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1. RESUMEN 
 

El jugo de toronja es ingerido de manera cotidiana por el ser humano y debido a sus 

conocidos efectos antioxidantes así como alto contenido en fibra y en vitamina C, es 

recomendado en regímenes dietéticos. Sin embargo, por accidente, en 1989, al realizar un 

estudio del efecto del etanol sobre Citocromo P450 3A4 (CYP3A4), utilizando al jugo de 

toronja para enmascarar el sabor del etanol, se descubre que éste tiene efecto inhibitorio 

sobre CYP3A4. 

El CYP3A4 es una isoenzima que forma parte de una superfamilia enzimática 

conocida como Citocromo P450 (CYP), y que participa en el metabolismo de 

aproximadamente el 50% de los fármacos conocidos. Al ser inhibido el CYP3A4, estos 

fármacos son metabolizados ineficientemente con lo cual se incrementa su 

biodisponibilidad, así como sus efectos secundarios y tóxicos. 

Resultados de investigaciones recientes demuestran que la ingesta del jugo de 

toronja también afecta el metabolismo de compuestos metabolizados por las subfamilias 

CYP1A y CYP2B. Estas subfamilias se encuentran relacionadas con la activación de 

compuestos pro-carcinógenos por lo cual surge el interés de evaluar la actividad inhibitoria 

que algunos componentes del jugo de toronja pudieran tener sobre ellas y así determinar 

los efectos de las alteraciones del metabolismo de otros xenobióticos. 

Entre los compuestos que constituyen al jugo de toronja encontramos a los de tipo 

furanocumarina (bergamotina (BG), 6,7-dihidroxibergamotina (DHB), y flavonoide 

(naringina (Nar) y quercetina), entre otros. Dentro de los anteriores resaltan Nar, BG y DHB 

ya que en estudios previos se ha determinado que la Nar es uno de los componentes 

mayoritarios del jugo de toronja (174-1472 µM) con actividad inhibitoria sobre el CYP3A4 in 

vivo, aunque no se ha definido si lo hace in vitro. La BG y la DHB también inhiben a 

CYP3A4 pero se encuentran en el jugo de toronja a una concentración menor a Nar (1.0-

36.6 µM y 0.22-52.5 µM, respectivamente). 

Tomando en cuenta que el jugo de toronja posee actividad inhibitoria sobre enzimas 

de CYP, se decidió explorar el potencial inhibitorio que sus componentes Nar, BG y DHB 

tienen sobre isoenzimas importantes como son CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2. 

Planteamos que el jugo de toronja posee compuestos que inhiben la actividad de las 

subfamilias 1A y 2B, del CYP y comprobamos lo anterior con la realización de ensayos de 
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inhibición de estas enzimas por los compuestos BG, DHB y Nar, mediante la metodología 

que se menciona a continuación.  

Se realizó la obtención de microsomas hepáticos de ratas sometidas a un 

tratamiento con β -naftoflavona ( β -NF) y fenobarbital (FB) para inducir la producción de 

CYP total, así como de una rata testigo la cual se trató con aceite de maíz. Se comprobó la 

inducción mediante la técnica de Western Blot con anticuerpos imnunoespecíficos para 

determinar la presencia de CYP1A y CYP2B en las muestras de microsomas hepáticos de 

ratas inducidas y testigo. Posteriormente se realizaron ensayos de actividad enzimática 

para CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2 en ausencia y presencia de varias 

concentraciones de BG, DHB y Nar con la finalidad de observar el posible efecto inhibitorio 

en función de la concentración. 

La BG y la DHB presentan actividad inhibitoria sobre los CYP´s estudiados en el 

siguiente orden: CYP1A1 > CYP2B2 > CYP1A2 > CYP2B1, resultando que DHB es menos 

potente que BG. Adicionalmente, se observó que la Nar no tiene efecto inhibitorio sobre las 

isoenzimas trabajadas.  

Estos resultados nos permiten sugerir que BG y DHB poseen actividad 

antigenotóxica ya que presentan la capacidad de inhibir a enzimas involucradas en la 

activación de compuestos mutagénicos y carcinogénicos. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
 Diariamente las personas nos exponemos a distintos compuestos químicos ajenos a 

nuestro organismo y que son producidos por el hombre o de origen natural, que están 

presentes en el ambiente, en los alimentos o en lugares de trabajo. A éstos compuestos se 

les denomina xenobióticos, palabra que denota aquellas sustancias extrañas al organismo 

humano que no son utilizables para la producción de energía, construcción de nuevos 

tejidos, o como mensajeros o cofactores. A muchos de estos compuestos el organismo los 

reconoce como potencialmente perjudiciales y su primera línea de defensa es eliminarlos. 

Sin embargo, estos agentes químicos suelen ser lipofílicos y el organismo no los puede 

eliminar fácilmente, así que lleva a cabo un proceso de transformación en el que los 

metaboliza y transforma en compuestos hidrofílicos facilitando su excreción. Para ello, 

posee un sistema enzimático eficiente que disminuye la concentración de los compuestos 

originales y por lo tanto la exposición a ellos y el riesgo de su acumulación.  

 El proceso de transformación de los compuestos lipofílicos a polares ocurre en dos 

distintas fases metabólicas. Durante la fase I, llamada de funcionalización, se realizan una 

serie de reacciones químicas que comprenden: la hidroxilación aromática, epoxidación, 

hidroxilación alifática, reacciones de dealquilación, oxidación de nitrógeno y sulfuro, 

deaminación oxidativa, dehalogenación oxidativa, nitrorreducción, azorreducción, 

dehalogenación reductiva e hidrólisis (1). 

 Dentro de las enzimas responsables de estas reacciones están la aldehído 

deshidrogenasa, azo y nitro-reductasa, alcohol deshidrogenasa, epóxido hidrolasa, 

monoamino oxidasa, flavin monooxidasa, esterasa no específica y el citocromo P450 

(CYP). Este último generalmente realiza la incorporación de un átomo de oxígeno al 

xenobiótico, generando grupos funcionales como –OH. Los metabolitos resultantes no solo 

son más polares que el compuesto original, sino que son capaces de participar en la fase II 

del metabolismo, la conjugación, en donde se les agregan sustratos endógenos como 

ácido glucurónico, aminoácidos y sulfato; una vez conjugados, se forman moléculas 

altamente hidrofílicas, asegurando su eliminación. Algunas veces está implicada una 

tercera fase, en la que se lleva a cabo el metabolismo de una gran parte de productos de la 

fase II, las reacciones de esta fase son catalizadas por las enzimas que participan en las 

otras dos. Los xenobióticos no necesariamente tienen que pasar por fase I, después a fase 

II y a fase III para lograr su fácil excreción, esta es una división del metabolismo de 

xenobióticos hecha para hacer más sencillo su entendimiento. (Fig. 1) 
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 La mayoría de los sistemas enzimáticos que contribuyen al metabolismo de 

xenobióticos, en ambas fase I y II, están localizados en el retículo endoplásmico y la 

fracción citosólica de las células. En mamíferos, se encuentran en varios tejidos, 

particularmente en el hígado. 

