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Estar preparado es importante, saber esperar lo es aun mas, pero aprovechar el momento
adecuado es la clave de la vida.

Arthur Schnitzler (1862-1931) Dramaturgo austriaco.

La vida no se ha hecho para comprenderla, sino para vivirla.

Jorge Santayana (1863-1952) Fildsofo y escritor espafiol.

Alégrate de la vida porque ella te da la oportunidad de amar, de trabajar, de jugar y de mirar
a las estrellas.

Henry Van Dyke (1852-1933) Escritor estadounidense.
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RESUMEN

En la actualidad existen investigaciones cuyo tema de estudio es el efecto antimutagénico de
extractos de plantas. Frecuentemente, dicho efecto es debido a la capacidad de los extractos
para modular las enzimas de fase | (Citocromos P450) involucradas en el metabolismo de
xenobioticos. Un ejemplo a estudiar es el extracto acuoso de la corteza del arbol del mango
cuyo nombre cientifico es Mangifera indica Linnaeus (MSBE). Su composicion esta
integrada por una mezcla de polifenoles, siendo la mangiferina el compuesto mayoritario. El
objetivo de este estudio fué evaluar el efecto antimutagénico del MSBE y la mangiferina, en
el sistema de Salmonella thyphimurium (prueba de Ames), ademas de explorar el
mecanismo de antimutagénesis a través de la inhibicion de la actividad de los citocromos
P450 1Al y 1A2. En primera instancia se probd la capacidad del extracto y la mangiferina
para inhibir la mutagénesis del Benzoapireno (B[a]P) y la N-nitrosopirrolidina (NPYR) en
presencia de fracciones microsémicas hepéticas obtenidas de ratas tratadas con J3-
naftoflavona y fenobarbital (inductor de CYP1A) y de ciclohexanol (inductor de CYP2E1),
respectivamente. Los resultados revelaron que, el MSBE disminuye la mutagenicidad del
B[a]P y la NPYR conforme aumenta su concentracion, mientras que para la mangiferina, el
efecto antimutagénico provocado fue menos pronunciado comparado con el observado con
el extracto total y el B[a]P, siendo nulo dicho efecto con la NPYR. Esto sugiere que el
MSBE inhibe el efecto mutagénico del B[a]P y la NPYR impidiendo la produccion de los
metabolitos responsables de la mutagenicidad. Para probar este mecanismo de
antimutagenicidad, se determiné el efecto del MSBE y la mangiferina sobre la actividad de
CYP1Al y 1A2 usando sustratos especificos de estas enzimas. Encontramos que hubo una
disminucion en la actividad del CYP1ALl y un aumento en la actividad del CYP1A2 en
presencia de MSBE, mientras que para la mangiferina se observo el mismo patron. Estos
resultados son la base para explorar el posible efecto quimioprotector del MSBE vy la
mangiferina en un modelo in vivo; tomando en cuenta que los CYP también metabolizan
sustancia enddgenas, se debera incluir el estudio del posible efecto toxico involucrado en la
inhibicion del CYP.

Palabras clave: Antimutageno, Prueba de Ames, CYP1A, CYP2E1, MSBE, mangiferina, B[a]P,
NPYR, Efecto antimutagénico.



1. INTRODUCCION

1.1. Antimutagenos

Un antimutdgeno es cualquier compuesto que reduce la frecuencia de mutaciones
espontaneas o0 inducidas. Las acciones de dichas sustancias se pueden traducir en la
disminucion del dafio al ADN de las células (1).

En los ultimos afios se ha observado que varios de los compuestos que protegen el ADN son
de origen vegetal. En las primeras investigaciones, se observd que las vitaminas A, Cy E
protegen al ADN del dafo inducido por radiacion UV y por algunos compuestos quimicos
(2). Para 1970 se empezaron a realizar los primeros ensayos de deteccién donde se pusieron
a prueba un gran numero de extractos de plantas y especias usando pruebas de
antimutagenicidad en sistemas bacterianos (3).

De estos avances se identificaron un sin fin de antimutagenos en los alimentos que
consumimos diariamente. Entre estos compuestos se pueden citar a los carotenoides (como
los carotenos y licopenos), flavonoides (como la circuma, quercetina, vainillina), vitaminas,
antioxidantes, minerales (tocoferoles, el ascorbato, el selenio), los isotiocianatos, los
polifenoles (la epigalocatequina-3-galato (EGCG)), derivados de soja (por ejemplo,
saponinas) y fitoestrdgenos (genisteina) (4).

Debido a su actividad los antimutagenos se pueden separar en:

e Desmutagenos: son agentes que actian en forma directa sobre el mutégeno,
modificando su estructura quimica o bioquimica antes de que éste alcance la molécula
blanco (5). Como ejemplo estan los moduladores enzimaticos que provocan
inactivacion directa ya que impiden la formacion o activacion de los mutagenos a su
forma mutagénica (6). Dentro de esta clasificacion también se encuentran los
antioxidantes.

e Bioantimutagenos: agentes que actlan directamente sobre el ADN a través de hacer mas
eficiente la reparacion o los procesos de replicacion, disminuyendo asi la frecuencia de
las mutaciones tanto inducidas como espontaneas (4). El efecto protector se le adjudica
al incremento en la fidelidad de la replicacion del ADN, aceleracion de la tasa de
reparacion en la recombinacién (7), la estimulacion de la reparacion libre de errores y
por la inhibicién de los sistemas de reparacion propensos a error (8, 9). Estos
compuestos acttan después de que se ha producido la lesién en el ADN y antes de que
esta se fije.
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1.1.1 Mecanismos de accién

Para el uso racional de los antimutagenos es importante no solo evaluar su utilidad y eficacia
sino también se debe indagar los mecanismos involucrados (10). Por lo tanto, para
caracterizar la actividad antimutagénica de un compuesto se necesita conocer los rasgos
esenciales de su modo de accion: si es un desmutageno o un bioantimutageno, si actla de
forma directa o indirecta, si su accion es especifica para determinados tipos de mutagenos o
no y si solo actda o no en procesos celulares especificos. A esto se une el hecho de que
existen varios agentes que operan mediante multiples mecanismos, con una alta eficacia y un
amplio espectro de accion (10). Por ello, De Flora postuldé que algunos inhibidores de la
mutagénesis actian impidiendo o modulando la cascada de eventos involucrados en los
pasos previos al dafio premutagénico o lesion primaria del ADN (11).

