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1. RESUMEN. 

 

El citocromo P450 (CYP) pertenece a una numerosa familia de enzimas integrales bien 

conservadas que se encuentran localizadas en la membrana del retículo endoplásmico 

liso en donde se encargan del metabolismo de compuestos tanto endógenos como 

exógenos. 

 

La subfamilia CYP1A juega un papel muy importante en la bioactivación y 

biotransformación de compuestos tóxicos, mutagénicos y/o carcinogénicos como los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH). Su inducción está regulada por el receptor de 

hidrocarburos aromáticos (AhR), el cual, al estar en contacto con algún PAH se mueve del 

citosol al núcleo, su unión al traslocador nuclear ARNT forma el heterodímero, 

AhR/ARNT. Este heterodímero se une a secuencias consenso del DNA conocidas como 

elemento de respuesta a xenobióticos (XRE), lo que permite la transactivación de los 

genes controlados por AhR, entre los que se encuentran CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1. 

 

De los inductores del CYP1A y agonistas del AhR mejor conocidos se encuentran los 

inductores clásicos: 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), benzo(a)pireno (B(a)P) y 

3-metilcolantreno (3-MC). También se han descrito otro tipo de moléculas con diferencias 

estructurales capaces de inducir al CYP1A, llamadas inductores no clásicos. Entre ellos 

se encuentran los benzimidazoles como el tiabendazol, omeprazol y albendazol (ABZ). 

 

En estudios in vitro se ha observado que la -naftoflavona (-NF) puede inhibir la 

inducción del CYP1A por inductores clásicos, como el TCDD. Sin embargo, no existen 

evidencias que puedan corroborar este mismo efecto en condiciones in vivo. El objetivo 

de este trabajo es explorar el efecto in vivo de la α-NF en la modulación del CYP1A por 

inductores clásicos (3-MC y B(a)P ) e inductores no clásicos (ABZ). 

 

La estrategia experimental consistió en la exposición de ratas macho Wistar a dosis 

únicas de α-NF (5, 10 y 40 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), B(a)P (50 mg/Kg), 3-MC (40 mg/Kg) 

o en combinación con la -NF: -NF & ABZ, -NF & B(a)P, -NF & 3-MC. Cuando se 

dieron los tratamientos combinados, la α-NF se administró 1 hora antes que el inductor. 

Los animales se sacrificaron 24 horas después de la administración del inductor. Se 

extirpó el hígado con el que se obtuvo la fracción microsomal, a partir de esta se 
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realizaron las siguientes determinaciones: inmunodetección del CYP1A1, actividad 

etoxiresorufin-O-deetilasa y metoxiresorufin-O-demetilasa como indicadores de las 

actividades de CYP1A1 y CYP1A2, respectivamente. 

 

Se encontró que la -NF y el ABZ son inductores del CYP1A, y que éste último tiene un 

potencial inductor de la expresión del CYP1A parecido al de los inductores clásicos como 

3-MC y B(a)P. Comparada con los otros, la -NF parece ser un inductor débil, pero 

cuando se administra en combinación con los inductores, el resultado depende de la 

dosis. A dosis altas de -NF (40 mg/Kg) se observa un efecto aditivo de inducción con el 

ABZ, el 3-MC y el B(a)P, mientras que en dosis bajas de -NF (5 mg/Kg) el efecto aditivo 

sólo se observa con ABZ y no con 3-MC. Estos resultados nos permiten concluir que en el 

modelo in vivo, la -NF modula la expresión del CYP1A comportándose como un inductor 

de la proteína y la actividad enzimática, aún en tratamientos combinados. 
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2. ABREVIATURAS. 

 

-NF   -Naftoflavona 

3-MC   3-Metilcolantreno 

ABZ   Albendazol 

AhR   Receptor de hidrocarburos aromáticos 

ARNT   Traslocador nuclear del receptor Ah 

B(a)P   Benzo(a)pireno 

CYP   Citocromo P450 

CYP1A  Citocromo P40 1A 

CYP1A1  Citocromo P450 1A1 

CYP1A2  Citocromo P450 1A2 

CYP1B1  Citocromo P450 1B1 

CYP2B1  Citocromo P450 2B1 

CYP2B2  Citocromo P450 2B2 

CYP3A4  Citocromo P450 3A4 

DMSO   Dimetilsulfóxido 

DNA   Ácido desoxirribonucléico 

ERO   Especies reactivas de oxígeno 

EROD   Etoxiresorufin-O-deetilasa 

mRNA   Mensajero del ácido ribonucléico 

MROD   Metoxiresorufin-O-demetilasa 

NADPH  Nicotinamida adenina nucleótido fosfato reducido 

PAH   Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

S9   Fracción postmitocondrial 

TCDD   2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina 

XRE   Elemento de respuesta a xenobióticos 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

3.1 Citocromo P450 

 

El citocromo P450 (CYP) pertenece a una numerosa familia de enzimas que juegan un 

papel importante en el metabolismo oxidante de gran variedad de compuestos tanto 

endógenos como exógenos [1-3]. Algunos genes de las familias del CYP pueden ser 

inducidos por su sustrato, lo que permite a las células adaptarse rápidamente a cambios 

químicos en su ambiente [4]. 

 

El CYP contiene un grupo hemo, en el que el hierro se encuentra unido de forma no 

covalente a una cadena polipeptídica [5] a través del tiol de un residuo de cisteína [6]. Fue 

identificado originalmente por Omura y Sato [7]; quienes determinaron la naturaleza 

hemoproteíca de un pigmento presente en microsomas hepáticos de diferentes especies, 

el cual era capaz de unirse a monóxido de carbono después de ser reducido con NADPH 

o ditionita de sodio y además presentaba un pico máximo de absorción del grupo hemo 

(pico de Soret) a 450 nm, típico de hemoproteínas. 

 

La importancia de este grupo de enzimas radica en la versatilidad que tienen para 

participar en diferentes reacciones de oxidación como el procesamiento de fuentes de 

carbono en algunas bacterias, mecanismos de defensa en algunas variedades de plantas 

(síntesis de metabolitos secundarios), metabolismo de eicosanoides, metabolismo del 

colesterol y ácidos biliares, síntesis y metabolismo de hormonas esteroideas, aminas 

biogenéticas, vitamina D3 e hidroxilación del ácido retinoico [2]. 

 

Además, juegan un papel esencial en el metabolismo [3] y biotransformación de 

medicamentos y otros xenobioticos (compuestos químicos exógenos) [1], al igual que en 

procesos de desintoxicación. Biotransforman a más del 90% de los xenobióticos que 

ingresan al organismo, desde medicamentos, cosméticos, tintes, componentes de la dieta, 

compuestos carcinógenos y contaminantes ambientales [2]. 

 

Por otro lado, también participan en procesos de activación de compuestos contribuyendo 

a la aparición de efectos tóxicos o carcinogénesis [5]. Como parte de su actividad 

metabólica producen cantidades importantes de especies reactivas de oxígeno (ERO) en 



10 
 

la célula, como peróxido de hidrógeno (H2O2) y anión superóxido (O2
.-) los cuales 

participan en la regulación del ciclo celular y en transducción de señales; pero cuando se 

producen en exceso, pueden actuar como mutágenos y carcinógenos [8]. 

 

En humanos se han descrito 12 subfamilias de CYPs (CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 

2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y 3A5) como las más importantes en la biotransformación de 

xenobióticos [5]. Además, el CYP se encuentra localizado en casi todos los tejidos y 

órganos como intestino, pulmón, riñón, cerebro, glándulas adrenales, gónadas, corazón, 

mucosa traqueal y bronquial y piel [9] pero no en el músculo esquelético y eritrocitos 

maduros [10]. En el hígado, se encuentran presentes la mayor cantidad y número de 

isoformas del CYP, las cuales corresponden al 2% del contenido de proteína microsomal 

en este órgano [9]. 

