfina, propafenona,
verapamilo, warfarina y zidovudina. [19,165-171]. Las observaciones se asociaron a
inducciones en la expresion de CYP3A4, UGT y P-gp, entre otras proteinas. Un efecto
similar se observo en la administracion de fenitoina con imatinib, irinotecan, metotrexato,
paclitaxel, tenipésido y topotecan [170]. Lo mismo se observé luego del empleo de
preparados de balsamo de San Juan conteniendo el antidepresivo de origen natural
hiperforina. En este caso se registr0 una mayor depuracion de ciclosporina, seguida del
rechazo de érganos trasplantados, y de indinavir [172,173]. Para ciertos compuestos,
como ciclofosfamida, la induccién de su metabolismo como se describié en un paciente
cotratado con fenitoina, no solo disminuye la concentracion de la droga original sino que
puede aumentar la concentracion de metabolitos de mayor toxicidad [174].

Las interacciones droga-droga también pueden, por otro lado, implicar una menor
depuracion de farmacos coadministrados, por lo general debido a la inhibicién de una o
mas proteinas involucradas en tal proceso. Existen diversos ejemplos de interacciones
gue se registran ante la coadministracion de un inhibidor del CYP3A4 con un sustrato del
mismo. Vale recordar que el CYP3A4 es el responsable del metabolismo de
aproximadamente el 50% de las drogas empleadas en la préactica clinica [12]. Por ejemplo
se ha observado que mibefradil inhibe CYP3A4, y en cierta medida también P-gp, y de
esa manera aumenta la concentracibn en el organismo de ciclosporina, digoxina,
simvastatina y tacrolimus [175]. De la misma manera se observé una menor depuracion
de midazolam ante la coadministracién con voriconazol o ritonavir, ambos inhibidores de
CYP3A4 [176]. Otros inhibidores del CYP3A4 que pueden modificar el metabolismo de
drogas coadministradas son amprenavir, claritromicina, diltiazem, eritromicina, fluoxetina,

ketoconazol, saquinavir y tamoxifeno [12].
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5. Benznidazol

5.1. Generalidades

El benznidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida, BZL) (Fig. 8) es un
farmaco que pertenece a la familia de los nitroimidazoles. Junto con el nifurtimox son los
farmacos de eleccion para el tratamiento de la enfermedad de Chagas siendo el BZL el de

mayor disponibilidad en las &reas endémicas.
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Fig. 8. Estructura guimica del Benznidazol
(N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida, BZL).

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por el agente Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), fue descubierta en 1909 y actualmente afecta a aproximadamente 8
millones de personas en América Latina. Ademas, se calcula que 100 millones de
habitantes de las areas endémicas se encuentran en riesgo de contraer la enfermedad. El
método mas frecuente de infeccidon es a través de la picadura de insectos infectados con
el agente causante. En las areas subamazobnicas, el vector mas frecuente es Triatoma
infestans [177]. También puede transmitirse en forma vertical de madre a hijo, por
transfusiones sanguineas y transplantes de érganos infectados, siendo esta forma de
diseminacion mas comun en areas no endémicas, principalmente debido a los flujos
migratorios provenientes de Latinoamérica [178].

La enfermedad cursa a través de dos fases definidas. En primer lugar, la fase aguda
se inicia aproximadamente 2 semanas luego de la exposicion al agente causante, dura
entre 4 y 8 semanas y se caracteriza por la presencia del parasito en sangre. La
parasitemia luego declina por accién del sistema inmune dando curso a la fase crénica de
la enfermedad en la que el pardsito se localiza en los tejidos. La fase cronica puede
permanecer asintomatica en lo que se denomina forma indeterminada (mas
recientemente denominada fase crénica temprana) o bien, por lo general después de
10-30 afos evolucionar hacia la fase cronica tardia caracterizada por complicaciones
cardiacas y digestivas. Los mecanismos de dafio tisular también son controversiales.

Entre las distintas posibilidades se postularon al dafio inflamatorio ocasionado por la

28



Introduccién

presencia del parasito como asi también a mecanismos autoinmunes [179,180]. Durante
el curso de la fase crénica puede también tener lugar una reactivacion de la enfermedad

en su forma aguda, por ejemplo, en el caso de inmunosupresion.

5.2. Mecanismo de accion

El BZL funciona como prodroga, por lo que debe activarse para poder ejercer su
funcion. Al igual que para otros compuestos nitroheterociclicos, la activacién implica la
reduccion del grupo nitro catalizada por una nitroreductasa. En ciertos organismos, como
en el caso de los mamiferos, se postulé que la nitroreduccion del BZL por accion de
nitroreductasas de tipo Il daria como resultado la formacion de compuestos como el
radical nitro y del radical superdxido con el consecuente dafio oxidativo sobre la célula.
Empleando otros nitroimidazoles como el misonidazol se postulé también la generacion
de especies reactivas del oxigeno y otros derivados electrofilicos. Consecuentemente se
presentarian alteraciones en distintas vias metabdlicas y macromoléculas [181]. En el
caso del T. cruzi, la activacion es catalizada por una nitroreductasa de tipo I, ausente en
mamiferos, mediante dos reacciones sucesivas que dan como resultado hidroxilamina
gue se reordena para formar dihidro-dihidroxiimidazol que luego libera glioxal. El glioxal es
un dialdehido de alta reactividad que forma aductos con proteinas, ADN y otras moléculas
mediando de esta manera los efectos toxicos del BZL [182-186].

Tanto los mamiferos como los parasitos poseen mecanismos de defensa contra los
intermediarios electrofilos y contra el glioxal formado por activacion del BZL. En el caso de
los mamiferos, el sistema de las glutation-S-transferasas (GSTs) y el de las glioxalasas se
cuentan entre las defensas contra las mencionadas especies reactivas. En los mamiferos
las glioxalasas utilizan glutation y zinc como cofactores, mientras que en el caso del
parasito utilizan tripanotionina y niquel [187,188]. Ademas, algunos parasitos carecen de
glioxalasas con funciones de detoxificacion, lo que representaria un factor que determina
la sensibilidad del mismo a la droga [186]. Por el contrario, la deficiencia de
nitroreductasas de tipo | seria un factor de resistencia [189].

5.3. Esquema de tratamiento y farmacocinética del BZL

La administracion de BZL se encuentra indicada en todos los casos de enfermedad
aguda, congénita, pacientes con reactivacion de la enfermedad y nifios con la forma
cronica temprana de la enfermedad [177]. La dosificacion empleada en pediatria llega a

10 mg/kg de peso por dia durante 60 dias por via oral. En el caso de adultos, la dosis
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empleada es de 5 mg/kg de peso por dia durante 60 dias, también por via oral. La
administracion de BZL o nifurtimox durante la fase aguda da como resultado la cura de la
enfermedad en el 60 a 85% de los casos [190].

AuUn no existe consenso acerca de la administracion de BZL en la fase crénica mas
tardia de la enfermedad. La mayoria de los estudios clinicos finalizados hasta el momento
suelen presentar debilidades que impiden obtener conclusiones definitivas o arrojan
resultados contradictorios. Como resultado de estudios no aleatorizados se postulé que la
administracion de BZL prevendria la aparicion de sintomas de dafio cardiaco asociados a
la enfermedad. No obstante, también existen otros estudios que indican lo contrario. En
estudios aleatorizados, se observo que los pacientes que recibian BZL durante la fase
cronica mostraban una mayor frecuencia de negativizacion de la serologia después de 1-4
afios que aquellos pacientes que no recibieron el tratamiento. Sin embargo, existen
debilidades en lo que concierne al método de deteccion empleado, el cual podria haber
arrojado un alto porcentaje de falsos negativos. Afios atras, se lanzo el estudio
multicéntrico BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) que
planeaba reclutar 3000 pacientes. El seguimiento se planeaba realizar durante 5 afios a
fin de determinar si la terapia antitripanocida con BZL reduce la mortalidad y el dafio
cardiaco asociado a la enfermedad, y paralelamente si reduce la presencia de otros
sintomas o logra eliminar la presencia del parasito [191,192]. Hasta el momento no se
encuentran publicados en la literatura resultados definitivos del estudio.

La farmacocinética del BZL se estudido en humanos luego de la administracion de
una unica dosis y de mdltiples dosis. En el estudio de una Unica dosis (100 mg, via oral),
la concentracién maxima (Cmax) en plasma se alcanzo luego de 3-4 h de la toma y resultd
en promedio 2,54 pg/mL. La cinética se ajusta a un modelo de un compartimiento y el
tiempo de vida media de la droga (t.2) resultdo en promedio 12 h. El porcentaje de union a
proteinas es en promedio 44,1% y el volumen de distribucion relativo es en promedio 0,56
L/kg. En cuanto a la eliminacion de la droga, el 60-67% de la dosis administrada se
elimina en orina. El 19% de la dosis total se elimina sin modificar [193].

En otro estudio empleando multiples dosis se emplearon dosis crecientes hasta 7
mg/kg por dia durante ocho dias, y luego 7 mg/kg por dia hasta completar 4 semanas, dos
veces por dia via oral. La Cnax Se determind 3 h después de la dosis de la mafiana en los
dias 10, 15, 20 y 25, el maximo resultado obtenido fue de 16,4 pug/mL. Los resultados
mostraron que la Cns tiende a disminuir con el transcurso del tratamiento en los sujetos

varones, siendo luego de 25 dias de tratamiento, en promedio, un 20% inferior que la Cmax
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luego de 10 dias de tratamiento [194].

En un estudio con ratones, se administr0 BZL intraperitonealmente empleando 3
dosis distintas (26, 78 y 650 mg/kg). Para las dos dosis mas bajas se observaron picos de
concentraciones entre los 15 y 30 min de la administracion y ti, de 93 y 96 min
independientes de la dosis respectivamente. Para la dosis de 650 mg/kg, la concentracion
maxima se alcanzo luego de 60 min y permanecio constante por 6 h y luego disminuy6 de
manera mas lenta que para las dosis inferiores. Como parte del mismo estudio, se llevo a
cabo la administracion por via intravenosa de BZL a perros. Esto permitié calcular el
volumen de distribucion, el cual resulté 0,53 L/kg [195].

La administracion de BZL se encuentra asociada a efectos secundarios. El mas
frecuente de los mismos es la dermatitis, pero también se han registrado casos de
intolerancia digestiva, depresion de la médula ésea y neuropatias. En todos los casos, la
frecuencia de efectos adversos es mayor durante los primeros 30 dias de tratamiento
[196,197]. Ademas, el BZL tiene demostradas propiedades mutagénicas [198]. En ratas,
se observo que la administracion de BZL a ratas prefiadas, resultaba en la activacion del
mismo a metabolismos reactivos y la unién a proteinas maternas y fetales [199].

Mas alla de los procesos de nitroreduccion que experimentaria el BZL, hasta el
momento se carece de informacion adicional acerca de los mecanismos de
biotransformacion que experimenta en los tejidos humanos. De la misma manera se
desconoce el rol del BZL como sustrato de proteinas transportadoras de drogas que
puedan mediar su excrecion a nivel biliar y/o renal, y/o limitar su absorcion a nivel
intestinal. La caracterizacion del BZL como sustrato de alguno/s de estos sistemas

permitiria identificar potenciales espectros de interaccion con otros farmacos.

5.4. Efectos del BZL sobre sistemas de biotransformacién y transportadores de
drogas

Al presente, se conoce que drogas con actividad antiparasitaria muestran efectos
reguladores sobre los sistemas en estudio. Por ejemplo, quinina y albendazol inducen la
expresion de distintas isoformas del citocromo P450 en células HepG2 [200]. De la misma
manera, la artemisina induce la expresion de sistemas de fase | y de P-gp en cultivo
primario de hepatocitos humanos y en la linea celular derivada de cancer de colon
LS174T [201]. Sin embargo existe escasa informacion acerca de los potenciales efectos
del tratamiento con BZL sobre la expresion y/o actividad de sistemas de biotransformacion

y proteinas transportadoras de drogas y, por ende, acerca de si el BZL podria modificar la
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farmacocinética de otras drogas o incluso de si mismo. Al respecto, existen estudios que
atribuirian al BZL un rol inhibidor sobre proteinas de la familia del citocromo P450. A
principios de la década del 80, se describio un efecto potenciador de BZL en la respuesta
antitumoral por lomustina [202]. Una interaccion similar se observo también en un estudio
clinico [203]. EI mecanismo seria a través de la inhibicion de la hidroxilacion de la
lomustina por BZL [204]. En concordancia con esto, BZL aumenta el tiempo de suefio de
ratas anestesiadas con pentobarbital. El efecto se correlaciona con la inhibiciéon de las
actividades aminopirina- y etilmorfina N-demetilasa, probablemente por unién covalente
de metabolitos del BZL, sin cambios en los contenidos de proteina [205]. La
coadministracibn de compuestos conteniendo grupos tioles (cisteina, N-acetilcisteina,
penicilamina, glutation) produce una reversion del efecto [206]. No obstante, se
desconocen los efectos a nivel de la expresion de las isoformas mas importantes del
citocromo P450 como asi también sobre la expresion y actividad de otros sistemas de

biotransformacion y transporte.
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6. Objetivos

El BZL es el farmaco de eleccién en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.
Hasta el momento se desconocen sus efectos sobre la expresion y actividad de sistemas
de biotransformacion y excrecion de drogas, y de xenobidticos en general, en modelos
humanos. Asimismo, se carece totalmente de informacion acerca de la/s proteinal/s
transportadora/s que participaria/n en el transporte del BZL al exterior celular, mediando
de esta manera su depuracién del organismo. Dado que el BZL puede ser coadministrado
con otros farmacos, resulta factible la aparicién de interacciones droga-droga que podrian
llevar a cambios en la depuracién de drogas coadministradas y del propio BZL que
pueden asociarse a cambios en el efecto terapéutico alcanzado y, por otro lado, en la
toxicidad.

Los objetivos del presente Trabajo de Tesis son:

1.1. Establecer el efecto del tratamiento con BZL sobre la expresion y actividad de
sistemas de biotransformacion de fase | (CYP3A4), sistemas de biotransformacién de fase
Il (GST y UGT) y proteinas transportadoras de drogas (P-gp, MRP2, BCRP y MRP3).

1.2. Establecer el/los mediadores moleculares del efecto estudiado en el punto
anterior. Particularmente se estudiara la participacion del receptor de pregnanos X (PXR)
por ser un receptor nuclear de elevada promiscuidad, que media los efectos de un gran
namero de farmacos sobre los sistemas de biotransformacion y transporte. De
confirmarse la mediacion por PXR, se estudiara la activaciéon del receptor nuclear por
BZL, lo que serviria de indicio para confirmar el rol del BZL como ligando del mismo.

2. Estudiar el/los transportadores de eflujo responsables del transporte de BZL al

exterior celular y como el pretratamiento con BZL afecta su propia excrecion.

33



Introduccién

7. Hipoétesis del Trabajo de Tesis Doctoral

La regulacién de sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas en
epitelios de relevancia farmacoldgica por los propios farmacos sustratos de los mismos es
un acontecimiento frecuente. Por lo tanto, es de esperar un efecto de BZL sobre la
expresion y/o actividad de tales sistemas en células HepG2, representativas del
hepatocito humano. Dada la naturaleza hidrofébica del BZL es de esperar que actie como
activador de receptores nucleares. Teniendo en cuenta su promiscuidad en lo que
respecta a la activacion por multiples farmacos, PXR podria ser el mediador de los efectos
de BZL. Los cambios en la expresion, y por ende en la actividad, de los sistemas a
estudiar, permitirian sugerir cambios en la farmacocinética de drogas que sean
coadministradas con BZL.

Por otro lado, dada su estructura quimica, el eflujo de BZL podria estar mediado por
una proteina transportadora. Teniendo en cuenta que el BZL presenta una estructura
anfipatica, P-gp podria ser un transportador probable. De confirmarse su participacion,
representaria otro nivel en el cual pueden darse interacciones farmacoldgicas entre el BZL
y farmacos coadministrados. De la misma manera el BZL, de regular P-gp, podria afectar

su propia depuracion.
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1. Reactivos generales y materiales
Benznidazol (BZL), albumina sérica bovina, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB),
dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG), acido ditionitrobenzoico (DTNB), rifampicina (RIF),
rodamina-123 (R123) y verapamilo (VER) fueron adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU.). Dimetilsulfoxido (DMSO), cloroformo, alcohol isobutilico, etanol absoluto,
isopropanol y el reactivo de Folin-Cicolteau fueron adquiridos a Merck (Darmstadt, HE,
Alemania). El probenecid (PRO) fue adquirido a Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, EE.UU.). Todos los demas reactivos empleados fueron de calidad analitica.
El material descartable empleado para cultivo celular fue adquirido a Boeco

(Hamburg, HA, Alemania) y Greiner Bio One (Frickenhausen, BW, Alemania).

2. Cultivo celular

2.1. Células HepG2

La linea celular HepG2 deriva de un hepatocarcinoma celular humano y conserva
diversas propiedades bioquimicas, morfoldgicas y fisiolégicas de los hepatocitos lo que
junto con mas de dos décadas de empleo experimental la convierte en un modelo
adecuado para estudiar la regulacion de proteinas hepaticas humanas. Entre otras
propiedades, las células HepG2 retienen la polaridad observada en los hepatocitos con
una membrana apical delimitando un pseudocanaliculo y una membrana basolateral,
conservando cada una de ellas la expresion de la mayoria de las proteinas de las
correspondientes membranas del hepatocito humano [207-210]. La expresion de los
principales sistemas de biotransformacién presentes en el hepatocito también se
encuentra conservada en la linea celular HepG2 [30,211,212].

Las células HepG2 fueron mantenidas a 37°C en incubador gaseado con una
atmosfera de 5% de CO.. A excepcion de los ensayos con ARN de interferencia, las
células fueron mantenidas y tratadas en un medio de cultivo conteniendo DMEM/F12 en
proporcion 1:1 suplementado con 10% de suero fetal bovino (PAA, Pasching, Austria), 2
mM de glutamina (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.), penicilina (0,05 mg/mL), estreptomicina
(0,05 mg/mL) y neomicina (0,10 mg/mL) suplementados a partir de una mezcla 100X
(Gibco) e insulina 1 pg/pL (Gibco). El medio de cultivo fue renovado a intervalos de 2-3
dias. Los pasajes de células para su mantenimiento al igual que la siembra de las mismas
para los distintos tratamientos se llevaron a cabo previa tripsinizacion. Para tal fin, las

células fueron lavadas 2 veces con una solucion isotonica de PBS y tratadas con una
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solucién de tripsina (0,01 mg/cm? de superficie de cultivo) y EDTA (4 ug/cm? de superficie
de cultivo) (Gibco) durante 10 minutos a fin de lograr la separacion de las células. La
tripsinizacion fue detenida por agregado de medio de cultivo, procediéndose luego a la
homogeneizacion de la suspension celular. La densidad celular se determiné por conteo

en Camara de Neubauer (Boeco).

