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RESUMEN

Uno de los principales sistemas enzimaticos participantes en el metabolismo de xenobioticos es el
citocromo P450 (CYP), el cual estd conformado por familias de enzimas involucradas en el
metabolismo de fase |, a su vez, éstas se dividen en subfamilias, una de las cuales es CYP1A,
quien participa en la biotransformaciéon de un grupo de compuestos representativos de la
contaminaciéon ambiental, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS).

El CYP1A1 forma parte de la subfamilia 1A y metaboliza una gran variedad de compuestos tipo
PAHs, como benzo[a]pireno (BaP), 3-metilcolantreno (3-MC), 7,12-dimetilbenzo[a]antraceno, entre
otros. Como resultado de dicho metabolismo se obtienen metabolitos altamente reactivos capaces
de ocasionar dafio celular a través de su interaccion con macromoléculas como proteinas, lipidos
y ADN.

La inhibicion de CYP1A1l permite que tales metabolitos reactivos no se generen y por lo tanto se
previene el dafio por la interaccion de éstos con macromoléculas biolégicamente importantes.
Recientemente determinamos que componentes del jugo de toronja como la bergamotina (BG) y
6’,7’-dihidroxibergamotina (DHB), inhiben la actividad de enzimas de las subfamilias 1A y 2B. En
especifico, observamos que la BG es un potente inhibidor de CYP1A1 con una concentracion de
inhibicion del cincuenta por ciento (Clsp) de actividad enzimatica de 0.19 uM.

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar el tipo de inhibicibn que BG ejerce sobre
CYP1Al y en base a esto, determinar su participacion en la prevenciéon del dafio mutagénico y
genotoxico.

Realizamos estudios de cinética de inhibicion de CYP1A1l por BG, variando la concentracion del
inhibidor. Se encontrd que la BG es un inhibidor competitivo de CYP1A1 con una Ki=5.43 uM. Ya
gue la BG es un inhibidor competitivo de CYP1A1 evaluamos su capacidad antigenotoxica ante un
potente mutageno que es sustrato de esta enzima, el benzo[a]pireno (BaP). La BG (262 pg/Kg),
presento tendencia a la proteccion contra el dafio genotoxico ocasionado por el BaP, evaluado
mediante la prueba de micronucleos en sangre periférica de raton. Para complementar la prueba
de antigenotoxicidad in vivo, realizamos un prueba in vitro, el ensayo de antimutagenesis en
Salmonella typhimurium deficiente en histidina (His’), en los cuales obtuvimos que la BG
disminuyo la capacidad mutagénica de BaP y de 3-metilcolantreno. En conjunto, los resultados
obtenidos sugieren que la BG puede ser considerada un agente quimioprotector ante la induccion

de dafio genotdxico por compuestos procarcinogénicos que son sustrato de CYP1AL.



INTRODUCCION

Diariamente estamos expuestos a distintos compuestos quimicos sintéticos o de origen
natural que estan presentes en el ambiente, en los alimentos o en lugares de trabajo. A los
compuestos ajenos a nuestro organismo que no participan en la produccidon de energia,
construccion de nuevos tejidos, o como mensajeros o cofactores, se les denomina xenobidticos.
Una gran variedad de xenobidticos suelen ser lipofilicos y cuando ingresan a nuestro organismo
este no los puede eliminar facilmente, asi que lleva a cabo un proceso de transformacion que los
metaboliza a compuestos hidrofilicos facilitando su excrecion. En dicho proceso participan
sistemas enzimaticos que metabolizan a los xenobibticos disminuyendo su concentracion y el
riesgo de su acumulacion.

El proceso de transformacion de los compuestos lipofilicos a hidrofilicos ocurre en dos
fases metabodlicas. Durante la fase I, llamada de funcionalizacion, se realiza una serie de
reacciones quimicas que comprenden: la hidroxilacion aromatica, epoxidacién, hidroxilacién
alifatica, reacciones de dealquilacion, oxidacién de nitrégeno y sulfuro, deaminaciéon oxidativa,
dehalogenacion oxidativa, nitrorreduccién, azorreduccion, dehalogenacion reductiva e hidrolisis
(1). Dentro de las enzimas responsables de éstas reacciones estan la aldehido deshidrogenasa,
azo y nitro-reductasa, alcohol deshidrogenasa, epédxido hidrolasa, monoamino oxidasa, flavin
monooxidasa, esterasa no especifica y el citocromo P450 (CYP). Este ultimo generalmente realiza
la incorporacién de un atomo de oxigeno al xenobiético, generando grupos funcionales como —OH.
Los metabolitos resultantes no s6lo son mas polares que el compuesto original, sino que son
capaces de participar en la fase Il del metabolismo, la conjugacion, en donde se les agregan
sustratos enddgenos como acido glucurdnico, aminoacidos y sulfato; una vez conjugados, se
forman moléculas altamente hidrofilicas, asegurando su eliminacion. Algunas veces esta implicada
una tercera fase, en la que se lleva a cabo el metabolismo de una gran parte de productos de la
fase Il, las reacciones de esta fase son catalizadas por las enzimas que participan en las otras
dos. Los xenobidticos no necesariamente tienen que pasar por fase |, después a fase Il y a fase Il
para lograr su facil excrecion, dependiendo de su estructura quimica sera su mecanismo de
eliminacion ya sea por reacciones de funcionalizacion o conjugacion o ambas (Fig. 1).

La mayoria de los sistemas enzimaticos que contribuyen al metabolismo de xenobibticos en
ambas fases, estan localizados en el reticulo endoplasmico y la fraccion citosélica de las células.

En mamiferos, se encuentran en varios tejidos, particularmente en el higado.



Fases del metabolismo de compuestos
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Fig. 1. Metabolismo de compuestos. Hodgson y Smart (2)

Como resultado de la exposicion a xenobidticos no sélo actuaran los sistemas enzimaticos de
fase | y Il para su detoxificacion y eliminacion, en algunos casos, las reacciones de
funcionalizacion producirdn metabolitos altamente electrofilicos capaces de reaccionar con
macromoléculas biolégicamente importantes como el ADN, generando dafios irreparables como la
ruptura de cromosomas. Ademas de la ruptura de cromosomas también se pueden generar
mutaciones. La acumulacion de estos dafios es caracteristica del inicio del proceso de
carcinogénesis.

El cancer es un problema de salud internacional en constante crecimiento, hasta el momento
no se han tenido grandes logros en la disminucion de muertes por esta enfermedad. La
prevencion se sugiere como principal estrategia para contender al cancer. Como tacticas de
prevencion se ha propuesto: 1) reducir la exposicidon agentes carcinogénicos, 2) dar seguimiento
clinico a los sujetos con predisposicion genética, 3) proveer quimioproteccion a través de la dieta o
medios sintéticos (3).

Se define como quimioproteccion a la supresion, arresto o reversion del proceso de
carcinogénesis, principalmente en sus etapas tempranas, por agentes naturales o sintéticos. Sin
embargo, el término “agente quimioprotector” se utiliza para aquellos agentes naturales o
sintéticos que no solo previenen el cancer sino que también lo cure. En general se ha clasificado
a los agentes quimioprotectores en:

1) Agentes inhibidores de la formacién de carcinégenos. Son aquellos que evitan la formacion

endogena de nitrosaminas a partir de aminas secundarias.



2) Agentes blogueadores. En la iniciacion de la carcinogénesis hay varios niveles de
intervencion para su bloqueo, como la activacién metabdlica de procarcinégenos, induccion
de enzimas de citocromo P450, induccién de enzimas de fase Il, disminucion de radicales
libres y electréfilos e incremento de la reparaciéon de ADN.

3) Agentes supresores. Son aquellos agentes que puedan contender con la promocion y
progresion de un tumor. La clasificacion de este tipo de compuestos es mas complicada
debido a que no se conocen bien los mecanismos de promocion y progresion de un tumor,
sin embargo, por mencionar algunos ejemplos de agentes supresores tenemos a los
inductores de la diferenciacion celular, moduladores de la transduccion de sefales,
moduladores de factores de crecimiento y hormonales, inhibidores de la actividad de

oncogenes, inductores de apoptosis, restauradores de la respuesta inmune, entre otros (4).

Por su intervencion en la etapa inicial del proceso de carcinogénesis, son de nuestro interés los
agentes bloqueadores, en especifico aquellos que actlien inhibiendo o induciendo al sistema
citocromo P450 y enzimas de fase Il, ya que estos sistemas enzimaticos participan en el
metabolismo de una amplia variedad compuestos carcinogénicos y procarcinogénicos. Las
enzimas de CYP se encuentran ampliamente distribuidas en el organismo, sin embargo, el higado,
tracto gastrointestinal, pulmén y rifidn son los 6rganos Mas expuestos a xenobidticos.

En estudios de proteccion a efectos carcinogénicos por compuestos ambientales trataron a
animales con los carcin6genos benzo[a]pireno, acetaminofluoreno, dimetilaminoestilbeno, uretano,
aflatoxina B1, entre otros, a la par de compuestos inductores de CYP. Los resultados mostraron
gue se favorece la detoxificacion de éstos carcindgenos del organismo por lo cual a los inductores
de enzimas de CYP se les ha considerado como agentes quimiprotectores (5).

Por otro lado, a los inhibidores de CYP también se les ha considerado quimioprotectores
debido a la evidencia de inhibicion del metabolismo de procarcin6genos y por lo tanto la
disminucién de su efecto carcinogénico. Un ejemplo es el acido elagico que inhibe la activacion de
compuestos como benzo[a]pireno, N-nitrosometilbencilamina, entre otros, a través de la inhibicion
de enzimas como CYP3A1, CYP2A2, CYP2C11, CYP2B1, CYP2C6 y CYP1ALl, protegiendo asi
de la formacién de aductos, mutaciones, aberraciones cromosomicas y tumores por dichos
compuestos (6, 7).

La induccién de enzimas de fase Il es también una importante estrategia de prevencion ya
gue no solo favorecen la detoxificacion de compuestos carcinogénicos sino que también algunas

son atrapadoras de especies reactivas de oxigeno y compuestos electrofilicos. Un ejemplo de esto
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es el sulfurofano el cual es inductor de la glutation-S-tranferasa favoreciendo la proteccién de
cancer de mama en ratones por carcindgenos prototipo como 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (8).