 
Fig 1 Metabolismo de xenobióticos. Adaptada de Hodgson E. (2) 

 

2.1 CITOCROMO P450 (CYP) 
 

En 1958, por primera vez se detectó espectrofotométricamente al CYP por 

Klingenberg et al., y con este descubrimiento se abrió una gran ventana en el estudio sobre 

la naturaleza de las enzimas que se encuentran involucradas en la oxidación de fármacos, 

alcoholes, procarcinógenos, antioxidantes, solventes orgánicos, anestésicos, pinturas, 

colorantes, saborizantes, esteroides, pesticidas, hidrocarburos y productos naturales (3, 4) 

De las enzimas de fase I, el CYP es una superfamilia de enzimas que se encuentra 

involucrada en el metabolismo de fármacos, metabolizando a más del 80% de aquellos 

procesados en fase I, contribuyendo más que cualquier grupo de enzimas en este proceso 

(5). Adicionalmente, ahora se sabe que CYP juega un papel importante en el metabolismo 

oxidativo de compuestos endógenos fisiológicamente importantes en mamíferos como 

vitaminas, esteroides, prostanoides y otros eicosanoides, ácidos grasos y alcaloides. 

Por lo anterior, el estudio de CYP ha sido relevante para la investigación en áreas 

como endocrinología, anestesiología, nutrición, patología, farmacología, carcinogénesis y 
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toxicología. En las últimas tres, su estudio es importante debido a las oxidaciones de pro-

tóxicos a formas reactivas eletrofílicas que causan daño biológico. (5) 

Actualmente, en el humano, el sistema de CYP consiste en cerca de 57 isoformas 

que tienen diferencias de especificidad catalítica y de tejido en el cual se expresan (6). 

Estas enzimas están agrupadas en familias y subfamilias de acuerdo a su homología en la 

secuencia de aminoácidos; el sistema de nomenclatura utilizado fue adaptado del 

propuesto inicialmente por Daniel W. Nebert (7), en el cual los CYP’s con 40% o más de 

identidad en secuencia de aminoácidos son incluidos en la misma familia designadas con 

un número arábigo, y aquellas con más del 55% de identidad son incluidas en la misma 

subfamilia, designadas con una letra capital. A los genes individuales se les asigna 

arbitrariamente un número (8). Las principales familias involucradas en el metabolismo de 

xenobióticos son CYP1, CYP2 y CYP3 (6). 

Los CYPs, en mamíferos, se encuentran en retículo endoplásmico, asociados con la 

flavoproteína NADPH-P450 reductasa, aunque algunos también se encuentran en 

mitocondria y membrana plasmática, teniendo generalmente una función de oxidasa (5). 

Los CYP’s oxidantes de xenobióticos están principalmente en el hígado, y algunos 

de ellos son expresados exclusivamente en este órgano. Otros son expresados tanto en el 

hígado como en una gran variedad de tejidos extrahepáticos, algunas veces con 

mecanismos de regulación diferentes (5). 

De los principales CYPs que participan en la oxidación de fármacos encontramos a: 

CYP3A4, CYP2D6, y CYP2C9 que contribuyen con el 75%; con el 25% restante de 

fármacos participan las isoformas CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP1B1, CYP2A6, 

CYP2C8, CYP2C19 y CYP2E1, fig. 1. (2, 6) 

 
Fig 2. Participación de CYP en el metabolismo de compuestos Adaptado de 

Hodgson (2) 
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2.1.1 MECANISMO CATALÍTICO DE CYP 
 

Los CYPs, como ya se mencionó, son hemoproteínas con función de oxidasa y cuya 

reacción se puede generalizar en la siguiente expresión: 

 

NADPH + H+ + O2 + R                                NADP+ + H2O + RO (9) 
CYP

 

En donde R representa al sustrato y RO el metabolito oxidado. La reactividad del 

CYP es atribuida al hierro presente en el complejo protoporfirina IX, el cual está unido a la 

proteína por medio de un puente de hidrógeno de las dos cadenas de propionato y una 

cisteína tiolatada coordinada al hierro, siendo ésta última responsable de la característica 

de absorción máxima del complejo Fe (II)-CO a 450 nm y factor crítico para la catálisis ya 

que al ser reemplazada por histidina da por resultado una proteína inactiva, fig 3. (10) 

 

 
Fig 3. Ciclo catalítico de Citocromo P450. Adaptado de Munro A. (11) 
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En la figura 3, se muestran las fases intermediarias del ciclo catalítico de CYP que 

conducen a la hidroxilación del sustrato (R-H). También están representados los diferentes 

estados de oxidación del hierro en el grupo hemo del CYP. El ligando hemo proximal 

(cisteína tiolatada, indicada con un átomo de azufre, S, ligado al hierro) y el ligando distal 

(una molécula de agua), están también indicados.  

En el primer paso (1), la unión del sustrato conduce al desplazamiento del ligando distal. 

Esto tiene como efecto, un cambio en el equilibrio del estado espín del hierro del hemo 

férrico de bajo espín a alto espín lo cual conduce a un potencial de hierro más positivo 

favoreciendo así la transferencia de electrones del par redox (cofactor), para reducir el 

hierro hemo a estado ferroso (2). El hemo ferroso une a un oxígeno para formar el 

intermediario oxo-ferroso (el cual es isoelectrónico con la forma superoxi-ferrico) (3). Se 

desprende el segundo electrón del par redox reduciendo el hierro al estado peroxi-férrico 

(4). La protonación produce la forma hidroperoxo-férrico (también conocido como 

compuesto 0) (5). Otra protonación conduce a la escisión del enlace dioxigeno y la 

producción de una molécula de agua (6). El intermediario remanente sobre el hemo es una 

especie oxo-ferril (compuesto I) con un radical de porfirina catiónica (7). Probablemente 

este sea el sustrato oxidante relevante en muchas de las reacciones de CYP. El 

componente I ataca al sustrato cercano y efectúa su hidroxilación. La salida del producto 

(R-OH) permite que el agua se vuelva a unir al hierro férrico y completar así el ciclo (8). La 

especie oxi-ferroso puede no seguir con el ciclo y reformar al CYP-férrico con la producción 

de peróxido (9). El componente 0 puede no seguir el ciclo y producir peróxido de hidrógeno 

(10). El componente I puede no seguir con el ciclo y producir agua (11). La ineficacia de las 

especies para continuar con el ciclo puede ocurrir si, por ejemplo, 1) hay desprendimiento 

inoportuno de electrones o protones; 2) el sustrato es inapropiado o 3) si se unen al sitio 

activo sustratos resistentes al ataque oxidativo (11). 

 

2.1.2 INHIBICIÓN DEL CICLO CATALÍTICO 
 
 La inhibición del CYP es realizada por dos tipos principales de inhibidores, aquellos 

que se unen de forma reversible a la enzima y los que lo hacen de forma irreversible. Los 

inhibidores reversibles interfieren en el ciclo catalítico a través de su unión al hierro del 

grupo hemo en su forma férrica o ferrosa, o por su coordinación al grupo hemo y unión a la 

región lipofílica del sitio activo. Este tipo de inhibición es la causa más común del 

establecimiento de interacciones fármaco-fármaco y su efecto deja de hacerse presente 
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una vez que el organismo ha eliminado al agente inhibidor. Un ejemplo de este tipo de 

inhibidores es la cimetidina, la cual presenta la característica de tener afinidad por el hierro 

del grupo hemo y por la región lipofílica del sitio activo provocando una inhibición fuerte 

pero reversible (6). 