2.2. Células LS180

Las células LS180, derivadas de un adenocarcinoma de colon humano, fueron
utilizadas Unicamente para el estudio de activacién de PXR por BZL (seccion 8.3). Se
cultivaron en un medio de cultivo compuesto de DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino (PAA), 2 mM de glutamina (Gibco), penicilina (0,05 mg/mL) y estreptomicina
(0,05 mg/mL) suplementadas a partir de una mezcla 100X (Gibco) y aminoacidos no
esenciales 1% a partir de una solucion comercial (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BY,
Alemania). Para los fines del mantenimiento y del subcultivo de las células para su
tratamiento, las mismas fueron lavadas 2 veces con una solucion isotonica de PBS e
incubadas por 5 minutos con una solucién de tripsina (0,01 mg/cm? de superficie de
cultivo) y EDTA (4 pg/cm? de superficie de cultivo) (Gibco) durante 5 minutos a fin de
lograr la separacion de las células. La tripsinizacion se detuvo por agregado de medio de
cultivo y la densidad celular de la suspension resultante se cuantific6 empleando un
equipo Casy Cell Counter + Analyzer System (Roche Applied Science, Mannheim, BW,
Alemania) [213].

3. Tratamientos con Benznidazol

En primer lugar y a fin de determinar una concentracion de BZL para el resto de los
estudios, se realiz6 una curva concentracion-respuesta de la expresion de los
transportadores de drogas P-gp, MRP2, BCRP y MRP3 luego del tratamiento con distintas
concentraciones de BZL (0; 2; 20; 200 y 1000 uM) por 48 horas. Para tal fin, se sembraron
5x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos. Veinticuatro horas luego de la siembra se
reemplazé el medio de cultivo por medio fresco conteniendo BZL en las distintas
concentraciones agregado a partir de una solucion madre 2000X en DMSO. Las células
controles fueron expuestas al mismo volumen de DMSO. Todas las células fueron
incubadas por 48 horas renovandose el medio de cultivo cada 24 horas (Fig. 9A).

La viabilidad celular luego del tratamiento se verificO mediante el ensayo de MTT. El

mismo se basa en la conversion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
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difeniltetrazolio (MTT) en su formazén catalizada por la enzima succinato deshidrogenasa
de las células viables [214]. Para tal fin se sembraron 2x10* células/pocillo en placas de
96 pocillos y se expusieron a distintas concentraciones de BZL por 48 h como fuese
descrito en el parrafo anterior. Finalizado el tratamiento se reemplaz6 el medio de cultivo
por medio fresco conteniendo MTT (0,50 mg/mL) y se incubd por 2 h a fin de permitir la
formacion de los cristales de formazan, siendo ésta proporcional a la viabilidad celular.
Luego de la incubacion se retir6 el medio de cultivo y los cristales de formazan se
disolvieron en 200 pL de DMSO. La absorbancia a 530 nm corregida respecto de la
absorbancia de referencia a 630 nm se determind empleando un equipo LD-400
(Beckman Coulter, Brea, CA, EE.UU.) y es una medida de la viabilidad celular.

Una vez determinada la minima concentracion de BZL capaz de producir una
induccion en la expresion proteica de los transportadores (200 pM), el resto de los
estudios se llevo a cabo empleando esta Unica concentraciéon. Para los demas estudios de
expresion proteica, expresion a nivel de ARNm y ensayos de actividad se sembraron
5x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos y se expusieron posteriormente a BZL (200
MM) o DMSO por 48 horas renovandose el medio de cultivo cada 24 horas (Fig. 9B). Para
los ensayos de silenciamiento con ARN de interferencia se sembraron 5x10*
(silenciamiento de PXR) o 1x10° células/pocillo (silenciamiento de P-gp) en placas de 24

pocillos procediéndose a continuacion a la transfeccion de las mismas.
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determinacién de la menor concentraciéon previamente sobre la expresion y funcién de sistemas de
de BZL capaz de producir una induccién biotransformacion y transportadores de drogas

Fig. 9. Esquema de tratamiento de células HepG2. A: estudio concentracién-respuesta de BZL sobre la
expresion de transportadores de drogas. B: estudio del efecto del tratamiento con BZL (200 pM) sobre la

expresion y funcidn de sistemas de biotransformacion, estudios funcionales y de sistemas reguladores.
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4. Estudios de expresion a nivel de proteina
El efecto de los distintos tratamientos sobre la expresion proteica de los sistemas de
biotransformacion y los transportadores estudiados se determiné por inmunocuantificacion
sobre muestras previamente separadas por electroforesis seguida de electrotransferencia
a membrana de PVDF (Fig. 10).

!
|

o o= 00000l —

de

BZL lisados Determinacién Electroforesis en Electrotransferencia Revelado
(0 vehiculo) ° dela _gelde
48 h membranas concentrzflcmn poliacrilamida
de proteinas con SDS

Preparacion de
muestras

Fig. 10. Procedimiento para la cuantificaciébn de la expresion proteica en respuesta al
tratamiento con BZL en células HepG2.

4.1. Obtencidn de lisados celulares

Finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas 2 veces con una solucion
isotdnica de PBS. El lisado celular se prepar6 incubando las células durante 5 minutos en
buffer RIPA (Tris-HCI 25 mM pH 7,60; NaCl 150 mM; Triton X-100 1% (v/v); desoxicolato
de sodio 1% (p/v); SDS 0,10% (p/v) ) suplementado con fenilmetilsulfonilfluoruro (17
pg/uL) y leupeptina (15 pg/uL) como inhibidores de proteasas. La suspension se pasé 20
veces por una aguja de 25G a fin de facilitar el lisado y la homogeneizacion. Se utilizaron
300 uL de buffer RIPA para las placas de 6 pocillos y 50 uL para las placas de 24 pocillos.
Todos los procedimientos fueron llevados a cabo en frio. A continuacién se determingé la

concentracion de proteinas.

4.2. Obtencién de preparaciones de membranas plasmaticas

A fin de determinar la expresion de proteinas transportadoras en la superficie celular,
donde normalmente se localizan, se obtuvieron membranas plasmaticas segun el método
descrito por Kubitz y col. [215]. Las células fueron recolectadas en un buffer compuesto
de Tris 20 mM, sacarosa 250 mM, EGTA 5 mM y MgCl, 1 mM suplementado también con
fenilmetilsulfonilfluoruro (17 pug/pL) y leupeptina (15 pg/pL) como inhibidores de proteasas.
La lisis celular se llevd a cabo mediante 20 pasajes por una aguja de 25G. Los lisados
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obtenidos se centrifugaron a 1000 g (5 min, 4°C) separandose de esta manera las
membranas plasmaticas (pellet) y el resto de las membranas y el citosol (sobrenadante).
Los pellets fueron resuspendidos en el mismo buffer de recoleccion de las células y se

utilizaron para determinacion de proteinas y posterior electroforesis.

4.3. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas de cada muestra se cuantificO mediante el método de
Lowry y col. [216]. Se realiz6 una preincubacién de la muestra (2 pL) de 15 minutos en un
medio de reaccidon conteniendo 200 uL de agua destilada y 750 yL de una solucion de
sulfato de cobre 1% (p/v), tartrato de sodio y potasio 2% (p/v) y Na.COs 2% (p/v) en NaOH
0,10 M. Seguidamente se agregaron 75 pL de reactivo de Folin-Cicolteau (Merck)
incubandose por 45 minutos. Todas las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura
ambiente. La concentracion de proteinas se cuantific6 mediante medida de absorbancia a
660 nm en un espectrofotbmetro UV/Vis Lambda 2S (Perkin Elmer, Uberlingen, BW,

Alemania) utilizando una solucién testigo de albumina sérica bovina de 8 ug/uL.

4.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Las muestras fueron disueltas en un buffer 4X de TrissHCI 1 M pH 6,80
suplementado con SDS 10% (p/v), azul de bromofenol 0,005% (p/v), glicerol 10% (v/v) y
DTT 0,40 M.

Segun la proteina a detectar y la preparacion de partida, se sembraron entre 2 y 15
ug de proteina por calle. Las muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida con SDS
de caracter discontinuo en un equipo Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.)
en buffer de corrida de pH 8,60 compuesto por Tris 0,30 % (p/v), glicina 1,44% (p/v) y
SDS 0,10% (p/v). Para la separacion de P-gp, MRP2, MRP3, BCRP y p300 se emple6 un
gel de separacion al 8%. Para la separacion de CYP3A4, GSTa, GSTy, GSTm, PXR,
RXRa y UGT1A se empled un gel de separacion al 12%. En ambos casos se utilizo un gel

superior de concentracion al 4% (tabla 6) [217].
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Geles
Concentraciéon| Separacion Separacion
(4%) (8%) (12%)
Agua destilada 2,45 mL 1,90 mL 1,50 mL
Tris 0,50 M pH 6,80 0,50 mL - -
Tris 1,50 M pH 8,80 - 1,05 mL 1,05 mL
Acrilamida/bisacrilamida 30% (p/v) 0,40 mL 1,10 mL 1,70 mL
SDS 10% (p/v) 42 pL 42 uL 42 uL
Persulfato de amonio 10% (p/v) 60 uL 63 L 63 uL
TEMED 3 L 2,10 pL 2,10 uL

Tabla 6. Composicion de los geles de poliacrilamida para separacién de proteinas (cantidades

para la preparacién de un gel).

4.5. Electrotransferencia e inmunodeteccién de proteinas

Finalizada la corrida electroforética, las proteinas fueron electrotransferidas a una
membrana de PVDF (Perkin Elmer) previamente activada con metanol durante 5 minutos.
La transferencia se efectué a intensidad de corriente constante (350 mA) durante 70
minutos en un buffer compuesto por Tris 0,32% (p/v), glicina 0,70% (p/v) y SDS 0,05%
(p/v) en metanol 20% (v/v) [218]. La homogeneidad de la transferencia en toda la
dimensién de la membrana se verificd por tincion con rojo Ponceau S.

Las membranas de PVDF fueron bloqueadas durante 1 h con una solucion de leche
descremada en polvo al 10% (p/v) en buffer de lavado PBS-Tween (PBS con 0,30% (v/v)
de Tween-20). Seguidamente, las membranas fueron incubadas con el correspondiente
anticuerpo primario durante 1 hora (-Actina) o toda la noche (demas anticuerpos) en las
condiciones detalladas en la tabla 7.

Luego de la incubacion con el anticuerpo primario las membranas fueron lavadas 4
veces durante 7 minutos con el buffer de lavado descrito anteriormente e incubadas con
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa. Los anticuerpos secundarios empleados
fueron: Goat anti-mouse IgG H+L conjugado con peroxidasa (Thermo Scientific, Rockford,
IL, EE.UU.) 1:5000; Donkey anti-rabbit IgG H+L conjugado con peroxidasa (Thermo
Scientific) 1:5000 y Donkey anti-goat IgG-HRP (Santa Cruz) 1:2500. Todos los anticuerpos
se diluyeron en buffer de lavado suplementado con leche descremada en polvo al 0,30%

(p/v) y todas las incubaciones fueron de 1 h.
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Proteina Anticuerpo Fabricante Dilucién
B-Actina A-2228 Sigma-Aldrich 1:3000
BCRP BXP-21 Santa Cruz 1:100
CYP3A4 AB-1254 Millipore 1:1000
GAPDH FL-335 Santa Cruz 1:1000
GSTa GS-09 Oxford Biochemicals 1:1000
GSTy GS-23 Oxford Biochemicals 1:1000
GSTm ADI-MSA-102-E Enzo Life Science 1:1000
MRP2 M2l1I-6 Enzo Life Science 1:1000
MRP3 M3lII-21 Sigma-Aldrich 1:1000
p300 C-20 Santa Cruz 1:300
P-gp H-241 Santa Cruz 1:500
PXR N-16 Santa Cruz 1:200
RXRa D-20 Santa Cruz 1:1000
UGT1A UGT1A Shin Ichi Ikushiro 1:1000

Tabla 7. Anticuerpos primarios empleados en inmunocuantificacion. La obtencién del anticuerpo
anti UGT1A se describié en Ikushiro y col. [219].

Las membranas incubadas con el anticuerpo secundario fueron lavadas 4 veces (7
min/vez) con PBS-Tween y a continuacion 2 veces (5 min/vez) con PBS y reveladas por
quimioluminiscencia. Para ello se empleoé el kit comercial ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific). La densidad oOptica de las bandas fue cuantificada utilizando el
software Image J (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.). La densidad optica de -actina o GAPDH
(en los experimentos de silenciamiento) fue utilizada como control de carga. La expresion
de la proteina de interés se cuantific6 como la relaciébn entre su densidad Optica y la
densidad Optica de la proteina empleada como control de carga. En todos los casos, los
resultados se expresan como 100% de la expresion en las células controles.

En aquellos casos en los que se revel6 mas de una proteina en la misma
membrana, la misma se lavd luego del primer revelado durante 10 minutos con una
solucion de NaOH 0,20 N. Finalizado el lavado se realizaron 2 lavados (5 min/vez) con

PBS vy repiti6 el proceso de bloqueado, incubacion con anticuerpos y deteccion.

5. Estudios de expresién a nivel de ARNm
Se cuantificd la expresion a nivel de ARNm de aquellos genes cuyos productos
proteicos exhibieron un cambio en respuesta al tratamiento con BZL. Los estudios se

llevaron a cabo a la menor concentracién capaz de producir una induccién de la proteina.
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Para tal fin se aislaron muestras de ARN total que fueron posteriormente sometidas a

retrotranscripcion y PCR cuantitativa en tiempo real (Fig. 11).

O O O D U DUUD Retrotrar;scnpcmn PCR Cuantitativa a
. ‘ ‘ Muestras de ADNc tiempo real
ARN

)

Ciclo

Chequeo de calidad
del ARN:
electroforesis en gel
de agarosa, relaciéon
de absorbancias

BZL 200 uM
(o vehiculo)
48 h

Fluorescencia

Fig. 11. Procedimiento para la cuantificacion de la expresion a nivel de ARNm en respuesta al
tratamiento con BZL (200 pyM, 48 h) en células HepG2.

5.1. Purificacion de ARN total y control de calidad

El ARN total de células HepG2 se aisld con el reactivo comercial Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) y se precipitd con isopropanol segun las instrucciones del
fabricante. Los precipitados de ARN fueron resuspendidos en agua libre de RNAsas. La
concentracion y pureza del ARN purificado se determiné por espectrofotometria UV
(Perkin Elmer). Las muestras se diluyeron 1:200 en agua destilada y se registraron las
absorbancias a 260 y 280 nm. La concentracion de ARN total en pg/puL se obtuvo de
multiplicar el valor de absorbancia a 260 nm obtenido por 8 segun las instrucciones del
fabricante del reactivo de purificacion. La pureza se considerd aceptable en las muestras
con una relacién de absorbancias 260 nm/280 nm mayor o igual a 1,60. La integridad del
ARN purificado se verificO por corrida en gel de agarosa al 1,20% en buffer TAE
preparado a partir de una solucion madre 50X de Tris 2 M, acido acético glacial 1 M y
EDTA 0,05 M. La deteccion del ARN se llevd a cabo por tincidbn con bromuro de etidio del
gel de agarosa y posterior observacion en transiluminador UV. La calidad de las
purificaciones se verificO mediante la integridad de las bandas correspondientes al ARN
ribosomal 5S, 18S y 28S.

5.2. Retrotranscripcion a ADN complementario (RT-PCR)

El ADN complementario (ADNc) correspondiente a cada muestra de ARN total se
obtuvo por PCR con transcriptasa reversa. Las reacciones se llevaron a cabo empleando
1 pg de ARN total en volumen final de 20 uL. En primer lugar se realiz6 una preincubacién
del mismo (5 min, 65°C) con una mezcla de dNTPs y oligonucledtidos aleatorios (random
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primers) (Invitrogen) con la finalidad de eliminar la estructura terciaria del ARN (tabla 8).

ARN total 1lpg
Oligonucledtidos aleatorios 1pL
dNTPs 10 mM 3L

Agua tratada con DEPC c.s.p. 13,50 uL

Tabla 8. Composicion del medio de preincubacion en la RT-PCR.

A continuacion, la reaccion se enfrio por incubacién en hielo durante 1 minuto y se
agregaron 6,50 pL por muestra de una mezcla conteniendo la transcriptasa reversa
Superscript Il (Invitrogen) con su correspondiente buffer de reaccion 5X, DTT y el
inhibidor recombinante de RNAsas RNAseOUT (Invitrogen) (tabla 9). Esta mezcla se
incubd por 5 min a 25°C, seguido de una incubacion de 60 min a 50°C finalizandose la

reaccion mediante una incubacién de 15 min a 70°C.

Buffer de reaccion 5X 4 uL

DTT 0,20 M 1pL

Inhibidor de RNAsa 1L
Transcriptasa reversa 0,50 pL

Tabla 9. Composicién de la mastermix conteniendo la transcriptasa reversa en la RT-PCR.

5.3. PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)

La reaccion se llevd a cabo en un equipo Mx3000p (Agilent, Santa Clara, CA,
EE.UU.) con deteccion por SYBR Green, el cual emite fluorescencia exclusivamente
cuando se encuentra unido a ADN doble cadena. Se utilizé la enzima Platinum Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen) con el correspondiente buffer provisto por el fabricante y como
muestra de ADNc de partida se utilizé una dilucién 1/10 de los productos de la reaccion de
RT-PCR. El volumen final del medio de reaccién fue de 20 uL y la composicion del mismo
se detalla en la tabla 10. La secuencia de los cebadores se detalla en la tabla 11. Todos
fueron disefiados de forma que unan en el limite intron-exén y no formen estructura
terciaria estable a las temperaturas de trabajo. La expresion del ARNr 18S fue utilizada

como normalizador.
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Muestra de ADNc 2 uL

Buffer de reacciéon 10X 2 puL
MgClz 50 mM 1,20 pL

dNTPs 10 mM 3L
SYBR Green 25X 0,80 pL
Platinum Taq (5 U/uL) 0,10 uL

Cebadores (50 pM) 0,40 pL cada uno
Agua MQ c.S.p. 20 pL

Tabla 10. Composicion del medio de reaccién en la qPCR.

Gen Cebador F Cebador R

CYP3A4 | 5'GTGGGGCTTTTATGATGGTCA3' | 5'GCCTCAGATTTCTCACCAACACAZ'
GSTnt | 5TATTTCCCAGTTCGAGGCCG3' 5'TGGTACAGGGTGAGGTCTCC3
MRP2 | 5’ AGGTTTGCCAGTTATCCGTG3' 5'AACAAAGCCAACAGTGTCCC3
P-gp 5'CCAAAGACAACAGCTGAAAZ' 5TACTTGGTGGCACATAAAC3'
18S | 5'CGCCGCTAGAGGTGAAATTC3 5TTGGCAAATGCTTTCGCTS3'

Tabla 11. Secuencia de los cebadores empleados en la gPCR.

El pérfil térmico empleado fue:
« Desnaturalizacion inicial: 2 min, 95°C
* 40 ciclos:
o 15s,95°C
o 30s,55°C
o 30s,72°C
La lectura de fluorescencia de punto final en cada ciclo se realiz6 a 72°C. La

presencia de un unico amplicon se verificd por posterior curva de disociacion con lectura
continua de fluorescencia entre 55°C y 95°C.