A los compuestos en los alimentos que no son nutrientes se les denomina fitoquimicos. El
acido elagico y el sulfurofano son dos ejemplos de una gran variedad de fitoquimicos con
propiedades quimioprotectoras. De los mas estudiados son los carotenoides, polifenoles y
alcaloides, en especifico, taninos, estilbenos, cumarinas y flavonoides, debido a sus efectos en
enzimas de CYP, enzimas antioxidantes, ademas de también ser atrapadores directos de
especies reactivas de oxigeno y compuestos electrofilicos.

Muchos de los fitoquimicos presentes en la dieta han sido propuestos como agentes
guimioprotectores y algunos han logrado pasar a fases clinicas | y 1l (9, 12), por lo cual su estudio
sigue siendo parte fundamental de la blusqueda de nuevos agentes para la quimioprevencion, v,
dado que tenemos una dieta tan diversa, es imperioso tener conocimiento de todos los efectos
gue los fitoquimicos pudieran tener sobre el organismo con la finalidad de hacer correcto uso de

sus propiedades.



CITOCROMO P450 (CYP)

En 1958, por primera vez se detectd espectofotométricamente al sistema enziméatico CYP
por Klingenberg et al., y con este descubrimiento se abrié una gran ventana en el estudio sobre la
naturaleza de las enzimas que se encuentran involucradas en la oxidacion de farmacos, alcoholes,
procarcinégenos, antioxidantes, solventes organicos, anestésicos, pinturas, colorantes,
saborizantes, esteroides, pesticidas, hidrocarburos y productos naturales (13, 14).

De las enzimas de fase I, las enzimas de CYP son un sistema de familias enzimaticas que
se encuentran involucradas en el metabolismo de farmacos, metabolizando a mas del 80% de
aquellos procesados en fase |, contribuyendo mas que cualquier grupo de enzimas en este
proceso (15). Adicionalmente, ahora se sabe que el CYP juega un papel importante en el
metabolismo oxidativo de compuestos enddgenos fisioldgicamente importantes en mamiferos
como vitaminas, esteroides, prostanoides y otros eicosanoides, acidos grasos y alcaloides.

Por lo anterior, el estudio de CYP ha sido relevante para la investigacion en areas como
endocrinologia, anestesiologia, nutricion, patologia, farmacologia, carcinogénesis y toxicologia.
En las ultimas tres, su estudio es importante debido a las oxidaciones de pro-tdxicos a formas
eletrofilicas que causan dafio bioldgico (15).

En el humano se han reportado cerca de 57 isoformas del sistema de CYP las cuales
presentan diferencias de especificidad catalitica y de tejido en el cual se expresan (16). Estas
enzimas estan agrupadas en familias y subfamilias de acuerdo a su homologia en la secuencia de
aminoacidos; el sistema de nomenclatura utilizado fue adaptado del propuesto inicialmente por
Daniel W. Nerbert (17), en el cual los CYPs con 40% o mas de identidad en secuencia de
aminoacidos son incluidas en la misma familia, designadas con un numero arabigo, CYP1 y
aquellas con mas del 55% de identidad son incluidas en la misma subfamilia, designadas con una
letra en mayuscula, CYP1A. A los genes individuales se les asigna arbitrariamente un namero,
CYP1AL1 (18). Las principales familias involucradas en el metabolismo de xenobiéticos son CYP1,
CYP2y CYP3.

En mamiferos, los CYPs se encuentran en reticulo endoplasmico, asociados con la
flavoproteina NADPH-P450 reductasa, aunque algunos también se encuentran en mitocondria y
membrana plasmatica, teniendo generalmente una funcion de oxidasa (15).

Los CYPs oxidantes de xenobibticos se expresan principalmente en el higado, y algunos
de ellos son expresados exclusivamente en este 6rgano. Otros son expresados tanto en el higado
como en una gran variedad de tejidos extrahepaticos, algunas veces con mecanismos de

regulacion diferentes (15).
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MECANISMO CATALITICO DE CYP

Los CYPs, como ya se menciond, son hemoproteinas que catalizan una reaccion de

oxidacién que se puede generalizar en la siguiente expresion:

NADPH + H" + O, + R » NADP" + H,0O + RO (19)

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 esta unido a la proteina por
medio de un puente de hidrogeno de las dos cadenas de propionato y una cisteina tiolatada
coordinada al hierro, siendo esta ultima responsable de la caracteristica de absorcion maxima del
complejo Fe (I)-CO a 450 nm y factor critico para la catélisis ya que al ser reemplazada por
histidina da por resultado una proteina inactiva, fig. 2. (20).

En la figura 2, se muestran las fases intermediarias del ciclo catalitico de CYP que
conducen a la hidroxilacion del sustrato (R-H). También estan representados los diferentes
estados de oxidacion del hierro en el grupo hemo del CYP. El ligando hemo proximal (cisteina
tiolatada, indicada con un atomo de azufre, S, ligado al hierro) y el ligando distal (una molécula de

agua), también estan indicados.

Fig. 2. Ciclo catalitico de citocromo P450. Munro A. (21)
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En el primer paso (1), la union del sustrato conduce al desplazamiento del ligando (agua).
Esto tiene como efecto un cambio en el equilibrio del hierro del hemo férrico de bajo espin a alto
espin lo cual conduce a un potencial de hierro mas positivo favoreciendo asi la transferencia de
electrones por el cofactor, para reducir el hierro hemo a estado ferroso (2). El hemo ferroso une a
un oxigeno para formar el intermediario oxo-ferroso (el cual es isoelectrénico con la forma
superoxi-férrico) (3). Se desprende el segundo electron del par redox reduciendo el hierro al
estado peroxi-férrico (4). La protonacion produce la forma hidroperoxo-férrico (también conocido
como compuesto 0) (5). Otra protonacion conduce a la ruptura del enlace del oxigeno molecular y
la produccion de una molécula de agua (6). El intermediario remanente sobre el hemo es una
especie oxo-ferril (compuesto I) con un radical de porfirina cationica (7). Probablemente este sea
el sustrato oxidante relevante en muchas de las reacciones de CYP. El componente | ataca al
sustrato cercano y efectlia su hidroxilacion. La salida del producto (R-OH) permite que el agua se
vuelva a unir al hierro férrico y completar asi el ciclo (8). Por otro lado, la especie oxi-ferroso
puede no continuar con el ciclo y retormar al CYP-férrico con la produccion de peroxido (9). El
componente 0 puede no seguir el ciclo y producir peroxido de hidrégeno (10). Por udltimo el
componente | 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 (21).
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INHIBICION DE CYP

El citocromo P450 (CYP) se encuentra en una gran variedad de organismos catalizando
reacciones de oxidacion importantes en rutas biosintéticas y metabdlicas, también es parte del
sistema de detoxificacion de fitoquimicos y de una gran variedad de xenobidticos como farmacos y
compuestos carcinogeénicos.

La inhibicién 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 catalitico a través de su union al hierro del grupo hemo en su
forma férrica o ferrosa, o por su coordinacion al grupo hemo y union a la region lipofilica del sitio
activo. Este tipo de inhibicion es la causa mas comun del establecimiento de interacciones
farmaco-farmaco y su efecto deja de hacerse presente una vez que el organismo ha eliminado al
agente inhibidor. Un ejemplo de este tipo de inhibidores es la cimetidina, la cual presenta la
caracteristica de tener afinidad por el hierro del grupo hemo y por la region lipofilica del sitio activo
provocando una fuerte inhibicién que sin embargo es reversible (16).

Por su parte, varios de los inhibidores irreversibles, llevan a cabo su accién 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 inhibicion, este tipo de inhibicion es conocida como
inactivacién basada en el mecanismo catalitico de la enzima. Existe una gran variedad de agentes
que inhiben a CYP mediante este mecanismo, como son algunos compuestos sulfurados,
halogenados, acetilenos, olefinas y aminas, entre muchos otros; un ejemplo de ellos es el
sacobarbital, un barbitirico 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-alquilacién de alguna
de sus porfirinas (16).

Hay tres tipos basicos de inhibibicion reversible: 1) competitiva, en la cual el inhibidor
compite con el sustrato por el sitio activo de la enzima. Este tipo de inhibicion es la mas comudn
cuando se tienen a dos sustratos diferentes de la misma enzima. En el caso de la inhibicién
competitiva clasica en la que el inhibidor no es sustrato de la enzima, la Kmy, para el sustrato
incrementa en presencia del inhibidor, sin embargo no hay cambio en la Vmax. En el gréfico de
Lineweaver-Burk, la inhibicibn competitiva se observa como un punto de interseccion de todas las
lineas en el eje de las ordenadas (fig. 3a). 2) Inhibicion acompetitiva (también llamada
incompetitiva), el inhibidor compite con el sustrato por el sitio activo de la enzima, pero también

podra unirse al complejo sustrato-enzima y el sustrato a su vez también podra unirse al complejo
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inhibidor-enzima resultando ambas vias en un complejo sustrato-enzima-inhibidor no productivo.
En este caso, tanto Vmax como Ky, disminuiran proporcionalmente por lo que la relacion Viyax/Kn
permanece constante. En el grafico de Lineweaver-Burk se observardn lineas paralelas a
diferentes concentraciones del inhibidor (fig. 3b). 3) Inhibicion no competitiva, el inhibidor se une
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Fig.3 Gréficos de 1/v vs 1/ [Sustrato] (Lineweaver-Burk) de los tipos de inhibicién reversible. a) Competitiva; b)
Acompetitiva; ¢) No competitiva; d) Mixta.

en un sitio diferente al sitio activo de la enzima y no interfiere en la unién del sustrato. Sin
embargo el complejo que se forma, Sustrato-Enzima-Inhibidor, no es productivo, es decir, no
tendrd actividad catalitica. En este caso, se observara una disminucion de la Vimax Sin cambio
alguno en la K, En el grafico de Lineweaver-Burk se observa el punto de interseccion de todas
las lineas en el eje de las abscisas (fig. 3c). Este tipo de inhibicibn no es muy comudn y los
ejemplos de esta se observan raramente. 4) Inhibicion mixta, es basicamente la misma que la
no competitiva con la diferencia de que una vez formados los complejos sustrato-enzima o
inhibidor-enzima la afinidad con la que se podran unir el inhibidor o el sustrato,
respectivamente, sera diferente a la afinidad por la enzima libre, por lo tanto variaran tanto la

Km como Vmax Sin proporcionalidad alguna (fig. 3d).
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CYP1A1

En el humano existen 57 isoformas de CYP siendo las mas importantes CYP3A4, CYP2D6,
CYP2C9 (éstas tres en conjunto metabolizan aproximadamente el 75% de los farmacos
conocidos), CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2E1, CYP2B6, CYP2C8 (éstas ultimas metabolizan
al 25% restante), debido a su importancia en el metabolismo de farmacos contribuyendo en

conjunto mas que cualquier otro grupo enzimatico en este proceso fig. 3 (2, 16).