 

Las enzimas del CYP pueden encontrarse solubles en el citoplasma o asociadas a 

membranas. Las formas solubles se encuentran en bacterias, mientras que las formas 

asociadas a membranas en levaduras y en organismos superiores [6]. En estos se 

encuentran acopladas a la membrana del retículo endoplásmico liso o a la membrana 

interna mitocondrial, junto con otras enzimas encargadas de la transferencia de electrones 

como: la citocromo P450 reductasa, el citocromo b5, y en caso de la mitocondria, la 

ferredoxina reductasa [11]. 

 

Se conocen varias clases de sistemas funcionales del CYP [6]: 

 

 Clase 1: Este sistema involucra un complejo ternario formado por el CYP (soluble 

o unido a membranas), la flavoproteína reductasa y una proteína hierro-azufre. Dentro de 

esta clase se encuentran los CYPs bacterianos y los CYPs localizados en mitocondrias de 

mamíferos. 

 Clase 2: Involucra un complejo binario entre el CYP y la flavoproteína reductasa, 

ambos unidos a membranas. A esta clase perteneces los CYPs unidos al retículo 

endoplásmico en células eucariontes. 

 Clase 3: En este sistema, en la misma cadena polipeptídica están contenidos el 

dominio hemo del CYP y el dominio flavin de la reductasa. Algunos ejemplos de esta 

clase se han encontrado en bacterias, mamíferos y plantas. 
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Clase 4: Para esta clase, en la misma cadena polipeptídica están contenidos los 

dominios para la flavin reductasa, el cluster hierro-azufre y al CYP (hemo). 

 

Para oxidar a un sustrato, el CYP requiere de oxígeno molecular y NADPH. Lleva a cabo 

reacciones de monooxigenación en las que sólo uno de los átomos de oxígeno es 

incorporado a la molécula del sustrato, mientras que el otro átomo es reducido hasta 

agua. A las enzimas que catalizan este tipo de reacciones se les conoce como 

monooxigenasas u oxidasas de función mixta [11]. 

 

Entre las oxidaciones catalizadas por el CYP se incluyen las hidroxilaciones aromáticas y 

alifáticas, N- y S-oxidaciones, O-, N- y S-desalquilaciones, epoxidaciones, 

desaminaciones, desulfuraciones, azoreducción, nitroreducción [12]. 

 

 

3.1.1 El ciclo catalítico del CYP 

 

El centro catalítico del CYP está integrado por un átomo de hierro hexacoordinado: con 

los 4 anillos de la protoporfirina IX, con el grupo tiol de un residuo de cisteína de la cadena 

polipeptídica y con una molécula de agua [11]. 

 

La primer etapa del proceso catalítico (Figura 1) consiste en la unión del sustrato y el 

desplazamiento de un ligando, que regularmente es agua en la sexta posición de 

coordinación del átomo de hierro. Como consecuencia de ello se originan cambios en el 

estado de spin del átomo de hierro y por lo tanto en su potencial redox y en el máximo de 

absorbencia de la hemoproteína. 

 

En la segundo etapa, se produce la reducción del complejo hemoproteína-sustrato al 

estado ferroso (FeII  FeII) gracias al aporte de un electrón y al aumento en el potencial 

redox originado en el paso anterior. En eucariontes, el electrón proviene de la oxidación 

de una molécula de NADPH, lo cual es realizado por la NADPH citocromo P450 

reductasa. 
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La tercer etapa es la unión del oxígeno molecular para formar un complejo superóxido y 

en la cuarto etapa se produce el aporte de un segundo electrón con la formación de 

ERO. 

 

A partir de este punto los mecanismos que continúan en el ciclo catalítico no se conocen 

con certeza. El origen de las ERO se desconoce y se sugiere que pudiera ser una mezcla 

de complejos hierro-peroxo o hierro-oxo con la hemoproteína. En cualquier caso, se 

trataría de un oxidante electrofílico de vida muy corta formado por la protonación del 

dioxígeno (O=O). 

 

El resultado final es la liberación de uno de los átomos de oxígeno en forma de una 

molécula de agua y la incorporación del otro átomo en el sustrato (R-OH) [7, 11-12]. 

 

El ciclo catalítico puede desacoplarse cuando los electrones del NADPH son consumidos 

por el CYP sin la formación de los metabolitos oxidados. 

 

(FeIII)(RH)

FeIII

(FeII)(RH)

(FeII-O2)(RH)

(FeII-O2
-)(RH)(FeII-OOH)(RH)
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Figura 1. Ciclo catalítico del Citocromo P450. Modificado de [13]. 
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3.2 Citocromo P450 1A 

 

La subfamilia 1A del citocromo P450 está formada por las isoformas CYP1A1 y CYP1A2, 

las cuales están involucradas en el metabolismo de algunos procarcinógenos y de una 

gran cantidad de medicamentos de importancia clínica [14]. La inducción de isoformas de 

esta subfamilia puede tener implicaciones en la etiología de algunos tipos de cáncer y en 

la alteración de la eficacia terapéutica de algunos medicamentos [15]. 

 

El citocromo P450 1A1 (CYP1A1) juega un papel importante en la toxicidad, 

mutagenicidad y/o carcinogenicidad de algunos compuestos químicos en el ambiente 

como los hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH). Su expresión constitutiva es muy 

baja pero altamente inducible en el hígado, piel, riñón y pulmones [16]. La inducción de 

esta isoforma está mediada a través de un receptor citosólico llamado receptor de 

hidrocarburos aromáticos (AhR) [3]. Además de que es altamente inducible por 

2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) y por hidrocarburos aromáticos planos como 

el 3-metilcolantreno (3-MC) o el benzo(a)pireno (B(a)P) [17]. La función principal del 

CYP1A1 es la de oxidar a los PAH hidrófobos para así facilitar su eliminación [5]. 

 

El citocromo P450 1A2 (CYP1A2) participa fundamentalmente en la activación de 

nitrosaminas, aflatoxina B1 y aminas aromáticas [11]. Su expresión parece estar 

restringida al hígado, donde constituye aproximadamente el 10% del contenido total de 

CYP [2]. En humanos, el CYP1A2 tiene una identidad del 80% de la secuencia de 

aminoácidos con el CYP1A1 y cerca del 40% con el CYP1B1 [18]. 
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3.2.1 Inducción del CYP1A por xenobióticos 

 

De manera clásica, la inducción del CYP1A (Figura 2) puede ser mediada a través del 

AhR el cual es un factor transcripcional activado por ligando mediante una serie de 

eventos que se describen a continuación. 

 

El AhR está localizado en el citosol, en donde se encuentra formando un complejo con un 

dímero de Hsp90 y las co-chaperonas XAP2 y p23, las cuales están relacionadas con el 

plegamiento y la estabilización del receptor [18-19]. XAP2 interactúa con el C-terminal de 

la Hsp90 y se une a la secuencia de localización en el núcleo del AhR, evitando que el 

receptor se translade al núcleo. El dímero de Hsp90 junto con p23 protegen al AhR de 

proteólisis, lo que permite que tenga una conformación receptiva para la unión de un 

ligando y evitar la unión prematura con el traslocador nuclear de receptor Ah (ARNT) [18]. 