El efecto del tratamiento se calculé mediante el método del 2% [220]. Los
supuestos del modelo se verificaron mediante una curva de eficiencia empleando distintas

diluciones de la muestra de partida considerdndose aceptable una eficiencia entre 90 y
110%.
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6. Actividad de proteinas transportadoras de drogas

6.1. Actividad de P-gp

La actividad de P-gp luego del tratamiento con BZL se determiné mediante el
método de acumulacién del fluoréforo rodaminal23 (R123). EI mismo difunde en forma
pasiva del medio de reaccion al interior celular siendo luego transportado en forma activa
por P-gp. La actividad de P-gp se determind en forma inversa cuantificando la cantidad de

R123 remanente en el interior celular por espectrofluorometria (Fig. 12) [221].

O O O Verapamilo (100 pM)
‘ ‘ . R123

BZL 200 pM
(o vehiculo)
48 h

Cuantificacion
por
Espectrofluorometria

L

R123 (5 pM)

Fig. 12. Determinacion de la actividad de P-gp en células HepG2 tratadas con BZL.

Finalizado el tratamiento con BZL, las células fueron lavadas 2 veces con PBS e
incubadas por 2 h en medio de cultivo adicionado con R123 (5 pM). A fin de confirmar la
participacion de P-gp, el experimento se llevd a cabo en prsencia o ausencia de
verapamilo (VER, 100 uM, inhibidor de P-gp [222]).

Luego de la incubacion las células fueron lavadas 2 veces con PBS frio, levantadas
en una solucién de sacarosa 0,30 M y lisadas por sonicacién (3 pulsos de 5 s, 30% de
amplitud). La R123 intracelular se determin6é por espectrofluorometria (Aexcitacion = 485
nm; Aemision = 535 nm) en un lector de microplacas Multimode Detector DTX-880
(Beckman Coulter, Palo Alto, CA, EE.UU.). La acumulacién en las células controles
(expuestas a DMSO por 48 h) fue considerada 100%.

6.2. Actividad de MRP2

La actividad de MRP2 en respuesta al tratamiento con BZL se determiné midiendo el
eflujo de dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG). EI mismo es sintetizado intracelularmente a
partir de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) por conjugacion espontanea con glutation
(GSH) y transportado predominantemente por MRP2 [223] (Fig. 13).
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Fig. 13. Determinacion de la actividad de MRP2 en células HepG2 tratadas con BZL.

Luego de las 48 h de tratamiento con BZL, las células fueron lavadas dos veces con
PBS e incubadas en medio de cultivo con CDNB (0,50 M, 30 min) a 10°C a fin de permitir
el ingreso de CDNB y su conjugacion espontanea con GSH para formar DNP-SG. En
estas condiciones de incubacibn a baja temperatura, se minimiza la conjugacion
enzimatica de forma de independizar los resultados de la actividad de las
glutation-S-transferasas. A continuacion, las células se lavaron dos veces con PBS frio y
se incubaron a 37°C en buffer de Hanks (HBSS) pH 7,40 (CaCl, 1,26 mM; KCI 5,36 mM,;
KH.PO, 0,44 mM; MgSO, 0,81 mM; NaCl 136 mM; Na.HPO, 0,42 mM; HEPES 20 mM;
glucosa 6,10 mM). Luego de 60 minutos de incubacion se tomaron alicuotas de
sobrenadante celular y se cuantific6 DNP-SG por HPLC. Para tal fin las muestras fueron
en primer lugar centrifugadas a 300 g (3 min, 4°C). Luego, los sobrenadantes de la
primera centrifugacion fueron tratados con HCIO,4 concentrado a una concentracion final
en la muestra de 10% (v/v) y centrifugados a 14000 g (2 min, 4°C) a fin de precipitar las
proteinas. La cantidad de DNP-SG en los desproteinizados fue determinada por HPLC
[224].

El experimento se llevo a cabo en presencia o ausencia de probenecid (PRO, 1 mM,
inhibidor de las MRPSs) [225].

La deteccion se llevo a cabo por espectroscopia UV a 365 nm en un equipo Waters
600 (Waters, Milford, MA, EE.UU.) dotado de una columna Luna 5 py C18 (Phenomenex,
Torrance, CA, EE.UU.). Las muestras fueron sometidas a elucién isocratica con una fase
movil de acetonitrilo y HsPO, 0,10% en una relacion 1:3 (v/v) a una velocidad de flujo de 1
mL/min.

También se determind el contenido intracelular inicial de DNP-SG (luego de los 30
minutos de carga) en células controles y tratadas con BZL a fin descartar un posible
efecto de la cantidad inicial en la excrecion. Las células fueron lisadas por sonicacion (3
pulsos de 5 s, 30% de amplitud) en buffer HBSS. Los lisados resultantes fueron

procesados de manera similar a las muestras de sobrenadante obtenidas para cuantificar
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el DNP-SG excretado al medio de incubacion.

El glutation reducido (GSH) participa en la conjugacion del CDNB para formar
DNP-SG y ademés es transportado por MRP2. El contenido intracelular de GSH se
determiné para descartar un posible efecto del mismo sobre la excrecion de DNP-SG.
Para ello, finalizado el tratamiento con BZL, un grupo de células fue lavado dos veces y
lisado por sonicacion (3 pulsos de 5 s, 30% de amplitud) en buffer PBS pH 7,50
suplementado con EDTA (6,30 mM). Las muestras fueron desproteinizadas por agregado
de acido sulfosalicilico 10% (p/v) en una relacion 1:2 (v/v) y centrifugacion a 10000 rpm (5
min, 4°C). Los sobrenadantes fueron recuperados y divididos en dos partes para la
determinacion de glutation total y de glutation oxidado respectivamente. El glutation se
cuantific6 mediante el método de Tietze modificado por Griffith [226,227] que se basa en
la formacion de un derivado coloreado del DTNB catalizada por el glutation. Las muestras
para la determinacion de glutation oxidado fueron sometidas a un proceso de
derivatizacion a fin de eliminar el glutation reducido del medio de reaccion. Para ello
fueron incubadas durante 1 hora (30°C) con 2-vinilpiridina (3 pL/100 pL de
desproteinizado) y trietanolamina (5 pL/100 pL de desproteinizado). Posteriormente fueron
utilizadas para la determinacién de glutation oxidado. Para la determinacién de glutation
total, se utilizaron los desproteinizados sin ningun procesamiento adicional. La
determinacion se llevé a cabo midiendo la velocidad de formacion de DTNB reducido por
espectrofotometria a 412 nm en un medio de reaccion contiendo 3-NADPH (700 pL, 0,30
M), DTNB (100 pL, 6 mM), glutation reductasa (0,50 unidades), muestra (2 pL para
glutation total y 20 pL para glutation oxidado) y buffer PBS pH 7,50 suplementado con
EDTA (6,30 mM) en c.s.p. 1 mL. La cuantificacion absoluta se realiz6 por comparacion
con una curva de calibraciéon. La cantidad intracelular de GSH (masa de GSH/10° células)
se determind por diferencia entre la cantidad total de glutation medida experimentalmente
(incluye oxidado y reducido) y la cantidad intracelular de glutation oxidado medida también

experimentalmente.

7. Actividad de enzimas de biotransformacion

7.1. Actividad de CYP3A4
La actividad de CYP3A4 fue determinada empleando el kit comercial P-450-Glo
CYP3A4 Assay con luciferina-IPA como sustrato especifico (Promega, Mannheim, BW,

Alemania). El mismo es un derivado difusible de la luciferina de Photinus pyralis [acido
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(4S)-4,5-dihidro-2-(6'-hidroxi-2'-benzotiazolil)-4-tiazolcarboxilicol que por accién del
CYP3A4 localizado intracelularmente es convertido en D-luciferina, la cual es detectada
por emision de luminiscencia luego del agregado de un reactivo de deteccion (Fig. 14).

Las células (2x10* células/pocillo) se sembraron en placas de 96 pocillos y se
trataron con BZL (200 pM, 48 h). Finalizado el tratamiento, las células se lavaron con PBS
y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con PBS suplementado con
2% de SFB y luego durante 60 minutos a 37°C en medio de cultivo suplementado con
proluciferina-IPA (3 pM). A continuacion se procedi6 a la deteccion de la luciferina formada
mezclando voliumenes iguales de sobrenadante celular y el reactivo de deteccién provisto
por el fabricante. Las lecturas se llevaron a cabo en un equipo Glomax 96 Microplate
Luminometer (Promega).

Como control positivo de induccion de la actividad de CYP3A4, las células fueron
tratadas con RIF (20 uM, 48 h) [91].

Proluciferina-IPA

N
Actividad CYP3A4 \
. R
localizada
intracelularmente HO S Reactivo de

000000000000 deteccion
000000000000
000000000000 37°C
88355852288

000000000000 60 min
000000000000

000000000000
N
BZL 200 pM \
RIF 20 pM R'OH
(o vehiculo) HO s

48 h . .
Luciferina-IPA Luminiscencia

Fig. 14. Procedimiento para la determinacién de la actividad de CYP3A4 en células HepG2

tratadas con BZL.

7.2. Actividad de GST

La actividad de GST se determind segun el método de Habig y col. midiendo la
conjugacion del CDNB con GSH catalizada por la GST (Fig. 15). La cinética de formacion
del producto DNP-SG fue monitoreada por espectroscopia UV y es una medida de la
actividad global de GST [228].

Finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas 2 veces con PBS, levantadas en
PBS pH 6,50 y lisadas por sonicacion (3 pulsos de 5 s, 30% de amplitud). Los lisados
fueron centrifugados a 10000 g (20 min, 4°C). Los pellets fueron descartados y los
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sobrenadantes se utilizaron para determinacion de la concentracion de proteinas segun el
método de Lowry y col. [216] (como se describiese en la seccién 4.3) y para la
determinacion de la actividad GST. Para ello se utilizaron alicuotas de sobrenadante (30
WML por muestra) en un medio de reacciéon a 37°C conteniendo PBS pH 6,50 y CDNB 1
mM. Luego de largada la reaccion con GSH (1 mM), se registré la absorbancia a 340 nm
en forma continua durante 90 s siendo la pendiente una medida de la velocidad de
formacion de DNP-SG y ésta una medida de la actividad de GST. La conjugacion
espontanea (formacién de DNP-SG en medio de reaccion sin muestra) fue descontada en

cada muestra.
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GST t /\/
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S
NO,

BZL 20,0 HM Determinacion de
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48 h la concentracion DNP_SG

de proteinas >

Cuantificacion
cinética por
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NO,

Fig. 15. Determinacion de la actividad de GST en células HepG2 tratadas con BZL.

8. Participacion de PXR en la regulacion de sistemas de biotransformacién y

transportadores de drogas. Mediacién de los efectos del BZL por PXR.

8.1. Sobreexpresion de PXR

A fin de obtener los primeros indicios sobre la participacion de PXR en la regulacién
de sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas en el modelo de trabajo
(células HepG2), se procedid6 a su sobreexpresion para el posterior analisis de la
expresion de distintos genes target en esa condicion. Las células fueron transfectadas con
el plasmido pSG5-hPXR que expresa el receptor nuclear de origen humano bajo el control
de un promotor constitutivo. EI mismo fue cedido por los Dres. D.J. Mangelsdorf y S.
Kliewer (Howard Hughes Medical Institute, EE.UU.) (Fig. 16B) [90]. Alternativamente y

como control, las células fueron transfectadas con el pldsmido pSG5 (Agilent) sin el
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inserto que codifica PXR. El mismo fue cedido por la Dra. Patricia Elizalde (Instituto de
Biologia y Medicina Experimental, CONICET, Buenos Aires, Argentina) (Fig. 16A).

f1 ori E f1 ori
\ P SV40/SV40 ori \ P SV40/SV40 ori

intrén
beta-
globina

intrén
beta-
globina

pSG5 pPSG5-hPXR
hPXR

SV40 pA SV40 pA

pUC ori pUC ori

Fig. 16. Plasmidos pSG5 (panel A) y pSG5-hPXR (panel B) empleados para la transfeccion de
células HepG2.

Los plasmidos fueron replicados por transformaciéon en la cepa Escherichia coli
DH5a mediante el método del CaCl, y choque térmico [229]. Para ello se cultivaron
bacterias en medio LB liquido (peptona 1% (p/v); extracto de levadura 0,50% (p/v); NaCl
1% (p/v) ) hasta una densidad 6ptica a 650 nm de 0,400 - 0,600. A continuacién las
bacterias se centrifugaron en alicuotas de 1,50 mL a 5000 rpm (5 min, temperatura
ambiente) y se lavaron con agua destilada. Seguidamente las bacterias se lavaron con
una solucién de CacCl, 0,10 M (4°C), se centrifugaron y se resuspendieron en una mezcla
de CaCl, 0,10 M con 25 ng de ADN plasmidico y se incubaron por 1 hora en hielo. A
continuacion se efectué un choque térmico a 42°C (90 seg) y posteriormente se enfrié en
hielo durante 2 minutos. Finalmente, las bacterias se resuspendieron las bacterias en 1
mL de medio LB liquido y se incubaron durante 1 hora (37°C), se plaquearon en medio LB
sélido (peptona 1% (p/v); extracto de levadura 0,50% (p/v); NaCl 1% (p/v); agar 1,50%
(p/v) ) suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y se cultivaron overnight (37°C).

El plasmido se aisl6 mediante repique de colonias individuales en medio LB liquido
suplementado con ampicilina, cultivo overnight y posterior purificaciéon con el EndoFree
Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, NRW, Alemania). La concentracion y la pureza del
plasmido purificado se cuantificaron a partir de la medida de las absorbancias a 260 y a
280 nm en un espectrofotometro UV/Vis Lambda 2S (Perkin Elmer) [229].

Para la transfeccion, las células se sembraron en placas de 6 pocillos (5x10°

células/pocillo), se cultivaron por 24 h y se transfectaron mediante incubacion durante 24
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h en medio de transfeccion. Para la preparacién del medio de transfecciéon se diluyeron
4,80 ug de plasmido en 250 pL de Optimem (Gibco)/pocillo, y por otro lado 12 pL de
Lipofectamina2000 (Invitrogen) en 250 pL de Optimem/pocillo. Ambas mezclas se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente procediéndose luego a la mezcla
de las mismas seguida de incubacion por 20 minutos. Finalmente se agregé medio de
cultivo en cantidad suficiente para 2 mL y agreg6 al pocillo correspondiente. Luego de
finalizada la transfeccion, las células fueron cultivadas por 48 h y utilizadas para la

preparacion de muestras.

8.2. Silenciamiento de PXR

A fin de confirmar la participacion de PXR, el silenciamiento de PXR goza de una
ventaja respecto de la sobreexpresion dado que en este Ultimo caso podria haber una
limitacion de cofactores que restringiria la respuesta.

Las células fueron transfectadas con un ARN pequefio de interferencia (SiRNA). El
mismo se une a las moléculas de ARNm del gen target, en este caso PXR, marcandolas
para su degradacion [230]. Como control se utilizé un siRNA no complementario a ninguin
ARNmM humano. En estas condiciones se repitieron los tratamientos con BZL (200 uM, 48
h). Se sembraron 5x10* células/pocillo en placas de 24 pocillos en un medio de cultivo sin
suplementar con antibioticos. Las células fueron cultivadas por 24 h luego de las cuales
se reemplaz6 el medio de cultivo por la mezcla de transfeccion. Para la preparacion de la
misma se mezclaron Optimem (Santa Cruz) (20 pL/pocillo) con 5 pL/pocillo de PXR siRNA
(h) (Santa Cruz, sc-44057) en el caso de las células con PXR silenciado (PXR") o bien de
Control siRNA-A (siRNA no silenciante, Santa Cruz, sc-37007) en el caso de las células
con expresion normal de PXR (PXR"). Esta mezcla se dej6é reposar durante 5 minutos
luego de los cuales se agregd Optimem (50 pL/pocillo) suplementado con el reactivo de
transfeccion Dharmafect4 (0,50 uL/pocillo, Dharmacon, Lafayette, CO, EE.UU.) y se
incub6 por 25 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se llevé a volumen final de
0,50 mL/pocillo con medio de cultivo libre de antibiéticos obteniéndose asi la mezcla final
de transfeccion (siRNA 100 nM, Dharmafect4 1:1000 v/v) que fue agregada a las células.

Veinticuatro horas luego del agregado de la mezcla final de transfeccidén se adicioné
BZL (200 pM) o su vehiculo y se incub6 por otras 24 h luego de las cuales se retiré la
mezcla de transfeccion y se reemplazé por medio de cultivo aun libre de antibidtico
suplementado con BZL o vehiculo con el cual se incubaron las células por otras 24 h

luego de las cuales se procedi6 a la preparacidon de lisados celulares segun se
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describiese en la seccion 4.1.

8.3. Ensayo de activacion de PXR por BZL

La activacion de PXR por BZL se verificd empleando células LS180 transfectadas de
manera estable con un gen reportero codificando la Firefly Luciferasa aislada de Photinus
pyralis bajo el control de una secuencia reguladora conteniendo dos elementos de
respuesta a PXR. La activacion de PXR por un ligando (ej. RIF) induce la expresion del
gen reportero que es detectada mediante emision de luminiscencia (Fig. 17).

Seial determinada por
luminometria: Medida de la
actividad de PXR

— Firefly Luciferasa
=& 4

| XREM | PREM | Firefly Luciferasa

Células LS180

Fig. 17. Procedimiento para la determinacion de la activacion de PXR.

8.3.1. Generacion de la linea estable codificando el sistema reportero

Los elementos de unién a PXR de aquellos genes sujetos a regulacion por PXR se
caracterizan por la presencia de repeticiones directas y repeticiones invertidas
conservadas en los promotores y enhancers distales de los mismos. La insercion de estas
secuencias reguladoras de un gen target tipico de PXR, como ser el de CYP3A4, a 5' de
un gen reportero se encuentra aceptada como sistema para la determinacion de la
actividad de PXR [91,125].

La linea LS180 codificando el sistema reportero se generd por transfeccion estable
con el plasmido pGL4.21-PXRRE. El mismo fue cordialmente cedido por la Dra. Johanna
Weiss (Universitatsklinikum, Heidelberg, BW, Alemania). El pldsmido se construyd por
clonado de dos secuencias 5' reguladoras del gen que codifica el CYP3A4 humano
conteniendo mddulos de respuesta a PXR, particularmente el elemento de respuesta
proximal (PREM, -362/+53) y el elemento de respuesta a xenobidticos (XREM,
-7836/-7208) [231] corriente arriba del gen de la luciferasa en el plasmido pGL4.21
(Promega) [147]. Ambos elementos de respuesta fueron aislados a partir de ADN

gendémico humano purificado a partir de sangre periférica mediante reaccién en cadena de
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la polimerasa de alta fidelidad con la enzima Pfu (Agilent). La correcta ligacion de los
fragmentos se verificO mediante secuenciacion.

El plasmido fue replicado por transformacion en cepas competentes de Escherichia
coli empleando el kit TransformAid (Fermentas, Rockford, IL, EE.UU.). La suspension
celular se sembr6 en medio de cultivo LB soélido suplementado con ampicilina (100
pg/mL). El plasmido se aislé6 mediante repique de colonias individuales en medio LB
liquido suplementado con ampicilina, cultivo overnight y posterior purificacion con el
Nucleospin Plasmid DNA Purification Kit (Macherey-Nagel, Duren, NRW, Alemania). La
concentracion y la pureza del plasmido purificado se cuantificaron a partir de la medida de
las absorbancias a 260 y a 280 nm en un equipo BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg,
HA, Alemania) [229].