Fig. 3. Participacién de CYP en el metabolismo de compuestos. Hodgson y Smart (2).

Las subfamilias CYP1A y CYP2B han sido de mucho interés en la carcinogénesis quimica,
ya que metabolizan a varios xenobio6ticos generando moléculas altamente eletrofilicas capaces de
interaccionar con macromoléculas de interés bioldgico como proteinas, lipidos y acidos nucléicos.
El CYP1ALl es una isoenzima de la subfamilia CYP1A que se expresa a niveles poco apreciables
en el higado fetal haciéndose evidente hasta que el higado es adulto o después del tratamiento
con algunos compuestos inductores, también se ha detectado en tejidos extrahepaticos incluyendo
pancreas, timo, préstata, intestino delgado, colon, Utero y glandulas mamarias. Su expresion en
higado se clasifica como no constitutiva, ya que necesita de compuestos inductores para que
dicha expresién sea cuantificable.

Para el estudio de su actividad enzimatica, la reaccion clasica usada es la O-dealquilacion
de la 7-etoxirresorufina produciendo a la resorufina, un compuesto fluorescente cuantificable (22).

Se ha descrito que aminas aromaticas heterociclicas y policiclicas son activadas por esta
enzima, es decir son sustratos, pero también tienen la capacidad de inducir la expresion del gen
de CYP1Al a través de la interaccion con el receptor de hidrocarburos aroméaticos policiclicos
(AhR), el cual se encuentra en el citoplasma interaccionando con las proteinas chaperonas Hsp90,
p23 y XAP2. Cuando el compuesto tipo PAH interacciona con el AhR este se libera de las

proteinas chaperonas vy se traslada al nacleo en donde formara un complejo con el traslocador del
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receptor de hidrocarburos aromaticos policiclicos (Arnt). En su conjunto el complejo AhR-ligando
(PAH)-Arnt sera capaz de reconocer la secuencia especifica del elemento de respuesta a
xenobidticos en la region regulatoria de CYP1A1 e inducir su transcripcion (23-26).

Poco se sabe del sitio activo de CYP1A1, los modelos recientes de sustratos e inhibidores
sugieren gue sus ligandos son moléculas planares. Los compuestos que lo inhiben también actdan
sobre CYP1A2 y CYP1B1, entre los cuales frecuentemente se utiliza a la a- naftoflavona (a-NF),
siendo més efectiva sobre CYP1A2. Entre sus inhibidores selectivos podemos citar al 1-(1'-
Propinil) pireno y el 2-(1-propinil) fenantreno (27).

El CYP1Al parece no jugar un papel importante en el metabolismo de farmacos, ya que
debido a su localizacion y tasa de expresion no altera significativamente la farmacocinética de
medicamentos. Sin embargo, ciertos trabajos en modelos animales muestran un papel importante
en la carcinogénesis quimica ya que algunos de sus inductores suelen ser pro-carcinG6genos,
como el benzo[a]pireno y varios compuestos presentes en el humo del tabaco, que al ser
metabolizados por CYP1ALl se convierten en metabolitos cancerigenos que incrementan el riesgo
de cancer pulmonar.

Se ha relacionado a esta enzima con cancer renal en hamster macho debido a su participacion en
el metabolismo de estradiol (28, 29). También metaboliza el 7,12-dimetilbenzo[a]-antraceno

generando metabolitos iniciadores de tumor epidérmico en piel de ratones (30).
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BENZO[a]PIRENO COMO SUSTRATO E INDUCTOR DE CYP1A1

Entre las subfamilias que conforman a la superfamilia de enzimas de CYP, resaltan las
subfamilias CYP1A y CYP1B debido a que metabolizan a compuestos del tipo de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), aminas aromaticas policiclicas (PAA) y bifenilos
policlorinados (PB). El ser humano diariamente se expone a compuestos tipo PAH ampliamente
distribuidos en la naturaleza, en alimentos cocinados al carbén, aceites reutilizados, productos de
combustiones incompletas en industrias, escapes de automéviles, etc. y son importantes por ser
altamente carcinogénicos. Debido a lo anterior, la inhibicion de éstas enzimas resulta de suma
importancia ya que pueden ser blanco terapéutico de agentes anticancerigenos y de prevenciéon

por una parte, y por otra, también puede favorecer interacciones farmaco-farmaco.

Figura 4. Metabolismo de BaP (31).

17



Los PAHSs, por sus caracteristicas estructurales, son compuestos lipofilicos por lo cual son
biotransformados a compuestos solubles en agua para hacer posible su excrecién. Las isoformas
CYP1Al y CYP1BL1 participan en el proceso de transformacién de estos compuestos generando
algunos metabolitos faciles de excretar y otros con propiedades eletrofilicas iniciadores del
proceso carcinogénico.

El prototipo de los compuestos tipo PAH es el benzo[a]pireno (BaP), compuesto relacionado
con cancer de pulmén debido a su presencia en el humo del cigarro (32). Después de ser
absorbido y transportado, su activacion es llevada a cabo principalmente por el CYP1A1 al cual
induce mediante el receptor de hidrocarburos aromaticos. La unidon del BaP con el receptor,
genera un complejo ligando-receptor que traslocara al nucleo interactuando con el elemento de
respuesta a xenobiodticos (XRE por su nombre en inglés), modulando la expresion del CYP1Al
ademas de otros genes.

Después de dos pasos de oxidacion, el BaP da origen al (+)-anti-B(a)p-7,8-dihidrodiol-9,10-
epoxido, que es el principal metabolito mutagénico y carcinogénico con capacidad de reaccionar
con el ADN, particularmente con dGuo (deoxiguandsido) generando aductos y con esto
mutaciones asi como rompimiento de cromosomas, que en su conjunto generan inestabilidad
genética lo cual permite la iniciacion de tumor (33). En la fig. 5, se muestran las vias del
metabolismo de BaP, ilustrando a otras enzimas ademas del CYP involucradas en este proceso
(32).

Una prueba ampliamente utilizada para la determinacion de genotoxicidad por parte del
BaP es la prueba de micronicleos, ya sea en médula 6sea de ratas y ratones o en sangre
periférica de ratones. En un estudio en el que participaron varios grupos de investigacion (34),
probaron cuatro dosis de BaP (62.5, 125, 250 y 500 mg/Kg), sobre dos distintas cepas de ratones,
se determiné que 48 horas después de la administracion de BaP se tiene el pico maximo de
incidencia de micronucleos realizando un conteo de 1000 NE (eritrocitos normocromaticos) en
cualquiera de las dosis evaluadas, entre éstas dosis la que obtuvo mayor frecuencia de
micronucleos fue 250 mg/Kg. Por otro lado, la frecuencia de micronucleos fue dependiente de la
dosis con excepcién de 500 mg/Kg, con la cual se obtuvieron frecuencias similares a las obtenidas
a 250 mg/Kg. El efecto genotodxico del BaP se debe principalmente a su metabolismo por CYP1AL.
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EVALUACION DE GENOTOXICIDAD

Debido a la gran cantidad de compuestos quimicos existentes y los que se generan dia con dia
gue pueden causar dafio al material genético de los organismos, es necesario el uso de pruebas
gue permitan hacer una evaluacion rapida y eficiente de aquellos compuestos exdgenos a los
organismos que causen dafio genotoxico. Se denomina genotoxico a un compuesto quimico que
causa directa o indirectamente dafio al ADN, el cual se traduce en mutaciones y/o pérdida de
material genético que puede o no desembocar en cancer.

Las pruebas de toxicidad genética son llevadas a cabo de forma rutinaria para la evaluacion
de compuestos potencialmente peligrosos para el ADN como los carcinbgenos genotoxicos y los
mutagénicos. Dichas pruebas comprenden la llamada prueba de Ames, la determinacion de
aberraciones cromosomicas en células eucariontes y algunas veces el ensayo de mutacion en
células eucariontes, como pruebas in vitro. Las pruebas in vivo recomendadas son la
determinacién de frecuencia de micronucleos (MN) vy la sintesis de ADN no programada en
higado (UDS). Debido a sus limitaciones, las pruebas in vitro pueden generar resultados falsos
positivos o0 negativos que dificultan su extrapolacion a organismos completos y es por ello que se
deben complementar con una prueba in vivo. Por la sencillez, rapidez del ensayo y buena
correlacion con toxicidad genética (por exposicion del dafio cromosomal de los compuestos

probados), el ensayo de micronucleos (MN) es el ensayo in vivo mas recomendado.

- Prueba de micronucleos

La prueba de MN es una prueba in vivo rapida y eficiente para la determinacion de dafo
cromosomal generado por algunos compuestos quimicos. Inicialmente Heddle (35) desarroll6 esta
prueba como alternativa pues la mejor manera para determinar si un compuesto era mutagénico o
peligroso para el material genético era evaluar los cambios cromosomales. Esto se hacia
examinando a los cromosomas mitéticos durante la metafase, lo cual resultaba tedioso y
necesitaba de buena experiencia para llevar a cabo la técnica. Basandose en el hecho de que los
mamiferos roedores como ratones y ratas tienen médula 6sea, al igual que el humano, y que en
esta se lleva a cabo proliferacion celular de manera continua de tal forma que ante la exposicion a
un compuesto que cause dafio cromosomal el efecto podria ser observable rapidamente en éstas
células. Ante este hecho, Heddle observd que se podia determinar en médula désea dafio
cromosomico cuantificando la frecuencia de MN. Los MN son fragmentos de cromosomas o

cromosomas completos que se forman en el citoplasma ante el dafio por un agente quimico. Se
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forman durante la anafase como pequefios agregados de ADN de forma redonda ovalada bien
definidos que permanecen alli haciendo posible su rapida deteccion y cuantificacion. Existen
varios origenes de los micronucleos como son: fragmentos acéntricos, cromosomas multicéntricos,
por dafio al huso mitético o por dafio al cinetocoro, pero todos se generalizan como dafios
cromosomales que se traducen en la formacion de MN. Otros origenes posibles son la cariorrexis
y la gemacion de nucleos, aunque el micronlcleo generado no es debido propiamente a dafio
cromosomal por ello éstos cuerpos formados no son tomados en cuenta como micronucleos. los
fragmentos de cromosoma con estos origenes no son tomados en cuenta como micronucleos

debido a que su origen no es propiamente por dafio cromosomal. Fig. 5 (36).