Siguiendo con este postulado, De Flora y Ramel publicaron un esquema con los diferentes
mecanismos de los antimutagenos y anticarcindgenos (Figura 1) y una tabla con ejemplos
de los modos de accidn de diversos compuestos (Tabla 1) (12).
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la activacion

Reacciones de fase |
(ejemplo: Citocromos P450)
=
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~ - 3
l bifuncionales
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2999¢
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Figura 1. Vision general de los diferentes modos de accion, mediante los cuales los
compuestos previenen dafio al ADN (12)
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Tabla 1. Mecanismos de los antimutagenos (12)

Modo de accion

Ejemplos

Inhibicion de la formacion de
mutagenos

Inhibicion de la formacion de nitrosaminas enddgenas
por vitaminas y fenoles de origen vegetal.

Union directa a los mutagenos

Unidn de los hidrocarburos aromaticos policiclicos y las
aminas aromaticas heterociclicas por lactobacilos.

Inhibicion de
celular

la captacion

Los acidos grasos de cadena corta interfieren con la
absorcion celular de la N-dimetilnitrosamina. La
putresina impide la captacién celular del paraquat.

Inhibicion de la activacion de
los promutéagenos

Inhibicién de la o-C hidroxilacion de las nitrosaminas
por los metabolitos del glucosinalato.

Inactivacién de las moléculas
reactivas al ADN

Induccién de los metabolitos de PAH por los acidos
fendlicos.

Induccién de las enzimas

desintoxicantes

La induccion de la glucuronosil-transferasa por
isotiocianatos de verduras cruciferas. La induccion de la
glutation-S-transferasa por diterpenoides del café

Modificacion de la reparacion
del ADN vy su replicacion

Ingredientes de las especies como la cinamaldehido,
vanilina, etc.

Muchos de los antimutagenos conocidos actuan en diferentes niveles a la vez yesta
caracteristica complica la evaluacion de los mecanismos de accion especificos en los seres
humanos. Un ejemplo conocido es el kahweol y el cafetol (compuestos liposolubles
conocidos como diterpenos) los cuales son componentes del café que tienen un gran impacto
en una serie de enzimas que metabolizan farmacos y xenobi6ticos y de igual forma inducen
la reparacion del ADN (13, 14, 15).

Existe una gran cantidad de componentesen las plantas que inhiben las reacciones
de activacion o actian a través de la induccion de enzimas desintoxicantes, por ejemplo la
genisteina ha sido clasificada como un modulador de enzimas pertenecientes a los
citocromos P450 (4).
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1.1.2 Citocromos P450 enzimas de fase |

Para los mamiferos, los componentes de las plantas son xenobidticosy por lo tanto se
eliminan del organismo a través de las reacciones mediadas por las enzimas de fase |
y fase Il. Varias de las reacciones de la fase | son catalizadas por los Citocromos P450
(CYP’s) los cuales ayudan a hacer a las moléculas més polares para su excrecion (16).

Los CYP’s son una superfamilia de hemoproteinas que se encargan de oxigenar con un
atomo de O, (mono-oxigenasas) a una gran cantidad de sustratos lipofilicos enddgenos y
exogenos, dando lugar a metabolitos intermedios que seran el sustrato de las enzimas de fase
I1 (17). Las biotransformaciones oxidantes catalizadas por los CYP’s incluyen hidroxilacion
aromatica y de cadena lateral, desalquilacion de N, O y S, oxidacion de N, sulfoxidacion,
hidroxilacion de N, desaminacion, deshalogenacion y desulfuracion.

Los CYP’s que metabolizan a los compuestos exdgenos se localizan en la membrana del
reticulo endoplasmético unidos a ésta por la porcion amino-terminal. Debido a esta
propiedad, los xenobidticos metabolizados por los CYP’s son generalmente hidrofébicos y
son transformados en moléculas hidrofilicas para facilitar su eliminacion (18).

Por otro lado, estas enzimas son las responsables de activar algunos carcin6genos y pro
farmacos llegando a formar compuestos intermedios inestables o reactivos que provocan una
unién covalente con el DNA y contribuyen al proceso carcinogénico. Los productos o
metabolitos pueden unirse a la porcién hemo de los CYP inactivandolos. Los CYP’s son los
causantes de la “activacion metabdlica” que no es otra cosa que la conversion de un
compuesto exdgeno en metabolitos mas toxicos. Muchos carcindgenos como las aflatoxinas,
hidrocarburos aromaéticos policiclicos y aminas heterociclicas, son biolégicamente inactivos
en si mismos y necesitan de la activacion metabdlica para convertirse en sustancias con
capacidad de interactuar con el ADN y otras moléculas nucleofilicas (18).

También participan en la conversion metabdlica de algunos sustratos a radicales libres (RL),
los cuales son altamente reactivos. Muchos de los metabolitos que originan los CYP’s son
biol6gicamente activos y frecuentemente su expresion es modulada por los agentes que
metabolizan (19).

Los compuestos como farmacos y plaguicidas son transformados principalmente en el
higado por las subfamilias CYP1Al, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, CYP2ELl y
CYP3A4 (20, 21).

Las familias de los CYP’s 1, 2 y 3 son las responsables de metabolizar una amplia variedad
de compuestos exdgenos (xenobidticos), que ademas de ser sustratos actian como agentes
inductores (22). De hecho se sabe que los sustratos y/o inductores pueden actuar como
inhibidores en concentraciones suficientemente altas (23). Entre las familias de interés para
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este estudio se encuentran las subfamilias 1A y 2E cuyas caracteristicas se mencionan a
continuacion:

1.1.2.1 Subfamilia 1A

Dos integrantes importantes de esta subfamilia son el CYP1Al y el CYP1A2 (que presentan
un 80% de similitud entre la rata y el ser humano). La regulacion trancripcional de esta
subfamilia es controlada por el receptor de hidrocarburos aromaticos policiclicos que se
localiza en el citoplasma (AhR) y por el translocador nuclear del AhR (Arnt) que provoca la
induccion masiva de estas enzimas. Una vez formado el complejo
xenobiotico/receptor/translocador, es trasladado al nicleo uniéndose a la region reguladora
del CYP1A favoreciendo la induccion de la proteina (24).