Las células LS180 fueron cultivadas en las condiciones descritas en la seccion 2.2.
La transfeccion se llevd a cabo mediante electroporacion con el programa T-020 del
equipo Nucleofector (Lonza, Colonia, NRW, Alemania). La composicion de las mezclas de
transfeccion correspondientes a las células controles y a las células transfectadas se

detalla en la tabla 12.

Controles Transfectadas
Células LS180 2x108 2x108
Solucion V (Lonza) 82 pL 82 pL
Aditivo (Lonza) 18 pL 18 pL
pGL4.21-PXRE - 2 ug

Tabla 12. Composicion de las mezclas de transfeccion de células LS180.

Luego de aplicado el pulso eléctrico se agregé inmediatamente 0,40 mL de medio de
cultivo a la cubeta de electroporacion transvasandose luego todo el contenido a un tubo
conteniendo 1,50 mL de medio de cultivo. La suspension resultante se sembrd en una
placa de 6 pocillos y se cultivé por 24 h luego de las cuales se reemplaz6 el medio de
cultivo por un medio de seleccion suplementado con puromicina (10 uM). Las células se
cultivaron y se repicaron periédicamente siempre en medio conteniendo puromicina hasta
lograr una total negativizacion de los cultivos controles (sin plasmido), momento en el cual
se dispuso de las células transfectadas (de ahora en méas células LS180-PXRRE) para los
estudios de activacion de PXR.
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8.3.2. Incubacion de las células LS180-PXRRE con BZL
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (3x10* células/pocillo) en medio
completo suplementado con puromicina y se cultivaron por 24 h luego de las cuales se
retird el medio y se reemplazé por medio suplementado con BZL (0; 2; 20; 100; 200; 500 y
1000 uM) o RIF como control positivo de activacion de PXR (0; 0,50; 2; 5; 20; 50 y 100
MM). Las células se cultivaron por 24 h luego de las cuales se llevo a cabo la medida de la
actividad de luciferasa empleando el kit Steady-Glo Luciferase Assay System (Promega).
Para ello se retir6 el medio de cultivo y se agregd una mezcla de reactivo Steady-Glo y
medio de cultivo fresco (1:1). Luego se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se
cuantifico la emisién de luminiscencia en un equipo Glomax 96 Microplate Luminometer

(Promega).

9. Transporte y metabolismo de BZL en células HepG2

9.1. Metabolismo de BZL en células HepG2

Para estimar si BZL es metabolizado en las condiciones de cultivo de las células
HepG2, se determind la proporcién de BZL que sufre metabolizacion llevando a cabo un
balance de masas entre el BZL agregado a las células y el BZL (sin modificar) remanente
en el sistema luego de 2 h de incubacion.

Las células HepG2 se sembraron en placas de 6 pocillos (5x10° células/pocillo) y se
cultivaron por 72 h. Luego se reemplazé el medio de cultivo por medio fresco
suplementado con BZL 100 yM para cargar las células (o su vehiculo). Inmediatamente
luego del agregado se procedi6 a la preparacion de muestras de las células
correspondientes a tiempo 0. Las células restantes se cultivaron por 2 h procediéndose
luego a la preparacion de muestras. Las muestras obtenidas corresponden a los
sobrenadantes celulares (medio de cultivo) y lisados celulares totales preparados por
sonicacion en buffer PBS (3 pulsos de 5 s, 30% de amplitud). EI BZL presente en las
muestras se extrajo con una mezcla de acetonitrilo:DMSO (1:1 v/v) seguida de
desproteinizacion con TCA 10% (p/v). La concentracion de BZL en los desproteinizados
se cuantificé por HPLC acoplada a deteccion UV a 324 nm empleando un equipo Waters
600 (Waters) con una columna Luna 5 p C18 (Phenomenex). Se llevo a cabo una elucion
isocratica con una fase movil de acetonitrilo:agua en una relacién 2:3 (v/v) a una velocidad
de 1 mL/min. El balance de masa se realiz6 comparando los nmoles de BZL presentes en

el sobrenadante y en el espacio intracelular luego de las 2 h de incubacidon con los
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presentes en las muestras en el tiempo inicial (Fig. 18). Es de esperar que en caso de
tener lugar una metabolizaciéon del BZL en el tiempo estudiado, el o los metabolitos
resultantes exhibiran un tiempo de elucién y/o longitud de onda de absorciéon distintos a
los del BZL sin modificar, de forma que se observaria una disminucion en el area del pico
de BZL detectado por HPLC a 2 h con respecto al pico observado en la misma muestra a t
=0.

Preparacion de

Vehiculo=—> O O O muestras de —>  BZLintracelular (t=0)  =——>
BZL =—> sobrenadantes y
—_— O O O de lisados —> BZL sobrenadante (t = 0) =——>

100 uM
celulares Cuantificacion
I t=0 | I t=2h I por HPLC
Incubacién Preparacion de 1 1

Vehiculo = O O O 37°C O O O muestras de = =—> BZL intracelular (t =2 h)

— =—> sobrenadantes y 1

1cl>3oz:l_|w_> O O O O O O de lisados  —» «BZL sobrenadante (t = 2 h)

celulares

Fig. 18. Procedimiento para la estimacion de la metabolizacion del BZL en células HepG2.

9.2. Transporte de BZL en células HepG2

9.2.1. Ensayos con inhibidores

En una primera aproximacién para la determinacion de el/los transportador/es
involucrados en la extrusién del BZL al exterior celular se procedié a la determinacion de
BZL intracelular remanente en presencia de inhibidores de distintos transportadores (Fig.
19).

00O \4\/
il sy B _(L

BZL 100 uM /\ ifi L
o vehiculo ) Cuantificaciéon
( 2h ) ¢Verapamilo? por HPLC

BZL
Fig. 19. Primera aproximacion para la determinacién de el/los transportador/es involucrados en

el transporte de BZL.

Las células (5x10° células/pocillo) se sembraron y se cultivaron por 72 h luego de las
cuales se incubaron con 100 uM de BZL por 2 h en presencia de probenecid (PRO, 1 mM,
inhibidor de las MRPs) [225], verapamilo (VER, 100 pyM, inhibidor de P-gp) [222] o el
vehiculo. Finalizada la incubacion se obtuvieron lisados celulares por sonicacion y se

determind la concentracion de BZL en los mismos por HPLC como se describiese en la
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seccién 9.1. Una mayor concentracion intracelular de BZL en las células coincubadas con
un dado inhibidor indicaria que el transportador que es inhibido por el mismo seria

responsable, al menos en parte, del transporte de BZL.

9.2.2. Silenciamiento de P-gp

Para confirmar el rol de P-gp en el transporte de BZL se disminuyo
experimentalmente su expresion en células HepG2 mediante silenciamiento con un ARN
de interferencia.

Las células (1x10° células/pocillo) se sembraron en placas de 24 pocillos en un
medio de cultivo sin suplementar con antibidticos. Las células fueron cultivadas por 24 h
luego de las cuales se reemplaz6 el medio de cultivo por una mezcla de transfeccion.
Para la preparacion de la misma se mezclaron Optimem (Santa Cruz) (20 pL/pocillo) con
5 uL/pocillo de P-gp siRNA (h) (Santa Cruz, sc-29395) en el caso de las células con
silenciamiento de P-gp (P-gp’) o bien de Control siRNA-A (siRNA no silenciante, Santa
Cruz, sc-37007) en el caso de las células con expresién normal de P-gp (P-gp™). Se dejo
reposar durante 5 minutos luego de los cuales se agreg6 a la mezcla de transfeccion
Optimem (50 pL/pocillo) suplementado con el reactivo de transfeccién Dharmafect4 (0,50
pL/pocillo, Dharmacon, Lafayette, CO, EE.UU.) y se incubs por 25 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente se llevo a volumen final de 0,50 mL/pocillo con medio de cultivo
libre de antibiéticos obteniéndose asi la mezcla final de transfeccién (siRNA 100 nM,
Dharmafect4 1:1000 v/v) con la que las células fueron incubadas por 48 h. Finalizada la
transfeccion las células fueron cultivadas por 24 h en medio fresco libre de antibioticos y
se dispusieron para el ensayo de acumulaciéon de BZL. Las células P-gp*™ y P-gp™ se
cargaron con BZL (100 uM) determinandose a continuacion la concentracién intracelular
de BZL como se describiese en la seccion 9.1. (Fig. 20).

GO @] |0 @
O O O O O O -_— BZL BZL BZL
P-gp* P-gp~ / \
BZL 100 M BZL 100 pyM
(o vehiculo) (o vehiculo) P-gp* || P-gp -
2h 2h 4
BZL l l BZL
Cuantificacion Cuantificaciéon
por HPLC por HPLC

Fig. 20. Determinacion de la acumulacién de BZL en células P-gp* y P-gp".
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9.2.3. Efecto del pretratamiento con BZL sobre su acumulacién intracelular
Teniendo en cuenta que BZL puede inducir sistemas transportadores de drogas y
gque BZL puede ser transportado por estos sistemas, se determind el efecto del
pretratamiento con BZL (200 uM, 48 h) sobre la acumulacion intracelular de BZL luego de
una carga del mismo. Para ello se trataron las células en las condiciones descritas en la
seccion 3. Finalizado el tratamiento, las células se lavaron 2 veces con PBS y se
incubaron con BZL (100 pM, 2 h). Finalizada la incubacion se llevé a cabo la lisis celular y
se determiné la concentracion intracelular de BZL en células controles y pretratadas con
BZL por HPLC como fuese descrito en la seccion 9.1. Para verificar el rol de P-gp en el
efecto observado se realiz6 la incubacién de 2 h en presencia o ausencia de VER (100
pMM) como inhibidor de P-gp (Fig. 21).
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Fig. 21. Determinacion de la acumulacion de BZL en células pretratadas con BZL (200 uM, 48 h).

10. Estudios estadisticos

Todos los experimentos se realizaron con al menos n = 3. Las comparaciones de dos
grupos experimentales se llevaron a cabo empleando el test de la t de Student para
muestras no apareadas. Para comparaciones de mas de dos grupos se llevé a cabo un
andlisis de la variancia seguido del test de Newman-Keuls. En todos los casos se
consideraron significativas aquellas diferencias que arrojaron un valor de p < 0,05.

En el ensayo de activacion de PXR, los puntos se ajustaron mediante regresion
sigmoidea obteniéndose el valor de ECsy, concentracion a la cual la activacién de PXR es
el 50% de la maxima. Los valores de r? siempre se mantuvieron por encima de 0,95.
Todos los estudios estadisticos se utilizaron empleando el software GraphPad Prism 3.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.).
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Resultados I

1. Estudios de expresion a nivel de proteina

1.1. Expresidén de transportadores de drogas en lisados celulares

En primer lugar se realizO un estudio concentracion-respuesta de la expresion
proteica de los transportadores canaliculares de drogas P-gp, MRP2 y BCRP y del
transportador basolateral MRP3 en lisados de células HepG2 tratadas con BZL (48 h). Se
observé una induccion significativa de P-gp por BZL 200 y 1000 pM (160 + 27 y 282 *
94% respectivamente vs C = 100 + 7%) (Fig. 22A). Un patrén similar se observé en la
expresion de MRP2 (175 + 15 y 491 + 5% para 200 y 1000 uM de BZL respectivamente vs
C = 100 £ 14%) (Fig. 22B). BCRP y MRP3 no mostraron diferencias significativas a
ninguna de las concentraciones estudiadas (Fig. 22C y D).
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Fig. 22. Expresion proteica de P-gp (panel A), MRP2 (panel B), BCRP (panel C) y MRP3 (panel D) en
lisados de células HepG2 tratadas con BZL. La D.O. de las proteinas respecto de la de B-actina se expresa

como porcentaje de la relacion en controles (C). a: distinto de C, b: distinto de BZL 200 pM (p < 0,05; n = 3).
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La viabilidad celular se verific6 mediante el ensayo de MTT para todas las
concentraciones de BZL estudiadas. No se observaron diferencias significativas para

ninguna de las concentraciones, lo que independizaria los resultados obtenidos de
posibles efectos de la viabilidad del cultivo (Fig. 23).
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Fig. 23. Viabilidad de células HepG2 expuestas a distintas concentraciones de BZL (0-1000 uM,
48 h, n = 4).

Si bien la mayor respuesta a nivel de expresion proteica en P-gp y en MRP2 se
observéd a 1000 pM, esta concentracion nunca se alcanza en condiciones farmacolégicas

por lo que se decidié llevar a cabo los estudios posteriores empleando 200 uM de BZL.

1.2. Expresién de P-gp y MRP2 en membrana plasmatica

Utilizando preparaciones de membrana plasmatica se corrobor6 una induccion
significativa en respuesta al tratamiento con BZL 200 uM para P-gp y MRP2 (238 £ 76 vs
C =100 = 28% y 250 = 50 vs C = 100 + 50% para P-gp y MRP2 respectivamente) como
se habia observado en lisados totales. Esto es indicativo de que los transportadores estan
localizados apropiadamente (Fig. 24, Ay B respectivamente).
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Fig. 24. Expresion proteica de P-gp (panel A) y MRP2 (panel B) en membrana plasmética de
células HepG2 tratadas con BZL (200 uM, 48 h). La D.O. de P-gp y MRP2 respecto de la D.O.

de B-actina se expresa como porcentaje de la relacién obtenida en las células controles (C). *
distinto de C (p < 0,05; n = 3).
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1.3. Expresioén de sistemas de biotransformacién
Como sistema de fase | se analizd la expresion de CYP3A4. Los resultados

mostraron una induccién en las células tratadas con respecto a las controles (143 £ 1 vs
100 + 22%) (Fig. 25).
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Fig. 25. Expresion proteica de CYP3A4 en células tratadas con BZL. La D.O. de CYP3A4 respecto de la de

B-actina se expresa como porcentaje de la relacion en células controles (C). * distinto de C (p < 0,05; n = 3).

Con respecto a fase Il se observo induccion en GSTrt (175 £ 12 vs 100 * 35%) sin
cambios en GSTa (93 = 15 vs 100 + 14%), GSTu (113 £ 25 vs 100 £ 25%) ni UGT1A (72 +
25 vs 100 * 21%) (Fig. 26).
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Fig. 26. Expresion proteica de UGT1A (panel A), GSTa (panel B), GSTu (panel C) y GSTmt (panel D) en
HepG2 tratadas con BZL. La D.O. de las proteinas respecto de la de B-actina se expresa como porcentaje
de la relacién en cél. controles (C). * distinto de C (p < 0,05; n = 3).
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2. Estudios de expresién a nivel de ARNm

La expresion a nivel de ARNm de aquellos genes cuyos productos proteicos
exhibieron una modificacion en la expresion luego del tratamiento con BZL fue estudiada
mediante qPCR.

En el caso de los sistemas de biotransformacion se observo una induccion a nivel de
ARNmM para CYP3A4 (150 + 23 vs 100 + 21%, Fig. 27A) y GST1t (178 + 94 vs 100 + 11%,
Fig. 27B).

En el caso de los transportadores de drogas también se observa en ambos casos
una induccion a nivel de ARNm en respuesta al tratamiento con BZL (200 uM, 48 h) que
se correlaciona con la induccién a nivel proteico de P-gp y MRP2. Concretamente la
expresion fue de 332 + 151 vs 100 + 69% en el caso del mensajero de P-gp (Fig. 28A) y
293 + 137 vs 100 + 57% en el caso de MRP2 (Fig. 28B).
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Fig. 27. Expresion a nivel de ARNm de CYP3A4 (panel A) y GSTmt (panel B) en células HepG2
tratadas con BZL (200 uM, 48 h). La expresion de los correspondientes ARNm se normalizé
con respecto a la expresion del ARNr 18S. * distinto de control (C) (p < 0,05; n = 4-7).
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Fig. 28. Expresion a nivel de ARNm de P-gp (panel A) y MRP2 (panel B) en células HepG2
tratadas con BZL (200 uM, 48 h). La expresion de los correspondientes ARNm se normalizé
con respecto a la expresion del ARNr 18S. * distinto de control (C) (p < 0,05; n = 6).
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3. Estudios de actividad
A fin de verificar la consecuencia funcional de la induccién observada en la
expresion de distintos sistemas de biotransformacién y proteinas transportadoras de

drogas se cuantific6 la actividad para cada uno en particular mediante ensayos
especificos luego del tratamiento con BZL.

3.1. Actividad de sistemas de biotransformacion

3.1.1. Actividad de CYP3A4
La actividad de CYP3A4 exhibié una disminucion significativa en las células tratadas
con BZL con respecto a las células controles (58 + 6 vs 100 * 4%) (Fig. 29) indicando una

inhibicién de la actividad aun cuando se habia observado una induccién de la expresion.
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Fig. 29. Actividad de CYP3A4 en células HepG2 tratadas con BZL (200 uM, 48 h). La actividad

en las células tratadas se expresa como porcentaje de la actividad registrada en las células
controles (C). * distinto de control (p < 0,05; n = 3).

3.1.2. Actividad de GST
Se observo un incremento en la actividad de GST total (204 + 32 vs 100 + 7%) en las

células tratadas con BZL con respecto a las células controles (Fig. 30) hallandose un

correlato funcional de la induccién en la expresién de GSTrt previamente observada.
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Fig. 30. Actividad de GST en células HepG2 tratadas con BZL (200 uM, 48 h). La actividad en
las células tratadas se expresa como porcentaje de la actividad registrada en las células

controles (C). * distinto de control (p < 0,05; n = 3).
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3.2. Actividad de transportadores de drogas

3.2.1. Actividad de P-gp

En las células tratadas con BZL se observdé una acumulacion significativamente
menor de R123 con respecto a las células controles (85 + 2 vs 100 + 6%) (Fig. 31). Esto
puede deberse a un mayor eflujo de R123 via P-gp por la induccion observada en la
expresion del transportador. El uso de VER (100 pM) como inhibidor de P-gp confirma
este supuesto.

La diferencia que se observé cuando las células controles y tratadas con BZL se
coincubaron con VER (131 + 3 y 116 * 8% con respecto a las células controles en
ausencia de VER, consideradas como 100%) se deberia a la presencia de un proceso de
transporte 0 metabolizacion que esta siendo modificado por BZL y no es inhibible por
VER.
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Fig. 31. Actividad de P-gp en células HepG2 tratadas con BZL (200 uM, 48 h). Se determiné la
cantidad de R123 acumulada intracelularmente. La actividad se expresa como porcentaje de la
actividad en las células controles (C). a: distinto de C, b: distinto de C + VER, c: distinto de BZL
200 uM (p < 0,05; n = 3).

3.2.2. Actividad de MRP2

La actividad de MRP2 se determind midiendo la cantidad del sustrato modelo
DNP-SG excretado acumulativamente luego de 60 minutos. Se observo un incremento
significativo en la cantidad excretada por las células tratadas con BZL con respecto a las
células controles (181 + 1 vs 100 + 7%). No se observé diferencia entre grupos ante el
agregado de PRO (1 mM) confirmando la participacién de un transportador de la familia

MRP en el efecto observado (75 £ 1y 81 + 6% en las células controles y tratadas con BZL
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respectivamente cuando éstas son coincubadas con PRO con respecto a las células
controles en ausencia de PRO) (Fig. 32).
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Fig. 32. Actividad de MRP2 en células HepG2 tratadas con BZL (200 pM, 48 h). Se determino el
eflujo de DNP-SG luego de 60 minutos. La actividad se expresa como porcentaje de la

actividad en las células controles (C). a: distinto de C, b: distinto de C + PRO, c: distinto de BZL
200 uM (p < 0,05; n = 3).