Fig. 5. Origen del micronucleo y de estructuras que parecen micronucleos. Adaptado de W.U. Miiller y C. Streffer.
(36), cap. 2, pag. 6)
Las desventajas que presenta la prueba de micronucleos en médula 6sea son el sacrificio

del modelo de estudio para la obtencién del material biolégico necesario, y si consideramos un
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estudio temporal, el multimuestreo no se podria llevar a cabo. En 1980 McGregor y colaboradores
(37) desarrollaron un nuevo método para la evaluacibn de MN in vivo, este permite un
multimuestreo y el procesamiento de la muestra resulta mas sencillo que el de médula 6sea. Dado
gue el bazo de los ratones no lleva a cabo la filtracion celular de los MN formados en los
eritroblastos de médula 6sea, éstos pueden ser observados en eritrocitos policromaticos de
sangre periférica, este método ademas de permitir el multimuestreo, tiene tanta sensibilidad como

el de médula 6sea.

Fig.6. Estado de eritropoyesis y formacién de microndcleos en eritroblastos. Tiempos referidos a eritropoyesis de raton

adulto de acuerdo a Jenssen y Ramel (1978). Muller y Streffer. (36).
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Para realizar la técnica de MN existen una serie de recomendaciones basadas en
observaciones realizadas por el Grupo de Estudio Colaborativo para la Prueba de Micronucleos
(38) (39) (40) (41), como son: el conteo de MN soélo serd en eritrocitos inmaduros (eritrocitos
policrométicos (PE), es decir, eritrocitos que aun contengan RNA también llamados reticulocitos,
retis), aunque también puede ser en eritrocitos maduros (normocromaticos, NE) cuando la
exposicidbn al compuesto quimico sea mayor a cuatro semanas, (Fig.6). EI compuesto a
administrar puede ser disuelto en solucién salina isotonica, agua o aceite vegetal, segun
convenga. No se recomienda el uso de solventes organicos como dimetilsulféxido. En cuanto a la
especie, cepa y edad del modelo de estudio, comunmente se utilizan roedores como ratones o
ratas por su uso comun en toxicologia y por la disponibilidad de datos sobre induccion de MN en
éstas especies con una amplia variedad de compuestos quimicos. Existe variabilidad en la
induccion de MN entre cuatro diferentes cepas de ratones con seis distintos compuestos quimicos
evaluados, sin embargo, no se tiene una cepa especifica de ratdn para llevar a cabo la técnica de
micronucleos; en cuanto a la edad, se recomienda el uso de adultos jovenes saludables y
escogidos al azar. Por lo que al sexo se refiere, pese a que existe variabilidad entre las respuestas
de induccion de MN tanto en hembras como en machos, no existe preferencia entre alguno de
ellos aunque es mas frecuente utilizar ratones machos debido a su alta respuesta a algunos

compuestos prototipo en la induccion de MN.

- Ensayo de mutagenicidad en Salmonella (prueba de Ames) (42, 43)

Una mutacion se considera como una modificacion en la secuencia de los nucleétidos que
constituyen el material genético (ADN).

Las mutaciones pueden producirse por sustituciéon de bases o por corrimiento del marco de
lectura (“frameshift”). La primera resulta de una transicion, reemplazo de una base por otra del
mismo tipo, o de una transversién, en la que una base es sustituida por otra de diferente tipo. El
desfasamiento consiste en el corrimiento de la secuencia nucleotidica por eliminacion o adicion de
nucledtidos. Las anomalias que se refieren a grupos de genes pueden deberse a rearreglos
estructurales tales como inversion o translocacion, o anomalias numéricas, como eliminacion o
adquisicion de genes o pedazos de cromosomas, 0 cromosomas completos.

Las mutaciones pueden resultar de la accion directa de los agentes quimicos sobre el
material genético, o sobre otros componentes celulares ligados a él funcionalmente, como por
ejemplo, los que participan en la division celular (centriolo y microtibulos), las proteinas de la
cromatina y las enzimas que contribuyen a la replicacién o reparacion del ADN.
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Uno de los métodos mas utilizados para la determinacion de agentes mutagénicos es la
prueba de Ames, la cual se basa en cepas de Salmonella typhimurium mutantes (auxétrofas a
histidina, His’). Cada cepa contiene diferentes tipos de mutacion en su operon de histidina.
Adicional a esta mutacién, contienen otras mutaciones que incrementan su sensibilidad a la accion
de mutagenos. Tienen una mutacion en el gen rfa que permite la pérdida parcial de la barrera de
polisacéaridos, con lo cual moléculas de gran tamafio pueden ingresar a la bacteria. Otra mutacién
gue presentan es la delecion del gen uvrB que codifica para el sistema de reparacion por escision
de pares de bases. Las cepas estandar TA97, TA98, TA100 y TA102 contienen el plasmido factor-
R, PKM101, el cual incrementa la mutagénesis quimica y espontanea por incremento del sistema
de reparacion de ADN propenso a errores (error-prone ADN repair system). La cepa TA100 tiene
la mutacion hisG46 en el gen hisG que codifica para la primera enzima en la biosintesis de

histidina. Esta mutacion sustituye prolina”S22- por leucina”24%~ en el organismo silvestre, lo cual

le confiere la capacidad de detectar mutagenos que causan mutaciones por sustitucion de pares
de bases. La cepa TA98 tiene la mutacién en hisD3052 en el gen hisD que codifica para histidinol

deshidrogenasa. Esta mutacion tiene una secuencia .ZZZSEEEEC-, ocho residuos repetidos —GC-

cerca del sitio de una mutacion del marco de lectura -1 en el gen hisD, confiriéndole la capacidad
de detectar mutdgenos que causen corrimiento del marco de lectura que restaure la correcta
secuencia para la sintesis de histidina. La cepa TA97 adiciona una citosina resultando en seis
citosinas en el sitio de la mutacion hisD6610, de tal forma que también detecta a mutadgenos que
causen corrimiento del marco de lectura y puede traslapar con los detectados por TA98. La cepa

TA102 contiene una mutacién ocre Z575Z, en el gen de hisG, detectando eficientemente a

mutagenos como formaldehido, glioxal, rayos X, luz UV.

En el mamifero existen sistemas enzimaticos responsables de la transformacion
metabdlica de los compuestos que acceden al organismo y que estdn ausentes en Salmonella
typhimurium. Por ello, la prueba se suplementa con homogenados de érganos de roedores o
humanos que contienen las enzimas necesarias.

Los resultados positivos de la prueba indican que la muestra probada induce mutaciones
puntuales por sustitucion de pares bases o por desfasamiento de la secuencia nucleotidica en el
genoma del microorganismo de tal forma que revertira el fenotipo His™ a His", lo que confiere a las
revertantes la capacidad de crecer en medio libre de histidina o con cantidades limitadas. El
resultado se considera positivo cuando el nUmero de revertantes inducidas sea igual o superior al

doble del nimero de colonias revertantes espontaneas del control negativo.
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JUGO DE TORONJA Y SU INTERACCION CON CYP

Varios de los xenobidticos a los que esta expuesto el humano estan 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 cancer debido a que varios
contienen fibra, compuestos antioxidantes y otros potencialmente anticancerigenos como
isotiocianatos, flavonoides y lignanos, por mencionar algunos (44, 45).

El jugo de toronja es un producto natural consumido por gran parte de la poblacion mundial
ya sea por gusto o por sus conocidos efectos antioxidantes, por reducir la placa ateroesclerética y
por disminuir la proliferacion de células cancerosas (45).

Sin embargo, en 1989 se descubrié por accidente que el jugo de toronja tiene efecto
inhibitorio del CYP3A4 (46). En estudios posteriores se determind que un 47% de la actividad de
CYP3A4 intestinal se mantiene disminuida en un intervalo de 4 horas después de la ingestion del
jugo de toronja, incrementando la biodisponibilidad de algunos farmacos por las 24 horas
siguientes. De tal forma que CYP3A4 parece estar sujeto a la inhibiciébn ocasionada por los
compuestos activos del jugo de toronja (47).

De la misma manera en que se altera la biodisponibilidad de farmacos que son sustratos
de CYP3A4 por la ingesta del jugo de toronja también se observa este efecto con verapamil,
cafeina y fenacetina, farmacos metabolizados principalmente por CYP1A, por lo tanto se presume
gue el jugo de toronja también estd actuando sobre CYP1A (48, 49, 50).

Los compuestos que se proponen como principios activos y responsables del efecto
inhibitorio del jugo de toronja sobre CYP incluyen algunos flavonoides como naringina (NG),
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]benzopiran-
4-il)-4-hexenilloxy]-3,7-dimetil-2-octenilloxi]-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 nilJoxi]-3,7-
dimetil-2-octenil] oxi]-7H-furo[3,2-g][1]benzopiran-7-ona (GF-1-4) y bergamotina (BG), (fig.7). La
NG es el compuesto mayoritario del jugo de toronja (174-1472 umol/L), que al ser metabolizado
por la a-ramnosidasa y la B-glucosidasa produce a la naringenina, molécula que posee actividad
inhibitoria sobre CYP3A4 en estudios in vivo. En estudios in vitro esta molécula presenta una

pobre inhibicién sobre el CYP3A4 y el CYP1A2 en comparacién con el jugo de toronja que inhibe
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casi por completo la actividad de éstas enzimas. Lo anterior sugiere que la NAR no es el principal
agente activo del jugo de toronja, sobre la inhibicion de CYP3A4 y CYP1A2 (51).
En estudios con las furanocumarinas, BG y DHB, se determind la concentracion para inhibir

el cincuenta por ciento de la actividad (CISO) de CYP3A4 (40.00 y 5.56 uM, respectivamente) (52).

Lo anterior demuestra que DHB tiene mayor potencia de inhibicion sobre CYP3A4 que BG, sin
embargo, BG se encuentra en mayor concentracion en el jugo de toronja que DHB (1.0-36.6
umol/L y 0.22-52.5 umol/L respectivamente), lo cual no permite definir a BG como el principal
responsable del efecto inhibitorio del jugo de toronja sobre CYP3A4 (53).
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BERGAMOTINA (BG) COMO AGENTE INHIBIDOR DE CYP

El jugo de toronja contiene tres compuestos que por su concentracion y capacidad para

inhibir a ciertas isoformas del CYP resultan relevantes, una de ellas es la BG (figura 7), una

furanocumarina cuya concentracion en el jugo de toronja roja es de 3.10 uM (47).