 

Cuando un xenobiótico, principalmente PAHs, se une al AhR forman el complejo 

ligando-receptor (AhR-xenobiótico), que es liberado de las proteínas co-chaperonas y se 

mueve al núcleo donde se une al ARNT formando el heterodímero, AhR/ARNT, 

liberándose del dímero de la proteína Hsp90. En el núcleo el heterodímero AhR/ARNT se 

une a secuencias consenso del DNA conocidas como elemento de respuesta a 

xenobióticos (XRE) (5’-TNGCGTG-3’), las cuales se encuentras localizadas río arriba del 

promotor del gen del CYP1A1. Lo que ocasiona un cambio conformacional en la 

estructura de la cromatina del DNA. El heterodímero AhR/ARNT interactúa con Sp1, otro 

factor transcripcional y juntos elevan la expresión del CYP1A1. La actividad del 

heterodímero es transmitida a factores generales de transcripción (GFTs) a través de la 

interacción del ARNT con CBP/p300 y del AhR con RIPI40 y SRC-1. Todo esto ocasiona 

la transactivación de los genes controlados por el AhR [17, 19-22]. 

 

Entre los genes controlados por el AhR se encuentran enzimas de Fase I como: CYP1A1, 

CYP1A2, CYP1B1 y enzimas de Fase II como: NADPH-quinona oxidoreductasa 1 (NQO1) 

y aldehído deshidrogenasa (ALDH3A1), entre otros [2, 20]. 
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Figura 2. Modelo general de la inducción del CYP1A1. El AhR es una proteína localizada en el 

citosol, en donde se encuentra formando un complejo con las proteínas chaperonas Hsp90, XAP2 

y p23. Cuando es activada por la unión de algún xenobiótico, principalmente PAHs, es traslocada 

al núcleo en donde se une al ARNT. Con el que forma una heterodímero (AhR/ARNT), este 

hetorodímero se une a secuencias consenso del DNA, conocidas como XRE. Lo que ocasiona la 

transactivación de los genes controlados por el AhR, entre los que se encuentran CYP1A1, 

CYP1A2 y CYP1B1.[22]. 

 

 

Entre los inductores clásicos del CYP1A1 y agonistas del AhR (Figura 3) se encuentran el 

TCDD, 3-MC y B(a)P [2, 11, 21]. 

Todos estos compuestos comparten diversas características estructurales, entre ellas: 

son hidrofóbicos, son moléculas planas o coplanares con una estructura policíclica, cuyo 

tamaño les permite entrar en una cavidad de 6.8 x 13.7 Å que corresponde al sitio de 

acción del AhR [21, 23]. 
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Figura 3. Estructuras de Inductores clásicos y no clásicos del CYP1A [2, 11, 15-16, 21, 24-25]. 
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3.2.2 Inducción de la expresión del CYP1A por benzimidazoles independiente de 

AhR 

 

Se han encontrado moléculas que no cumplen con las características de los inductores 

clásicos del CYP1A1 [21] al no ser policíclicos ni planos y que a pesar de esto, tienen la 

capacidad de inducirlo. Estos compuestos pertenecen a diferentes familias químicas por 

lo que no se encuentran relacionados estructuralmente. Entre ellos están los 

benzimidazoles (omeprazol, tiabendazol, lanzoprazol y albendazol) [15-16, 24-25], los 

carotenoides (precursor de los retinoides), carbamatos (como el carbaril) [15, 26] y las 

aminoquinolinas (primaquina). A estos inductores se les ha denominado inductores no 

clásicos  [21]. La Figura 3 muestra algunos ejemplos de estos inductores. 

 

Existen estudios en los que se han realizado ensayos de competencia entre un inductor 

clásico de alta afinidad como el TCDD e inductores no clásicos como el omeprazol o el 

tiabendazol con la finalidad de demostrar la independencia de estos últimos hacia el AhR. 

Se ha demostrado que los inductores no clásicos carecen de la capacidad de desplazar al 

[H3]TCDD cuando se encuentra unido al receptor [16]. 

 

La estimulación de la actividad del AhR por los benzimidazoles puede ser específica de la 

especie, pues en un estudio comparativo se demostró que el omeprazol, tiabendazol y 

lanzoprazol no fueron capaces de activar al AhR en la línea celular de ratón, Hepa1c1c7. 

Sin embargo, esta activación si se observó en las células humanas HepG2. Estas 

diferencias en la activación del AhR ocasionan finalmente diferencias en la inducción de la 

expresión del CYP1A [27-28]. 
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3.3 La interacción de la α-Naftoflavona y el CYP1A 

 

La α-Naftoflavona (α-NF) o 7,8-Benzoflavona (Figura 4) es un flavonoide que ha sido 

utilizado en el estudio del mecanismo de acción, ya sea biológico o bioquímico, de 

compuestos carcinogénicos [29], principalmente, su interacción con las isoformas del 

CYP. En esto se ha visto que la α-NF puede afectar directamente la actividad enzimática 

in vitro del CYP1A1, CYP1A2, CYP2C8 y CYP2C9 en donde actúa como un inhibidor de 

la misma [30], sin embargo también puede actuar como un estimulador alostérico de la 

actividad enzimática del CYP3A4 [31]. 

 

Estudios muestras que el pre-tratamiento de líneas celulares [32-36] con α-NF tiene como 

efecto final una reducción en la expresión del CYP1A1, para determinar la manera en la 

que ocurre esta inhibición se han determinado lo siguiente. La α-NF compite con el TCDD 

por el sitio de unión al AhR [34, 37], interfiriere en la formación de complejos 

ligando-receptor (AhR-xenobiótico) transcripcionalmente activos en citosoles de hígado de 

rata y en líneas celulares de diferentes especies [34, 37], los cuales pueden revertirse por 

el ligando pero no por un exceso de α-NF. Además puede modificar la conformación del 

AhR disminuyendo su afinidad por las secuencias del XRE en el DNA [36-37]. Estos 

efectos son dependientes de la concentración de α-NF utilizada, siendo mayor el efecto 

cuando la concentración aumentó. Finalmente, la α-NF también puede ocasionar una 

disminución, dependiente de la concentración, en la cantidad del mRNA y en la actividad 

EROD del CYP1A1 por el tratamiento con TCDD [32-36]. 

 

En estudios en peces, trucha arcoíris, α-NF disminuye la expresión del CYP1A por PAHs 

alquilados como el retén [38], que puede ser generado durante el tratamiento de 

desechos de celulosa. Se observó una disminución dependiente de la concentración en la 

actividad EROD del CYP1A1 al realizar tratamientos combinados de α-NF y reten [39]. 

 

O

O  
Figura 4. Estructura química de la -NF. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Datos en la literatura muestran que la α-NF no puede inducir la expresión del CYP1A 

cuando se encuentra inducido por potentes inductores clásicos como el TCDD, el cual 

tiene una alta afinidad por el AhR [40]. 

 

En los experimentos realizados en líneas celulares humanas (HepG2) y de roedores 

(Hepa 1c1c7 y H-4II E), la inhibición por -NF se determinó a diferentes niveles: tanto en 

la concentración del mRNA presente como en la actividad enzimática del CYP1A1 

(EROD). En ambos casos se observó una disminución dependiente de la concentración, 

cuando se probaron co-tratamientos con diferentes concentraciones de α-NF y una sola 

concentración de TCDD [34]. 

 

Finalmente, se ha determinado que la α-NF puede inhibir la expresión del gen CYP1A1 

cuando este se encuentra inducido por agonistas del AhR a través de interacciones 

competitivas por la unión al AhR [34, 41]. 

 

Toda la información presente en la literatura acerca de la inhibición del CYP1A por α-NF 

así como el mecanismo por medio del cual se lleva esto a cabo se ha obtenido a partir de 

experimentos en líneas celulares. Sin embargo, se conoce muy poco acerca del efecto 

que puede tener la α-NF en animales completos. 