Como control, se evalud la cantidad de DNP-SG intracelular formada luego de la
incubacion con CDNB previo al eflujo. No se observaron diferencias significativas en las

células tratadas con BZL con respecto a las controles (106 £ 4 vs 100 = 3%) (Fig. 33).
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Fig. 33. Cantidad de DNP-SG intracelular en células HepG2 tratadas con BZL (200 uM, 48 h) e

incubadas con CDNB 0,50 M (30 min). La cantidad de DNP-SG se expresa como porcentaje de
la cantidad en las células controles (C).

Los niveles intracelulares de glutation reducido (GSH) se determinaron a fin de
descartar una potencial influencia de los mismos en la secrecibn de DNP-SG. No se

observaron cambios en las células tratadas con BZL respecto a las células controles (116
+ 12 vs 100 + 10%) (Fig. 34).
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Fig. 34. Cantidad de GSH intracelular en células HepG2 tratadas con BZL (200 uM, 48 h). La
cantidad de GSH se expresa como porcentaje de la cantidad en las células controles (C).

4. Expresion de PXR y cofactores en la linea celular HepG2

A fin de caracterizar el mecanismo de accion del BZL en el modelo empleado, se
procedio en primer lugar a la determinacion de la expresion basal de PXR, su partner
RXRa y el coactivador p300 en el clon de la linea celular HepG2 presente en nuestro
laboratorio. Para las tres proteinas se detectd expresion proteica significativa (Fig. 35)

representando un primer control de la validez del estudio de vias reguladoras
dependientes de PXR en el presente modelo.

e |
PXR RXRo ’ p300 -

Fig. 35. Expresion proteica de PXR (panel A), RXRa (panel B) y p300 (panel C) en la linea
celular HepG2.

5. Rol de PXR en el efecto de BZL sobre sistemas de biotransformacion y
transportadores de drogas

Para evaluar la mediacién de un dado receptor nuclear en una respuesta biologica
existen dos estrategias:

a- sobreexpresar el receptor nuclear: permite sugerir la intervencion del receptor
nuclear en la regulacion de los genes blanco.

b- silenciar el receptor nuclear: permite confirmar definitivamente la participacién del

receptor nuclear en la regulacion de los genes blanco por un ligando.

5.1. Experimentos de sobreexpresiéon de PXR

Si bien se logro corroborar la expresion de RXRa y p300 en el modelo en estudio, la
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funcibn de PXR y su efecto regulador sobre genes target (ej. sistemas de
biotransformacion y excrecion de xenobidticos) depende de un concierto de proteinas
correguladoras que excede a las anteriores. La expresion y funcién de las mismas varia
entre los distintos tipos celulares, podria variar entre clones de lineas celulares y por ende
modificar la regulacion génica via PXR [118,232,233]. Por lo tanto, resultdé pertinente
corroborar la sensibilidad de genes blanco de PXR a niveles variables del mismo en el
presente modelo. Como genes testigo se emplearon los que codifican P-gp, MRP2, BCRP
y MRP3. Un cambio en sus niveles de expresion en respuesta a variaciones en los niveles
de PXR (muestra de sensibilidad a PXR) indicaria integridad de la via de regulacion
dependiente de PXR en el modelo empleado. De verificarse lo anterior se habilitaria el

uso del presente modelo para el estudio de la regulacion por BZL.

5.1.1. Sobreexpresion de PXR en células HepG2

La sobreexpresion de PXR se establecio transfectando las células con el plasmido
pSG5-hPXR, que codifica el receptor nuclear de origen humano bajo el control de un
promotor constitutivo. Las células que se utilizaron como control se transfectaron con el
vector vacio (pSG5).

La expresién de PXR en células transfectadas con el pSG5-hPXR se determiné por
inmunocuantificacién. Se observo, tal cual se esperaba, una sobreexpresiéon de PXR en
las células transfectadas con el pSG5-hPXR (375 + 28 vs 100 + 11% en las células
transfectadas con el vector vacio) (Fig. 36A). Como control se verificé que la transfeccion
no modifica la expresiéon de RXRa, partner obligado de PXR (92 + 25 vs 100 £ 5% en las
células transfectadas con el pSG5) (Fig. 36B).
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Fig. 36. Expresion proteica de PXR (panel A) y RXRa (panel B) en células HepG2 transfectadas
con el pSG5 o con el pSG5-hPXR. La D.O. de los receptores nucleares respecto de la de

B-actina se expresa como porcentaje de la relacion en las células transfectadas con el pSG5. *
distinto de pSG5 (p < 0,05; n = 3).
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5.1.2. Expresion de genes blanco en condiciones de sobreexpresion de PXR

Una vez establecida la sobreexpresion de PXR, se cuantificé la expresion de P-gp,
MRP2, BCRP y MRP3, como ejemplo de genes blanco de PXR, en condiciones basales
(células transfectadas con el pSG5) y de sobreexpresion de PXR (células transfectadas
con el pSG5-hPXR).

Los resultados mostraron en los cuatro casos una induccion significativa del
respectivo transportador en respuesta al aumento en la expresion de PXR. La expresion
con respecto a las células transfectadas con el vector no codificante pSG5 resulté 129 + 4
vs 100 £ 6% para P-gp (Fig. 37A), 173 £ 5 vs 100 + 11% para MRP2 (Fig. 37B), 156 + 16
vs 100 = 8% (Fig. 37C) y 180 = 8 vs 100 £ 2% para MRP3 (Fig. 37D). De esta manera se
corroboro la inducibilidad de los genes estudiados por PXR. Estos resultados indican que
el receptor nuclear es funcional en el modelo empleado aun en ausencia de un ligando
exdgeno.
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Fig. 37. Expresion proteica de P-gp (panel A), MRP2 (panel B), BCRP (panel C) y MRP3 (panel
D) en lisados de células HepG2 transfectadas con el plasmido pSG5 (barras blancas) o con el
pSG5-hPXR (barras coloreadas). La D.O. de los transportadores con respecto a la D.O. de
B-actina se expresa como porcentaje de la relacion obtenida en células transfectadas con el
pSG5. * distinto de pSG5 (p < 0,05; n = 3).
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De estos experimentos, donde se corrobora la factibilidad de una regulacion de los
genes especificos aqui estudiados via PXR, la mejor estrategia para evaluar si PXR es el
mediador de los efectos de BZL (Resultados |, secciones 1 y 2) resulté ser el
silenciamiento del receptor nuclear. Una disminucién experimental de la cantidad de PXR
disponible resultaria también en una menor cantidad de PXR activado por BZL, que no

seria suficiente para evocar respuesta.
5.2. Experimentos de silenciamiento de PXR

5.2.1. Silenciamiento de PXR en células HepG2

El silenciamiento de la expresion de PXR en las células HepG2 se llevo a cabo por
transfeccion con un ARN pequefio de interferencia (SiRNA) especifico dirigido contra PXR
humano (células PXR’) obteniéndose un silenciamiento a nivel de proteina del 74%
respecto de las células PXR" (26 + 21 vs 100 + 20%) (Fig. 38).
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Fig. 38. Expresién proteica de PXR en lisados de células HepG2 transfectadas con un siRNA
contra PXR (PXR") y con un siRNA control no silenciante (PXR*). La D.O. de PXR con respecto

a la D.O. de GAPDH se expresa como porcentaje de la relacién obtenida en las células PXR".
* distinto de PXR* (p < 0,05; n = 3).

5.2.2. Efecto del silenciamiento de PXR sobre la induccién de sistemas de
biotransformacién y transportadores de drogas por BZL

Para corroborar la mediacion de PXR en los efectos de BZL (200 uM, 48 h) se repitié
el tratamiento en células PXR* y PXR". Para P-gp se observd una induccion por BZL en
células PXR" (186 £ 23 vs 100 + 31%) sin induccién significativa en las células PXR™ (111
+ 22 vs 100 £ 19%) (Fig. 39A). Un resultado similar se observé para MRP2 con una
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induccion en las células PXR™* (188 + 27 vs 100 £ 38%) sin cambios significativos en las
células PXR" (90 = 35 vs 100 + 4%) (Fig. 39B).

En los sistemas de biotransformacion se observé una induccion de CYP3A4 en las
células PXR" (268 + 73 vs 100 * 48%) sin cambios significativos en las células PXR" (61 +
22 vs 100 + 33%) (Fig. 39C). En GSTrt se observo una induccion en las células PXR"*
(131 + 6 vs 100 £ 15%) sin cambios en las células PXR™ (104 + 28 vs 100 £ 21%) (Fig.
39D).

La ausencia de efecto de BZL en las células PXR" indica la mediacién de PXR en el

mismo.

150% -

100% = T T

200% 1

150% -

*
100% - T
50% -]
BZL C BZL
+

50%

P-gp /| GAPDH (% de control)

MRP2 | GAPDH (% de control)

c  BzZL c  BZL c
PXR* PXR PXR PXR

P-gp - - MRP2 | S e

GAPDH W s (S GAPDH e | w—— _—

*
300% 1 T @

200% A

200% 1

150% - *

100% -

100% -
50% -

C BZL Cc BZL C BZL C BZL

CYP3A4 | GAPDH (% de control)
|
—

GSTrt | GAPDH (% de control)

PXR* PXR" PXR* PXR"

oveaar M w o< |

[
caroH [ - - GAPDH | ——

Fig. 39. Expresion proteica de P-gp (panel A), MRP2 (panel B), CYP3A4 (panel C) y GSTnt
(panel D) en lisados de células HepG2 PXR* y PXR". La D.O. de cada proteina con respecto a
la D.O. de GAPDH se expresa como porcentaje de la relacién obtenida en las células controles
(C). * distinto de control (p < 0,05; n = 3).
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Luego de confirmarse la participacion de PXR en la regulacion de P-gp, MRP2,
CYP3A4 y GSTmt por BZL se decidié profundizar sobre el mecanismo de la induccion.
Existen dos posibilidades:

1. Que BZL induzca la expresion de PXR (y/o de su partner RXRa) y de esta manera
regule la expresion de los genes aqui estudiados.

2. Que BZL sea sélo activador/ligando de PXR (sin modificar su expresion) y
provogue una induccién de los genes estudiados como ocurre para la mayoria de los
inductores previamente estudiados [91,92].

Alternativamente, ambas posibilidades podrian ocurrir simultaneamente.

5.3. Efecto de BZL sobre los niveles de expresion de PXR y RXRa

A fin de verificar si el mecanismo de induccién por BZL involucra un aumento en la
expresion de PXR (y/o de su partner RXRa) se determinaron los niveles de ambos
receptores nucleares.

No se observaron cambios significativos en la expresion de PXR ni en la expresion
de RXRa en las células tratadas con BZL con respecto a las células controles (99 + 18 vs
100 £ 25% y 93 = 8 vs 100 + 13% para PXR y RXRa respectivamente) (Fig. 40). De esta
manera se descarta la induccion de la expresiébn de los receptores nucleares como
mecanismo de induccion de los sistemas de biotransformacion y excrecion previamente
mostrada (Resultados I, secciones 1y 2).
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Fig. 40. Expresion proteica de PXR (panel A) y RXRa (panel B) en células HepG2 tratadas con
BZL (200 pM, 48 h). La D.O. de las proteinas con respecto a la de B-actina se expresa como
porcentaje de la relacién en las células controles (C). * distinto de C (p < 0,05; n = 3).
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5.4. Activacion de PXR por BZL

A fin de determinar si el mecanismo por el cual PXR media el efecto de BZL
consiste en una activacion del mismo, se determind la actividad del receptor nuclear en
presencia de distintas concentraciones de BZL. Para ello se utilizaron células
LS180-PXRRE que expresan en forma estable un gen reportero sensible a la activacion
de PXR. Empleando estas células se construyd una curva de activacion de PXR por BZL
verificandose el rol de BZL como activador del receptor nuclear. Por regresion sigmoidea
se obtuvo un valor de ECso de 259 + 38 uM (Fig. 41A). Como control positivo de activacion
de PXR se empleé RIF corroborandose la activacion esperada de PXR con un valor
estimado por regresion sigmoidea de ECs, de 19 £ 3 uM (Fig. 41B).
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Fig. 41. Activacion de PXR en respuesta a BZL (panel A) y RIF (panel B) en células
LS180-PXRRE. Las medidas de luminiscencia se expresan en unidades arbitrarias y fueron

ajustadas por regresion sigmoidea obteniéndose el valor de ECs, (n = 3).
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1. Metabolismo de BZL en células HepG2

Para estimar si BZL es metabolizado en las condiciones de cultivo de las células
HepG2, se realizé un balance de masas luego de 2 h de incubacion a fin de detectar una
posible disminucion en la cantidad de BZL sin modificar.

Las cantidades recuperadas inicialmente (t = 0) fueron 2,20 £ 0,13 y 31,92 + 1,36
nmoles de BZL en el espacio intracelular y en el sobrenadante respectivamente,
obteniéndose una sumatoria en todo el sistema de 34,12 + 1,37 nmoles de BZL. Mientras
que luego de 2 h de incubacién las cantidades recuperadas fueron 0,89 + 0,14 y 33,72 +
1,00 nmoles de BZL en el espacio intracelular y el sobrenadante respectivamente con una
sumatoria en todo el sistema de 34,61 + 1,01 nmoles de BZL (Fig. 42).

En el presente diseiio experimental no se observaron cambios en la cantidad total de
BZL (intracelular + sobrenadante) luego de 2 h de incubacién con BZL (100 pM). Sin
embargo, una disminucion significativa se observo en la cantidad de BZL intracelular con
respecto a la cantidad intracelular inicial. Este resultado indicaria que, luego de una
difusion rapida, se produce la extrusion de la droga por accion de un sistema
transportador. Por otro lado, no hay cambios en la cantidad de BZL recuperada del
sobrenadante celular (medio de cultivo).

T T

30 1
k)
£
R
3
s 20 =
-
[
=%
3
o
I
)
3
] 10 -
c
N
c
[
m

IJ_I *
Intracelular Total Intracelular Total
Sobrenadante Sobrenadante
t=0 t=2 horas

Fig. 42. Cantidades de BZL (nmoles) recuperadas luego del agregado de BZL 100 yM a tiempo

0 (panel izquierda) y luego de 2 h de incubacién (panel derecha). * distinto de intracelular a
tiempo 0 (p < 0,05, n = 3).
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2. Efecto de inhibidores de transportadores de drogas sobre la acumulaciéon de BZL

Habiéndose corroborado la ausencia de metabolizacién durante las primeras 2 h de
incubacién con BZL, se procedid a realizar una primera aproximacion para determinar
el/los transportador/es involucrado/s en la extrusion de BZL de células HepG2. Para ello
se coincubaron las células con BZL (100 uM, 2 h) y PRO (1 mM) o VER (100 pM) como
inhibidores del transporte determinandose la cantidad de BZL retenido luego de la
incubacion.

Se observd una acumulacion significativamente mayor en las células coincubadas
con VER respecto de las células controles no expuestas a ningun inhibidor (128 £+ 16 vs
100 + 3%) sugiriendo la dependencia del transporte de BZL, al menos en parte, de P-gp.

No se observaron cambios significativos en la acumulacion de BZL en las células
coincubadas con PRO (88 + 8 vs 100 + 3%) (Fig. 43).

150% =

100% =

50%

Benznidazol intracelular (% de control)

Cc C+PRO C+VER

Fig. 43. BZL retenido intracelularmente luego de la incubacién con BZL (100 uyM, 2 h) en

presencia o ausencia de PRO (1 mM) y VER (100 pM) como inhibidores del transporte. *distinto
de control (p < 0,05, n = 3).

3. Efecto del silenciamiento de P-gp sobre la acumulacién de BZL

3.1. Silenciamiento de P-gp

A fin de confirmar la participacion de P-gp en el transporte de BZL en células HepG2
se procedi6 a su silenciamiento mediante transfeccion con un sSiRNA. En estas
condiciones se logré una disminucion significativa de la expresion proteica de P-gp en las
células transfectadas con el siRNA especifico contra el mensajero de P-gp humano

(P-gp) con respecto a las células transfectadas con el siRNA control no silenciante (P-gp*)
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(50 12 vs 100 + 7%) (Fig. 44).
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Fig. 44. Expresion proteica de P-gp en lisados de células HepG2 P-gp” y P-gp*. La D.O. de
P-gp con respecto a la D.O. de GAPDH se expresa como porcentaje de la relacion obtenida en
las células P-gp*. * distinto de P-gp* (p < 0,05; n = 3).

3.2. Acumulacién de BZL en células PXR" y células PXR
Al repetir el experimento detallado en el punto 2 de la presente seccidbn empleando
células P-gp* y P-gp” se observd una acumulacién significativamente mayor de BZL en

células P-gp” que en células P-gp* (115 + 2 vs 100 + 3%) confirmando la participacién de
P-gp en el transporte de BZL (Fig. 45).
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Fig. 45. BZL retenido intracelularmente luego de la incubacion con BZL (100 uM, 2 h) en células
P-gp* y células P-gp". * distinto de P-gp* (p < 0,05, n = 3).

4. Acumulacién de BZL en células pretratadas con BZL

Teniendo en cuenta que P-gp participa en el transporte de BZL y que el
pretratamiento con BZL induce la expresion de P-gp, es esperable que el pretratamiento
con BZL modifique su propia concentracion intracelular. Para corroborar esta hipotesis se
repitié el experimento de acumulacion de BZL (100 pM, 2 h) en células pretratadas con

BZL (con induccion de P-gp) y en células controles (no tratadas). Se observé una
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acumulacion significativamente menor de BZL en las células que fueron pretratadas por
48 h con el farmaco respecto de aquellas células controles que fueron expuestas al
vehiculo durante 48 h (73 = 15 vs 100 + 2%). El efecto desaparece ante el agregado de
VER durante la incubacién de 2 h, donde la acumulacion en células controles y

pretratadas con BZL no difiere estadisticamente (120 + 4 y 115 + 5% respectivamente,
Fig. 46).
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Fig. 46. BZL retenido intracelularmente luego de la incubacion con BZL (100 uM, 2 h) en células
controles y pretratadas con BZL (200 pM, 48 h). La acumulacién se expresa como porcentaje

de la acumulacién en las células controles (C). a: distinto de C, b: distinto de C + VER, c:
distinto de BZL (p < 0,05; n = 3).
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1.1. Efecto del tratamiento con BZL sobre la expresién y actividad de sistemas de
biotransformacién y transportadores de drogas

La expresion y la actividad de los sistemas de biotransformacion y transportadores
de drogas suelen ser reguladas por endo- y xenobioticos. Entre los xenobidticos se
encuentran toxicos ambientales, compuestos de la dieta y, fundamentalmente, farmacos.
Si bien existen estudios que vinculan al tratamiento con compuestos antiparasitarios con
una induccidon en la expresion de proteinas de la familia del citocromo P450 vy
transportadores de drogas [200,201], se dispone de escasa informacion acerca de los
efectos del BZL sobre tales sistemas.