0.0

Fig. 7 Estructura de bergamotina (BG)

Debido a la importancia de CYP1A y CYP2B en la activacion de compuestos carcinégenos,

en estudios previos determinamos el efecto que la BG, DHB y NG ejercen sobre la actividad
etoxiresorufin O-deetilasa (EROD) de CYP1Al, metoxiresorufin O-demetilasa de CYP1AZ2,

pentoxiresorufin O-dealquilasa (PROD) y benciloxiresorufin O-dealquilasa de CYP2B2 en

microsomas hepaticos de ratas tratadas con B-naftoflavona y fenobarbital. Los valores de Clso en

la tabla 1, hacen evidente la potencia de inhibicion que BG posee sobre CYP1Al.

Tabla 1. Valor de Clso de BG y DHB sobre cuatro isoenzimas de CYP.

Inhibidor BG (UM) DHB (uM)
Enzima

CYP1Al 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

Por otro lado también se ha observado que la BG afecta el transporte de talinolol en ratas,

ya que una dosis de 0.2 mg/Kg de BG inhibe dicho transporte el cual es mediado por CYP3A4.

Esta concentracion de BG, equivalente a la cantidad presente en 200 mL de jugo de toronja,
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también se utilizé en estudios clinicos con humanos para evidenciar el efecto del jugo de toronja
sobre la biodisponibilidad de atovastatina, sinvastatina y provastatina. (54, 55, 56). He y sus
colaboradores (57), realizaron estudios de cinética enzimatica y demostraron que los metabolitos
de BG inhiben de manera irreversible a CYP3A4. Lo cual sugiere que la BG requiere ser
metabolizada para llevar a cabo la inactivacion de CYP3A4, abriendo la posibilidad de ser un
inactivador basado en el mecanismo catalitico de la enzima. La BG también genera este tipo de
inhibicion sobre CYP2B6 y CYP3A5 (58). Aunque, es importante hacer notar que existen algunos
substratos de CYP3A4 con los que la BG puede comportarse como un inhibidor reversible, tal es
el caso reportado por Lin y colaboradores para el midazolam (59).

Kleiner y sus colaboradores (60) demostraron en el raton el efecto de una dosis de 100
mg/Kg de BG via oral mostrando que no altera la actividad enzimatica de CYP1Al pero si su
expresion génica. Sin embargo, Sahi y colaboradores (61) utilizando un tratamiento de 10 mg de
BG via oral por 10 dias en el perro Beagle, observan una disminucién de la actividad de CYP1ALl.

En estudios in vitro, Baumgart y colaboradores (62) encontraron una Clso de 10 nM de BG
sobre CYP1Al presente en microsomas obtenidos de cultivo de hepatocitos de rata y también
mostraron que 100 uM de BG aumentan el nivel de proteina de CYP1A1. En 1993 Cai (63) realiz6
un estudio de cinética enzimatica con BG y microsomas hepaticos de ratones tratados con 3-
metilcolantreno obteniendo una Clso de 1.24 x 107M vy caracterizaron a BG como inhibidor no
competitivo con una Ki de 2.83 x 10"M. En conclusién lo anterior muestra que BG inhibe a
CYP1AL1 sin tener claro cual es el tipo de inhibicién que se lleva a cabo.

Por otro lado y teniendo en cuenta que BG inhibe a CYP1A1l, se han llevado a cabo
estudios para evidenciar el efecto protector de BG sobre el inicio de cancer de piel en ratones (64)
y de aductos en células de piel MCF-7 (65), inducidos por BaP. En ambos estudios se encontré
una clara proteccion, lo que demuestra la capacidad de BG para inhibir el inicio de formacion de
tumor por BaP. Sin embargo, no se tiene un estudio in vivo que evidencie el mecanismo de

proteccion de BG.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diariamente nos exponemos a una amplia variedad de xenobio6ticos, muchos de ellos
metabolizados por CYP y como parte de los productos que se generan de dicho metabolismo se
tienen metabolitos con capacidad carcinogénica.

Los CYPs mas importantes en la activacion de compuestos carcinogénicos son: CYP1A1,
CYP1A2y CYP1B1.

En afios recientes se descubrié el efecto inhibitorio que el jugo de toronja posee sobre
enzimas de la familia CYP teniendo a tres de sus componentes como posibles principios activos,
dentro de los cuales BG sobresale debido a su potencia inhibitoria sobre CYP1Al en microsomas
de higado de rata, pues tiene una Clsy de 0.19 uM. Con base en estudios previos, se propone que
la BG es un inhibidor no competitivo (63), aunque esto no es concluyente debido a que los
estudios en los que se determina este tipo de inhibicion se llevaron a cabo con microsomas
hepaticos y no con la enzima pura, ademas no se puede descartar la idea de que posiblemente
sea inactivador irreversible como ya se ha demostrado con CYP3A4 (57) (59). Ante la posibilidad
de que el CYP1A1 sea un blanco terapéutico y la BG un agente quimioprotector, resulta relevante
definir el tipo de inhibicién que este compuesto lleva a cabo sobre CYP1AL.

Al ser BG un inhibidor de CYP1A1l se abre la posibilidad de que este compuesto sea agente
guimioprotector, como ya se ha propuesto en estudios tanto in vivo como in vitro en la iniciacion de
tumor de piel (64, 65). Con base a lo anterior, sugerimos que la BG posee actividad
antigenotoxica.

El presente estudio tiene como objetivo definir el tipo de inhibicion que BG efectia sobre
CYP1Al y determinar su posible actividad protectora ante la induccion de microndcleos en

eritrocitos de raton por BaP.
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HIPOTESIS

La BG es un inhibidor del CYP1Al y en consecuencia actuard como un agente

guimioprotector ante el dafio producido por pro-mutagenos activados por este citocromo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el tipo de inhibicion que BG presenta sobre CYP1ALl y su efecto protector sobre dafio

mutagénico y genotoxico.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar la cinética enzimatica de CYP1AL.

Caracterizar la inhibicion que BG presenta sobre CYP1ALl.

Determinar la Clsp de inhibicion de BG sobre CYP1AL.

Inducir la produccion de micronucleos con BaP en ratones.

Determinar si la BG es un compuesto protector de la inducciéon de microndcleos por BaP.

Determinar la capacidad antimutagénica de la BG mediante el uso de la prueba de Ames.
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MATERIALES Y METODOLOGIA
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Se usaron 20 ratones machos BALB/c de 8 de ocho semanas de edad adquiridos en el
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. La Bergamotina (BG) se adquirié de
INDOFINE Chemical Company Inc. (Hillsborough, NJ, USA). La isoenzima citocromo P4501A1
sobreexpresada en baculovirus (Supersome ®) se adquirié en BD Gentest (Wobourn, MA, USA).
La etoxirresorufina NADPH, Giemsa Modificado, se adquirieron en Sigma Chemicals Co. (St. Louis
MO, USA).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA (66-70)

La evaluacion de la actividad enzimatica se realizé mediante la capacidad de O-deetilasa
gue posee el CYP1AL. El sustrato utilizado fue etoxirresorufina (actividad EROD, etoxirresorufina
O-deetilasa), que tiene como producto a la resorufina, compuesto cuantificable mediante
fluorescencia.

Se realizé una curva patréon con resorufina a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500 y 1000 pmoles. La curva patron se hizo mezclando la cantidad correspondiente de resorufina

en amortiguador a pH 7.6 (Tris-base 50 mM y MgCI2 25 mM) en un volumen final de 1 mL.

La cinética enzimatica de CYP1ALl se llevo a cabo en una mezcla de amortiguador a pH 7.6
(tris-base 50 mM y MgCI2 25 mM), 0.024, 0.04, 0.048, 0.06, 0.08, 0.12 y 0.24 puM del sustrato

(disuelto en DMSO), NADPH 50 uM (disuelto en amortiguador) y en el caso de la cinética de
inhibicion, se trabajo con la BG a cuatro diferentes concentraciones 4, 8, 12 y 16 nM. La mezcla se
incubd por 3 minutos a 37°C. Posteriormente se comenzd la reaccidn enzimatica al adicionar 1
pmol de CYP1Al. El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 1 mL. La formacién del
producto se evalué durante 1.5 minutos a 37°C registrando lecturas cada 10 segundos en un
fluorbmetro Versa Fluor ® de BioRad. Las mediciones se realizaron con una longitud de onda de
excitacién de 350 nm y una longitud de onda de emision de 286 nm.

Las determinaciones de actividad enzimatica para cada concentracion de BG se realizaron
por triplicado y los resultados de actividad se expresan en pmol de resorufina por minuto por pmol
de proteina (pmol resorufina/min x pmol proteina).

Para la determinacion de los parametros cinéticos Km, Vmax y Ki se hizo uso del programa
OriginPro 8, ajustando los datos a una regresion no lineal del tipo hiperbdlico.

Con objeto de verificar que la BG no interfiere con la fluorescencia de la resorufina, se
elaboraron curvas de resorufina en presencia del inhibidor. Se encontré que la BG no interfiere en

la metodologia implementada (Apéndice).
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ENSAYOS DE ANTIGENOTOXICIDAD

Prueba de microndcleos. Esquema de tratamiento.

1 2 3 4 5 Dias

Aceite de maiz

BG 262 pa/Kg

Via oral
BaP 320 pg/Kg

BG/BaP

Se trabajoé con cuatro grupos de 5 ratones, cada uno correspondientes a: i) control aceite de
maiz, ii) control BG, iii) control BaP, iv) tratamiento BG/BaP bajo el esquema de tratamiento que se
muestra arriba.

A las 24, 48 y 72 horas de la ultima administracién se obtuvieron 10 pL de sangre periférica
del tallo de la cola de cada uno de los ratones con la cual posteriormente se realizaron frotis,
fijacion y tincion del tejido.