 

 

5. HIPÓTESIS 

 

La inducción de la expresión del CYP1A en animales por inductores tanto clásicos como 

no clásicos se afectará por el co-tratamiento con α-NF. 
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6. OBJETIVO 

 

6.1 Objetivo General 

 

El objetivo de este trabajo es explorar el efecto en animales de la α-NF en la modulación 

del CYP1A por inductores clásicos como 3-MC y B(a)P e inductores no clásicos como 

ABZ. 

 

 

6.2 Objetivos particulares 

 

 Obtener la fracción microsomal del hígado de ratas tratadas con α-NF (5, 10 y 

40 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), B(a)P (50 mg/Kg), 3-MC (40 mg/Kg), o en 

combinación con la α-NF: α-NF & ABZ, α-NF & B(a)P, α-NF & 3-MC. 

 Detectar la proteína del CYP1A1 en microsomas hepáticos, mediante la 

inmunodetección con anticuerpos específicos. 

 Determinar la actividad enzimática específica del CYP1A1 y del CYP1A2 en 

microsomas hepáticos. 

 Determinar el efecto in vitro de la α-NF en la actividad enzimática específica del 

CYP1A1 en Supersoma ®. 
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7. METODOLOGÍA 

 

 

7.1 Reactivos 

 

El aceite de maíz, ABZ, α-NF, 3-MC, ditiotreitol (DTT), resorufina, 7-etoxiresorufina, 

7-metoxiresorufina, NADPH, 3,3’-diaminobencidina son de Sigma Aldrich, Saint Louis, MO 

EUA. El DMSO y H2O2 son de Merck, Alemania. La membrana de nitrocelulosa, Tween 20 

y Bio Rad Protein Assay son de Bio Rad Laboratories Inc. Hercules, California EUA. Los 

anticuerpos utilizados para la inmunodetección son de Chemicon Millipore, Temecula, 

California EUA; y para el revelado con luminol se utilizó ECL Advanced Western Blotting 

Detection kit de Amersham, GE Healthcare UK. La proteína semipurificada del CYP1A1 

de rata Supersoma es de BD, EUA. 

 

 

7.2 Experimento 1. Curva dosis-respuesta de la expresión del CYP1A con α-NF 

 

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar de 200 g de peso corporal. Se dividieron 

en 6 grupos (3 ratas), cada uno de trató con diferentes dosis de α-NF de la siguiente 

forma: 1) Aceite de maíz (vehículo), 2) 0.05 mg/Kg, 3) 0.5 mg/Kg, 4) 5 mg/Kg, 

5) 50 mg/Kg, 6) 500 mg/Kg. 

 

 

7.3  Experimento 2. Efecto del tratamiento con una dosis baja de α-NF (5 mg/Kg) en la 

expresión del CYP1A 

 

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar de 200 g de peso corporal. Se dividieron 

en 6 grupos (5 ratas) y cada uno recibió un tratamiento diferente: 1) Aceite de maíz 

(vehículo), 2) -NF (5 mg/Kg), 3) ABZ (50 mg/Kg), 4) 3-MC (40 mg/Kg), 5) -NF & ABZ, 

6) -NF & 3-MC. 
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7.4 Experimento 3. Efecto del tratamiento con una dosis media de α-NF (10 mg/Kg) en 

la expresión del CYP1A 

 

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar, de 200 g de peso corporal. Se dividieron 

en 6 grupos (3 ratas) y cada uno recibió uno de los siguientes tratamientos: 1) Aceite de 

maíz (vehículo), 2) -NF (10 mg/Kg), 3) ABZ (50 mg/Kg), 4) 3-MC (40 mg/Kg), 

5) NF & ABZ, 6) -NF & 3-MC. 

 

 

7.5 Experimento 4. Efecto del tratamiento con una dosis alta de α-NF (40 mg/Kg) en la 

expresión del CYP1A 

 

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 250 g de peso corporal. 

Se dividieron en 8 grupos (5 ratas) y cada uno recibió un tratamiento diferente: 1) Aceite 

de maíz (vehículo), 2) -NF (40 mg/Kg), 3) ABZ (50 mg/Kg), 4) 3-MC (40 mg/Kg) 5) B(a)P 

(50 mg/Kg), 6) -NF & ABZ, 7) -NF & 3-MC y 8) -NF & B(a)P 

 

Para todos los experimentos las dosis fueron únicas y se administraron vía i.p. Las ratas 

se sacrificaron por decapitación 24 horas después de la administración de los 

compuestos. 

En aquellos experimentos en los que se administraron tratamientos combinados, la -NF 

se administró una hora antes que los inductores (ABZ, 3-MC o B(a)P). 

 

 

7.6 Obtención de la fracción microsomal 

 

Una vez sacrificados los animales se obtuvo el hígado, que se cortó en pequeñas 

porciones y se homogenizó en una solución de KCl 150 mM en una proporción de 3 mL/g 

de peso de hígado. El homogeneizado se centrifugó a 9,000 g durante 10 minutos para 

obtener la fracción posmitocondrial (S9) [42], la cual se centrifugó a 100,000 g por 

60 minutos a 4°C. Después, el botón obtenido se resuspendió en una solución de fosfatos 

100 mM (pH 7.4) con sacarosa 0.32 M y nuevamente se centrifugó bajo las mismas 

condiciones para la obtención de la fracción microsomal [43]. El botón final se 
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resuspendió en una solución amortiguadora de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.4), 

EDTA 1 mM, DTT 1 mM y glicerol al 20%. 

El volumen final se dividió en pequeñas alícuotas para guardarlas a -70°C hasta su uso. 

La cuantificación de la proteína total se determinó por el método de Bradford [44] 

utilizando el protocolo descrito por el proveedor (BioRad) para microplaca. 

 

 

7.7  Electroforesis e inmunodetección específica para el CYP1A 

 

Se llevó a cabo una electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida 

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) [45]. Se manejaron concentraciones de 4% para el 

gel concentrador y 7.5% para el gel separador.  

 

La electroforesis se realizó a 60 volts hasta pasar el gen concentrador y a 100 volts hasta 

el borde del gel. La electrotransferencia [46] a la membrana de nitrocelulosa se realizó por 

1 hora a 100 volts. Esta transferencial se verificó tiñendo la membrana con rojo de 

Ponceau. 

 

Después, las membranas se bloquearon por una hora con una solución de leche Svelty® 

al 3% w/v en amortiguador de fosfatos (PBS), se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.3% y se 

incubaron con el anticuerpo policlonal de conejo anti-CYP1A1 en PBS-leche Svelty® al 

0.1% a temperatura ambiente en agitación constante. Luego de un segundo lavado con 

PBS-Tween 20 al 0.3%, se incubó con el segundo anticuerpo cabra anti-conejo conjugado 

con peroxidasa (en PBS-leche Svelty® 0.1%) durante una hora a temperatura ambiente 

en agitación constante. 

 

Finalmente, el tercer lavado se hizo con PBS-Tween 20 al 0.3%, por último se enjuagan 

las membranas con PBS. Las membranas se revelaron con con luminol (ECL Advanced 

Western Blotting Detection Kit) o con 3,3’-Diaminobencidina y H2O2 al 30%. 

 

Las fotografías y el análisis densitométrico de las membranas se realizaron con el 

programa ID Kodak versión 3.6.3. 
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7.8  Determinación de la actividad enzimática. 

 

Para cuantificar la actividad del CYP1A [47-48], se llevó a cabo la reacción de 

O-desalquilación de alcoxirresorufinas: la etoxiresorufin-O-deetilasa (EROD) para el 

CYP1A1 utilizando 7-etoxiresorufina como sustrato y la metoxiresorufin-O-demetilasa 

(MROD) para el CYP1A2 utilizando 7-metoxiresorufina como sustrato. 