En el presente Trabajo de Tesis, se demostré un efecto inductor de BZL sobre la
expresion (y eventualmente la actividad) de distintos sistemas de biotransformacion y
transportadores de drogas en la linea celular HepG2. La misma es utilizada como una

aproximacion experimental del hepatocito humano [208,209].

En primer lugar, se evalud el efecto del tratamiento con distintas concentraciones de
BZL sobre la expresion de tres proteinas transportadoras de localizacion canalicular
(P-gp, MRP2 y BCRP) y una proteina transportadora de localizacién basolateral (MRP3).
Los resultados mostraron una induccién significativa de P-gp y MRP2 en lisados totales
de células HepG2 tratadas con 200 uM de BZL y mayor aun cuando la concentracion
empleada era de 1000 uM, sugiriendo la presencia de un mecanismo dependiente de la
concentracion. No se observaron cambios en BCRP ni MRP3. Dado que la concentracion
de 1000 uM no se alcanza en condiciones farmacolodgicas, se decidié emplear la
concentracion de 200 uM para el resto de los estudios.

Dado que la exposicién a farmacos o las condiciones de cultivo pueden modificar la
localizacion de los transportadores [85,86], la observacion de una induccion en lisados, si
bien sirve de aproximacion, no garantiza que el transportador esté ubicado donde
normalmente se expresa (situacion que condiciona su actividad). En el presente estudio,
se verificd que la induccién observada para P-gp y MRP2 en lisados totales se reproduce
también al llevar a cabo los andlisis a nivel de la membrana plasmatica de las células
HepG2. Si bien la técnica de fraccionamiento empleada no permite discriminar entre
membranas canaliculares (apicales) y membranas basolaterales (sinusoidales), la
localizacion de ambas proteinas en hepatocitos es exclusivamente apical [27,50]. Por lo
tanto, es altamente probable que la sobreexpresion de ambos transportadores, producto

del tratamiento con BZL, esté teniendo lugar a nivel de la membrana canalicular. Esto
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sugeriria que el efecto inductor de BZL puede tener una consecuencia en la actividad de
ambos transportadores. Para verificarlo, se emplearon ensayos especificos para la
cuantificacion de la actividad de P-gp y MRP2.

En el caso de P-gp, se emple6 R123 como sustrato modelo. Al incubar las células en
presencia del sustrato se produce una difusion pasiva del mismo desde el medio de
cultivo a través de la bicapa lipidica hacia el interior celular desde donde, también por
difusion pasiva, puede volver al medio de cultivo. Adicionalmente, P-gp funciona como un
mecanismo adicional de transporte hacia el exterior celular que permite mantener
concentraciones inferiores en el interior celular a expensas de un gasto de energia. En el
presente Trabajo de Tesis se observé una menor acumulacion intracelular de R123 en
células tratadas con BZL (200 uM, 48 h) que en células controles. Teniendo en cuenta que
el proceso difusivo no deberia ser afectado por el tratamiento, la diferencia en la
acumulacion se deberia a un mayor transporte activo. La participacion de P-gp en el
mismo se verificO al observarse una acumulacién significativamente mayor luego de
coincubar las células con VER (100 pM, inhibidor de P-gp) [222]. Seria de esperar, de ser
el transporte via P-gp el Unico proceso que media el eflujo no difusivo de R123, que el
agregado de VER, y en consecuencia la anulacion de la funcion de P-gp, iguale la
acumulacion intracelular en células controles y tratadas con BZL. Sin embargo, los
resultados muestran, en presencia de VER, una acumulacion leve pero significativamente
menor en las células tratadas con BZL (grupo BZL + VER) respecto de las células
controles en presencia de VER (grupo C + VER). Esto indicaria la presencia de un
proceso que favorece la menor acumulacién de R123 que es estimulado por BZL y no es
inhibible por VER. Ademas del transporte via P-gp, se conoce que la actividad de BCRP
es responsable, en parte, de la secrecion activa de R123 [234] no siendo inhibible por
VER [222]. No obstante, dado que BZL no afecta la expresion de BCRP, seria improbable
gue este transportador sea el responsable de la diferencia observada. Se ha descrito,
también, la participacion de transportadores OATP y OCT en la captacion de R123
[235,236]. La expresion de algunas isoformas de las mismas ha sido demostrada en
células HepG2 [237]. En las condiciones del experimento, las células siempre estan
expuestas a una concentracion de R123 mayor que la concentracion micelar critica [235].
De esta manera, se favoreceria el fendmeno pasivo por sobre la difusion facilitada. Sin
embargo, no puede descartarse totalmente un efecto de BZL sobre la captacién de R123.
Por otro lado, se ha descrito la acumulacién de R123 en mitocondrias y la afectacion de

su fluorescencia por el potencial de membrana mitocondrial [238]. Tampoco puede
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descartarse una acumulacion mitocondrial diferencial en células controles y tratadas con
BZL. Por dltimo, se ha descrito que R123 puede sufrir cierto grado de metabolizacion a
nivel intracelular para formar rodamina 110. Si bien su espectro de absorcion se
encuentra desplazado y su rendimiento cuantico es menor respecto del de la R123, la
metabolizacion también podria explicar la diferencia que se observa entre células
controles y tratadas con BZL cuando ambos grupos se incuban en presencia de VER.

En el caso de MRP2, se analiz6 la actividad determinando el eflujo del DNP-SG. Los
resultados muestran una secrecion significativamente mayor en células tratadas con BZL
respecto de las células controles. Dado que el DNP-SG, en las condiciones del ensayo, se
forma de manera espontanea a partir de CDNB [223], el efecto no seria atribuible a una
mayor actividad de GST. De la misma manera, dado que la cantidad intracelular de
glutation reducido no es afectada por el tratamiento, tampoco seria este un factor que
determina la diferencia observada en el tratamiento con BZL. Por el contrario, la reversion
del efecto ante el agregado de PRO (inhibidor de las MRPs, [225]), indicaria la
participacion de un transportador tipo MRP en el fendmeno observado. Las células HepG2
expresan niveles considerables de MRP2 y MRP3, siendo el primero de ellos el que
muestra mayor afinidad por los conjugados de glutation [50]. Dado que, por un lado, la
expresion de MRP3 no se modifica en el tratamiento con BZL, y que por otro lado, MRP3
transporta preferentemente conjugados de acido glucurénico [71], su participaciéon en la
secrecion de DNP-SG no seria importante y no variaria entre células controles y tratadas
con BZL. Por otro lado, la expresion de MRP1, que también transporta conjugados de
glutation, en células HepG2 es muy baja [149]. De la misma manera, existen estudios que
demuestran una expresion baja de MRP4 en células HepG2 [150] y, ademas, su rol en el
transporte de DNP-SG aun es controversial [239]. Por lo tanto, la secrecién de DNP-SG
observada y su aumento observado en células tratadas con BZL serian atribuibles, en
gran medida, a MRP2 y a su induccion por BZL respectivamente.

El presente Trabajo de Tesis representa el primer estudio que demuestra un rol
inductor de BZL sobre P-gp y MRP2 en un sistema humano. Paralelamente, en otro
Trabajo del grupo, se demostré un rol inductor de BZL in vivo en higado de rata que se
correlaciona con una mayor excrecion de sustratos modelos de cada transportador
(Perdomo y col., enviado a publicar). Por otro lado, en estudios clinicos, se observé que
sujetos con induccion de P-gp o MRP2 por RIF muestran menor AUC y/o mayor excrecion
de farmacos coadministrados sustratos de los mencionados transportadores [53,168,169].

De ser BZL capaz de evocar una respuesta similar a la de RIF, se podrian esperar efectos
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sobre la depuracion de otros farmacos coadministrados sustratos de P-gp y/o MRP2, y

por ende, cambios en la respuesta farmacoldgica y/o toxicoldgica.

En lo que respecta a la expresion proteica de sistemas de biotransformacion, se
observé una induccion en CYP3A4 y GSTmt luego del tratamiento con BZL (200 uM). La
actividad de CYP3A4 se determiné empleando un ensayo especifico para esa isoforma en
particular, que independizaria los resultados de otras isoformas de menor importancia
farmacolégica. Los resultados mostraron una inhibicion significativa en la actividad de la
enzima en las células tratadas con BZL respecto de las células controles. De esta manera,
los resultados se encuentran en concordancia con lo descrito décadas atras por Masana y
col. [205] que mostraron una inhibicion por BZL de las actividades aminopirina- y
etilmorfina N-demetilasa. Ambas actividades son indicadoras de la actividad de CYP3A4
[240,241]. Teniendo en cuenta que el CYP3A4 es el responsable del metabolismo de mas
del 50% de las drogas empleadas en la practica clinica [12], la inhibicion podria dar lugar
a potenciales interacciones droga-droga. De la misma manera que se observd, por
ejemplo, una menor depuracion de midazolam ante la coadministracion con inhibidores de
CYP3A4 como voriconazol y ritonavir [176], lo mismo podria llegar a ocurrir en el caso de
gue el BZL sea administrado con sustratos del CYP3A4. La interaccion seria aun de
mayor gravedad en el caso de sujetos que ya expresan bajos niveles de CYP3A4 debido
a factores etarios, étnicos y/o nutricionales [10,11].

En el caso de la actividad de GST, el ensayo empleado se basa en la conjugacion
del CDNB, la cual es catalizada por distintas isoformas de la GST [228]. A nivel de las
GSTs de origen humano, la actividad con respecto al CDNB es mayor en sentido GSTu >
GSTmnt > GSTa [14]. Dado que no se observan diferencias en la expresion de GSTa ni de
GSTy, el incremento medido en la actividad se deberia al aumento en la expresion de
GSTrt. La expresion de GSTmt en hepatocitos normales de rata es indetectable. No
obstante, se ha descrito su inducibilidad luego de la exposicion a estimulos quimicos y en
modelos de preneoplasia [242,243]. En higado humano, GSTP1 es la Unica isoforma de
GSTrt presente, siendo los ductos biliares el mayor sitio de expresion constitutiva. GST se
ha visto implicada en la conjugacion de especies electréfilas potencialmente perjudiciales
para la célula [14]. La induccibn de GST por BZL podria servir para contrarrestar
potenciales efectos oxidativos desencadenados por el farmaco, y por otros farmacos
coadministrados [181]. Al respecto, se ha observado, que la transfeccion de la linea

celular hepatica HEp2A con un vector de expresion de GSTP1 aumenta la resistencia de
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las mismas a doxorubicina [244], por lo que no podrian descartarse interacciones entre
BZL y farmacos coadministrados que sean sustratos de, o cuyas propiedades sean
modificadas por GSTrt. Las consecuencias podrian implicar la inactivacién del farmaco o
de sus metabolitos y una mayor excrecion del mismo al estar favorecida su conjugacion.
Teniendo en cuenta que existe una funcion coordinada fundamentalmente entre GST
y MRP2 en la que MRP2 transporta los conjugados de glutation producto de la actividad
de GST, el efecto inductor de BZL estaria teniendo lugar a dos niveles de la via de
excrecion. Es decir, se estaria generando una mayor cantidad de sustrato de MRP2
debido a una mayor actividad de GST, y éste se estaria transportando con mayor
eficiencia debido a la mayor actividad de MRP2. Esto aporta mas evidencia a la existencia
de un mecanismo de regulacion coordinada para ambas proteinas, la que también podria
darse en el caso de CYP3A4 y P-gp [8]. A fin de responder eficientemente a cambios en
los niveles de xenobidticos del organismo, el mecanismo regulador deberia censar
cambios en las concentraciones de los mismos y responder modificando la expresion de

los sistemas de biotransformacioén y transportadores con el fin de eliminar el xenobidtico.

1.2. Participacion de PXR en el efecto de BZL sobre sistemas de biotransformacion
y transportadores de drogas

En el presente Trabajo de Tesis, se demostrd la induccion de CYP3A4, GSTm, P-gp
y MRP2 a nivel de proteina por BZL (200 uM). Mediante PCR cuantitativa a tiempo real se
demostrd, ademas, una induccion en los niveles de los ARN mensajeros que codifican las
cuatro proteinas. Por consiguiente, podria postularse un mecanismo de regulacion a nivel
transcripcional o postranscripcional. Es decir, BZL estaria desencadenando un proceso
gue culmina en un aumento en la velocidad de transcripcion de los genes blanco, o bien,
de ser un mecanismo postranscripcional, estaria teniendo lugar un aumento en la
estabilidad del ARNm de los genes blanco en forma dependiente de BZL.

Si bien se han observado casos de regulacién postranscripcional de sistemas de
biotransformacion y transportadores de drogas [74,76,77], se trata de un mecanismo poco
frecuente. Ademas, alin no se conoce un mecanismo de regulacién postranscripcional que
permita responder a un gran nimero de estimulos farmacol6gicos y toxicoldégicos como lo
es el mecanismo en el que participa PXR. Teniendo en cuenta las caracteristicas
estructurales del BZL (hidrofobicidad), un mecanismo dependiente de receptores

nucleares seria el mas probable para mediar los efectos sobre los sistemas estudiados.
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Dentro de los receptores nucleares, PXR seria un buen candidato, lo cual considerando
su modo de accion exclusivamente a nivel transcripcional [92], permitiria descartar la
presencia de mecanismos postranscripcionales.

En higado normal, se ha observado una elevada expresion constitutiva de PXR. No
obstante, la expresion de sistemas de biotransformacion, proteinas transportadoras y
factores de transcripcién puede variar entre una célula normal del organismo, una linea
celular e incluso entre distintos clones de la misma linea celular [210,245-248]. En el caso
particular de PXR, Kauffmann y col. [149] muestran expresion del receptor nuclear en dos
clones distintos de HepG2, siendo suficiente para observar induccion de un gen blanco
como MRP2 luego del tratamiento con el agonista RIF. Otros autores, por su parte,
postulan que los niveles de expresion basales en células HepG2 serian bajos para
asegurar una funcion de detoxificacion adecuada [249]. Las discrepancias pueden surgir
tanto de los niveles de expresion de PXR, como de la expresion de coactivadores y/o
correpresores. Para corroborar la validez de nuestro modelo para estudiar un mecanismo
de regulacion via PXR, se evalué la expresion del mismo, como asi también la de RXRa
cuya heterodimerizacion con PXR es fundamental para la funcion de este receptor nuclear
[90]. Ademas se verificd la expresion del factor de transcripcion p300, el cual exhibe
actividad decompactadora de la cromatina y participaria en la cascada de sefializacion
luego de la activacién de PXR [116]. Tanto para PXR, como para RXRa y p300 se observo
una expresion significativa que habilito la realizacion de estudios posteriores. No obstante,
si bien la expresion de PXR y los cofactores analizados representa un punto de partida, la
funcién del receptor nuclear es dependiente de un concierto de coactivadores,
correpresores y factores generales de la transcripcion que también puede verse alterada
en el modelo, dificultando de esta manera el estudio de la regulacién a través de PXR
[92].

La funcionalidad de un receptor nuclear puede probarse de distintas maneras, por
ejemplo, mediante la activacion de un gen reportero bajo el control de uno o mas
elementos de respuesta a ese receptor nuclear [162]. En el caso de PXR, su elevada
promiscuidad [91-93] implicaria que podria activarse por diversos compuestos enddgenos,
como asi también por compuestos presentes en el medio de cultivo o en el suero fetal
bovino que se utiliza como suplemento del mismo, ain en ausencia de los activadores de
PXR caracterizados [8,92]. De esta manera, empleando un medio de incubacion

constante durante el experimento, la sobreexpresion del receptor nuclear seria suficiente
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para aumentar la cantidad de PXR activado y de esta manera la transcripcion de genes
blanco. Para corroborar la hipotesis, se transfectaron las células con el plasmido
pSG5-hPXR a fin de provocar una sobreexpresion del receptor nuclear. Al analizar la
expresion de P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP como genes blanco de PXR
[108,143,153,156,160,250], se observd un aumento en la expresion proteica en las
células transfectadas con el pSG5-hPXR (con sobreexpresion de PXR) con respecto a las
transfectadas con el vector vacio (pSG5, con expresion basal de PXR). De esta manera,
los resultados muestran que las células HepG2 empleadas conservan la capacidad de
responder a niveles variables en PXR habilitando, por ende, su empleo para el estudio de
la participacion de PXR en la regulacion de sistemas de biotransformacion y
transportadores de drogas por BZL.

A fin de confirmar definitivamente la participacion de PXR en la induccion de
CYP3A4, GSTm, P-gp y MRP2 por BZL, una estrategia hubiera sido repetir los ensayos de
induccién en células transfectadas con el pSG5-hPXR o bien con el pSG5 y comparar los
resultados en funcion del pladsmido empleado. En este caso, una mayor induccion en
células con sobreexpresion de PXR respecto de la induccion observada en células
transfectadas con el vector vacio (con expresion basal de PXR) hubiera sido indicadora
de un rol de PXR en el efecto de BZL. No obstante, podia ocurrir que ante un estimulo
como podria ser el agregado de un agonista, los niveles de coactivadores resulten
limitantes. En este caso, no se podria transducir eficientemente la sefial. Es decir, la
sobreexpresion de PXR no alcanzaria para aumentar la magnitud de la induccion de los
genes blanco en respuesta a BZL respecto de la induccidon observada en condiciones
basales de expresién de PXR. Por lo tanto, se decidié hacer uso del silenciamiento de
PXR. EI mismo consiste en disminuir experimentalmente la expresién de PXR, esperando
observar de esta manera una disminucién en la induccion luego del tratamiento con BZL.
La transfeccion con un ARN de interferencia especifico contra PXR humano (células
PXR) resulté en un silenciamiento del 74% en la expresiéon proteica del receptor nuclear.
En estas condiciones, se repitieron los tratamientos con BZL (200 uM) y se cuantificd
nuevamente la expresion de CYP3A4, GSTm, P-gp y MRP2, ahora en células PXR"y en
células PXR". En las células PXR", se volvio a observar la induccion por BZL previamente
descrita; mientras que en las células PXR™ no se observaron cambios significativos en las
células tratadas con BZL respecto de las células controles. Los resultados confirman la
participacion de PXR como mediador necesario del efecto de BZL sobre la expresion de

los genes blanco analizados.
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En el caso particular de CYP3A4, en las células PXR™ tratadas con BZL se observa
una expresion menor que en las células controles, aunque sin alcanzar significancia
estadistica. En presencia de PXR, el efecto represor de otras proteinas podria verse
enmascarado por la activacion mediada por PXR lo que cobra importancia recién ante el
silenciamiento de PXR. En el caso de las células PXR", los niveles significativamente
menores de PXR dejarian acceso a otros factores de transcripcion alternativos cuya
modulacién y/o activacion por BZL no puede ser descartada. Adicionalmente, los sitios de
respuesta a PXR se encuentran compartidos con otros receptores nucleares [251],
algunos de los cuales podrian afectar negativamente la expresion de CYP3A4. En
estudios con otros genes de expresidn hepatica, se ha descrito, por ejemplo, un rol
inhibidor del receptor X de farnesoides a (FXRa) y de RXRa sobre la expresion génica
[252,253]. Teniendo en cuenta que las células HepG2 empleadas expresan también

FXRa, no puede descartarse una intervencion de estos factores.