 Por su parte, varios de los inhibidores irreversibles, llevan a cabo su acción una vez 

que han sido metabolizados por uno de los CYP y los metabolitos producidos son los que 

se unen de forma irreversible a la enzima causando su inhibición, este tipo de inhibición es 

conocida como inactivación basada en el mecanismo catalítico de la enzima. Existe una 

gran variedad de agentes que inhiben a CYP mediante este mecanismo, como compuestos 

sulforados, halogenados, acetilenos, olefinas y aminas, entre muchos otros; un ejemplo de 

ellos es el sacobarbital, un barbitúrico usado en el tratamiento a corto plazo del insomnio, 

el cual inhibe al CYP1B1 causando la pérdida parcial de su grupo prostético a través de la 

N-alquilación de alguna de sus porfirinas (6). 

  
2.2 CYP3A4  
 
 En el ser humano el CYP3A4 se expresa mayoritariamente en el hígado e intestino 

delgado constituyendo cerca del 25-30% del total de CYP en el hígado siendo la isoforma 

de CYP más abundante en éste órgano, aunque en el intestino delgado su expresión es 

mayor y también se expresa en otros tejidos extrahepáticos incluyendo pulmón, estómago 

y colon e inclusive hay reportes de su expresión en la periferia de los glóbulos rojos, sin 

embargo esto ocurre bajo condiciones particulares (12).  

 El CYP3A4 favorece reacciones atípicas de algunos fármacos como la desaturación, 

división oxidativa de un ácido carboxílico éster y oxidación de un nitrilo a una amida, 

teniendo como una de sus reacciones clásicas la 6β-hidroxilación de testosterona. De entre 

sus sustratos encontramos a dihidropiridinas, esteroides, quinidina, 17α-etilestriol, y el 

carcinógeno aflatoxina B1, extendiéndose la lista rápidamente en los últimos años (13). 

Su importancia en el uso clínico y en el desarrollo de fármacos está relacionada con 

la participación que tiene en la disposición de fármacos (6, 14), particularmente en la 

biodisponibilidad e interacciones fármaco-fármaco debidas a su inducción o inhibición, esto 

significa que un metabolismo acelerado del fármaco puede conducir a su baja 

biodisponibilidad así como una inhibición del metabolismo la puede aumentar, conduciendo 
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a la posibilidad de causar problemas clínicos severos cuando el fármaco posee un intervalo 

de dosis estrecho en el que lleva a cabo su acción de forma efectiva sin ser tóxico.  

El CYP3A4 es responsable de aproximadamente el 50% del metabolismo de los 

fármacos conocidos siendo de especial importancia aquellos usados en la quimioterapia 

del cáncer, esteroides y otros compuestos químicos carcinógenos a los que puede activar 

como al tamoxifén, un antagonista del receptor de estrógenos, produciendo aductos en el 

DNA. Otro ejemplo de activación de carcinógenos es la aflatoxina B1, la cual es hidroxilada 

para detoxificarla y en el proceso ocurre la formación del mutágeno 8,9-exo-epoxido que 

reacciona y así daña al DNA (6). El metabolismo de los anteriores compuestos puede 

afectar el riesgo de desarrollar cáncer o alterar la respuesta a quimioterapia. 

 

2.3 CYP1A1 
 

El CYP1A1 es una isoenzima de CYP que se expresa a niveles poco apreciables en 

el hígado fetal haciéndose evidente hasta que el hígado es adulto y, después del 

tratamiento con algunos compuestos inductores, también se ha detectado en tejidos 

extrahepáticos incluyendo páncreas, timo, próstata, intestino delgado, colon, útero y 

glándulas mamarias. Su expresión en hígado es clasificada como no constitutiva, ya que 

necesita de compuestos inductores. 

Para el estudio de su actividad enzimática, la reacción clásica usada es el 

metabolismo de la 7-etoxiresorufina transformándose en resorufina, un compuesto 

fluorescente cuantificable (15).  

Se ha reportado que compuestos como aminas aromáticas heterocíclicas y 

policíclicas son activadas por esta enzima además de que una dieta rica en lípidos, el 

estrés oxidante y los hidrocarburos aromáticos policíclicos como el benzo (a) pireno, 

actúan como sustratos e inductores al mismo tiempo (16-19). 

Poco se sabe del sitio activo de CYP1A1, los modelos recientes de sustratos e 

inhibidores sugieren que sus ligandos son moléculas planares. Su inhibición es realizada 

por algunos compuestos que también actúan sobre CYP1A2 y CYP1B1, entre los cuales 

frecuentemente se utiliza a la α- naftoflavona (α-NF), siendo más efectiva sobre CYP1A2. 

De entre sus inhibidores selectivos contamos con el 1-(1’-Propinil)pireno y el 2-(1-

propinil)fenantreno (13). 

El CYP1A1 parece no jugar un papel importante en el metabolismo de fármacos, ya 

que posiblemente debido a su localización y tasa de expresión no altera significativamente 
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la farmacocinética de medicamentos. Sin embargo, ciertos trabajos en modelos animales 

muestran el papel que juega en la carcinogénesis química pues algunos de sus inductores 

pueden ser pro-carcinógenos, como el benzo(a)pireno y varios compuestos presentes en el 

humo del tabaco, que al ser metabolizados por CYP1A1 se convierten en metabolitos 

cancerígenos que incrementan el riesgo de cáncer pulmonar. 

 

2.4 CYP1A2 
 

El CYP1A2 y CYP1A1 tienen el 70% de secuencia de aminoácidos idéntica y las dos 

se encuentran reguladas por el sistema receptor de hidrocarburos aromáticos (Ah). El 

CYP1A2 se expresa casi exclusivamente en hígado y lo hace de forma constitutiva siendo 

intensificada cuando el organismo se somete a tratamiento con moléculas como el 3-

metilcolantreno y dioxinas. También se expresa en tejidos extrahepáticos como el colon 

(20, 21). 

En humanos, esta enzima presenta gran polimorfismo genético lo cual hace 

complicado el seguimiento de su variación e inducción en base a su actividad enzimática. 

Algunos de sus inductores incluyen tabaco, alimentos quemados (por su contenido de 

hidrocarburos aromáticos policíclicos), vegetales crucíferos, ejercicio vigoroso y fármacos 

como el omeprazol (13). 

La lista de sustratos de CYP1A2 es larga e incluye algunos carcinógenos como 

aminas aromáticas y heterocíclicas, hidrocarburos policíclicos y algunas N-nitrosaminas 

(13). 