Para la determinación de la actividad de los CYPs se mezcló en una celda de plástico 

para fluorómetro: el amortiguador de Tris-base 50 mM y MgCl2 25 mM (930-960 L) a pH 

7.6, el sustrato disuelto en DMSO (10 L de 7-etoxirresorufina 50 M o 20 L de 

7-metoxirresorufina 0.5 mM) y NADPH 50 mM (10 L) disuelto en el amortiguador. Todo 

esto se incubó a 37°C durante 3 min. Una vez terminado este tiempo, se agregó el 

volumen equivalente a 200 g de proteína microsomal hepática. 

 

La cinética de aparición de la resorufina, el producto de la actividad EROD y MROD, se 

evaluó cada 15 segundos durante 3 minutos en un fluorómetro Versa FluorTM de BioRad. 

La longitud de onda de excitación utilizada fue de 530 nm y la de emisión de 590 nm. 

 

 

7.9 Efecto de la α-NF en la actividad enzimática in vitro del CYP1A1. 

 

Para determinar el efecto in vitro de la α-NF en la actividad enzimática del CYP1A1 [47-

48], se utilizaron diferentes concentraciones de la α-NF (1000, 500, 100, 50, 10, 0.5, 

0.1 nM) disuelta en acetona. 

 

Se tomaron 10 µL de α-NF y los cuales se agregaron a la mezcla de reacción para la 

determinación de la actividad enzimática, la cual quedó de la siguiente forma: el 

amortiguador de Tris-base 50 mM y MgCl2 25 mM (930-960 L) a pH 7.6, el sustrato 

disuelto en DMSO (10 L de etoxirresorufina 50 M), NADPH 50 mM (10 L) disuelto en 

el amortiguador y 10 µL de α-NF disuelta en acetona. Todo esto se incubó a 37°C durante 

3 min. Una vez terminado este tiempo se agregó el volumen equivalente a 2 pmoles de 

proteína semipurificada del CYP1A1 de rata (Supersoma®, BD USA). 
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La cinética de aparición de la resorufina se evaluó cada 15 segundos durante 3 minutos 

en un fluorómetro Versa FluorTM de BioRad. La longitud de onda de excitación utilizada 

fue de 530 nm y la de emisión de 590 nm. 

 

 

7.10 Análisis Estadístico. 

 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa SPSS Statistics, versión 17.0 

(SPSS, Chicago, IL, USA). Los resultados se expresan como el promedio ± error estándar 

de la media (E.E.).  

 

Cuando los datos obtenidos no siguieron una distribución normal, los valores se 

transformaron (transformación logarítmica) para la homogeneidad de las varianzas. Se 

utilizó un análisis de varianzas (ANOVA) de una vía como prueba estadística y las 

pruebas post hoc de Tukey (para diferencias entre tratamientos), una p < 0.05 se 

consideró significativa. 
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8. RESULTADOS 

 

 

8.1 EXPERIMENTO 1. Curva dosis-respuesta de la expresión del CYP1A con α-NF 

 

Se realizó una curva dosis-respuesta para determinar la respuesta del CYP1A debido al 

tratamiento con diferentes dosis de α-NF. 

Para esto se les administró a las ratas, diferentes dosis de α-NF (0.05, 0.5, 5, 50 y 

500 mg/Kg) utilizando aceite de maíz como vehículo. Se realizó la inmunodetección del 

CYP1A1 (Figura 5) y su densitometría (Figura 6), además se determinó la actividad EROD 

del CYP1A1 y MROD del CYP1A2 en microsomas hepáticos obtenidos de las ratas 

tratadas (Figura 7). 

 

 

8.1.1 Inmunodetección del CYP1A 

 

   Aceite de maíz    0,05 mg/Kg 

 
          0.5 mg/Kg         5 mg/Kg 

 
           50 mg/Kg         500 mg/Kg 

 
 

Figura 5. Efecto del tratamiento con diferentes dosis de -NF (0.05, 0.5, 5, 50 y 500 mg/Kg) en la 

inmunodetección del CYP1A1 en microsomas hepáticos de rata. Cada carril corresponde a un 

animal diferente del grupo (n=3), se colocó el volumen equivalente a 25 g de proteína microsomal 

hepática. 
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Figura 6. Análisis densitométrico de la inmunodetección del CYP1A1 en microsomas hepáticos de 

ratas tratadas con diferentes dosis de -NF (0.05, 0.5, 5, 50 y 500 mg/Kg). Cada barra en la gráfica 

corresponde el promedio del grupo ± E.E de cada tratamiento, n=3. 

 

 

8.1.2 Actividad enzimática de CYP1A 

 

Figura 7. Efecto del tratamiento con aceite de maíz y -NF a diferentes dosis (0.05, 0.5, 5, 50 y 

500 mg/Kg) en la actividad EROD (rojo) del CYP1A1 y MROD (azul) del CYP1A2 en microsomas 

hepáticos de rata. Cada barra en la gráfica corresponde al promedio del grupo ± E.E, n=3. * p < vs. 

Aceite de maíz. 

 

*

*

*

   -NF     -       0.05          0.5              5              50            500 
(mg/Kg) 

   -NF     -       0.05          0.5              5             50            500 
(mg/Kg) 
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Las dosis bajas de α-NF (0.05 - 5 mg/Kg) no provocaron cambios en la actividad 

enzimática del CYP1A1 (Figura 7) con respecto al control con aceite de maíz. Sin 

embargo, las dosis altas de α-NF (50 y 500 mg/Kg) ocasionaron un aumento en la 

actividad, siendo mayor para la dosis de 50 mg/Kg. En cuanto a la actividad del CYP1A2, 

sólo se encontraron diferencias significativas en cuanto a un aumento de la actividad en la 

dosis más alta administrada, 500 mg/Kg. 

 

 

8.2 EXPERIMENTO 2.  Efecto del tratamiento con una dosis baja de α-NF (5 mg/Kg) 

en la expresión del CYP1A 

 

Se administró ratas con una dosis baja de α-NF (5 mg/Kg) sola o en combinación con los 

inductores [ABZ (50 mg/Kg) y 3-MC (40 mg/Kg)]. Se determinó la presencia de la proteína 

a través de la inmunodetección (Figura 8 y 9), la actividad enzimática específica EROD 

del CYP1A1 y MROD del CYP1A2 de las ratas tratadas (Figura 10). 

 

 

8.2.1 Inmunodetección del CYP1A 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8. Efecto del tratamiento con aceite de maíz, -NF (5 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC en la inmunodetección del CYP1A1 en microsomas 

hepáticos de rata. Cada carril corresponde a un animal diferente del grupo (n=5), se colocó el 

volumen equivalente a 5 g de proteína microsomal hepática. 

 

Aceite de maíz 

-NF 

ABZ 

-NF & ABZ 

3-MC 

-NF & 3-MC 
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Figura 9. Análisis densitométrico de la inmunodetección del CYP1A1 en microsomas hepáticos de 

ratas tratadas con aceite de maíz, -NF (5 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC (40 mg/Kg), 

-NF & ABZ, -NF & 3-MC. Cada barra en la gráfica corresponde el promedio del grupo ± E.E de 

cada tratamiento. n=5. 

 

 

8.2.2 Actividad enzimática del CYP1A 

 

 

Figura 10. Efecto del tratamiento con aceite de maíz, -NF (5 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC, en la actividad EROD (rojo) del CYP1A1 y MROD (azul) 

del CYP1A2 en microsomas hepáticos de rata. Cada barra en la gráfica corresponde al promedio 

del grupo ± E.E., n=5.* p < 0.05 vs. -NF, A p < 0.05 vs. ABZ. 