La conservacion evolutiva observada en la subfamilia 1A sugiere que este CYP desempefia
un papel importante en el metabolismo de compuestos carcindgenos ambientales (24). Las
dioxinas y el B[a]P son sustratos para el CYP1A1 (25-30). El CYP1AL no sélo se induce en
higado también en rifion y pulmoén y es inducible principalmente por hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HPA), mientras que el CYP1A2 esta en mayor cantidad en el
higado y es inducible por aminas aromaticas (31, 32). Como enzima metabolizadora de fase
I, la principal funcion atribuida a la enzima CYP1Al es la de oxidar a los HAP's
hidrofobicos, como primer paso para su eliminacion (33, 34).

El B[a]P que se encuentra en el humo del tabaco y en la carne asada, sufre dos reacciones de
oxigenacion sucesivas por el CYP1A1l, que conduce a la formacion de un compuesto
altamente mutagénico y carcinogénico: el diol-epoxido-benzo[a]pireno (31).

La actividad del CYP1A1 puede también producir Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) ya
que se ha demostrado que varias mono-oxigenasas liberan peroxido de hidrégeno durante su
ciclo catalitico particularmente en presencia de los llamados sustratos no acoplados (28). Por
lo tanto, se puede dar el caso de que una alta actividad del CYP1AL pueda ser deletérea a
causa de la generacion de un estrés oxidante y la subsiguiente oxidacion de macromoléculas
bioldgicas (29).

Mientras que el CYP1A2 hidroxila o desmetila compuestos exdgenos, también participa en
el metabolismo enddgeno como es la sintesis de estradiol 17f y el uroporfirindgeno (30). A
continuacion se muestran algunos compuestos que inhiben o inducen al CYP1A2:
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Tabla 2. Compuestos metabolizados, que inhiben o inducen al CYP1A2 (30)

Moléculas Inhibicion de la Induccion de la actividad
metabolizadas actividad
CYP1A2 - Cafeina - Fluvoxamina - Cafeina
- Teofilina - Jugo de uva - Brécoli
- Ranitidina - Coliflor
- Lidocaina - Humo de cigarro

La familia CYP1A activa metabdlicamente una serie de procarcindgenos, lo que apoya la
hipotesis de que su inhibicion podria estar implicada en la prevencion de las
transformaciones malignas (32).

1.1.2.2 Subfamilia 2E

El CYP2E1l cataliza la activacion de procarcinégenos y protoxinas como la N-
nitrosodimetilamina y N-nitrosopirrolidina (34). Esta enzima llega a participar en la
generacion de radicales libres tales como el radical superoxido y el peréxido de hidrogeno,
los cuales estan asociados a su toxicidad. EI CYP2EL se expresa constitutivamente en una
mayor concentracion en higado, mucosa nasal, pulmdn, ovario, testiculo, intestino delgado,
colon y cordén umbilical (19). Esta isoenzima presenta una homologia del 75% y 78% con
relacion a la secuencia de aminoacidos y nucleétidos entre la rata y el ser humano
respectivamente. La expresion del CYP2EL puede ser regulada por varios xenobioticos y
muchos de ellos son sustratos que inducen su propio metabolismo y el de compuestos de
muy diversa estructura quimica que cuentan con la caracteristica general de poseer un peso
molecular bajo (alcoholes, nitrosaminas, etc.). Su modo de regulacion es complejo
incluyendo eventos tanto transcripcionales como postranscripcionales. EI CYP2EL
metaboliza una gran variedad de compuestos quimicos con estructuras diferentes, en
particular compuestos pequefios e hidrofobicos, incluyendo carcin6genos potenciales (24).

El ciclohexanol (CH), es un alcohol ciclico capaz de modificar el metabolismo en los
mamiferos, que segun Brondeau et al (35) induce incremento en el contenido de CYP
hepatico. Este disolvente ha sido probado para inducir enzimas de CYP entre las cuales se
encuentran las subfamilias de los CYP’s 2E y 2B (36). La S9 de ratas tratadas con
ciclohexanol puede biotransformar in vitro varias N-nitrosaminas como la N-
nitrosodimetilamina (DMNA) o la N-nitrosopirrolidina (NPYR) produciendo metabolitos
mutagénicos.

Por su parte, las especies reactivas de oxigeno (EROs) se pueden generar en todo el
organismo a partir de fuentes enddgenas, como son los productos de la respiracion celular o
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de la respuesta inflamatoria y también proceder de fuentes exdgenas como consecuencia del
metabolismo de los carcindgenos (el benceno, la aflatoxina, el B[a]P, etc.). En el caso
concreto de las N-nitrosaminas, el metabolismo oxidante a través del CYP genera una
variedad de especies radicales y no radicales, responsables de los efectos tdxicos de estos
carcinogenos (37). EI CYP requiere oxigeno molecular y NADPH para oxidar el sustrato
resultando en la formacion de H,O, y de O,". Asi, un aumento en la actividad del CYP puede
favorecer el consumo acelerado del oxigeno y aumentar la produccion de las EROs. A
continuacion se muestran algunos compuestos que inhiben o inducen al CYP2EL:

Tabla 3. Compuesto metabolizados, que inhiben o inducen al CYP2E1 (30)

Moléculas Inhibicion de la Induccién de la
metabolizadas actividad actividad

CYP2E1 - Acetanominofen - Clometiazol - Etanol
- Anilina - Dimetilcarbamato - Isoniacida
- Etanol - Disulfiram - Obesidad retinoide
- Clorzoxazona - Isoniazina

1.1.3 Activacion, Inhibicidn e Induccién de los CYP’s

La modificaciéon de la actividad de los CYP’s es de gran preocupacion, ya que podria
provocar alteraciones en el metabolismo sustrato-farmaco de estas enzimas y por lo tanto
alterarian la actividad bioldgica de este ultimo, lo que conduciria a interacciones
farmacoldgicas perjudiciales. La inhibicion del metabolismo de los xenobioticos, debido a la
competencia entre dos compuestos que son metabolizados por el mismo CYP, puede dar
lugar al aumento de las concentraciones de uno 0 ambos que podrian dar efectos adversos
graves. Por otro lado, la induccion enzimatica, que es el aumento de la cantidad total de la
enzima con la capacidad de metabolizar un xenobidtico, puede atenuar la accién de un
farmaco como resultado de aumentar su eliminacién y posteriormente conducir a la
disminucion de la concentracion. Los efectos de los inductores son generalmente indirectos
y en la mayoria de los casos no interactuan fisicamente con la enzima cuando se causa la
induccion (38).