Se sabe de la existencia de interacciones entre fármacos que involucran al CYP1A2 

como el caso de la furafilina, la cual altera el metabolismo de la cafeína, es por ello que 

este candidato a medicamento no fue desarrollado y ahora es conocido como inhibidor de 

CYP1A2 al igual que la fuvoxamina y la α-NF, siendo ésta última un potente inhibidor de 

CYP1A2 humano. Otro dato clínico interesante, es que se han asociado altos niveles de 

actividad de esta enzima con la ineficacia de la teofilina en la terapia contra el asma (22). 

El CYP1A2 ha sido relacionado con la activación de componentes del humo del 

tabaco y el metabolismo de compuestos que puedan llegar a producir cáncer ocupacional 

(23). 
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2.5 CYP2B6 
 

El CYP2B6 forma parte de la subfamilia 2B siendo la isoforma que más se expresa 

en humanos, su equivalente en rata es CYP2B1 entre las cuales existe una similitud del 

78% en secuencia de aminoácidos (24).  

En estudios recientes se ha demostrado que el CYP2B6 es una enzima regulada por 

el receptor nuclear, receptor constitutivo de androstano (CAR), el cual es un factor de 

transcripción activado por xenobióticos y que para estimular la transcripción del gen 

CYP2B6 tiene que ser activado por la molécula señal de respuesta de crecimiento 

temprana (EGR 1) (25). 

El CYP2B6 es una enzima importante que metaboliza al 3.0% de fármacos 

conocidos como el metamizol, ciclofosfamida, promazina, metadona, S-mefenitoína, 

efavirenz, imipramina, artemisina y tamoxifén (13) y constituye del 3 al 5% del total de CYP 

contenido en hígado expresándose además en intestino, piel, cerebro, y en baja 

concentración en pulmón (26). 

Actualmente se han reportado varios inhibidores potentes de esta enzima como lo 

es el anticancerígeno tioTEPA (27), el 17α-etinilestradiol y el clopigrel. (26).  

El CYP2B6 posee pobre especificidad en comparación con otras isoformas de CYP 

por lo que puede metabolizar una amplia variedad de xenobióticos. Entre sus inductores se 

tiene al fenobarbital, el cual induce a ocho de los miembros de esta familia. 

Como ya se mencionó, el equivalente en rata de CYP2B6 es CYP2B1 que es 

constitutivo en pulmón y testículo, y participa en el metabolismo endógeno de la 

testosterona; además, interviene en el metabolismo de la 4-[(metilnitrosamina-1-(3-piridil9-

1-butanona] (NNK) que es un componente del tabaco involucrado en el desarrollo de 

tumores en pulmón y testículo (28). 

En rata hay dos isoformas de CYP2B, una es el CYP2B1 y la otra es el CYP2B2 que 

también se expresa constitutivamente en hígado y es moderadamente inducible por el 

fenobarbital por medio de la activación transcripcional de los genes, además tiene una 

homología del 97% con CYP2B1, aunque sus propiedades cromatográficas y 

electroforéticas así como su regulación y expresión son diferentes (28).  
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2.6 JUGO DE TORONJA Y SU INTERACCIÓN CON CYP 
 
 Varios de los xenobióticos a los que está expuesto el humano están contenidos en 

productos naturales, muchos de ellos provenientes de plantas presentes en la dieta, como 

frutas y vegetales. Por otro lado, es ampliamente reconocido que una dieta rica en estos 

alimentos disminuye el riesgo de problemas cardiovasculares y ciertas formas de cáncer 

debido a que varios de los éstos contienen fibra, compuestos antioxidantes y otros 

potencialemente anticancerígenos como ditioltionas, isotiocianatos, flavonoles y lignanos, 

por mencionar algunos (29,30). 

 El jugo de toronja es un producto natural consumido por gran parte de la población 

mundial ya sea por gusto o por sus conocidos efectos antioxidantes, para reducir la placa 

ateroesclerótica y por disminuir la proliferación de células cancerosas (30).  

Sin embargo, en 1989 se descubrió por accidente que el jugo de toronja tiene efecto 

inhibitorio del CYP3A4 (31). En estudios posteriores se determinó que un 47% de la 

actividad de CYP3A4 intestinal se mantiene disminuida en un intervalo de 4 horas después 

de la ingestión del jugo de toronja, incrementando la biodisponibilidad de algunos fármacos 

por las 24 horas siguientes. De tal forma que CYP3A4 parece estar sujeto a inactivación 

mecanismo-base por los compuestos activos del jugo de toronja (32).  

Se ha demostrado que la ingesta de jugo de toronja al mismo tiempo que una gran 

variedad de fármacos administrados oralmente como verapamil, cafeína y fenacetina, 

conduce al aumento de sus concentraciones séricas así como de sus efectos tóxicos. 

Tales alteraciones en el metabolismo de los anteriores fármacos son debidas a la inhibición 

de CYP1A (33, 34, 35). 

Los compuestos que se proponen como principios activos y responsables del efecto 

inhibitorio del jugo de toronja sobre CYP incluyen algunos flavonoides como naringina 

(Nar), quercetina y caempferol, y algunas furanocumarinas como 6, 7-dihidroxibergamotina 

(DHB),(4-[[6-hidroxi-7[[1-[(1-hidroxi-1-metil)etil]-4-metil-6-(7-oxo-7H-furo-[3,2-g][1]benzopi 

ran-4-il)-4-hexenil]oxy]-3,7-dimetil-2-octenil]oxi]-7H-furo[3,2-g][1]benzopiran-7-ona (GF-I-1) 

y 4-[[6-hidroxi-7[[4-metil-1-(1-metil-etenil)-6-(7-oxo-7H-furo[3,2-g][1]benzopiran-4-il)-4-hexe 

nil]oxi]-3,7-dimetil-2-octenil] oxi]-7H-furo[3,2-g][1]benzopiran-7-ona (GF-I-4) y bergamotina 

(BG). La Nar (fig. 4a) es el compuesto mayoritario del jugo de toronja (174-1472 µmol/L), 

que al ser metabolizado por la α-ramnosidasa y la β-glucosidasa produce a la naringenina, 

molécula que se ha visto posee actividad inhibitoria sobre CYP3A4 en estudios in vivo. En 

estudios in vitro esta molécula presenta una pobre inhibición sobre el CYP3A4 y el 
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CYP1A2 en comparación con el jugo de toronja que inhibe casi por completo la actividad 

de estas enzimas. Lo anterior sugiere que la Nar no es el principal agente activo del jugo 

de toronja, sobre la inhibición de CYP3A4 y CYP1A2 (36). 

En estudios con las furanocumarinas, BG y DHB (fig. 4b y c), se determinó la 

concentración para inhibir el cincuenta porciento de la actividad (CI50) de CYP3A4 (40.00 y 

5.56 µM, respectivamente) (37). En estos resultados vemos que DHB parece tener mayor 

potencia de inhibición sobre CYP3A4 que BG, sin embargo, BG se encuentra en mayor 

cantidad en el jugo de toronja que DHB (1.0-36.6 µmol/L  y 0.22-52.5 µmol/L 

respectivamente), lo cual no permite definir a BG como el principal responsable del efecto 

inhibitorio del jugo de toronja sobre CYP3A4 (32).  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                        a) Naringina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         b) Bergamotina                                                     c) 6,7-Dihidroxibergamotina 
 
Fig. 4 Estructuras de naringina, bergamotina y 6,7-dihidroxibergamotina. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La inactivación o inhibición de enzimas CYP pueden conducir a la alteración del 

metabolismo de fármacos afectando su actividad farmacológica lo cual incrementa el 

peligro potencial de interacciones fármaco-fármaco. La inhibición del metabolismo de un 

fármaco, como resultado de la competencia entre dos diferentes fármacos por una misma 

enzima, puede producir la elevación en la concentración de uno o ambos fármacos en 

sangre, que en el último de los casos producirá efectos adversos. 