El frotis se realiz6 sobre portaobjetos perfectamente limpios para posteriormente fijarlos con
metanol puro. La tincion que se realiz6 fue mediante la técnica Giemsa utilizando el colorante
comercial Giemsa modificado el cual se expone al tejido por 1 minuto, enseguida se mezcla con
agua (sobre el tejido) por 2 minutos y finalmente se lava con abundante agua. El conteo de
reticulocitos y micronucleos se realizé con un microscopio de luz marca Nikon con objetivo 100x.
El conteo de reticulocitos y de eritrocitos maduros se llevo a cabo en base a su diferencia de color
siendo los reticulocitos morado-azulados y de mayor tamafio en comparacion a los eritrocitos
maduros los cuales presentan un color rosado. El micronlcleo se observa como un cuerpo

redondo bien definido y de color morado.
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Ensayo de mutagénesis (42, 43)

La cepa de Salmonella typhimurium que se usé para los ensayos de mutagénesis fue la
TA98, la cual fue donada por el Dr. B.N. Ames (Universidad de California, Berkeley, C.A., USA).
Los promutdgenos utilizados fueron benzo[a]pireno (BaP) y 3-metilcolantreno (3-MC). Se
analizaron dos sistemas enzimaticos metabolizadores, fracciones S9, para la activacion de
promutagenos: 1) fraccion S9 de higado de rata tratada con B-naftoflavona/fenobarbital (3-NF/FB),
los cuales inducen a CYP1Al, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2; 2) fraccion S9 de higado de rata
tratada con B-NF, la cual induce a CYP1Al y CYP1A2. A un tubo estéril con 2 mL de agar de
superficie a 45°C se le agreg6 0.1 mL de un cultivo de 16 horas de la cepa TA98 de S.
typhimurium, 25 pg del mutageno (BaP o 3-MC), 0.025 mL de la solucion de BG a diferentes
concentraciones (0, 1, 10, 15, 20y 25 ug), y 0.5 mL mezcla S9 B-NF/FB o S9 B-NF (28.7 o0 31.2
mg de proteina de la fraccion S9 B-NF/FB o S9 B-NF, respectivamente, por ¢/10 mL de mezcla,
MgCl, 8 mM, KCI 33 mM, NADP 4 mM, glucosa-6-fosfato 5 mM y amortiguador de fosfatos 100
mM a pH 7.4). Una vez adicionado agar de superficie con los demas componentes y reactivos, se
vacio en cajas Petri con medio minimo de Vogel-Bonner. Después de que las cajas se solidificaron
se incubaron a una temperatura de 37°C por 48 horas, al cabo de las cuales se cont6 el nUumero

de revertantes, es decir, el nUmero de colonias.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la actividad enzimatica se realizaron como minimo tres experimentos independientes
por triplicado. Para los ensayos de microndcleos y mutagenicidad se realiz6 un experimento por
quintuplicado vy triplicado, respectivamente. Los analisis estadisticos fueron realizados con el
programa XLSTAT ® version 7.5.2 para Windows XP®. A los datos obtenidos en la cinética de
inhibicion se les aplico la prueba estadistica ANOVA de una via con prueba pos Hoc Tukey con
una P< 0.05. Los resultados obtenidos en la prueba de micronucleos se analizaron por Kruskal
Wallis con una P < 0.05. Los datos obtenidos en el ensayo de mutagénesis fueron analizados con
la prueba estadistica ANOVA de una via con prueba pos Hoc Tukey con una P< 0.05.

33



RESULTADOS

En la figura 8 podemos observar el ajuste por regresion no lineal de la velocidad de reaccion de
CYP1AL1 a diferentes concentraciones de etoxirresorufina, mostrando tener un comportamiento del
tipo Michaelis-Menten. Del ajuste de datos a la ecuacion de Michaelis-Menten obtuvimos una

Vmax= 6.81 U/pmol proteina (pmol resorufina/min x pmol proteina) y una Km= 0.069 uM.

6 —

mU/pmol proteina

T T T T T T T T T T
0l0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

uM

Fig. 8 Grafico de velocidad inicial de reaccion de CYP1Al vs concentracion de etoxirresorufina. Los datos

Vmax[5]

e mediante el programa Origin 5.0

obtenidos por el ajuste de la regresion no lineal a la ecuacion v =

fueron Vmax=6.141+0.255 mU/pmol proteina y Km=0.0723+0.0079 pM. La reaccion se llevo a cabo
durante 1.5 minutos con 1 pmol de proteina (Supersome ®), 50 mM de NADPH, con las distintas
concentraciones de etoxirresorufina a un volumen final de amortiguador (pH 7.6) de 1 mL. Cada punto es el

promedio de cuatro experimentos independientes con su respectivo error estandar.
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En la figura 9 podemos observar el efecto inhibitorio de cinco distintas concentraciones de BG 0,

4, 8,12 y 16 nM sobre la cinética enzimatica de CYP1ALl. En el grafico de dobles reciprocos, se

demostro que la BG un inhibidor competitivo de CYP1A1, es decir, tiene la capacidad de competir

por el sitio activo de la enzima libre afectando la unién del sustrato.
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Fig. 9. Efecto inhibitorio de cinco distintas concentraciones de BG sobre la cinética enzimatica de CYP1AL.
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a) Ajuste simultaneo a grafico de dobles reciprocos 1/v vs 1/[Etoxirresorufina] para inhibicién competitiva; b)

Ajuste simultdneo por regresion no lineal a la ecuacién v =

Vmax'|5] ., .
Ymaxl3l | a reaccion se llevé a cabo durante 1.5
Em'+[5]

minutos con 1pmol de proteina (Supersome ®), 50 mM de NADPH, con las distintas concentraciones de

etoxirresorufina y en reacciones independientes 0 (W, 4 (9, 8 ( ¥y 16 ( 4 uM de BG a un volumen final de

amortiguador (pH 7.6) de 1mL. Cada punto en los graficos es el promedio de tres experimentos

independientes para cada concentracion de BG. * Diferencia significativa con 0 nM de BG, con una P< 0.05, t

Diferencia significativa con la concentracion de BG que le antecede con una P<0.05.
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En la figura 10 se observa el efecto inhibitorio de cinco diferentes concentraciones de BG sobre CYP1A1
mediante el gréfico 1/v vs [BG], conocido como grafico de Dixon, el cual muestra un tipo de inhibicién
competitiva, ( panel a). Este tipo de inhibicion es corroborada con el regrafico de las pendientes obtenidas

en el grafico de Dixon vs 1/[sustrato], (panel b).
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Fig. 10. Efecto inhibitorio de cuatro distintas concentraciones de BG sobre la cinética enzimética de
CYP1A1l. a) Ajuste simultdneo al grafico de Dixon 1/v vs [BG]; b) Regrafico de pendientes del grafico de
Dixon vs 1/[Etoxirresorufina]. Del regrafico y el grafico de Dixon se obtuvo como pardmetro cinético de
inhibicion la Ki=10.703 nM. La reaccion se llevé a cabo durante 1.5 minutos con 1 pmol de proteina
(Supersome ®), 50 mM de NADPH, con las distintas concentraciones de etoxirresorufina y en reacciones

independientes para 0, 4, 8 y 16 nM de BG a un volumen final de amortiguador (pH 7.6) de 1 mL.
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En la figura 11 observamos el efecto de la BG sobre la genotoxicidad inducida por BaP a las 24
horas de la ultima administracion. El control negativo (Ctrl), presenté una frecuencia de 1.5+1.06
MNPE/1000 PE, valor no significativamente diferente al obtenido con el control de BG (262 ug/Kg),
1.3+0.67 MNPE/1000 PE. En lo que respecta al control positivo, BaP (320 mg/Kg), la induccion de
micronucleos fue de 2.4+1.5 MNPE/1000PE el cual no es significativamente diferente del control
negativo ni del tratamiento BG-BaP, teniendo para este ultimo un valor de 3.3+1.5 MNPE/1000PE
gue si es significativamente diferente de ambos controles negativo y de BG. Estos resultados
muestran que a 24 horas y bajo las condiciones de nuestro estudio, la BG no tiene efecto

genotoxico.

Fig. 11 Efecto de BG sobre la induccién de microndcleos en eritrocitos policromaticos (MNPE) de sangre periférica de
ratones por BaP a las 24 h. Se trabajé con cuatro grupos, 1) control negativo (Ctrl = , aceite de maiz - vehiculo)
administrado por 5 dias consecutivos cada 24 h, 2) control de BG (BG , 262 pg/Kg) administrado por 5 dias
consecutivos cada 24 h, 3) control positivo (BaP =, 320 mg/Kg) administrado el vehiculo por 5 dias consecutivos cada
24 hy el dia 5 una hora después de la administracion del vehiculo se administro el BaP, y 4) tratamiento BG + BaP
(BGBaP =, 262 y 320 mg/Kg respectivamente) se administro la BG por 5 dias consecutivos cada 24 h y el dia 5 una
hora después de la administracion del vehiculo se administré el BaP. Se obtuvo la frecuencia percentil del total de
MN/total de células evaluadas*1000. La frecuencia percentil es el rango de los promedios del total de MNPE/ total de
PE evaluados *1000 PE en cada raton a las 24 horas de la (ltima administracion de los compuestos. a) Diferencia
significativa con el control negativo (Ctrl) con una P<0.05, b) Diferencia significativa con el control de BG con una
P<0.05. Prueba estadistica, Kruskal Wallis de 2 muestras independientes.
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En la figura 12 observamos el efecto de la BG sobre la genotoxicidad inducida por BaP a las 48
horas de la ultima administracion. El control negativo (Ctrl), presenté una frecuencia de 1.2 + 0.03
MNPE/1000 PE, valor no significativamente diferente al obtenido con el control de BG (262 ug/Kg),
1.44 + 0.46 MNPE/1000 PE. En lo que respecta al control positivo BaP (320 mg/Kg), la induccién
de microndcleos fue de 8.16+ 6.36 MNPE/1000PE el cual es significativamente diferente sélo del
control negativo. El tratamiento BGBaP gener6 una frecuencia de 5.24+1.37 MNPE/1000PE que
es significativamente diferente de ambos controles, negativo y de BG, pero no del control positivo
BaP. Estos resultados muestran que la BG, bajo nuestras condiciones experimentales, no es un
compuesto genotoxico, pero tampoco es un agente protector del dafio genotoxico ocasionado por
BaP.