1.1.3.1 Activacion de los CYP’s

Con el fin de estimular la velocidad de una reaccion catalizada por enzimas, el compuesto
estimulador debe causar un aumento en el paso limitante de la reaccién catalitica global.
Dada la multitud de enzimas y sustratos diferentes para los CYP, es probable que pueda
haber limitantes de este estilo en las reacciones catalizadas por los CYP. Estos incluyen la
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primer transferencia de electrones, la unién del sustrato, la unién de oxigeno, la segunda
transferencia de electrones, la activacién de oxigeno, la insercion del oxigeno activado en el
sustrato y la liberacion del producto (39). Los posibles mecanismos que incluyen efectos
alostéricos en la union del sustrato son los efectos sobre el potencial redox de los iones del
grupo hemo, las alteraciones en las interacciones entre la reductasa y el CYP, el movimiento
de los electrones de la enzima CYP a otro en los microsomas, alteraciones en la fluidez, la
fisica o las caracteristicas quimicas de la membrana microsomal, o desestabilizacion del
complejo enzima-producto (38).

Es interesante notar que algunos compuestos que inhiben el metabolismo microsémico de
ciertos sustratos causan el estimulo marcado del metabolismo de otros. Ciertos sustratos
sugeridos son los flavonoides que pueden ejercer sus efectos estimulantes sobre enzimas
CYP especificas (38).

Los estudios detallados sobre CYP purificados en el sistema reconstituido han llevado a la
sugerencia de que las influencias estimulantes diferentes de los xenobi6ticos en las enzimas
CYP pueden ser debidas a la cooperatividad homotrdpica o heterotdpica. La cooperatividad
homotrdpica es un efecto activador debido al propio sustrato, mientras que la cooperatividad
heterotrépica se refiere a la situacion en la que se incrementa la actividad para el
metabolismo de un sustrato por la presencia de otro compuesto, a menudo referido como el
efector (38).

1.1.3.2 Inhibicién de los CYP’s

De los pasos principales en el ciclo catalitico de los CYP’s los susceptibles a la inhibicion
son 1) la unién del sustrato, 2) la unién de oxigeno molecular a la enzima en estado ferroso
(Fe +2) y 3) el paso catalitico en el que se transfiere el oxigeno activado desde el grupo
hemo al substrato (40). Estos inhibidores generalmente interfieren con la transferencia de
electrones a los CYP’s y por consiguiente no causan la inhibicion por interaccion
directamente con el CYP, por lo tanto, son no especificos con respecto a las formas que
inhiben CYP (38).

Los inhibidores de los CYP’s se pueden dividir en tres categorias generales que difieren en
sus mecanismos (40). Estos son: 1) compuestos que se unen de forma reversible, 2)
compuestos que forman complejos cuasi-irreversibles con el hierro del grupo hemo
protésico y 3) compuestos que se unen irreversiblemente al grupo hemo de la proteina, o que
causan una union covalente con el grupo hemo o su producto de degradacion de la
apoproteina. En general, los inhibidores que interfieren con el ciclo catalitico antes de la
formacion de activadores intermedios de oxigeno son inhibidores reversibles y los
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compuestos que actdan durante o después de la formacion del oxigeno activado intermedio
generalmente son inhibidores irreversibles o cuasi-irreversibles (40, 41).

La inhibicion reversible es la causa mas comun de las interacciones farmaco-farmaco, en el
caso de los CYP’s esta es transitoria y las funciones metabolicas de la enzima regresaran a
un estado normal al eliminar el inhibidor del organismo. A diferencia de los inhibidores
irreversibles y cuasi-irreversibles que muestran inhibicién dependiente de la dosis, del
tiempo y del metabolismo de sustratos, los inhibidores reversibles sélo muestran inhibicion
dosis-dependiente (42). Los inhibidores reversibles relativamente potentes son los que
contienen nitrégeno como los compuestos alifaticos y aromaticos.

En la inhibicion reversible existe la inhibicion competitiva en donde la unién del inhibidor
impide la unificacion del sustrato al sitio activo de la enzima. Dicho evento es debido a que
el inhibidor comparte un cierto grado de similitud estructural con el sustrato (s) del CYP. La
competencia del inhibidor contra el CYP para ocupar el sitio activo puede implicar simple
competencia por la unién a un dominio lipéfilo, a un enlace de hidrégeno o a enlaces i6nicos
con residuos de aminoacidos especificos en el sitio activo (40) y se observa cuando dos
sustratos diferentes del mismo CYP estan presentes. Esta inhibicién se encuentra con
relativa frecuencia en los estudios del metabolismo del farmaco utilizando preparados
microsomicos o sistemas purificados de enzimas reconstituidos in vitro o in vivo. Dado que
muchas de los CYP’s tienen numerosos compuestos como sustratos, la competencia de
varias drogas para el metabolismo de un CYP especifico es una ocurrencia comun que
conduce a interacciones farmaco-farmaco en los pacientes en los que son administrados
simultaneamente con varios medicamentos diferentes (38).

En la inhibicién no competitiva, el inhibidor se une a la enzima en un lugar distinto al sitio
activo y no tiene efecto sobre la union del sustrato. Sin embargo, el complejo enzima-
sustrato-inhibidor es incapaz de funcionar cataliticamente. En el caso de la inhibicion
incompetitiva, el inhibidor en lugar de unirse a la enzima libre, se une al complejo enzima-
sustrato resultando en la formacion de un complejo improductivo enzima-sustrato-inhibidor
(38).

Una segunda categoria de inhibidores incluyen los compuestos que forman complejos cuasi-
irreversible con el grupo hemo, estos requieren de activacion catalitica dando como
resultado intermedios transitorios que se coordinan muy estrechamente al grupo hemo en el
sitio activo del CYP lo cual conduce a la inhibicién (38). Los agentes que forman complejos
de metabolitos intermedios con el grupo hemo del CYP son los compuestos alquil y las
aminas (43).
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Una Ultima categoria de los inhibidores son aquellos compuestos que se unen
irreversiblemente al grupo hemo o a la proteina, o que causan la unién covalente con el
grupo hemo protésico o su producto de degradacion de la apoproteina.