Por otro lado, la inactivación de enzimas CYP también puede inhibir el potencial 

hepatocarcinogénico, como el caso del CYP3A4 y la aflatoxina-1 en el cual al ser inhibida 

la enzima se disminuye el riesgo de cáncer hepático. Fenómenos como éste, nos 

conducen a investigar agentes inhibitorios de CYPs que permitan explorar no sólo la faceta 

negativa del efecto de inhibición sino también la positiva. 

Dentro de los agentes inhibitorios de CYP se tiene al jugo de toronja, el cual ha sido 

estudiado ampliamente, en especial sus compuestos activos sobre el CYP3A4. Sin 

embargo, no se ha hecho énfasis en el estudio de inhibición sobre otras isoformas 

importantes en el metabolismo y activación de varios xenobióticos, incluyendo pro-

carcinógenos relevantes en las áreas de toxicología y cancerología. 

En el presente trabajo se plantea que la BG, DHB y Nar, componentes mayoritarios 

en el jugo de toronja, inhiben la actividad de las subfamilias 1A y 2B, del citocromo P450, 

particularmen te las isoformas CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2 
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4. HIPÓTESIS 
 

Los componentes mayoritarios del jugo de toronja, BG, DHB y Nar, además de inhibir a 

CYP3A4 tendrán la capacidad de inhibir in vitro a CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2, 

isoenzimas importantes en el metabolismo de fármacos y otros xenobióticos. 

 
5. OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar en estudios in vitro el potencial inhibitorio de BG, DHB y Nar sobre la actividad 

de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2. 
 
 
5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

- Inducir la producción enzimática de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2 en hígado de 

rata por tratamiento con β-NF/FB. 

- Obtener la proteína microsomal hepática de los animales tratados. 

- Determinar inmunoespecíficamente la presencia de CYP1A y CYP2B en muestras de 

microsomas hepáticos de rata. 

- Medir la actividad microsomal hepática de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2 en 

presencia y ausencia de Nar, BG y DHB. 
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6. MATERIALES Y METODOLOGÍA 
El fenobarbital (FB) fue adquirido de ABBOTT Laboratories de México (México, D.F., 

México). La β -naftoflavona ( β -NF), la etoxiresorufina, la metoxiresorufina, la 

pentoxiresorufina, la benciloxiresorufina, la resorufina, la naringina (Nar) y la 6,7-

dihidroxibergamotina (DHB) se adquirieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis MO, USA). 

La bergamotina (BG) se adquirió de INDOFINE Chemical Company Inc. (Hillsborough, NJ, 

USA). 

Los anticuerpos policlonales primarios anti-rata CYP2B1/2 obtenidos en conejo, 

fueron adquiridos de Research Diagnostics Inc. (Concord Ma., USA). Los anticuerpos 

policlonales primarios anti-rata CYP1A1 obtenidos en cabra y los anticuerpos policlonales 

secundarios IgG anti-cabra de cabra y anti-conejo de conejo conjugados con peroxidasa se 

adquirieron de BD-Gentest (Woburn, MA, USA).  

 

6.1 INDUCCIÓN DEL CYP1A y CYP2B (38) 
 

Se utilizaron seis ratas macho Wistar de 250 g de peso cada una, procedentes del 

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Cinco de ellas se  trataron con 

fenobarbital (FB) y β -naftoflavona ( β -NF) para inducir la producción de las enzimas de 

CYP requeridas para este proyecto y la sexta rata se trató con el vehículo como control 

negativo de la inducción. 

 El esquema de trabajo fue el siguiente: los días 1, 2 y 3 se les administró 60 mg/Kg 

de FB vía i.p. a las 5 ratas por inducir; el día 3 se les administró 80 mg/Kg de β -NF vía i.p. 

y el día 4 se les administró 30 mg/Kg de FB. A la rata testigo se le administraron 200 μ L 

de aceite de maíz los 4 días. El día 5 se sacrificaron a las ratas por dislocación cervical 

(38). 

 
6.2 OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN MICROSOMAL (39) 
 

Después del sacrifico por dislocación cervical, se extrajo el hígado el cual se lavó 

con agua estéril procurando quitar lo más posible la hemoglobina, enseguida se colocó en 

solución de KCl 0.15 M 3 mL/g de hígado. Cada hígado se cortó en trozos pequeños y se 

homogeneizó. Enseguida se mezcló el homogeneizado de los 5 animales y se centrifugó a 

9, 000g por 10 minutos. El hígado de la rata testigo se procesó de igual manera. El 
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sobrenadante obtenido se centrifugó a 100,000g por 60 minutos. El botón resultante se 

homogeneizó con una solución de fosfatos 0.1 M pH 7.4 y sacarosa 0.25 M y se centrifugó 

a 100,000g por 60 minutos adicionales; el botón obtenido se resuspendió en una solución 

de fosfatos 0.1 M pH 7.4, ácido diamino tetra acético (EDTA) 1 mM, ditiotreitol (DTT) 0.1 

mM y glicerol 20% v/v. La fracción microsomal así obtenida se distribuyó en alícuotas que 

se almacenaron a -80°C para su posterior uso en la determinación de proteína total 

mediante el método de Bradford (40). 

 

6.3 DETERMINACIÓN INMUNOESPECÍFICA DEL CYP1A y CYP2B (41) 
 

Se realizó la separación de proteínas mediante una electroforesis en un gel de 

poliacrilamida. Con gel separador de 7.5% de acrilamida y el concentrador de 4%. Se 

colocó 5 μ g de proteína en cada carril del gel y se corrió la electroforesis a 200 voltios por 

45 minutos, en una solución de tris-base 2.5 mM, glicina 79.2 mM, SDS 0.1%. La 

transferencia a una membrana de nitrocelulosa se realizó a 30 voltios por 14 horas a 4°C, 

en una solución de tris-base 25 mM y glicina 192 mM. Para corroborar que se llevó a cabo 

la transferencia se hizo una tinción de la membrana con solución Ponceau y en seguida la 

membrana se bloqueó con una solución de PBS-albúmina al 3% por 1 hora.  

Para realizar la inmunodetección se utilizaron anticuerpos contra CYP1A1 y 

CYP2B1. El primer anticuerpo se dejó actuar con la membrana por 1 hora al igual que el 

segundo anticuerpo. La membrana se reveló con diaminobencidina.  