-NFAceite 
de maíz 

ABZ -NF & 
ABZ 

-NF & 
3-MC 

3-MC

-NFAceite 
de maíz 

ABZ -NF & 
ABZ 

-NF & 
3-MC 

3-MC 

*

**

*

*

*
* *A
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En la Figura 10 se observa un aumento en la actividad del CYP1A1 con las dosis 

administradas. Para esta actividad y la del CYP1A2, se observan diferencias significativas 

de los tratamientos con respecto a la dosis de 5 mg/Kg de α-NF. Además, también se 

observa que la actividad MROD del CYP1A2 del α-NF & ABZ es diferente a la del ABZ, lo 

cual no se observa para el 3-MC y α-NF & 3-MC. 

 

En la inmunodetección, no fue posible detectar al CYP1A1 en las muestras provenientes 

de las ratas tratadas con aceite de maíz o α-NF. El análisis densitométrico del resto de los 

tratamientos no revela diferencias entre el tratamiento con el inductor sólo o combinado. 

 

 

8.3 EXPERIMENTO 3. Efecto del tratamiento con una dosis media de α-NF 

(10 mg/Kg) en la expresión del CYP1A 

 

Se probó una dosis media de α-NF de 10 mg/Kg sólo o en combinación con los 

inductores. Las Figuras 11 y 12 presentan el resultado de la inmunodetección del CYP1A1 

en los microsomas hepáticos de las ratas tratadas y la Figura 13 muestra el efecto del 

tratamiento en la actividad enzimática del CYP1A1 y del CYP1A2. 

 

8.3.1 Inmunodetección del CYP1A 

 
      Aceite de Maíz        -NF 

 
              ABZ     -NF & ABZ 

 
              3-MC     -NF & 3-MC 

 
 

Figura 11. Efecto del tratamiento con aceite de maíz, -NF (10 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC en la inmunodetección del CYP1A1 en microsomas 

hepáticos de rata. Cada carril corresponde a un animal del grupo (n=3), se colocó el volumen 

equivalente a 5 g de proteína microsomal hepática. 
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Figura 12. Análisis densitométrico de la inmunodetección del CYP1A1 en microsomas hepáticos 

de ratas tratadas con aceite de maíz, -NF (10 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC (40 mg/Kg), 

-NF& ABZ, -NF & 3-MC. Cada barra en la gráfica corresponde el promedio del grupo ± E.E de 

cada tratamiento, n=3. 

 

8.3.2 Actividad enzimática de CYP1A 

 

 

Figura 13. Efecto del tratamiento con aceite de maíz, -NF (10 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC, en la actividad EROD (rojo) del CYP1A1 y MROD (azul) 

del CYP1A2 en microsomas hepáticos de rata. Cada barra en la gráfica corresponde al promedio 

del grupo ± E.E., n= 5. * p < 0.05 vs -NF, A p < 0.05 vs ABZ. 
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Se encontraron diferencias significativas en las actividades del CYP1A1 y CYP1A2 

comparando con la α-NF. Se observó un efecto aditivo al comparar los valores de la 

actividad de la α-NF y ABZ con los valores del α-NF & ABZ (Figura 13), que además 

mostraron una diferencia significativa entre ellos, para el CYP1A1. Sin embargo, este 

efecto aditivo no se observa en las actividades del CYP1A1 del 3-MC y α-NF & 3-MC. 

 



33 
 

8.4 EXPERIMENTO 4. Efecto del tratamiento con una dosis alta de α-NF 

(40 mg/Kg) en la expresión del CYP1A 

 

La Figura 14 muestra la inmunodetección del CYP1A1 y su densitometría (Figura 15) en 

microsomas hepáticos de ratas tratadas con α-NF (40 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), B(a)P (50 mg/Kg) y en tratamientos combinados con α-NF. En la Figura 16 se 

observa el resultado del efecto del tratamiento en la actividad del CYP1A1 (EROD) y del 

CYP1A2 (MROD). 

 

 

8.4.1 Inmunodetección del CYP1A1 

 

 

 

Figura 14. Efecto del tratamiento con aceite de maíz, -NF (40 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), B(a)P (50 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC y -NF & B(a)P en la inmunodetección 

del CYP1A1 en microsomas hepáticos de ratas. Cada carril corresponde a un animal del grupo 

(n=5) se colocó el volumen equivalente a 5 g de proteína microsomal hepática. 

Aceite 
de Maíz 

-NF 

ABZ 

-NF & 
ABZ 

3-MC 

-NF & 
3-MC 

B(a)P 

-NF & 
B(a)P 



34 
 

 

Figura 15. Análisis densitométrico de la inmunodetección del CYP1A1 en microsomas hepáticos 

de rata tratadas con aceite de maíz, -NF (40 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC (40 mg/Kg), B(a)P 

(50 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC y -NF & B(a)P. Cada barra en la gráfica corresponde el 

promedio del grupo ± E.E de cada tratamiento, n=5. 

 

 

8.4.2 Actividad enzimática de CYP1A 

 

Figura 16. Efecto del tratamiento con aceite de maíz, -NF (40 mg/Kg), ABZ (50 mg/Kg), 3-MC 

(40 mg/Kg), B(a)P (50 mg/Kg), -NF & ABZ, -NF & 3-MC y -NF & B(a)P en la actividad EROD 
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(rojo) del CYP1A1 y MROD (azul) del CYP1A2 en microsomas hepáticos de rata. Cada barra en la 

gráfica corresponde al promedio del grupo ± E.E, n=5. * p < 0.05 vs. -NF. 

 

 

En las ratas control tratadas con aceite de maíz no se detectó la presencia del CYP1A1 

mediante la inmunodetección (Figuras 14 y 15). En general, en los tratamientos 

combinados (-NF& ABZ, -NF & 3-MC y -NF & B(a)P) se observó un aumento tanto en 

la actividad enzimática del CYP1A1 (Figura 16) como en su inmunodetección (Figuras 14 

y 15). Este incremento parece ser aditivo con respecto a los animales en los que sólo se 

administró -NF; sin embargo, no se observó diferencia significativa al comparar estos 

tratamientos con respecto al inductor sólo, es decir, ABZ vs. -NF& ABZ, 3-MC vs. -NF 

& 3-MC y B(a)P vs. -NF & B(a)P. 

Pero sí se observaron diferencias significativas de -NF& ABZ, -NF & 3-MC, B(a)P, 

-NF & B(a)P para el CYP1A1 y CYP1A2 con respecto a la -NF, y ABZ para el CYP1A2. 
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8.5 Efecto de la α-NF en la actividad enzimática in vitro del CYP1A1. 

 

Se determinó el efecto que tiene la α-NF en la actividad EROD del CYP1A1 in vitro, 

utilizando diferentes concentraciones de la misma y una concentración final de proteína 

de 2 pmoles (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Efecto de diferentes concentraciones de -NF (1000, 500, 100, 50, 10, 0.5, 0.1 nM) en 

la actividad EROD in vitro del CYP1A1 en supersomas ® (2 pmol/mL). Cada barra en la gráfica 

corresponde al promedio de la concentración de -NF ± D.E. * p < 0.05 vs. CYP1A1. 

 

 

Concentraciones altas de -NF como 50-500 nM tuvieron un potente efecto inhibidor 

sobre la actividad EROD in vitro del CYP1A1, ya que como lo muestra la Figura 17, esta 

disminuyó 3 veces para 50 nM, 5 y 15 veces para 100 nM y 500 nM, respectivamente. 

Además estas tres concentraciones presentan diferencias significativas al compararlas 

contra la actividad del CYP1A1 solo. 