Las reacciones que dan como resultado los mecanismos de inactivacion de los CYP’s
implican la produccion de un complejo entre la enzima y el intermedio reactivo que puede
entonces reaccionar con el CYP para crear un aducto covalente que daran la inactivacion o
se puede disociar resultando en la formacion de productosyla regeneracion de
enzimas cataliticamente activas (38).

1.1.3.3 Induccion de los CYP's

La induccion de los CYP’s puede mejorar la desintoxicacion en especial cuando las
concentraciones de sustrato son bajas, pero si el CYP inducido activa metabolicamente una
toxina o carcindgeno puede aumentar su toxicidad o carcinogenicidad (44).

La funcion de un inductor es aumentar la actividad de una o mas enzimas causando la
elevacion de las concentraciones intracelulares de estas enzimas, a menudo la amplificacion
del nivel de dichas proteinas es el resultado del incremento de la transcripcion del gen
asociado (aunque no siempre es el caso). En este tipo de casos por lo general se presenta
una relacién dosis-respuesta (38).

Cuando existe una modificacion en los niveles basales de CYP debido a la exposicion a un
inductor, se presentan cambios en muchos procesos de sintesis y degradacion u otros. La
velocidad de sintesis de cualquier CYP es dependiente de la concentraciones de ARNm
presentes. Y estas concentraciones reflejan la velocidad de transcripcion del gen, asi como la
velocidad de degradacién de ARNm (38).

Ya que la induccién de los CYP aumenta la capacidad de desintoxicacion metabodlica y la
eliminacion del cuerpo, se considera una parte importante del sistema de defensa contra la
exposicion a xenobidticos. Esto puede tener una variedad de consecuencias farmacoldgicas,
incluyendo alteraciones en la eficacia de los medicamentos, las interacciones farmaco-
farmaco y el aumento en la activacion metabdlica de procarcindgenos (38).

Los CYP que son conocidos por ser inducibles son el CYP1ALl/ 2, 2A6, 2C9, 2C19, 2E1,y
3A4 (45). Debido a su importante papel en la activacion metabdlica de una variedad de
medicamentos, productos quimicos carcin0genos y otras sustancias toxicas, la regulacion de
estas familias ha sido objeto de intensa investigacion y estos estudios han demostrado la
implicacion de mecanismos de induccion multiples (45). La induccion en los roedores ha
demostrado efectos en practicamente todos los niveles, incluido el aumento en la
transcripcion, la estabilizacion del ARNm, la acentuacion de la eficiencia de la traduccion y
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después la estabilizacion de la proteina (45, 46). La induccidn provoca un cambio en el nivel
de las enzimas implicadas en el metabolismo de un sustrato de prueba, pero no en las
identidades o las propiedades de los CYP (38).

1.2 Pruebas para la deteccidn de antimutagenos (Sistemas para deteccion)

Los ensayos de mutagenicidad y antimutagenicidad son herramientas que permiten conocer
estas propiedades en muchos compuestos y extractos naturales. En los ultimos afios se han
desarrollado ensayos a corto y largo plazo que bien pueden involucrar microorganismos,
virus, plantas, lineas celulares, asi como sistemas que involucran al animal completo. Estos
ejemplos de modelos son usados debido a la informacién disponible que se tiene sobre su
genoma, sus mutaciones y sus procesos. Algunos organismos que se usan en el estudio de
desmutagénesis y antimutagénesis (debido a que poseen las caracteristicas anteriores) son
virus, bacterias (E. coli, Salmonella thyphimurium), levaduras (Saccharomyces cerevisie),
células de plantas (Allium cepa, Vicia sativa) y cultivos de sistemas celulares animales (47).
De ellos los que méas nos interesan son los microbianos, cultivos celulares y animales
completos ya que en ellos se puede estudiar en especifico los CYP’s de nuestro interés.

1.2.1 Microbianos

Dentro de estas pruebas, el ensayo bacteriano mas conocido es el desarrollado por el Dr.
Bruce N. Ames (48), el cual usa como modelo a Salmonella thyphimurium. Dicho método se
ha utilizado ampliamente en la identificacion de los efectos mutagénicos y antimutagénicos
de muchos compuestos naturales incluyendo extractos de plantas.

Las cepas de S. thyphimurium mas usadas para la deteccion de mutagenos y antimutagenos
son la TA97, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535, TA1537, TA1538 y algunas otras
cepas mutantes (48, 49). Para hacer el sistema mas similar a lo que ocurre en el organismo
de mamiferos, se ha incluido la activacion metabdlica agregandoles enzimas como los
CYP’s para imitar la biotransformacién que puede llevarse a cabo en los animales cuando
se ingieren los productos quimicos.

1.2.2 Cultivos celulares

Existen otro tipo de modelos que han sido desarrollados para la identificacion de
compuestos protectores, como el uso de células genéticamente modificadas que expresan
enzimas de fase | y Il con las cuales se pueden estudiar los mecanismos de proteccion (50,
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51). Por otro lado, existen genes que codifican para estas enzimas que han sido transfectados
exitosamente, sin embargo, un inconveniente es que no se encuentran en forma inducida.
Otro enfoque prometedor es el uso de celulas de hepatoma humano que mantiene la
actividad de enzimas de fase | y Il, en ellas, las enzimas presentes en forma inducible son
CYP1A1, CYP1A2, CYP2EL, aril hidrocarburo hidroxilasa (AHH), UPDGT, y GST, por lo
tanto, estas son herramientas Utiles para la identificacion de los compuestos protectores (52,
53). Otros ejemplos son la linea de células hepéaticas Hep3B yHepG2 (54).