 

6.4 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA (42, 43, 44, 45) 
 
 La evaluación de la actividad enzimática se realizó mediante la capacidad de O-

dealquilación que poseen los CYPs. Los sustratos utilizados etoxiresorufina (actividad 

EROD, etoxiresorufina O-deetilasa) para CYP1A1, metoxiresorufina (actividad MROD, 

metoxiresorufina O-demetilasa) para CYP1A2, pentoxiresorufina (actividad PROD, 

pentoxiresorufina O-dealquilasa) para CYP2B1 y benciloxiresorufina (actividad BROD, 

benciloxiresorufina O-dealquilasa) para CYP2B2, son metabolizados por las respectivas 

enzimas, estos sustratos tienen como producto común a la resorufina, compuesto 

cuantificable mediante fluorescencia. 

17 

Neevia docConverter 5.1



 Se realizó una curva patrón con resorufina a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 

250, 500 y 1000 pmoles. La curva patrón se realizó mezclando la cantidad correspondiente 

de resorufina en amortiguador de pH 7.6 (Tris-base 50 mM y MgCl2 25 mM) en un volumen 

final de 1 mL. A partir de esta curva se determinaron las concentraciones de producto 

formado. La reacción enzimática se llevó a cabo en una mezcla de amortiguador pH 7.6 

(tris-base 50 mM y MgCl2 25 mM), 1 μ M del sustrato correspondiente (disuelto en DMSO), 

NADPH 50μ M (disuelto en amortiguador) y en su caso, el inhibidor. La mezcla se incubó 

por 3 minutos a 37°C. Posteriormente se comenzó la reacción enzimática al adicionar la 

cantidad necesaria de proteína microsomal, 38.6, 193.0, 193.0 y 19.3μ g para la 

determinación de CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 Y CYP2B2 respectivamente. El volumen 

final de la mezcla de reacción fue de 1mL. La formación del producto se evaluó durante 3.5 

minutos a 37°C registrando lecturas cada 15 segundos en un fluorómetro Versa Fluor ® de 

BioRad. Las mediciones se realizaron en una longitud de onda de excitación de 350 nm y 

una longitud de onda de emisión de 286 nm.  

 Se realizaron experimentos preliminares utilizando al CYP1A1 como modelo de 

inhibición en el que se probaron concentraciones de: 0.25, 0.5, 1, 10, 20 µM para NG; 1, 10 

y 25 para BG; y 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 y 16.0 µM para DHB. De los resultados obtenidos en 

estas pruebas se determinó el intervalo de las concentraciones finales de NG, BG y DHB a 

usar para mostrar su efecto inhibitorio. 

 Las determinaciones de actividad enzimática para cada concentración de inhibidor 

fueron realizadas por triplicado y los resultados de actividad se expresan en porcentaje 

respecto a la actividad del control. 

 

 

Con objeto de verificar que los inhibidores probados no interferían con la fluorescencia de 

la resorufina, se elaboraron curvas de resorufina en presencia de cada inhibidor. Los 

resultados (incluidos en el Apéndice) muestran que BG y DHB no interfieren en la 

metodología implementada. 
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6.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
 A los resultados obtenidos se les aplicó un análisis estadístico con el programa 

XLSTAT ® versión 7.5.2 para Windows XP®. Se determinó ANOVA de una vía a todos los 

ensayos con una P < 0.005 (excepto a los ensayos con NG en los que trabajamos con una 

P < 0.025), y como prueba post hoc se realizó la prueba de Tukey para determinar 

diferencia significativa entre los ensayos de actividad enzimática a las diferentes 

concentraciones de inhibidor analizadas y la prueba de Dunett a una P < 0.005 para 

determinar la diferencia significativa entre los ensayos de actividad enzimática con las 

diferentes concentraciones de inhibidor y el control de la actividad de la enzima evaluada. 
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7. RESULTADOS  

7.1 INMUNODETECCIÓN. 
Los resultados presentados en la figura 4 confirman que el tratamiento con β-NF/FB 

promueve la inducción de las enzimas de CYP1A (CYP1A1 y CYP1A2). 

Los carriles 2, 3 y 4, contienen 5, 3.2 y 3.2 μg de proteína microsomal hepática de 

rata tratada con aceite de maíz (control), respectivamente. En ninguno de los carriles se 

observa la banda correspondiente a la migración de la proteína CYP1A1 lo que refleja su 

condición de baja o nula expresión basal. Lo anterior concuerda con otros autores que 

señalan a ésta enzima como no constitutiva y solamente detectable por inmunodetección 

después de ser inducida por algún tratamiento (por ejemplo con la β-NF y el FB). Por otro 

lado, el carril 5 contiene 5 μg de la mezcla de microsomas hepáticos obtenidos de ratas 

tratadas con β-NF/FB en el que se observa la banda correspondiente a CYP1A1 con lo 

cual comprobamos su inducción. Sabemos que la banda observada es la correspondiente 

a CYP1A1 ya que migra de forma similar al control positivo de CYP1A1 semipuro de rata 

(carril 1), (Supersoma ®). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Inmunodetección de CYP1A1. Carril 1: CYP1A1 semipuro de rata, control positivo 

(25 μ g); carriles 2, 3 y 4: proteína microsomal hepática de rata testigo (5, 3.2 y 3.2μ g 

respectivamente), carril 5: proteína microsomal de ratas inducidas con la β-NF y el FB 

(5μ g). Las muestras fueron sometidas a electroforesis, luego transferidas a membranas 

de nitrocelulosa y expuestas a un anticuerpo policlonal anti-rata desarrollada en cabra 

contra CYP1A1. 

CYP1A1, 55 
KD

      1         2        3        4        5    
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 La figura 5 muestra que la inducción de CYP2B se llevó a cabo ya que la banda 

presente en el carril 4 correspondiente a proteína microsomal hepática de las ratas 

inducidas con la β-NF y el FB es más intensa que  las obtenidas en los carriles 1, 2 y 3, 

que corresponden a proteína microsomal hepática de la rata tratada con aceite de maíz 

(control). CYP2B1 es una enzima que se expresa constitutivamente en el hígado pero 

evidentemente su expresión es mayor al ser inducida. 

 
Fig. 6 Inmunodetección de CYP2B1. Carriles 1, 2 y 3: proteína microsomal de rata testigo 

(5, 3.2 y 3.2μ g de proteína respectivamente), carril 4: proteína microsomal de rata 

inducida con la β-NF y el FB (5μ g). Las muestras fueron sometidas a electroforesis, luego 

transferidas a membranas de nitrocelulosa y expuestas a un anticuerpo policlonal anti-rata 

desarrollada en cabra contra CYP2B1. 

 

 

 

CYP2B
1

     1       2        3       4        
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7.2 DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE Nar SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE 
CYP 
 
 Las actividades enzimáticas que se muestran en las figuras 6-9 se determinaron  en 

presencia de diferentes concentraciones de Nar. En todas las figuras la primera barra 

corresponde a la actividad basal de la proteína inducida por β-NF/FB (Control). Para todas 

las enzimas evaluadas (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2), se puede observar que 

no existe diferencia entre las actividades basales y aquellas encontradas cuando se agregó 

NG.  

 

 
 

Fig. 7 Efecto de diferentes concentraciones de Nar sobre la actividad de CYP1A1. 