Fig. 12 Efecto de BG sobre la induccién de microndcleos en eritrocitos policromaticos (MNPE) de sangre periférica de
ratones por BaP a las 48 h. Se trabaj6é con cuatro grupos, 1) control negativo (Ctrl = | aceite de maiz - vehiculo)
administrado por 5 dias consecutivos cada 24 h, 2) control de BG (BG , 262 ug/Kg) administrado por 5 dias
consecutivos cada 24 h, 3) control positivo (BaP = , 320 mg/Kg) administrado el vehiculo por 5 dias consecutivos
cada 24 h y el dia 5 una hora después de la administracioén del vehiculo se administro el BaP, y 4) tratamiento BG +
BaP (BGBaP =, 262 y 320 mg/Kg respectivamente) se administré la BG por 5 dias consecutivos cada 24 h y el dia 5
una hora después de la administracion del vehiculo se administré el BaP. Se obtuvo la frecuencia percentil del total de
MN/total de células evaluadas*1000. La frecuencia percentil es el rango de los promedios del total de MNPE/ total de
PE evaluados *1000 PE en cada ratén a las 24 horas de la Gltima administracion de los compuestos. a) Diferencia
significativa con el control negativo (Ctrl) con una P<0.1, b) Diferencia significativa con el control de BG con una

P<0.1. Prueba estadistica Kruskal Wallis de 2 muestras independientes.
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En la figura 13 se presenta el efecto antimutagénico de 0, 1, 5, 10, 15, 20 y 25 ug de BG sobre la
activacion de 25 pg de 3-metilcolantreno (3-MC); un mutageno activado principalmente por
CYP1A2. Se utilizaron dos sistemas de activacion enzimatica hepatica 1) S9 B-NF/FB y 2) S9 B-
NF, las cuales se diferencian por las enzimas CYP que inducen. Observamos que el sistema de [3-
NF/FB genera mayor nimero de mutantes en comparacion con B-NF y que la BG protege del dafio
mutagénico ocasionado por el 3-MC en ambos tipos de activacion.
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Fig. 13 Efecto protector de BG sobre la mutagenicidad de 3-MC en la prueba de Ames. En un tubo estéril con 2 mL de
agar de superficie se agregaron 25 pug de 3-MC, 0.1 mL de cultivo de 16 h de S. typhimurium cepa TA98, 500uL de
mezcla S9 (28.7 y 31.2 mg de proteina de la fraccion S9B-NF/FB y B-NF, respectivamente, por 10 mL de mezcla) y 0,
1, 5, 10, 15, 20 o 25 ug de BG. La mezcla se vertid sobre cajas petri con medio minimo Vogel-Bonner y se incub6 por
37°C por 48 horas. Cada punto en el grafico representa el promedio de revertantes de His® encontradas en tres
réplicas de cultivo a la concentracion de BG indicada. * Diferencia significativa con el control (0 pug de BG), con una P<

0.05, T Diferencia significativa con la muestra que le antecede con una P<0.05.

39



En la figura 14 observamos el efecto de 0, 1, 5, 10, 15, 20 y 25 ug de BG sobre la activacion del
25 ug de BaP; mutageno activado principalmente por CYP1ALl. Se utilizaron dos sistemas de
activacion enzimatica hepatica: 1) S9 B-NF/FB y 2) S9 B-NF, las cuales se diferencian en las
enzimas CYP que inducen. Observamos que el sistema de B-NF/FB genera mayor niumero de
revertantes en comparacion con B-NF y que la BG protege del dafio mutagénico ocasionado por el
BaP en ambos tipos de activacion.
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Fig. 14 Efecto protector de BG sobre la mutagenicidad de 3-MC en la prueba de Ames. En un tubo estéril con 2 mL de
agar de superficie se agregaron 25 pug de BaP, 0.1 mL de cultivo de 16 h de S. typhimurium cepa TA98, 500uL de
mezcla S9 (28.7 y 31.2 mg de proteina de la fraccion S9B-NF/FB y B-NF, respectivamente, por 10 mL de mezcla) y 0,
1,5, 10, 15, 20 o 25 pg de BG. La mezcla se vertid sobre cajas petri con medio minimo Vogel-Bonner y se incubd por
37°C por 48 horas. Cada punto en el gréfico representa el promedio de revertantes de His® encontradas en tres
réplicas de cultivo a la concentracién de BG indicada. * Diferencia significativa con el control (0 ug de BG), con una P<

0.05, t Diferencia significativa con la muestra que le antecede con una P<0.05.
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DISCUSION

En la vida diaria nos exponemos a una gran variedad de compuestos quimicos, ya sea por
el ambiente, lugar de trabajo o nuestra alimentacion. Muchos de aquellos compuestos pueden
resultar potencialmente toxicos y otros, por el contrario, benéficos. En nuestra dieta diaria se
encuentran presentes una diversa cantidad de compuestos quimicos que resultan no sélo
nutritivos sino protectores ante enfermedades diversas. El jugo de toronja es inhibidor de enzimas
del sistema enzimatico CYP (52), lo cual es de gran interés debido a su efecto en la modulacion
de la farmacocinética de una gran cantidad de farmacos metabolizados por éstas enzimas.
Aunado a lo anterior, las isoformas del CYP relacionadas con el metabolismo de compuestos
carcinogénicos pueden ser susceptibles a la inhibicion por los compuestos del jugo de toronja,
sobresaliendo las isoformas de la subfamilia de CYP1A, especificamente CYP1Al, por estar
intimamente relacionado con el metabolismo de compuestos del tipo PAHs, aminas aromaticas
policiclicas y policlorinados, siendo sus metabolitos compuestos potencialmente reactivos con
ADN vy proteinas. De los fitoquimicos que constituyen al jugo de toronja la NG, la BG y la DHB,
han sido de gran interés debido a su concentracion en el jugo de toronja y a sus efectos sobre el
metabolismo de diversos compuestos (47, 52). En estudios previos, estos compuestos fueron
probados in vitro como inhibidores de enzimas como CYP3A4, CYP1A2, CYP1B1, CYP3A5,
CYP2D6, resultando ser inhibidores de éstas a diferentes concentraciones (52, 58, 59). Sin
embargo, la BG presentd tendencia de ser el inhibidor mas potente en comparaciéon con NG y
DHB. Por nuestro lado, como parte de mi tesis de licenciatura realizamos pruebas de inhibicién in
vitro de estos compuestos sobre CYP1Al, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2B2, que son de nuestro
interés por su participacion en la activacion de compuestos mutagénicos. Como resultado del
estudio determinamos que la BG es el inhibidor mas potente las enzimas evaluadas y sobretodo
de CYP1A1, en comparacion con NG y DHB, con una Clsp = 0.19 uM. En estudios sobre BG y su
efecto en enzimas de CYP, realizados por otros grupos investigacion, se demostré que es
inhibidor irreversible de CYP3A4, CYP3A5 y CYP2D6 (59); se obtuvo su Clsp sobre la actividad
EROD en microsomas de cultivo primario de hepatocitos de rata (Clsp=1.24 x 107M) (62); Cai
reportd que la BG es un inhibidor no competitivo de la actividad EROD de microsomas hepaticos
de ratones tratados con 3-MC (63). Para complementar estos estudios biogquimicos de BG sobre
CYP1A1, consideramos necesario determinar el tipo de inhibicion que BG ejerce sobre CYP1A1,
con base en su posible actividad como agente quimioprotector. El aporte que Cai hizo con

respecto a la inhibicibn no competitiva de BG sobre la actividad EROD, no nos precisa que este
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tipo de inhibicion se presenta sobre CYP1Al, debido a que dicha actividad EROD puede ser dada
no solo por CYP1Al sino también por CYP1A2, la cual también es inducida por 3-MC (71),
ademas de la influencia de las otras enzimas presentes en la fraccibn microsomal hepatica de
ratones. Es por ello que nos planteamos como primer objetivo evaluar el tipo de inhibicién que BG
ejerce sobre CYP1A1l en Supersome®, el cual es un sistema que contiene a la enzima semipura.
Comenzamos por determinar que CYP1Al es una enzima que sigue una cinética del tipo
michaeliana con una Vmax=6.141+0.255 mU/pmol proteina y una Km=0.0723+0.0079 uM (Fig. 8), datos
gue concuerdan con los obtenidos previamente por Davila et al. (72). Continuamos nuestro estudio
con los ensayos de inhibicion de CYP1A1l por varias concentraciones de BG. La eleccion de
dichas concentraciones se hizo con base en un estudio de exploracion (Apéndice I, fig. 3), en el
cual se probaron concentraciones que abarca un intervalo de 5 pmol - 50 nM de BG sobre
CYP1A1 recombinante (Supersome®). Con base en la concentracion a la cual se obtuvo mayor
inhibicion de la enzima, inicialmente propusimos trabajar en el intervalo de 0 a 10 nM de BG para
finalmente decidirnos por 0, 4, 8, 12 y 16 nM, concentraciones a las cuales se observa la
inhibicion paulatina de CYP1A1l pero no proporcional a las concentraciones usadas (fig. 9). Al
obtener los gréaficos de dobles reciprocos observamos que el inhibidor se comporta como un
inhibidor competitivo de CYP1AL1 (fig. 9), esto lo confirmamos con el grafico de Dixon y el regréafico
de sus pendientes versus concentracion de sustrato (fig. 10), en donde se muestra claramente la
inhibicion competitiva de CYP1A1 por BG con una Ki=10.703 nM.