1.2.3 Animal completo

En los estudios de mutagenicidad y antimutagenicidad in vivo con roedores, las técnicas que
mas se usan son los ensayos de microndcleos en médula ésea y las pruebas de aberraciones
cromosOmicas en linfocitos de sangre periférica. El uso deestos métodosse ve
obstaculizado porel hecho deque son bastante insensiblesalos efectos de las
nitrosaminas y las aminas heterociclicas aromaticas (AHA), por lo que no permiten realizar
mediciones en los drganos que son los objetivos (55, 56, 57). Otro ensayo usado es la
elucion alcalina el cual permite realizar mediciones en gran variedad de 6rganos internos, sin
embargo, la infraestructura requerida es extensa y compleja. Actualmente se estan
empleando ensayos cometa in vivo utilizando varios 6rganos internos y el uso de animales
transgénicos en donde la deteccién de genes mutados permite la medicion en multiples
6rganos. Sin embargo, tiene la desventaja de que es caro (58, 59).

Cuando se han hecho comparaciones entre los resultados obtenidos en pruebas bacterianas
respecto a los encontrados in vivo con roedores, es evidente que muchos de los componentes
que son efectivos in vitro no lo son in vivo (60). Se concluye que en pruebas in vitro solo se
pueden observar mecanismos que incluyen el metabolismo directo del mutageno en estudio.

1.3 Prueba de Ames

El ensayo se basa en la reversion del genotipo his™ (auxo6trofo) a his® (protétrofo) presente
en diferentes cepas bacterianas de Salmonella typhimurium incapaces de sintetizar el
aminoéacido esencial histidina, por tanto, sin la posibilidad de la formacion de colonias. Sin
embargo, si se inducen nuevos cambios genéticos en el sitio de las mutaciones preexistentes,
0 en genes relacionados, se puede restaurar la funcionalidad del gen y por lo tanto permitirle
la sintesis de histidina. Estas colonias mutadas pueden crecer en ausencia de histidina y
formar colonias, por esta razon el ensayo también se conoce como “ensayo de mutacion
reversa” (61, 62).
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Las cepas tienen otras caracteristicas (Tabla 4.) que hacen a los microorganismos mas
sensibles a los mutagenos.

Tabla 4. Caracteristicas de las cepas empleadas en el presente trabajo.

CEPA GENOTIPO EVENTO
MUTACIONAL

TA98  hisD3052, rfa, A(uvrB, chl y bio), pKM101 (Ap") Corrimiento de marco de
lectura

TA100 his G46, rfa, A(uvrB, chl y bio), pKM101 (Ap') Sustitucion de pares de
bases

Existen muchos agentes quimicos que necesitan ser metabolizados o biotransformados por
enzimas especiales para llegar a producir mutaciones (26) debido a que S. thyphimurium no
cuenta con dichos sistemas, se tienen que utilizar homogeneizados de higado de mamifero
(fraccion S9) para proporcionar las condiciones metabdlicas in vitro requeridas por algunos
compuestos quimicos. Los mamiferos usados para este fin son previamente tratados con
inductores (sustancias que incrementan la concentracion de enzimas) de los CYP's
necesarios para el metabolismo de compuestos xenobidticos. De esta forma los compuestos
son transformados en intermediarios electrofilicos que pueden interactuar con
macromoléculas celulares incrementando los efectos de toxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad (62).

2. ANTECEDENTES

Desde el surgimiento de las civilizaciones humanas, las plantas han sido explotadas debido a
sus propiedades benéficas para la salud. En la actualidad, contintan siendo ampliamente
utilizadas por sus propiedades curativas y/o preventivas en la medicina tradicional (63).
Adicionalmente, las plantas han sido una fuente de bioproductos utiles tanto en el
tratamiento de enfermedades como en su prevencion.

Los antimutagenos naturales presentes en la dieta, constituyen una opcion importante como
agentes quimiopreventivos contra el cancer y otros padecimientos de riesgo, ya que la
mayoria de los inhibidores de la mutagénesis provenientes de otras fuentes pueden causar
efectos adversos (63).

Entre los compuestos mas estudiados con la finalidad de buscar agentes quimiopreventivos,
estdn los polifenoles que agrupan a los flavonoides (flavonoles, las flavononas, las
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isoflavonas), las antocianinas, los taninos y los lignanos, muchos de los cuales se encuentran
presentes en frutas, vegetales y bebidas muy populares como el té y el vino.

Los polifenoles desempefian un importante papel en la nutricion y se ha planteado que estos
compuestos tienen propiedades antioxidantes, antimutagénicas y anticarcinogéenicas. Se sabe
que también inhiben la produccion de bisulfitos en el 6rgano digestivo, ademas de proteger y
estabilizar el genoma. Sin embargo, algunos de ellos resultan mutagénicos y/o pro-oxidantes
ya que intervienen en vias bioquimicas esenciales que involucran topoisomerasas y la
traduccion de sefiales (64, 65). Ciertos polifenoles pueden influir directamente modulando la
expresion génica de enzimas que participan en la reparacion libre de error del ADN (66). La
actividad antioxidante en estos compuestos se ha asociado a su habilidad para eliminar los
radicales libres y de inhibir los CYP’s o enzimas con actividad oxidante como las ciclo-
oxigenasas Y las lipooxigenasas (66).

Entre los extractos en los que se ha encontrado en su composicion polifenoles y se ha
observado un efecto antimutagénico se tienen al de Myrtus communis (67), Teucrium differs,
Kalopanax picus (68), el jugo de la uva (69), entre otros.

Diversos estudios han evidenciado la induccién o inhibicion de enzimas que metabolizan
drogas por constituyentes de extractos herbales (70, 71), consecuentemente esto incrementa
los reportes de interacciones significativas ente farmaco-extracto (72).

2.1 El extracto acuoso de la corteza de Mangifera indica Linnaeus (MSBE)

En la actualidad, se han hecho estudios que tratan de entender las propiedades presentes en
los extractos herbales utilizados dentro de la medicina tradicional. Ejemplo de ello son los
trabajos realizados con el extracto acuoso de la corteza de Mangifera indica Linnaeus
(MSBE), la cual es una variedad de mango (Anacardiaceae) que crece en regiones tropicales
y subtropicales del mundo y que actualmente es usado en una gran cantidad de remedios
(73).