El mecanismo propuesto de activacion de la expresion génica via PXR varia con la
especie, por ejemplo ratén vs humano. En ambos se postula la uniéon del agonista al
bolsillo hidrofébico de PXR, lo que gatilla alteraciones conformacionales produciendo un
cambio en el balance de proteinas coactivadoras y proteinas correpresoras unidas a PXR.
Estas proteinas modifican el estado de compactacion de la cromatina mediando el
reclutamiento de la maquinaria general de la transcripcion [115,119]. A fin de corroborar la
activacion de PXR por BZL, se efectu6 un ensayo en células LS180-PXRRE que expresan
en forma estable un gen reportero bajo el control de una secuencia de respuesta a PXR.
Tanto en el caso del BZL como en el caso de RIF, empleada como control positivo, se
observé una activacién del gen reportero en forma concentracion-dependiente. Cabe
aclarar que, si bien las secuencias reguladoras empleadas son sensibles también a
activacion por CAR, la linea celular empleada no expresa niveles detectables del mismo
[254]. Los resultados confirman, de esta manera, un rol del BZL como activador de PXR.
De comparar los valores de ECs (259 + 38 y 19 £ 3 uM para BZL y RIF respectivamente),
se desprende, no obstante, que BZL exhibe una actividad intrinseca inferior a la de RIF.

A diferencia del receptor CAR, para el cual se ha observado activacion por agonistas
independientemente de la unién de los mismos al dominio de unién a ligando [255], el
método mas frecuente de activacion de PXR involucra la union del agonista. De esta
manera existe un gran solapamiento entre lo que son los activadores y los ligandos de

PXR pudiendo sugerirse al BZL como potencial ligando. Si bien los ligandos de PXR
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exhiben estructuras quimicas muy diversas, existen ciertos rasgos comunes. Por ejemplo,
la presencia de un grupo aceptor de puente de hidrégeno, y eventualmente de dos
grupos, al igual que la presencia de grupos capaces de establecer interacciones
hidrofébicas con el receptor nuclear son caracteristicas conservadas entre muchos
ligandos de PXR [256-258]. ElI BZL en particular posee grupos como el grupo nitro del
nitroimidazol y el carbonilo del grupo amida que podrian actuar como aceptores de puente
de hidrégeno. De la misma manera el grupo bencilo del BZL podria participar de
interacciones hidrofdbicas, como se describiese para otros compuestos, con el residuo de
tirosina en la posicion 306. En cualquier caso, si bien a partir de su rol activador y a partir
de andlisis estructurales se puede sugerir el caracter del BZL como ligando de PXR, la

confirmacion definitiva se obtendria por estudios de competicién o cristalografia [91,108].

Hasta el momento se ha descrito que la regulacion de la expresion génica via PXR
cursa mediante la union del heterodimero PXR/RXRa a secuencias reguladoras
caracterizadas por repeticiones directas o repeticiones evertidas presentes en la region 5'
de los genes blanco [131,143,153]. Alun no existe consenso acerca de si PXR se
encuentra permanentemente unido al ADN o si s6lo lo hace luego de su activacién por
ligando. En el caso de modelos celulares de origen humano, existe mayor cantidad de
evidencia en favor de la primera alternativa. Particularmente se ha observado localizacién
predominantemente nuclear del receptor [113,114]. Ademas Geick y col. [143] observaron
en un ensayo de retraso en gel, que ya existe interaccion entre el receptor nuclear
sintetizado in vitro y purificado y distintos fragmentos de la secuencia 5' reguladora del
gen de P-gp aun en ausencia de ligando. A partir de estos antecedentes, es posible
postular que la regulacion de CYP3A4 y P-gp por BZL y via PXR demostrada en el
presente Trabajo de Tesis podria estar teniendo lugar a partir de las secuencias
reguladoras descritas para CYP3A4 [131] y para P-gp [143].

En el caso particular de MRP2, alin no se ha descrito la presencia de elementos de
respuesta a PXR para el gen de origen humano. Mas aun, Kauffmann y col. descartaron
la presencia de tales elementos dentro de los 5 kpb proximales en direccién 5' del codon
de iniciacion de MRP2 [149]. Mediante un analisis in silico de la secuencia 5' reguladora
distal del gen de MRP2 se encontraron 2 sitios posibles de union de PXR, uno
caracterizado por dos repeticiones evertidas separadas por 3 nucleétidos (ER3) a
aproximadamente -10 kpb y otro, caracterizado por dos repeticiones directas imperfectas

separadas por 4 nucleotidos (DR4), a aproximadamente -12 kpb (Fig. 47). Si bien

84



Discusion

representan los Unicos sitios posibles de union a PXR en los -13 kpb ubicados en
direcciébn 5' del codon de inicio, su participacion deberia confirmarse por estudios

funcionales acoplandolos a un gen reportero y mediante analisis de retraso en gel.

-12 kpb -10 kpb
| |
MRP2(h) [DR4| [ER3]| ATG
— gAGTTCAgQtcgACTTCAL — — aTGAGATatcATCTCAc—

— DR4 — —ER3¢——

Fig. 47. Elementos de respuesta a PXR hallados por analisis in silico de 13 kpb de la secuencia en
direccion 5' del codén de inicio del gen de MRP2. DR4: repeticion directa separada por 4 nucle6tidos;
ERS3: repeticion evertida separada por 3 nucleétidos.

Por lo tanto, se podria postular que en el tratamiento con BZL se produce la unién
del mismo a PXR a nivel de elementos de respuesta especificos para PXR. A
consecuencia de ello, tiene lugar una liberacion de correpresores y la consecuente union
de coactivadores que sirven de nexo entre el ADN y la maquinaria de la transcripcion
posibilitando de esta manera un aumento en los niveles de ARNm que deriva, acto
seguido, en un aumento en los niveles proteicos de CYP3A4, P-gp y MRP2 vy, en los dos

altimos casos, en el consecuente aumento de la actividad (Fig. 48).

Ausencia de BZL Presencia de BZL

Citosol

Fig. 48. Mecanismo propuesto de activacion de la expresion de CYP3A4, P-gp y MRP2 por BZL. En el
panel izquierdo se esquematiza la situacion en ausencia de BZL o de cualquier otro ligando de PXR. En
el panel de la derecha se esquematiza la situacion en presencia de BZL. PXRRE: elemento de respuesta
a PXR, consiste en regiones ER6 y DR3 en el caso de CYP3A4, regiones DR3, DR4 y ER6 en P-gp y
podria consistir en regiones DR4 y ER3 en el caso de MRP2.

En el caso del gen codificante de GSTP1, Unica isoforma de GST1t en humanos, el
andlisis de los 8 kpb en direcciéon 5' del codon de inicio no mostré sitios posibles de

respuesta a PXR. Por otro lado, si se demostrd la presencia de elementos de respuesta

85



Discusion

antioxidante (ARE) y sitios de unidn al factor nuclear kB (NFkB) [259,260].

Los elementos de respuesta antioxidante (ARE) son secuencias reguladoras
ubicadas en los promotores o enhancers de diversos genes. Por lo general, ante un
estimulo oxidativo o farmacoldgico, se produce la activaciéon del factor nuclear relacionado
al factor eritroide 2 (Nrf2) y su migracién al nacleo donde activa la expresion de distintos
genes, fundamentalmente antioxidantes, a través de la unién a los sitios ARE [160,261].
En el caso de GSTrt se ha descrito, por ejemplo, la induccién por curcumina y extractos
de Gingko biloba en forma dependiente de Nrf2 y de sitios ARE [260,262]. En el presente
estudio, podrian postularse dos modelos para explicar la regulacion de GSTrt via PXR a
través de sitios ARE. Por un lado, se ha demostrado la activacion de un gen reportero
fusionado a secuencias reguladoras del promotor de una isoforma de GSTa por ligandos
de PXR. La misma se daba en ausencia de sitios de respuesta a PXR y era dependiente
de un sitio ARE, sugiriendo la union directa de PXR al sitio ARE [263]. No se puede
descartar un mecanismo similar para GSTm. Por otro lado, se podria postular una
interaccién entre PXR y Nrf2. Particularmente, se ha visto que existen compuestos
capaces de regular la expresion génica en forma dependiente tanto de PXR como de Nrf2
[135,262]. Ademas, en ratones se han observado cambios en la expresion de PXR y de
cofactores del mismo en funcion de la expresion de Nrf2 [264,265], o que junto con lo
anterior, indicaria la presencia de posibles interacciones Nrf2-PXR. Se ha visto, ademas,
que la expresion de GSTrt puede variar en funcién de los niveles de expresion de Nrf2
[266]. Resulta posible, por ende, especular que la activacion de PXR por BZL podria
aumentar la expresion de Nrf2 y, de esa manera, aumentar la sensibilidad de la célula a
los metabolitos electrofilos que se podrian generar en el tratamiento con BZL. Existen
trabajos en la bibliografia que describen la activacion de Nrf2 por tales compuestos [261].
De esta manera, podria haber una mayor cantidad de Nrf2 unido a los sitios ARE vy, por
ende, una mayor expresion de GSTTrt.

Por otro lado, el NFKB es un factor de transcripcion que puede mediar tanto la
induccion como la represién de la expresion génica [267]. En algunos casos, se ha
observado inhibicion de enzimas de biotransformacion como ser CYP3A4 y una isoforma
de GSTa asociada a la activacion del NFkB, aunque no siempre se demostro la
participacion de elementos de respuesta al factor en el promotor de los genes blanco
[231,268]. Ademas, se sabe que existen interacciones antagénicas entre la funcion del
NFkB y la de PXR [269]. Los sitios de respuesta a NFKB en el promotor del gen que

codifica GSTmt podrian mediar una regulacion negativa de su expresion. Teniendo en
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cuenta que la activacion de PXR antagoniza la funcion del factor nuclear, podria
proponerse un modelo en el que la activacibn de PXR por BZL inhibe una eventual
funcion represora de NFKB sobre GSTrt. De esa manera, la liberacion de la represion de
la transcripcion de GSTm llevaria a un aumento en sus niveles de ARNm, en
consecuencia en los niveles de proteina y finalmente conllevaria un aumento en los

niveles de actividad.

Considerando la promiscuidad de PXR también en lo que respecta al gran numero
de genes blanco [8, 92], podria esperarse que exista también una induccion a nivel de
otros genes no abarcados por el presente Trabajo. Al respecto, Araujo y col. [270]
describieron un efecto beneficioso del cotratamiento con BZL y ketoconazol sobre la cura
de ratones infectados con T. cruzi. Considerando que el ketoconazol en ciertas
condiciones se comporta como inhibidor de PXR [271] y que por si solo no produce cura
alguna, se podria postular a la inhibicion de PXR como mecanismo subyacente a la
interaccién. De esta manera, la disminucion en la expresion y/o atenuacion de la
induccion de sistemas de biotransformacién y transportadores de drogas por BZL
consecuencia de la inhibicion de PXR podria ser responsable de una mayor
biodisponibilidad de BZL, al ser este sustrato de alguno/s de esto/s sistemas, y por ende,
de un mayor efecto terapéutico.

En conclusion, en el presente Trabajo de Tesis se demostré un rol activador de BZL
sobre PXR y la mediacion de tal receptor nuclear en los efectos del mismo sobre sistemas
de biotransformacién y excrecion de drogas. Teniendo en cuenta que tales efectos pueden
ocasionar interacciones farmacoldgicas, esta caracterizacién del mecanismo de accién de
BZL sobre tales sistemas permitiria disefiar estrategias terapéuticas con vistas a evitar
interacciones perjudiciales y asi mejorar la eficacia del BZL y/o de drogas

coadministradas.

2. Participacion de transportadores de eflujo en la secrecion de BZL y efecto del
pretratamiento con BZL

Hasta el momento, se desconoce/n elllos transportador/es de membrana
involucrados en el eflujo del BZL hacia el exterior celular. Para determinarlo, se emplearon
distintas condiciones de inhibicidon y silenciamiento de transportadores. Previamente, se

estudio la presencia o ausencia de procesos de metabolizacion en las condiciones y
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tiempos del experimento. Se espera que un cambio en la estructura quimica del BZL
produzca un corrimiento en el cromatograma o bien un cambio en el espectro de
absorcién [272] resultando en una disminucion del area del pico correspondiente al BZL
sin modificar. Dado que no se observaron cambios en el balance de masa de BZL sin
modificar con el transcurso del ensayo, se podria concluir que la biotransformacion del
mismo, en las condiciones de incubacion y duracién del experimento, seria despreciable.
De esta manera, se verifica ademas que una modificacion en la cantidad de BZL
intracelular se deberia exclusivamente a una modificacion en el transporte del mismo y no
al proceso de biotransformacion. Adicionalmente, del mismo ensayo para detectar
metabolizacion, se desprende también la presencia de dos fendmenos de transporte
distintos. Por un lado, un fendmeno de ingreso rapido a la célula y, por otro lado, un
fendmeno de eflujo que se establece con el tiempo. Especificamente, el ingreso
qguasi-inmediato del BZL, que se observa en forma de una cantidad detectable de BZL a
tiempo 0 (Fig. 42, panel izquierda), es indicador de un proceso pasivo rapido. Si bien, no
se conoce la CMC del BZL, el proceso se encontraria facilitado de encontrarse la
concentracion empleada (100 uM) por encima de la misma. Por otro lado, la disminucién
significativa de la cantidad de BZL intracelular luego de las dos horas respecto del tiempo
inicial (Fig. 42, panel derecha), avala la presencia de un mecanismo de transporte que le
confiere a la membrana celular una funcién de barrera para el influjo del BZL.

En una primera aproximacion para determinar el/los transportadores involucrados en
el eflujo de BZL, se evalud el efecto de la coincubacion con PRO, inhibidor de las MRPs, o
con VER, inhibidor de P-gp. No se observaron cambios en las células coincubadas con
PRO, lo que permite descartar la participacion de transportadores de la familia de las
MRP en el proceso. En concordancia con esto, las MRP transportan por lo general
compuestos conjugados [22], los que no se formarian de manera cuantitativamente
significativa en las condiciones experimentales.

Por otro lado, la coincubacion con VER, inhibidor de P-gp, resultd en un aumento de
la cantidad de BZL acumulada intracelularmente, lo que sugeriria la participacion de este
transportador, al menos parcialmente, en el eflujo de BZL. De todas formas, a fin de
obtener una confirmacion definitiva de la participacion de P-gp, se procedio al
silenciamiento de su expresiéon mediante un ARN de interferencia de forma de obtener
células P-gp~ (con expresion de P-gp disminuida) y células P-gp* (sin silenciar, con
expresion basal de P-gp). Las células P-gp- exhibieron una acumulacion

significativamente mayor de BZL con respecto a las células P-gp*. De esta manera, se
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podria proponer un modelo en el cual el BZL ingresa a la célula por difusion pasiva y es
secretado al exterior celular por P-gp. Si bien al llegar al estado estacionario existe un
flujo difusivo también hacia el exterior, éste tiende solamente a equilibrar las
concentraciones del interior con las del exterior celular, es decir no es responsable de un
flujo neto hacia el exterior. Adicionalmente, al no existir metabolizacion significativa, la
menor concentracion observada intracelularmente se deberia exclusivamente al
transporte activo, del cual P-gp es un participante clave. Los resultados se encuentran en
concordancia con el rol de P-gp como transportador de compuestos anfipaticos con
grupos que puedan tomar carga positiva entre los que se encuentran otros nitroimidazoles
[22,273].

Por otro lado, se describié un aumento de la expresion de P-gp en higado de ratas
en funcion de la edad de las mismas [274]. En otro estudio, se observd que las
concentraciones plasmaticas alcanzadas luego de una dosis intragastrica de BZL eran
menores en el caso de las ratas de mayor edad que en las mas joévenes [275]. Dado que,
como se describe en el presente Trabajo, BZL es transportado por P-gp, la mayor
expresion de P-gp en las primeras podria ser responsable de una menor absorcion y/o
mayor excrecion de BZL y, por ende, de la menor concentracion plasmatica observada.
Adicionalmente, Workman y col. [195] describieron parametros farmacocinéticos del
tratamiento con BZL en perros. Trabajando con perros cruza de la raza Collie y con perros
de la raza Beagle a los que se le administré BZL en forma oral, se observd que el AUC en
la raza Collie a los que se le administré una dosis de 25 mg/kg de BZL era similar al AUC
en los Beagle que recibieron una dosis de 50 mg/kg de BZL. Es decir, en los Collie, se
requiere la mitad de la dosis que recibieron los Beagle con el fin de observar el mismo
valor de AUC que los mismos. La raza Collie se caracteriza por mutaciones en P-gp que
conllevan una menor expresion de la misma, siendo esto responsable, por ejemplo, de
una marcada neurotoxicidad en el tratamiento antiparasitario con ivermectina [276]. El
transporte de BZL por P-gp, descrito en el presente Trabajo, sumado a la menor expresion
de P-gp en la raza Collie podria ser una causa de la mayor biodisponibilidad de BZL

observada por Workman y col. [195] en tales animales.

La caracterizacion del BZL como sustrato de P-gp posee distintas implicancias
farmacoldgicas y toxicoldgicas. Teniendo en cuenta que el BZL suele coadministrarse con
otras drogas [277,278], puede darse una competicidn entre el mismo y otros farmacos

coadministrados que sean sustratos del transportador a nivel del eflujo de los mismos. Por
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ejemplo, se ha observado que el AUC del BZL tiende a aumentar al ser éste
coadministrado con itraconazol, inhibidor de P-gp y de CYP3A4, observandose también
un mayor ti, de BZL [279,280]. En tal caso, no puede descartarse que parte del efecto se
deba a una menor eliminacion de BZL debido a la inhibicion de P-gp por itraconazol,
adicional o alternativamente la inhibicion de CYP3A4 también podria estar involucrada.
Los autores también describen una menor Cns de BZL en la coadministracion con
itraconazol, sin embargo atribuyen tal observacion a modificaciones en la disolucién del
BZL a nivel del tracto digestivo [280]. En conclusion, los resultados del presente Trabajo
de Tesis in vitro empleando células HepG2 y los indicios in vivo recientemente
mencionados sugieren fuertemente que el BZL podria estar siendo transportado por P-gp
cuando es empleado en la quimioterapia de la enfermedad de Chagas. Las implicancias
de estos resultados serian de especial importancia en el caso de pacientes
polimedicados. En los mismos, BZL podria competir con otras drogas a nivel de la
excrecion biliar via P-gp disminuyendo la depuracion y aumentando la toxicidad de las
mismas. Alternativamente, en los casos en que es coadministrado con inductores de P-gp,
la biodisponibilidad del BZL podria verse reducida, y por ende también, su efecto

terapéutico.