Al inhibir competitivamente a CYP1A1 nos da la posibilidad de plantear la hip6tesis de que
la BG presenta actividad antigenotdxica contra los agentes genotdxicos que son sustrato del
CYP1A1 compitiendo con ellos por el sitio activo de la enzima. Para comprobar esta hipétesis
hicimos uso de dos de las pruebas mas utilizadas y recomendadas para la determinacion de
agentes mutagénicos y antimutagénicos, la prueba de micronucleos y la prueba de Ames. Para la
prueba de micronucleos, por su sencillez y la posibilidad de hacer multimuestreos, optamos por el
ensayo de micronucleos en sangre periférica de ratones y escogimos al BaP como agente
genotoxico, dado que es un procarcindgeno bioactivado por CYP1A1, de tal forma que si bajo las
condiciones de nuestro estudio la BG inhibe a CYP1ALl protegera del dafio genotdxico ocasionado
por BaP. En la fig. 11 mostramos los resultados del efecto de los distintos tratamientos sobre la
induccion de MNPE en sangre periférica de ratones a las 24 horas de la ultima administracion. A
este tiempo, en el tratamiento con aceite de maiz (control negativo de la induccion de MN), se
obtuvo una frecuencia de 1.5+1.06 MNPE/1000PE vy con la administracion de 262 ug/Kg de BG al
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segundo grupo de ratones se obtuvo una frecuencia 1.3+0.69 MNPE/1000PE. Ambos controles
(aceite de maiz y de BG), se encuentran dentro de la frecuencia basal de MN en raton. La
administracion del tercer grupo con 320 mg/Kg de BaP resulté una frecuencia de 2.4+1.51
MNPE/1000PE y con el tratamiento de 262 ug/Kg de BG por 5 dias y una sola dosis de 320 mg/Kg
de BaP el dia 5, la frecuencia de micronucleos resultante fue de 3.3+1.48 MNPE/1000PE. Como
se puede observar a este tiempo no hay induccion de MNPE por BG ni por BaP y por tanto
tampoco es posible observar el efecto protector de BG. A las 48 horas (Fig. 12), en el tratamiento
con aceite de maiz se obtuvo una frecuencia de 1.2+0.31 MNPE/1000 PE y con 262 ug/Kg de BG
para el segundo grupo se obtuvieron 1.44+0.46 MNPE/1000 PE; comparados con los resultados
de los tratamiento respectivos a las 24 horas, no se observa incremento de MNPE tanto con
aceite de maiz como con BG. En el tratamiento con BaP hay una tendencia al incremento en la
frecuencia de MNPE aumentando la frecuencia a 8.16 + 6.35 MNPE/1000PE, la cual es
disminuida con la administracién de BG (262 ug/Kg BG/320 pug/Kg BaP), resultando una frecuencia
de 5.24 + 1.37 MNPE/1000PE. La concentracién de BG con la que se trabajo se escogi6é con base
en la cantidad de BG contenida en 250 mL de jugo de toronja, cantidad generalmente ingerida por
la poblacion (48-50). Bajo nuestras condiciones experimentales la BG no mostro proteger del dafio
genotoxico generado BaP. Estos resultados pueden deberse a que la cantidad de BG no es la
suficiente como para observar un efecto protector in vivo. Hasta el momento soélo se tiene un
estudio en el perro Beagle, en el cual aseguran que a los 20 min de administracion oral de BG se
puede encontrar al compuesto en plasma, sin embargo (por las bajas concentraciones que
utilizaron del compuesto), no fue posible calcular pardmetros farmacocinéticos (61). Ni en rata ni
raton se han realizado estudios de farmacocinética de este compuesto, por lo cual no sabemos la
concentracion de BG que se tiene en plasma y menos si es la necesaria para inhibir a CYP1Al y
evitar la activacion del BaP presente en el higado, sin embargo, si observamos la tendencia de las
medianas en la fig. 12, podemos observar que hay tendencia a la disminucion de la formacion de
micronucleos, sugiriedo una posible proteccion al dafio genotdxico ocasionado por el BaP, que

bajo nuestras condiciones de estudio no fue posible determinar de forma significativa.

Para complementar los estudios in vivo, decidimos realizar un estudio in vitro y optamos
por el ensayo de antimutagenesis de Ames. Utilizamos a Salmonella typhimurium cepa TA98
como cepa de prueba y como agentes mutagénicos al BaP y al 3-MC, los cuales son
principalmente metabolizados por CYP1Al y CYP1A2, respectivamente. Como podemos observar

en las figuras 13 y 14, la proteccion que ejerce la BG contra el dafio mutagénico es evidente,
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aunqgue en el ensayo con 3-MC a bajas concentraciones de BG se observa un ligero incremento
en el nimero de revertantes de His", lo cual puede deberse a que la alta afinidad de BG por
CYP1A1 da oportunidad a que las otras enzimas presentes en el sistema S9 metabolicen al 3-MC,
principalmente CYP1A2, y con ello se favorezca su efecto mutagénico. Conforme se incrementa la
concentracion de BG, su efecto sinergista sobre la mutagenicidad de 3-MC se pierde y se hace
evidente la capacidad protectora de la BG, lo cual sugiere que las demas enzimas involucradas en
el metabolismo de 3-MC también estan siendo inhibidas por BG. El efecto antimutagénico de BG
sobre el dafio generado por BaP es mucho mas evidente, asi como que este efecto esta
directamente relacionado con la inhibicién de CYP1ALl. El BaP es principalmente metabolizado por
CYP1Al, y la B—-NF la induce preferencialmente, de tal manera que el efecto protector de BG
sobre el dafio por BaP lo podemos atribuir a su inhibicion por BG. En otros estudios, como el de
proteccion de formacion de aductos por BaP y dimetilbenzantraceno (65), también es claro que
dicha proteccion es debida a la capacidad de la BG de interferir con la activacion de estos

compuestos.

En su conjunto, los estudios de inhibicion enzimatica de CYP1Al y antigenotoxicidad tanto
in vivo como in vitro demuestran cémo la BG puede prevenir del dafio causado por agentes
genotodxicos que sean metabolizados por CYP1Al. Segun Stoner et al. (3) y su clasificacién de
agentes quimioprotectores, la BG puede ser catalogada como agente bloqueador en funcion de su
efecto inhibidor sobre una enzima de CYP que participa en la bioactivacion de pro-carcinégenos.
Sin embargo, un inhibidor de CYPs tiene dos facetas, pues puede ser benéfico o nocivo
dependiendo su dosis, del estado fisioldgico del individuo, del 6rgano en el que se esta evaluando,
de su biodisponibilidad, y también hay que tomar en cuenta que si bien se estaria inhibiendo el
metabolismo de un compuesto procarcinogénico eso mismo pasa con su desintoxicacion y la de
muchos compuestos a los que, siendo realistas, también estaria expuesto el individuo y que

necesitan ser eliminados.

Los estudios epidemiolégicos e in vitro permiten sugerir a varios fitoquimicos con
propiedades quimioprotectoras contra el proceso de carcinogénesis como agentes potencialmente
guimioprotectores (3, 9-12). Actualmente se hace uso indiscriminado de esos agentes
agregandolos en grandes cantidades en suplementos alimenticios para el consumo humano,
dejando fuera informacion fundamental para el consumidor como: dosis farmacoldgicas, ingesta
diaria recomendada y contraindicaciones; las cuales requieren de un amplio estudio del

compuesto tal como se hace en el desarrollo de farmacos. A pesar de saber que los fitoquimicos
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con caracteristicas quimioprotectoras son xenobioéticos, la necesidad de probarlos antes de darles

amplio uso es frecuentemente sobrestimada.
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CONCLUSIONES

Nuestro aporte en cuanto al estudio de la bergamotina como agente quimioprotector es que
es un inhibidor competitivo de CYP1A1, con una Ki=10.703 nM. En cuanto a su capacidad de
proteccion contra agentes carcinogénicos los resultados muestran una clara proteccién al dafio
genotoxico in vitro. En el ensayo de antimutagenesis con BaP y 3-MC su efecto protector contra
agentes mutagénicos fue evidente. In vivo, bajo nuestras condiciones experimentales, no
observamos efecto protector contra el agente genotoxico probado. De momento podemos concluir
gue la BG es un agente quimioprotector en base a la proteccion al dafio mutagénico, sin embargo,
hace falta demostrar la proteccibn a agentes genotéxicos. Dicha proteccion es debida a su

intervencioén en la activacion de compuestos pro-carcinogénicos.
PERSPECTIVAS

Hay mucho mas por evaluar acerca del efecto de la BG tanto in vivo como in vitro en
distintos modelos, ya sea animal, lineas celulares o bacterias, con la finalidad de saber lo méas que
se pueda sobre este compuesto y su accion al ingresar en un organismo, no solo en funcién del
beneficio que nos pudiera proveer sino de los dafios que nos puede causar, recordando que es un

compuesto que se encuentra en un alimento que es parte de la dieta de la poblacién en general.
Los estudios que consideramos mas necesarios son:
e Estudios de farmacocinética y farmacodinamia.

e Efecto inhibidor o inductor sobre otras enzimas de CYP y de fase Il en el higado y en

distintos 6rganos extrahepaticos.
e Estudios de inhibicion e induccion de enzimas metabdlicas en distintos periodos de tiempo.

e Ensayos de proteccién genotoxica en distintos modelos, concentraciones y periodos de

tiempo.
Para enriquecer nuestro estudio en particular, como perspectivas tenemos:

e Realizar los experimentos de antigenotoxicidad con otras concentraciones de BG.
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Determinar la cantidad de CYP1A1 en microsomas tratados con BaP, BG y BaP/BG.
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APENDICE |

En la figura 1 confirmamos la alta pureza del CYP1Al sobreexpresado en baculovirus utilizado
para los ensayo de inhibicion con BG. La figura es una membrana tefiida con Solucién de
Ponceau ® después de efectuadas la electroforesis y la transferencia de la proteina a la
membrana de nitrocelulosa.

CYPIAL

e

Carrril 1 Carril2

Fig. 1. Membrana de nitrocelulosa tefiida con Solucion de Ponceau S ®. Carril 1: Marcador de
peso molecular; carril 2: CYP1ALl. Las muestras se sometieron a electroforesis y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y tefiidas con Solucién de Poceau S ®.
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En la fig. 2 se presenta la evaluacion del efecto de BG sobre la fluorescencia de la resorufina en
tres diferentes concentraciones de BG, 0.5, 2 y 16 yM. Encontramos que esta molécula no afecta
la fluorescencia de la resorufina lo que nos asegura que los resultados obtenidos en los ensayos
de inhibiciébn enzimatica se deben al efecto de inhibicion que la BG ejerce sobre las enzimas

evaluadas y no por su interferencia con la fluorescencia de la resorufina.

Fig. 2. Efecto de BG sobre la fluorescencia de la resorufina. Se realizé por triplicado la curva
patron de resorufina con y sin BG a tres diferentes concentraciones de 0.5, 2 y 16 uM de esta

molécula.
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En la figura 3 se presenta el resultado de un estudio exploratorio en el que se evaluaron 0, 5, 50,
500 pmol y 5 y 50 nmol de BG sobre CYP1Al (Supersoma ®). Obuvimos inhibicién del CYP1Al
proporcional a la concentracion de BG utilizada; 5 nmol y 50 nmol son las concetraciones con las

se observa mayor inhibicion y diferencia significativa con respecto al control (0 nM de BG).

Fig. 3 Estudio exploratorio del efecto de distintas concentraciones de BG sobre CYP1Al
supersoma ®. La reaccion se llevo a cabo por triplicado durante 1.5 minutos con 1 pmol de proteina
(Supersome ®), 50 mM de NADPH, 50 uM de etoxirresorufina y en reacciones independientes 0, 5, 50, 500
pmoly 5y 50 nM de BG a un volumen final de amortiguador (pH 7.6) de 1 mL. * Diferencia significativa con

el control con una P< 0.05 y Tukey como prueba Post hoc.
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