Este extracto es consumido principalmente en Cuba y se conoce comercialmente con el
nombre de Vimang®. Su uso es muy comun pero actualmente se co-administra con
diferentes drogas convencionales o es usado por pacientes que sufren de estrés elevado
como producto nutracéutico (74, 75). El MSBE es un polvo pardo homogéneo, con un
tamano de particula entre 30 y 60 um, que funde con descomposicién entre 215 y 218 °C.
Su composicion quimica (Tabla 4) medida por técnicas de espectroquimica han revelado que
es una combinacion de polifenoles (76), donde la mangiferina (MF) (una xantona
glicosilada) es el compuesto mayoritario (77). Entre otros de los compuestos que integran a
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este extracto también existe una gran cantidad de terpenoides, azUcares libres, acidos grasos,
polialcoholes y microelementos, que en conjunto forman el ingrediente activo (76).

Tabla 4 Composicion del ingrediente activo de las formulaciones del MSBE (76)

Componente Contenido (%) 3.2 Glucosa 1-3

1. Polifenoles 40-60 3.3 Arabinosa 1-3

1.1 Mangiferina 25-30 4. Polialcoholes 2-5
1.2 (+) Catequina 7-10 4.1 Sorbitol 2-4

1.3 (-) Epicatequina 4-7 4.2 Mioinositol 1-2
1.4 Acido galico, propil éster 2-5 4.3 Xilitol 0,5-1,0
1.5 Acido galico, metil éster 2-5 5. Acidos grasos 1-5

1.6 Acido benzoico, propil éster 2-5 5.1 Miristico 0,1-3,0
1.7 Acido 3,4-dihidroxibenzoico 1-3 5.2 Palmitico 0,3-0,4
1.8 Acido benzoico 1-2 5.3 Linoleico 0,15-0,35
1.9 Acido gaélico 1-2 5.4 Oleico 0,2-0,4
2. Terpenoides 10-20 5.5 Esteérico 0,1-0,2
2.1 Acido mangiferénico 10-15 5.6 Eicosatrienoico 0,1-0,3
2.2 Beta-elemeno 2-5 6. Microelementos 1-3
2.3 Alfa-guaieno 2-5 6.1 Potasio 0,8-1,0
2.4 Aromandreno 2-5 6.2 Calcio 0,2-0,4
2.5 Hinesol 1-3 6.3 Magnesio 0,1-0,2
2.6 Cicloartanoles 1-3 6.4 Hierro 0,1-0,2
2.7 Ledol 1-2 6.5 Cobre <0,01
2.8 Taraxerol 1-2 6.6 Zinc <0,01
3. Azucares libres 3-6 6.7 Selenio 0,03-0,08
3.1 Galactosa 2-5

Entre las propiedades que se le atribuyen es posible mencionar que es un anti-inflamatorio,
regenerativo, analgésico, antigenotoxico y modulador inmune en diferentes modelos
experimentales, ademas se ha mostrado que tiene efecto antioxidante potente tanto in vitro
como in vivo (78-88). También manifiesta proteccion después de la induccion de la
activacion de células T en seres humanos (89, 90), inhibe la generacién y migracion de
eosinofilos (91), la inhibicion y produccion de IgG (92) y efecto antialérgico (93, 94).

Los estudios actuales de este extracto se estdn enfocando en los efectos benéficos o
adversos que surgen de la exposicion a este producto en modelos tanto in vitro como in
vivo, centrandose en las propiedades antigenotdxicas, antioxidantes y antimutagénicas que

se le atribuyen.

En los estudios hechos in vitro se encontré que el MSBE presenta efecto sobre la frecuencia
de roturas de la cadena del ADN en leucocitos murinos tratados con bleomicina,
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observando que el extracto protege del dafio genotdxico inducido por dicho compuesto. Su
accion parece estar mas vinculada con su actividad antioxidante al captar radicales libres, y
no con la induccion de la actividad de enzimas antioxidantes o desintoxificadoras (88).

En otro trabajo donde se buscé la actividad antioxidante del MSBE se concluyd que éste
muestra una capacidad fuerte contra el estrés oxidante inducido por t-butilo, que es un
inductor de la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS). En los hepatocitos en
cultivo pre-tratados con MSBE antes del tratamiento con t-butil-hidroperdxido se observo
una marcada inhibicion de la peroxidacion lipidica y la preservacion de los niveles
intracelulares de GSH, tanto de la dosis y tiempo dependiente. Por lo que se plantea que el
MSBE tiene efectos antioxidantes y es secuestrador de EROs (78, 79, 80).

Por otro lado, Remirez et al. (87) demostraron que el MSBE no fue citotdxico para
hepatocitos aislados de rata hasta 100 pg / mL. Los resultados apuntan a un potencial
citotoxico muy bajo de Vimang, pues se produjo un efecto después de 24 h de exposicion a
concentraciones muy altas del extracto y citotoxicidad muy moderada sélo después de un
tiempo de exposicién a concentraciones mas altas (500 y 1000 pg / mL).

Siguiendo con los trabajos anteriores, en otra publicacion se analizd el efecto
hepatoprotector del MSBE sobre el dafio oxidante inducido por sustancias toxicas (terc-
butil hidroperoxido, etanol, tetracloruro de carbono y lipopolisacérido) en cultivos de
hepatocitos de rata. Los resultados muestran que el MSBE exhibi6 un alto efecto
citoprotector. También se analizaron las propiedades antioxidantes del MSBE contra la
peroxidacion lipidica y el agotamiento de GSH inducida por terc-butil hidroperédxido. Los
resultados indica que se inhibio la peroxidacion lipidica y se aumentd el nivel de GSH
reducido por el agente toxico. En conclusiéon se vio que el MSBE mostrd actividad
hepatoprotectora contra el dafio inducido en toda la serie experimental, este efecto
hepatoprotector encontrado podria estar asociado con las propiedades antioxidantes
observadas (95).

Para el caso de la actividad genotoxica, el MSBE se evalud en la prueba de Ames, prueba
cometa y micronucleos. Donde los resultados mostraron mutagenicidad (Ames) y actividad
clastogénica (micronucleos) negativa (96). Lo observado permiten afirmar que el MSBE no
aumenta la frecuencia de mutaciones reversas en la prueba de Ames, en presencia o no de
activacion metabolica, en el ensayo cometa el extracto no indujo roturas de cadena simple o
de los sitios alcali-labiles en los linfocitos de sangre periférica y en la prueba de
micronucleos (in vitro e in vivo) el MSBE no aumento la frecuencia de micronicleos en
células binucleadas de linfocitos ni en células de médula ésea (96). También se encontr6
que el MSBE cuenta con actividad antiproliferativa observada al no encontrar citotoxicidad
en higado (ensayo cometa) en comparacion a un efecto similar observado en hueso, lo que
sugiere que probablemente este efecto estd relacionado con la actividad proliferativa del
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extracto. Los resultados son consistentes con los reportes previos de citotoxicidad in vitro
en ensayos de micronucleos de linfocitos (96).