* 

* 
*

CYP1A1 0.5 nM 10 nM 50 nM 100 nM Acetona 500 nM 0.1 nM 
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9. DISCUSIÓN 

 

Respecto al efecto que puede tener la -NF sobre la modulación del CYP1A se ha 

estudiado su efecto inhibitorio en líneas celulares, principalmente. 

 

Se ha determinado que la inhibición de la expresión del CYP1A por -NF puede ocurrir a 

diferentes niveles. Se ha observado una competencia con el TCDD (un potente inductor 

del CYP1A1 y ligando de alta afinidad del AhR) por el sitio de unión al AhR [34, 37], a 

pesar de que la -NF parece tener una baja afinidad por el receptor [23, 32]. Es debido a 

esta afinidad que se cree deriva si efecto antagonista. Además, se ha dicho que la unión 

de la -NF al AhR modifica la conformación del último, de tal manera que disminuye su 

afinidad por la secuencia del XRE en el DNA [36-37]. 

 

Por otra parte, la -NF puede intervenir en la formación de los complejos ligando-receptor 

(TCDD-AhR) en citosoles obtenidos a partir de hígados de rata [37] o en líneas celulares 

de diferentes especies [34], los cuales pueden revertirse por el inductor (TCDD) pero no 

por un exceso -NF; además, la formación de estos complejos depende de la 

concentración de -NF utilizada, pues al aumentar la concentración la cantidad de 

complejos ligando-receptor disminuyó en comparación con las concentraciones menores. 

Es por ello que se ha dicho que la -NF bloquea la formación entre el AhR y el TCDD de 

un complejo nuclear transcripcionalmente activo [34]. 

 

En otros estudios [32-36], el pre-tratamiento de líneas celulares de diferentes especies: 

ratón (Hepa 1c1c7), rata (H-4-II) y humano (HepG2 [34] y MCF-7 [35]) con 

concentraciones crecientes de -NF, ocasionó una disminución en la cantidad del mRNA 

y la actividad EROD del CYP1A1 por el tratamiento con TCDD. Este fenómeno también se 

mostró dependiente de la concentración. 

 

Además, Kikuchi et al. [33], observaron que el pre-tratamiento de células HepG2 con 

NF ocasiona una disminución dependiente de la concentración en el mRNA del 

CYP1A1 por TCDD. Sin embargo, cuando el tratamiento se llevó a cabo con -NF y 

omeprazol, otro inductor del CYP1A, no se observaron cambios en la cantidad del mRNA 

del CYP1A1. 
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Existen pocas referencias en cuanto a la modulación del CYP1A por -NF en el modelo 

de animal completo. En cuanto a esto, se sabe que en peces, como la trucha arcoíris, la 

-NF tiene un efecto inhibitorio sobre la inducción del CYP1A por PAHs alquilados como 

el reten [38]. Además, se observó una disminución dependiente de la concentración en la 

actividad EROD del CYP1A1 en tratamientos combinados de -NF y reten [39]. Por el 

contrario, también se ha observado un efecto sinergista en la mortalidad de los peces y un 

efecto aditivo en la cuantificación del daño a larvas de la trucha arcoíris por estos 

tratamientos [39]. 

 

Nuestro primer objetivo fue el determinar el efecto que tiene la -NF en la modulación del 

CYP1A1. En primer lugar se realizó una curva dosis respuesta de -NF (Experimento 1) 

para determinar si este compuesto tiene la capacidad de inducir la expresión del CYP1A. 

Para esto, se administraron ratas con diferentes dosis de -NF. A partir de los 

microsomas hepáticos obtenidos buscamos a la proteína del CYP1A1 mediante 

inmunodetección y determinamos la actividad enzimática específica para la dos isoformas 

que forman parte a la subfamilia 1A del CYP: CYP1A1 y CYP1A2. 

 

La actividad enzimática incremento de una forma dependiente de la dosis. A dosis bajas 

de -NF, 0.05-5 mg/Kg, no se observaron cambios importantes en la actividad enzimática 

de las dos isoformas con respecto al control con aceite de maíz. Sin embargo, se observó 

un aumento en la actividad a 50 mg/Kg, el cual fue del doble en comparación con las 

dosis bajas, a pesar de este incremento en la actividad, en la dosis más alta probada 

(500 mg/Kg) se observó una disminución en comparación con la obtenida a 50 mg/Kg, 

pero sin llegar a los valores de las primeras dosis (Figura 7). Existe reportes con 

resultados similares en la fracción S9 hepática de truchas arcoíris jóvenes [39], en las 

cuales la exposición a diferentes concentraciones de -NF (3.2, 10, 32, 100 y 320 µg/L) 

provocó un aumento de la actividad enzimática dependiente de la concentración, teniendo 

un pico a 32 µg/L; al igual que en los resultados presentados, en las concentraciones más 

altas (100 y 320 µg/L) se reportó una disminución en la actividad EROD. 

 

Al igual que en la actividad enzimática, en la inmunodetección se detectó un aumento 

dependiente de la dosis en la cantidad de proteína del CYP1A1 observada, la cual no se 

detectó en el aceite de maíz ni a dosis bajas, pero aumentó a 50 y 500 mg/Kg. Otros 

grupos [38, 49] también han observado un aumento, en la cantidad proteína del CYP1A1, 
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dependiente de la concentración de -NF con la que se trataron a hepatocitos de trucha 

arcoíris. 

 

Dado que determinamos mediante la curva dosis-respuesta que la -NF puede inducir al 

CYP1A en el animal completo decidimos continuar probando tres diferentes dosis de 

NF: baja (5 mg/Kg), media (10 mg/Kg) y alta (40 mg/Kg) sola y en co-tratamiento con 

inductores conocidos del CYP1A como 3-MC y ABZ. 

 

En la dosis más baja administrada (5 mg/Kg, Experimento 2) se observaron diferencias 

significativas del tratamiento con -NF con respecto a los inductores (ABZ o 3-MC) o en 

combinación con la misma (-NF & ABZ o -NF & 3-MC). Sin embargo, no se detectaron 

diferencias entre el inductor y el tratamiento combinado para ambas isoformas. A 

excepción de la actividad MROD (CYP1A2) del ABZ con respecto a -NF & ABZ, entre los 

cuales sí se encontraron diferencias significativas, ya que en el tratamiento combinado se 

encontró un incremento de la actividad. En este caso parece que la -NF tiene un efecto 

aditivo en el CYP1A2 cuando se administra en co-tratamiento con ABZ. 

 

La inmunodetección (Figura 8) no detectó al CYP1A1 en los microsomas hepáticos de las 

ratas tratadas con aceite de maíz y la -NF a esta dosis. Sin embargo, no se observaron 

diferencias en la cantidad de proteína detectada entre los inductores y el co-tratamiento 

con -NF. 

 

Posteriormente, se utilizó una dosis media de -NF, 10 mg/Kg (Experimento 3), a partir de 

la cual nuevamente se determinó la actividad enzimática para ambas isoformas y se 

realizó la inmunodetección del CYP1A1. La actividad enzimática obtenida con -NF, en 

ambas isoformas, fue del doble con respecto a la obtenida con la dosis de 5 mg/Kg. Al 

comparar a los inductores con los co-tratamientos, se observó un aumento significativo en 

el valor de la actividad EROD del CYP1A1 entre el ABZ y -NF & ABZ, el cual no se 

observó para el CYP1A2 ni para el 3-MC (Figura 13). 

 

Nuevamente, en la inmunodetección (Figura 11) no fue posible detectar al CYP1A1 en los 

microsomas obtenidos de las ratas tratadas con aceite de maíz y -NF, a pesar del 

aumento en las actividades enzimáticas para la segunda. Al comparar a los inductores 
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con los co-tratamientos tampoco se encontraron diferencias significativas en la cantidad 

del CYP1A1 detectada. 