La concentracion intracelular de BZL puede verse afectada por cambios en la
actividad de su transportador (P-gp) de la misma manera que se demostré previamente
para el sustrato modelo R123. Esto puede ocurrir aun en el tratamiento con BZL, cuando
él mismo actia como inductor. A fin de corroborarlo, se determiné la acumulacion de BZL
en células pretratadas por BZL en condiciones en las que previamente se observo
induccion del transportador (200 pM, 48 h). Se observd una acumulacién
significativamente menor de BZL en las células pretratadas, con induccion de P-gp,
respecto de las células controles. El efecto revirtié ante el agregado de VER, inhibidor de
P-gp, confirmando la participacion de P-gp en el fendmeno observado. De esta manera el
BZL estaria aumentando no sélo la depuracion de otros farmacos coadministrados, sino
también su propia depuracion. Los resultados obtenidos permitirian explicar distintos
hallazgos previos de otros grupos de investigacion. Por ejemplo, Raaflaub [194]
administré BZL a sujetos sanos dosificado en dos tomas diarias. Sus resultados describen
una disminucién de la Cnax de BZL después de la administraciéon de la dosis de la mafiana
con el transcurso del tratamiento, lo que bien podria atribuirse a una induccion de la

depuracion del BZL por el propio BZL, que podria deberse a una induccion de P-gp como
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demuestra el presente Trabajo de Tesis en células HepG2.

En otro estudio, se determind que los efectos colaterales del BZL son mas
frecuentes durante los primeros 30 dias de tratamiento [197]. Teniendo en cuenta que
algunos de ellos pueden ser dependientes de la concentracion, la desaparicion de los
mismos mas alla de los 30 dias de tratamiento podria estar relacionada con el aumento

de la depuracién ocasionada por el tratamiento con BZL.

La resistencia de T. cruzi a drogas es considerada un gran problema en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas no soOlo debido a la existencia de cepas
naturalmente al BZL [177] sino también debido a la habilidad de esta droga de inducir
resistencia in vitro en el parasito. Se describid la expresién de dos proteinas similares a
P-gp. La primera en ser descubierta se denomind TcP-gp2 y presenta una alta homologia
con la P-gp de origen humano. La expresion de su mensajero se describiéo en amastigotes
y epimastigotes de la cepa, no asi en tripomastigotes [281]. La segunda proteina en ser
descubierta se denomino6 TcP-gp1, la misma exhibe un menor peso molecular que la P-gp
humana debido a la ausencia de 2 de los 6 segmentos transmembrana tipicos del
segundo dominio de 6 segmentos presente en P-gp y las MRPs. Ademas, TcP-gpl estaria
mas relacionada con proteinas de la familia MRP humana que con P-gp propiamente
dicha. Los autores estudian la expresién Unicamente en epimastigotes, sin hacer
referencia a la expresion en las otras fases del ciclo del parasito [282]. Posteriormente,
trabajando con la misma cepa, se describiéo la adquisicion de resistencia a BZL en
epimastigotes, que se mantenia con el transcurso de las divisiones como asi también en
tripomastigotes metaciclicos y amastigotes intracelulares. La resistencia fue asociada a
una mayor expresion de TcP-gpl y de TcP-gp2, a un mayor eflujo de R123 y revertia
mediante el tratamiento con VER o ciclosporina A, ambos inhibidores de P-gp [283]. El
mecanismo de induccidn aun no ha sido estudiado. Sin embargo, la asociacion entre las
proteinas similares a P-gp del parasito y la resistencia a BZL sigue siendo contradictoria.
Por ejemplo, Murta y col. [284] trabajando con 27 cepas del parasito describieron la
ausencia de correlacion entre la resistencia a BZL o a nifurtimox y la induccién o
amplificacion génica de los TcP-gpl y TcP-gp2. En cualquier caso, si bien existen
proteinas transportadoras de caracteristicas similares entre el parasito y las células
humanas, las vias de regulacién suelen ser distintas. Por lo tanto, si bien puede llegar a
existir una induccion de la resistencia del parasito a BZL en respuesta a la exposicion al

farmaco, los resultados de este Trabajo de Tesis, sugieren como mecanismo adicional de
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fracaso en la terapéutica a la disminucion de la concentracion intracelular de BZL en la

célula huésped.

En sintesis, los resultados presentados en este Trabajo de Tesis muestran una
participacion de P-gp en la disminucion de la concentracion intracelular de BZL por el
propio tratamiento en células HepG2, lo que eventualmente podria llegar a trasladarse a
otros tipos celulares del hospedador. Adicionalmente, la induccion de P-gp por otras
drogas coadministradas distintas de BZL, también podria aumentar la depuracion del BZL
reduciendo, por ende, su biodisponibilidad y efecto terapéutico. Esto permitiria
eventualmente disefiar estrategias farmacoldgicas que posibiliten la compensacion de

tales efecto con vistas a mejorar la eficacia del tratamiento.
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Conclusiones

1.1. El tratamiento con BZL aumenta la expresion y actividad de GSTm, P-gp y
MRP2 en células HepG2. Adicionalmente, se observd una induccién en la expresion de
CYP3A4, la cual, no obstante, se encuentra asociada a una inhibicion de la actividad
enzimatica, probablemente por unidon covalente de metabolitos reactivos del propio BZL.
Los cambios en la expresion y actividad de los sistemas anteriores pueden dar lugar a
modificacion en la biotransformacién y excrecion de drogas coadministradas. Teniendo en
cuenta que el BZL puede administrarse en pacientes polimedicados, lo anterior podria
llevar a la aparicion o incluso el agravamiento de interacciones droga-droga.

1.2. PXR es un mediador clave de los fendmenos de induccién descritos
anteriormente al ser su participacion necesaria para la observacion del efecto. El
mecanismo de transduccién de la sefal propuesto se inicia con la activacién de PXR por
BZL, lo que sugeriria que BZL se estaria comportando como ligando del mismo.
Seguidamente, tiene lugar la disociacion de factores de transcripcion correpresores y la
unidn de factores coactivadores que posibilitan el acoplamiento de la maquinaria de la
transcripcion a los genes blanco. La unién de los mismos ocurriria, en el caso de P-gp,
CYP3A4 y MRP2, a nivel de elementos de respuesta ubicados en el promotor y/o en
enhancers distales de la secuencia 5' de los genes blanco. En el caso de GSTr, no se
encontraron elementos de respuesta a PXR, por lo que la respuesta podria estar
cursando a través de otros factores de transcripcion como ser Nrf2, NFKB o bien a través
de la unién de PXR a otros sitios como ser los sitios ARE. Lo anterior permitiria disefiar
estrategias terapéuticas focalizadas en contrarrestar potenciales efectos perjudiciales de
BZL y ademas permitiria prever potenciales efectos sobre otros genes blanco de PXR.

2. P-gp es responsable, al menos en parte, del transporte de BZL. En concordancia
con lo anterior, la induccién de P-gp por el tratamiento con BZL induce la depuracion del
propio BZL, lo que podria ser responsable de la disminucion en la Cns Observada con el
transcurso del tratamiento. En respuesta a esto, se podrian establecer esquemas de
combinacion de drogas destinados a mejorar la eficacia del BZL, como asi también de

drogas coadministradas.
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Resumen

El efecto de un farmaco depende de su concentracion en su sitio de accion. La
misma se encuentra definida por la absorcion, la distribucién y la depuracién del mismo.
En el organismo pueden definirse 6rganos de relevancia farmacolégica que cumplen una
funcién importante en los procesos mencionados anteriormente. El higado y el rifidn
cumplen un rol clave en la depuracion de farmacos. El intestino participa ademas en la
absorcion de compuestos administrados en forma oral. Tanto en la limitacion de la
absorcion a nivel intestinal como en la excreciébn en todos los tejidos mencionados
intervienen sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas, proteinas que
modifican quimicamente los farmacos llevando en la mayoria de los casos a su
inactivacién y facilitando su posterior transporte fuera de la célula. Los sistemas de
biotransformacion pueden dividirse en sistemas de fase | y sistemas de fase Il. Los
sistemas de fase | incluyen a las proteinas de la familia del citocromo P450 y catalizan
diversas reacciones de oxidoreduccion. EI miembro mas representativo es el CYP3A4,
responsable del metabolismo de aproximadamente el 50% de las drogas de aplicacion
clinica. Los sistemas de fase |l catalizan reacciones de conjugaciéon de los farmacos o los
productos de la reacciones de fase | con compuestos como glutation (reacciones
catalizadas por las glutation-S-transferasas, GSTs) o acido glucurdénico (reacciones
catalizadas por las UDP-glucuronosiltransferasas, UGTs) entre otros. Las proteinas
transportadoras suelen ser de caracter multiespecifico. Entre los transportadores de eflujo
pueden mencionarse a la P-glicoproteina (P-gp), la proteina asociada a resistencia a
multidrogas 2 (MRP2) y la proteina de resistencia de cancer de mama (BCRP) de
localizacion apical en hepatocitos, enterocitos y células de los tubulos renales. La proteina
asociada a resistencia a multidrogas 3 (MRP3), por su parte, se localiza en las
membranas basolaterales de los mencionados tipos celulares.

La expresion y funcidon de los sistemas anteriores no es constante sino que existe
una regulacion, por los mismos sustratos y por otras drogas, representando la base
molecular de las interacciones droga-droga. La regulaciébn puede cursar a nivel
transcripcional (cambios en la sintesis de ARNm), nivel post-transcripcional (cambios en la
estabilidad del ARNmM o en su procesamiento), nivel traduccional (cambios en la sintesis
de proteina) o a nivel post-traduccional (cambios en la actividad de la proteina sin
cambios en su expresion). En el caso de la regulacion por farmacos, la regulacion
transcripcional mediada por receptores nucleares suele ser uno de los mecanismos mas
importantes. El receptor de pregnanos X (PXR) es un receptor nuclear de elevada

promiscuidad. EI mismo es activado por un gran niumero de farmacos y otros xenobidticos
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y regula la expresion de diversos genes que codifican sistemas de biotransformacion y
transportadores de drogas.

El Benznidazol (BZL) es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas. Actualmente se dispone de escasa informacion acerca de los efectos del BZL
sobre los sistemas de biotransformacion y transportadores de drogas. Su
coadministracibn con otros compuestos y, por ende, la aparicion de interacciones

droga-droga no puede ser descartada.

Los objetivos del presente trabajo de tesis fueron: 1) establecer el efecto del
tratamiento con BZL sobre la expresion y actividad de sistemas de biotransformacién de
fase | (CYP3A4), sistemas de biotransformacién de fase Il (GST y UGT) y proteinas
transportadoras de drogas (P-gp, MRP2, BCRP y MRP3); 2) establecer el/los mediadores
moleculares de tal efecto, en especial la participacion de PXR y determinar el rol del BZL
como activador de PXR y 3) estudiar el/los transportadores responsables del eflujo de BZL
al exterior celular y como el pretratamiento con BZL afecta tal proceso. Los estudios se
realizaron en la linea celular HepG2. La misma deriva de un hepatocarcinoma celular
humano y conserva diversas propiedades bioquimicas, morfolégicas y fisioldgicas de los
hepatocitos lo que la convierte en un modelo adecuado para estudiar la regulacion de

proteinas hepaticas humanas.

En primer lugar se realizd un estudio concentracion-respuesta (0-1000 uM) de la
expresion de los transportadores en respuesta al tratamiento con BZL. Se observé una
induccién significativa a nivel proteico (por inmunocuantificacién) de P-gp por BZL 200 y
1000 uM (160 £ 27 y 282 + 94% respectivamente vs 100 + 7%). Un patrén similar se
observd en la expresion de MRP2 (175 + 15y 491 + 5% para 200 y 1000 uM de BZL
respectivamente vs 100 = 14%). BCRP y MRP3 no mostraron diferencias significativas a
ninguna de las concentraciones estudiadas. La induccion de P-gp y MRP2 se verifico
tanto en lisados celulares como en membrana plasmatica. Para los estudios posteriores
se escogio la concentracion de BZL 200 uM por ser la minima concentracion a la que se
observa un efecto. A nivel de ARNm (por PCR cuantitativa a tiempo real), se observo
también una induccion de P-gp y MRP2 por BZL (200 uM). Concretamente la expresion
fue de 332 £ 151 vs 100 = 69% en el caso del mensajero de P-gp y 293 + 137 vs 100 +
57% en el caso de MRP2. La induccidn observada en la expresion se correlaciond con un

aumento en la actividad tanto para P-gp como para MRP2. En el primer caso la actividad
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se determind por acumulacion del sustrato modelo Rhodamina 123. Las células tratadas
con BZL mostraron una acumulacion significativamente menor (85 + 2 vs 100 + 6%) que
las células controles, lo que indica un mayor eflujo del mismo, y esto una mayor actividad
de P-gp. En el caso de MRP2, la actividad se determiné midiendo el eflujo del sustrato
dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG) observandose un eflujo significativamente mayor (181 +
1 vs 100 £ 7%) en las células tratadas que en las células controles.

A nivel de las enzimas de biotransformaciéon, BZL (200 uM) indujo la expresion
proteica de CYP3A4 y GSTm (143 £ 1 vs 100 + 22% y 175 = 12 vs 100 + 35%,
respectivamente). La induccion se observo también a nivel del ARNm (150 + 23 vs 100 +
21% y 178 £ 94 vs 100 = 11% para CYP3A4 y GSTmt respectivamente). También se
observé una induccion en la actividad de GST, cuantificada a través de la formacion de
DNP-SG (204 + 32 vs 100 * 7%). La actividad de CYP3A4 se determiné por la formacion
de un derivado luminiscente a partir de un sustrato modelo de la enzima. Se observé una
disminucién en la actividad (58 + 6 vs 100 + 4%) que indica inhibicion de la misma por
BZL.

A fin de caracterizar el mecanismo de accion del BZL en el modelo celular empleado
se verificd por inmunocuantificacion la expresion de PXR, el receptor X de retinoides a
(RXRa) con el cual heterodimeriza PXR y del coactivador p300, necesario para la funcion
de los mismos. Mediante sobreexpresion de PXR se observé una induccion en la
expresion de genes blanco de PXR como ser P-gp, MRP2, MRP3 y BCRP, lo que
indicaria funcionalidad de PXR en el modelo y posibilidad de mediacién del efecto de BZL
por el mismo. Para confirmar tal hipétesis, se procedid al silenciamiento de PXR
empleando un ARN de interferencia especifico dirigido contra el ARNm del receptor
nuclear lograndose un silenciamiento de PXR a nivel de proteina del 74% con respecto a
las células transfectadas con un ARN de interferencia no silenciante. En estas condiciones
se repitid el tratamiento con BZL y se cuantificé la expresion de las proteinas cuya
expresion habia resultado previamente inducida (CYP3A4, GSTm, P-gp y MRP2). En
todos los casos, el silenciamiento de PXR resultd en la ausencia de induccion por BZL
confirmando la participacion de PXR como mediador del efecto de BZL. A fin de
determinar si el mecanismo por el cual PXR media el efecto de BZL consiste en una
activacion del mismo, se determind la actividad del mismo en presencia de distintas
concentraciones de BZL. Para ello se utilizaron células LS180-PXRRE, derivadas a partir

de un adenocarcinoma de colon humano, que expresan en forma estable un gen
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reportero sensible a la activaciéon de PXR. Por regresion sigmoidea se obtuvo un valor de
concentracion efectiva 50 (ECso) de 259 + 38 uM corroborandose asi el rol de BZL como
activador de PXR y sugiriendo su rol como ligando del mismo.

A fin de determinar el/los transportadores que mediarian el eflujo de BZL al exterior
celular, se corrobor6 en primer lugar si el BZL sufre metabolizacion en las condiciones
experimentales empleadas. Al no observarse metabolismo significativo, se procedié a
realizar los estudios posteriores cuantificando la droga sin modificar (por HPLC). En
primer lugar se determiné la acumulacion intracelular de BZL luego de 2 h de incubacion
en presencia de verapamilo (como inhibidor de P-gp) o de probenecid (como inhibidor de
las MRPs). Se observd una acumulacion significativamente mayor en las células
coincubadas con verapamilo respecto de las células controles no expuestas a ningun
inhibidor (128 + 16 vs 100 = 3%) sugiriendo la dependencia del transporte de BZL, al
menos en parte, de P-gp. No se observaron cambios significativos en la acumulacién de
BZL en las células coincubadas con probenecid (88 + 8 vs 100 + 3%) permitiendo
descartar la participacion de una MRP en el transporte de BZL, al menos en su forma sin
modificar. A fin de confirmar la participaciéon de P-gp en el transporte de BZL en células
HepG2, se procedid a su silenciamiento mediante transfeccion con un ARN de
interferencia. Se observo una acumulacién significativamente mayor de BZL en las células
P-gp’, transfectadas con un ARN de interferencia especifico contra P-gp, que en células
P-gp*, transfectadas con un ARN de interferencia no silenciante (115 = 2 vs 100 + 3%)
confirmando la participacion de P-gp en el transporte de BZL. Teniendo en cuenta que
P-gp participa en el transporte de BZL y que el pretratamiento con BZL induce la
expresion de P-gp, es esperable que el pretratamiento con BZL modifigue su propia
concentracion intracelular. A fin de corroborarlo se repitié determind la acumulacién de
BZL en condiciones de induccion de P-gp por el farmaco (200 pM, 48 h). Se observo una
acumulacion significativamente menor de BZL en las células que fueron pretratadas con
respecto a las células controles expuestas al vehiculo (73 £ 15 vs 100 * 2%). El efecto
desaparece ante el agregado de verapamilo (inhibidor de P-gp), donde la acumulacién en
células controles y pretratadas con BZL no difiere estadisticamente (120 + 4 y 115 + 5%

respectivamente) confirmando asi la participacion de P-gp.
Los resultados del presente trabajo de tesis demuestran un efecto inductor del

tratamiento con BZL sobre la expresion de CYP3A4, GSTm, P-gp y MRP2. La induccion

de la expresion en GSTrt, P-gp y MRP2 se refleja en un aumento en la actividad de las
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proteinas empleando sustratos modelos de cada proteina. La induccion sugeriria un
aumento en la depuracion de farmacos sustratos de los mismos cuando estos son
coadministrados con BZL. Ademas se confirmo el rol de P-gp en el transporte de BZL, lo
que podria también representar la base de interacciones droga-droga en el caso de que el
BZL sea administrado en condiciones de induccion de P-gp por otra droga.
Simultaneamente, dado su cardcter inductor de P-gp, BZL por si solo seria capaz de
aumentar su propia depuracion.

En el caso de CYP3A4 por el contrario se observa un efecto inhibitorio sobre la
actividad. Teniendo en cuenta que el CYP3A4 es responsable del metabolismo de
aproximadamente el 50% de los farmacos de empleo en la practica clinica, de observarse
un efecto similar in vivo, el tratamiento con BZL podria disminuir la depuracién de
sustratos coadministrados propiciando la aparicion de interacciones droga-droga y efectos
potencialmente toxicos.

Ademas, se demostrd la participacion de PXR en la regulacién del efecto y se
confirmd la activacién del receptor nuclear por BZL. Teniendo en cuenta que el
mecanismo de activacion descrito para PXR implica unién del sustrato al bolsillo
hidrofobico del dominio de unién a ligando, los resultados sugeririan un rol de BZL como
ligando del mismo. No obstante, se requeriria la confirmacion mediante ensayos de
competicion. Por otro lado, PXR cumple un rol regulador clave sobre un gran nimero de
sistemas de biotransformacién y transportadores de drogas como asi también sobre
genes que regulan otras vias metabdlicas (ej. sintesis de acidos biliares) e interacciona
con otras vias de transduccion de sefiales (ej. respuesta inflamatoria, ciclo celular). Por lo
tanto, no pueden descartarse potenciales interacciones entre BZL y las mencionadas vias

de serializacion.
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