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.025, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.025. + DE (n=3) 
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Fig. 8 Efecto de diferentes concentraciones de Nar sobre la actividad de CYP1A2.  

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.025, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.025. + DE (n=3) 

 

 
 

Fig. 9 Efecto de diferentes concentraciones de Nar sobre la actividad de CYP2B1.  

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.025, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.025. + DE (n=3) 
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Fig. 10 Efecto de diferentes concentraciones de Nar sobre la actividad de CYP2B2. 

 * Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 
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7.3 DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE BG SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE 
CYP 
 

 En las figuras 10–13 se muestra el efecto de BG, sobre la actividad de las diferentes 

enzimas contempladas en nuestro estudio. En todas estas figuras la primera barra muestra 

la actividad basal de la enzima. 

 En el caso de CYP1A1 (Fig.10) vemos que la BG tiene un efecto inhibitorio 

dependiente de la concentración de BG. Este efecto de BG también es observado en 

CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2. 

 

 
 

Fig. 11 Efecto diferentes concentraciones de BG sobre la actividad de CYP1A1. 

 * Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra  que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 
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Fig. 12 Efecto de diferentes concentraciones de BG sobre la actividad de CYP1A2. 

 * Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 

 

 
 

Fig. 13 Efecto de diferentes concentraciones de BG sobre la actividad de CYP2B1. 

 * Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 
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Fig. 14 Efecto de diferentes concentraciones de BG sobre la actividad de CYP2B2. 

 * Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 
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7.4 DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE 6, 7- DIHIDROXIBERGAMOTINA SOBRE LA 
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE CYP 
 

 En las figuras 14-17 se presenta el efecto inhibitorio que posee la DHB sobre 

enzimas de CYP. En la figura 14 observamos el efecto de éste compuesto sobre CYP1A1, 

disminuyendo su actividad enzimática en función de la concentración de DHB. Dicho efecto 

también se presenta en la demás enzimas de CYP analizadas. 

 

 

 
 

Fig. 15 Efecto de diferentes concentraciones de DHB sobre la actividad de CYP1A1.   

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.025, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.025. + DE (n=3) 
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Fig. 16 Efecto de diferentes concentraciones de DHB sobre la actividad de CYP1A2.  

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 

 
 

Fig. 17 Efecto de diferentes concentraciones de DHB sobre la actividad de CYP2B1.  

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 
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Fig. 18 Efecto de diferentes concentraciones de DHB sobre la actividad de CYP2B2. 

* Diferencia significativa con el control con una P< 0.005, † Diferencia significativa con la 

muestra que le antecede con una P<0.005. + DE (n=3) 
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7.5 CONCENTRACIÓN IHIBITORIA 50 (CI50) DE Nar, BG Y DHB SOBRE CYP 
En la tabla 1 se muestra la concentración necesaria de cada compuesto analizado para 

inhibir el 50% (CI50), de la actividad enzimática de cada enzima evaluada. El cálculo 

matemático para obtener la CI50 se realizó en base a la ecuación lineal resultante de la 

relación actividad enzimática vs concentración de inhibidor. Los valores son promedio 

CI50+DE (n=3). 

 

 

Tabla 1. CI50 de Nar, BG y DHB sobre CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2 

 

Inhibidor Nar BG (µM) DHB (µM) 

CYP1A1 0.192 + 0.029 3.162 + 0.153 

CYP1A2 5.077 + 0.321 54.479 + 1.751 

CYP2B1 9.495 + 0.979 55.066 + 3.638 

CYP2B2 4.535 + 0.092 48.195 + 0.189 
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Fig. 19 Comparación de CI50 de BG sobre CYP1A1a, CYP1A2b , CYP2B1c y CYP2B2d. a, b, c y d = 

diferencia significativa con CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2, respectivamente, con una 

P<0.005. Promedio+ DE n=3. 

 

 

 

 
Fig. 20 Comparación de CI50 de DHB sobre CYP1A1a, CYP1A2b , CYP2B1c y CYP2B2d. a, b, c y d 

= diferencia significativa con CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2, respectivamente, con una 

P<0.005. Promedio+ DE n=3 
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8. DISCUSIÓN 
 

 El efecto de flavonoides como la Naringina (Nar), y de furanocumarinas como BG y 

DHB sobre algunos CYP’s, ya ha sido evaluado previamente tanto in vivo como in vitro. 

Los estudios de Nar sobre CYP3A4, sugieren que su aglicona, llamada naringenina, es 

quien posee el efecto inhibitorio sobre la esta enzima ya que in vivo, Nar es metabolizada 

por la α-ramnosidasa y la β-glucosidasa convirtiéndola en naringenina, la cual presenta una 

alta potencia de inhibición de CYP3A4 (37, 46). 

 Con respecto a BG y DHB, algunos autores mencionan que BG es el componente 

del jugo de toronja con mayor potencia de inhibición in vitro sobre CYP3A4 en comparación 

con DHB (47). Adicionalmente, otros autores reportan que DHB tiene un mayor efecto 

sobre CYP3A4 e inclusive sugieren que in vivo éste compuesto y Nar pueden ser los 

responsables de gran parte de la inhibición de ésta enzima (37, 48, 49), ya que in vivo DHB 

inhibe más que BG a CYP3A4 (37). Por otro lado se sabe que BG y DHB son inhibidores 

de CYP3A4 dependientes de la concentración y del tiempo, y su inhibición es del tipo 

inactivación basada en el mecanismo catalítico de la enzima (inhibidor suicida), ya que 

requiere ser metabolizado por la enzima para poder ejercer su efecto inhibitorio. 

 También se tienen informes de la inhibición de enzimas como CYP1A1 y CYP1A2 

por Nar, BG y DHB. Ueng et al. (50), encontró en un estudio in vivo sobre ratones, que Nar 

es responsable del decremento de la expresión y actividad de CYP1A2 y no así de 

CYP1A1. Por el contrario Maish et al. (51), determinó que la actividad de CYP1A2, 

evaluada a través del metabolismo de la cafeína, no se veía afectado por el jugo de toronja 

lo que significa que la naringina no ejerce un efecto inhibitorio sobre ésta enzima. Estos 

resultados controversiales dejan sin definición la capacidad inhibitoria de la naringina sobre 

los CYP´s y es por ello que decidimos incluirla en nuestro estudio. 

En estudios en los que se utilizan CYP’s humanos semipurificados, se ha observado 

que BG tiene mayor efecto de inhibición sobre CYP1A2 que sobre CYP3A4 (37) y DHB las 

inhibe por igual. Ambos compuestos inhiben a CYP1A2 y se sugiere que lo hace por 

inactivación basada en su mecanismo catalítico pero no se ha corroborado aún (37, 47). 

Además, se sabe que BG es un potente inhibidor de CYP1A1 en cultivo primario de 

hepatocitos de rata y en microsomas obtenidos de estos cultivos con una concentración de 

10 veces más que lo reportado para CYP1A1 humano (52). 
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 Se sabe que BG no sólo inhibe a CYP3A4, CYP1A1 y CYP1A2 sino que también 

inhibe a CYP2B6 de humano y de igual manera lo hac por inactivación basada en su 

mecanismo catalítico (53, 54). 