 

Al administrar una dosis alta de -NF, como 40 mg/Kg (Experimento 4), se observó un 

incremento de las actividades enzimáticas en los co-tratamientos (Figura 16) aunque 

estos aumentos no fueron significativamente diferentes. A pesar de esto se puede 

observar una tendencia aditiva al comparar los valores obtenidos de la suma de la -NF 

más el inductor (por ejemplo, -NF + ABZ) con el co-tratamiento de ese inductor 

(-NF & ABZ) 

 

A diferencia de las dosis de 5 y 10 mg/Kg, a 40 mg/Kg sí fue posible detectar al CYP1A1 

mediante la inmunodetección (Figura 14). Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

en la curva dosis respuesta (Figura 5), pues en esta a dosis bajas no fue posible detectar 

a esta isoforma pero al aumentar la dosis a 50 mg/Kg sí lo fue. Además, se observaron 

diferencias entre los inductores y los co-tratamientos, pues en estos últimos se observa un 

aumento en la densitometría de las bandas obtenidas (Figura 15). 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la inmunodetección del CYP1A1 con las 

dosis baja y media de α-NF en combinación con los inductores, Aluru et al. [49] tampoco 

observaron diferencias en la cantidad del CYP1A1, encontrado al co-tratar hepatocitos de 

trucha arcoíris con diferentes concentraciones de -NF y una única concentración de 

β-NF, siendo estas cantidades similares a las obtenidas sólo con el inductor como en 

nuestro caso. 

 

Los datos reportados en animales en relación a la modulación del CYP por α-NF resultan 

contradictorios, pues en algunas casos se repite lo observado en el modelo in vitro, es 

decir la inhibición del CYP1A [38] y en otro casos se presenta el efecto contrario [38]. 

Nuestros resultados siguieren que cuando se administran ratas con α-NF, esta se 

comporta como un inductor débil del CYP1A. Esta inducción es dependiente de la dosis 

administrada y se ve reflejada tanto en la cantidad de proteína detectada como en la 

actividad enzimática obtenida de la misma. En un estudio en que se utilizaron 

microarreglos, se observó que -NF solo induce al CYP1A1 y al CYP1A2 [50]. 

 



41 
 

Aunque vimos que la -NF también induce al CYP1A, no lo hace al mismo nivel que el 

3-MC. Wilhelmsson et al [36] utilizaron en líneas celulares concentraciones de -NF hasta 

50,000 veces más altas en comparación a la concentración utilizada de TCDD sin lograr 

activar por completo al receptor. 

 

Además, en los co-tratamientos no se observan diferencias entre los inductores utilizados. 

A pesar de que todos son inductores del CYP1A1, el ABZ se ha clasificado como un 

inductor no clásico del CYP1A [24] pues aún no se conoce bien el mecanismo mediante el 

cual puede llevar a cabo esta inducción mientras que el 3-MC o B(a)P son inductores 

clásicos, de los cuales se sabe llevan a cabo la inducción del CYP1A a través del AhR [2, 

11, 21]. 

Ambos tipos de inductores utilizados indujeron al CYP1A (proteína y actividad) aún en los 

co-tratamientos con -NF. Si la -NF se comportara un antagonista del AhR no 

hubiéramos esperado obtener respuesta en aquellos co-tratamientos con los inductores 

clásicos (3-MC o B(a)P) pero sí una respuesta en el co-tratamiento con ABZ, si es que 

este último sigue una vía de señalización distinta a la del AhR para promover la inducción 

del CYP1A1. 

Sin embargo, nuestros resultados indican todo lo contrario, pues se observa una 

tendencia aditiva en el co-tratamiento utilizando dosis altas de -NF (Figura 16). 

 

Una vez determinado el efecto que tiene la -NF en la modulación del CYP1A, en el 

modelo in vivo decidimos determinar su efecto directo en la actividad EROD del CYP1A1. 

Para esto se probaron diferentes concentraciones de -NF (500, 100, 50, 10, 0.5 y 

0.1 nM) en la actividad de la CYP1A1 sobreexpresado (Supersomas®). Encontramos que 

la -NF tiene un potente efecto inhibidor sobre la actividad enzimática in vitro del 

CYP1A1, la cual es dependiente de la concentración utilizada, observándose una 

disminución de 3 veces a 50 nM, 5 veces a 100 nM y 15 veces a 500 nM, respecto al 

control (Figura 17). 

 

Existen evidencias que confirman los resultados obtenidos y que muestran que la -NF 

puede afectar la actividad de otras isoformas además del CYP1A1 como el CYP2C8 y 

CYP2C9, en los cuales también se observó una disminución de la actividad 

enzimática [30]. Dhawan et al. [51] no solo determinaron el efecto inhibidor de la -NF en 

la actividad in vitro del CYP1A1 sino que encontraron que la actividad del CYP2B1 
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(PROD) y CYP2B2 (BROD) no se afecta por la presencia de este compuesto en la mezcla 

de reacción. 

 

Además de ser un inhibidor, la -NF puede actuar como estimulador alostérico de la 

actividad enzimática de otras isoformas del CYP, como el CYP3A4. En el cual al unirse la 

-NF a un sitio diferente al del inductor, lo que causa un cambio conformacional en la 

proteína promoviendo la unión y biotransformación de un inductor como el B(a)P [31]. 

 

En cuanto a la inhibición directa del CYP1A1 in vitro por -NF se sabe que este es un 

inhibidor competitivo [9, 31, 52]. También se reportó lo mismo para el CYP1A2 de 

humano, para el cual se determinó una Ki de 1-50 nM [53-54]. La cristalografía del 

CYP1A2 con -NF reveló que la -NF se coloca en una orientación determinada en la 

cavidad del sitio catalítico de la enzima, en la cual el grupo fenilo es el más próximo al 

hierro del grupo hemo de la enzima. Además, las interacciones entre la -NF y los 

residuos 125 y 226 de fenilalanina y la presencia de una molécula de agua cerca del 

grupo carbonilo de la -NF, contribuyen a la alta afinidad en esta unión [55]. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos la -NF en ratas se comporta como un inductor de 

la proteína y la actividad del CYP1A. Este efecto parece ser dependiente de la dosis 

teniendo un máximo a 50 mg/Kg. Cuando la -NF se administra en combinación con otros 

inductores el resultado también depende de la dosis, pues a dosis altas (40 mg/Kg) se 

observa un efecto aditivo en la inducción con los tres inductores utilizados, mientras que a 

dosis bajas (5 mg/Kg); este efecto aditivo sólo se observa con el ABZ. 

Además in vitro la -NF es un inhibidor de la actividad enzimática del CYP1A1, al 

encontrarse en contacto con la enzima, este efecto también es dependiente de la 

concentración utilizada y es mayor a 500 nM. 

 

Es importante considerar que nos encontramos expuestos constantemente a este tipo de 

compuestos pues son contaminantes ambientales y dado que poseen la capacidad de 

modular a enzimas, como el CYP 1A, esto nos hace más susceptibles a los efectos 

tóxicos de otros contaminantes ambientales o xenobióticos como los fármacos. 
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10. CONCLUSIONES 

 

En el animal completo, la -NF modula la expresión del CYP1A comportándose como un 

inductor de esta en la proteína y la actividad enzimática, aún en tratamientos combinados. 

Además la -NF es un inhibidor directo in vitro de la actividad enzimática del CYP1A1. 

A pesar de los antecedentes, que apuntan a la -NF como un inhibidor en líneas celulares 

del CYP1A, estos resultados no son extrapolables al modelo de animal completo, ya que 

la -NF se comporta de diferente manera en cada modelo. 
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