En los ensayos in vitro con microsomas hepáticos de ratas tratadas con FB/β-NF 

realizados en este estudio, obtuvimos que Nar bajo las condiciones y concentraciones 

trabajadas no presenta inhición sobre CYP1A y CYP2B (fig. 6-9). Esto es similar a lo 

reportado para los estudios de inhibición in vitro sobre CYP3A4, por lo que podemos 

apoyar la idea de que naringenina es quien presenta la capacidad de inhibir a CYP1A y 

CYP2B y no la Nar. El proceso de transformación de Nar a naringenina no ocurre in vitro 

por la falta de la alfa-ramnosidasa y la beta-glucosidasa, por lo que la inhibición sobre 

CYP1A y CYP2B no se presenta. 

Con respecto al estudio con BG y DHB, obtuvimos que BG presenta 

aproximadamente 16 veces más potencia de inhibición que DHB sobre CYP1A2 siendo 

sus CI50 de 0.192+0.029 y 3.162+0.153 µM (tabla 1), este resultado concuerda 

parcialmente con lo reportado por Tassaneeyakul et al. (37), ya que en los estudios que su 

grupo de trabajo realiza obtienen una CI50 de BG y DHB de 0.3 y 0.6µM respectivamente. 

He et al. (47) reportó que con 1 µM de BG se inhibe el 92% de la actividad de CYP1A2, 

valor cercano al obtenido en este estudio para el 50% de inhibición. Adicionalmente, la BG 

resulta ser más potente sobre CYP1A1 que sobre las otras enzimas evaluadas, siendo su 

potencia de inhibición en el siguiente orden: CYP1A1 > CYP1A2 =CYP2B1 > CYP2B2 (fig. 

18), lo cual concuerda con lo que reporta Baumgart et al. (52) respecto a su potencia de 

inhibición sobre CYP1A1, aunque su estudio es sobre microsomas de un cultivo de 

hepatocitos y obtiene CI50 de 0.01 µM de BG. Lo anterior sugiere que la inhibición de BG 

es más específica sobre CYP1A1 que sobre las demás enzimas evaluadas. Sin embargo, 

el hecho de que la concentración de DHB sea mayor en el jugo de toronja (0.22-52.5 μM), 

no nos permite decir que el efecto de inhibición in vitro del jugo de toronja sea debido en 

gran medida a la BG (1.0-36.6 μM en jugo de toronja). 

Por otro lado, observamos que BG presenta mayor potencia de inhibición sobre 

CYP2B1 y CYP2B2 en comparación con DHB (Tabla 1). Además, la inhibición sobre 

CYP2B2 por ambos compuestos es mayor que sobre CYP1A2 y CYP2B1 (fig. 18 y 19). 
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9. CONCLUSIONES 
 

En el presente estudio demostramos que la Nar no tiene efecto inhibitorio, in vitro, 

sobre CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2 a las tres concentraciones evaluadas 0.25, 

0.5 y 1.0 µM; que BG es un potente inhibidor de las enzimas evaluadas con diferente 

potencia de inhibición teniendo el siguiente orden: CYP1A1>CYP2B2=CYP1A2>CYP2B1 y 

a CI50 de 0.192 + 0.029, 5.077 + 0.321, 9.495 + 0.979 y 4.535 + 0.092 µM para cada una 

de las enzimas respectivamente. DHB también es un inhibidor, aunque menos potente que 

BG ya que sus CI50 son aproximadamente 10 veces menores que ésta última molécula. 

DHB presenta el siguiente orden de inhibición sobre las enzimas: CYP1A1> 

CYP2B2=CYP1A2> CYP2B1, con una CI50 de 3.162+0.153 µM (CYP1A1), 54.479+1.751 

µM (CYP1A2), 55.066+3.638 µM (CYP2B1) y 48.195+0.189 µM (CYP2B2). 

 

10. PERSPECTIVAS 
 

Para enriquecer al presente trabajo es importante ampliarlo mediante estudios de 

inhibición enzimática con naringenina, con el objetivo de evaluar su capacidad inhibitoria in 

vitro y así confirmar su posible efecto sobre CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2. 

Además de la realización de estudios de cinética enzimática para definir el tipo de 

inhibidores que son BG y DHB, y con ellos determinar su mecanismo de acción. 

Finalmente, este estudio nos permite sugerir que BG y DHB poseen actividad 

antigenotóxica ya que presentan la capacidad de inhibir a enzimas involucradas en la 

activación de compuestos mutagénicos y carcinogénicos, para comprobar lo anterior es 

necesario realizar el estudio y caracterización del posible efecto antigenotóxico de BG y 

DHB con lo cual se abriría la posibilidad de su uso en la quimioprevención de 

enfermedades crónico-degenerativas como el cáncer. 
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12. APÉNDICE 
 

En la figura 20 se muestra la inmunodetección de CYP1A1 y CYP1A2 en proteína 

microsomal hepática de ratas tratadas con β–NF/FB. En el carril 2 se observan dos bandas 

correspondientes a CYP1A1 (59 KD) y CYP1A2 (58 KD). 

 

CYP1A
1 

Fig. 21 Inmunodetección de CYP1A1 y CYP1A2. Carril 1: CYP1A1 semipuro de rata, 

control positivo (15 μg); carril 2: proteína microsomal de ratas inducidas con β-NF/FB (0.03 

μg). Las muestras fueron sometidas a electroforesis, luego transferidas a membranas de 

nitrocelulosa y expuestas a un anticuerpo policlonal anti-rata desarrollada en contra 

CYP1A1 y CYP1A2. 
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En la fig. 21 se muestra la evaluación del efecto de BG sobre la fluorescencia de la 

resorufina en tres diferentes concentraciones de BG, 0.5, 2 y 16 μM. Obtuvimos que esta 

molécula no afecta la fluorescencia de la resorufina lo que nos asegura que los resultados 

obtenidos en los ensayos de inhibición enzimática se deben al efecto de inhibición que la 

BG presenta sobre las enzimas evaluadas y no por su interferencia con la fluorescencia de 

la resorufina. 

 

 
 

Fig 22. Efecto de BG sobre la fluorescencia de la resorufina. Se realizó por triplicado la 

curva patrón de resorufina con y sin BG a tres diferentes concentraciones de 0.5, 2 y 16 

μM de ésta molécula.  
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En la fig. 22 se muestra la evaluación del efecto de DHB sobre la fluorescencia de la 

resorufina en tres diferentes concentraciones de DHB, 0.5, 2 y 16 μM. Obtuvimos que esta 

molécula no afecta la fluorescencia de la resorufina lo que nos asegura que los resultados 

obtenidos en los ensayos de inhibición enzimática se deben al efecto de inhibición que la 

DHB presenta sobre las enzimas evaluadas y no por su interferencia con la fluorescencia 

de la resorufina. 

 

 
Fig 23. Efecto de DHB sobre la fluorescencia de la resorufina. Se realizó por triplicado la 

curva patrón de resorufina con y sin DHB a tres diferentes concentraciones de 0.5, 2 y 16 

μM de ésta molécula. 
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