En cuanto a la actividad de desintoxicacion se sabe que los CYP’s son los encargados de
esto y es de sumo interés conocer el efecto potencial del MSBE, en el sistema P450 en
particular pues son los responsable del sistema de metabolismo oxidante de xenobi6ticos
(97). Las consecuencias directas de cualquier efecto inductor o inhibidor en enzimas que
metabolizan drogas podria ser la aparicion de una respuesta farmacoldgica alterada, efectos
toxicos o interacciones droga-droga (98). Por ello, Rodeiro et al. (97) hicieron estudios in
vitro y encontraron que el MSBE reduce en mas del 60% la actividad de la 7-
metoxyresorufina-O-demetilasa (MROD; CYP1A2) lo que reportaria una modulacion en la
actividad de los CYP’s o puede ser debido a una reduccion de los niveles de CYP1A2
inducidas por Vimang o una interaccion directa de cualquier componente (s) del extracto
con la funcién catalitica de la enzima. La marcada disminucion de la actividad del CYP1A2
dependiente de la concentracion de Vimang observada en los hepatocitos poco incubados
con el extracto se explica por interferencia directa en el nivel de actividad. Sin embargo,
una baja regulacion de la enzima no se puede descartar.

Siguiendo esta linea Rodeiro et al. (99) demostraron que usando cultivos de hepatocitos, el
MSBE presenta un efecto inhibidor de la actividad enzimatica del CYP1Aly CYP1A2, un
efecto inductor de la actividad en los CYP2B1 mientras que los CYP3A1l y CYP2C6 no
presentaron algin cambio. El hecho de que se observara una marcada inhibicion de los
CYP1A2 y 2E podria explicar las propiedades atribuidas a la quimioproteccién, ya que
estas enzimas participan en la bioactivacion de mutagenos y cancerigenos (99).

Obtenidos los datos anteriores in vitro se continu6é con experimentos donde se obtuvieron
datos como los de Gonzalez et al (100) en los que se evalud el desarrollo de toxicidad
durante la organogénesis, dafio primario en ADN y actividad clastogénica y/o disrupcion en
el aparato mitético, sitios l&biles alcalinos en células del higado y en microndcleos en
eritrocitos policromaticos en huesos. Lo que demostrd que no es teratogénico (debajo de
2000 mg/kg tuvo resultados negativos en todos los casos).

En otro trabajo, se evaluo la toxicidad del MSBE en ratas y ratones via oral, dérmica e
intraperitoneal, se probo que no fue irritante, ni toxico en administraciones agudas y
subcronicas, lo que se encontro fue letalidad hasta los 2000 mg/kg via oral y dérmica, 200
mg/kg via intraperitoneal en administraciones subcronicas, mientras que la LD50 via oral
aguda es de 5000 mg/kg (101).

En estudios previos se observd que el MSBE reduce las oxidaciones catalizadas por
CYP1AZ2 y afectando otros P450 (96) y también se sabe que la correspondiente inhibicion
in vitro del P450, no conduce necesariamente a los correspondientes efectos in vivo (98),
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por lo que se usaron enzimas P450 humanas (102) y ante ello se encontré que MSBE
disminuye la actividad de CYP1A1/2 y 3A4 de humanos, lo que sugiere que este extracto
inhibe las enzimas humanas P450 involucradas en el metabolismo de las drogas y pueden
reducir la interaccion potencial del extracto-droga. En este mismo trabajo se mostro la
inhibicion del CYP1A1/2 usando microsomas de higado humano. Observando esto se
puede comparar con los estudios previos en hepatocitos de rata en los que se noté que el
MSBE reduce la oxidacion catalizada por el CYP1A2, sin afectar a otros P450 (102).

Muchos estudios han evidenciado la induccién o inhibicion de enzimas que metabolizan
drogas por los constituyentes herbales (103, 104), consecuentemente estos son reportes que
confirman la relevancia de las interacciones extracto-droga o enzima-farmaco (105) pues al
ser un producto consumido con otros farmacos es indispensable probar si afecta de alguna
forma el metabolismo o las interacciones mencionadas dentro de las células. Se sabe que el
CYP1A activa metabolicamente un nimero de procarcindgenos lo que sugiere la hipdtesis
de que su inhibicion puede estar involucrada en la prevencion de transformaciones
malignas (106) mediante la reduccion de la formacion de carcindgenos a traves de la
inhibicién de la CYP1A1/2 (107-111). Por otro lado, la asociacion de la exposicion
dietética a los flavonoides puede contribuir a la variacion interindividual en la
farmacocinética y las respuestas farmacologicas observadas para los medicamentos como la
fenacetina, cafeina, teofilina y propanolol, que son sustratos de CYP1A2 (112, 113), asi
como para farmacos que son sustratos de otros P450.

La inhibicién de P450 por el MSBE se puede atribuir al alto contenido de compuestos
polifendlicos (cerca del 45%) donde la mangiferina es el principal polifenol bioactivo (76).
Respecto a este compuesto se ha encontrado que puede ser el responsable de proteger
contra la formacion de aductos en el ADN y en consecuencia de la aparicion de rupturas
por efectos de los mecanismos reparativos (96). También es un potente hepatoprotector,
efecto atribuido su actividad antioxidante (95). Produce una inhibicion dos veces mas alta
de la actividad de CYP2B1ly CYP1A2 y de la inhibicion de la actividad de CYP3AL, 2C6,
2E1, por lo que estos datos nos muestran que la mangiferina participa en las propiedades
benéficas del extracto.

Por lo tanto, es posible decir que los polifenoles que integran este compuesto pueden ser los
responsables de su capacidad antimutagénica, debido a que estos elementos cuentan con un
alto potencial para inhibir o modular las enzimas de fase | in vitro (96).

De hecho Muto et al. (114) mostré que las catequinas inhiben los P450 humanos como el
CYP1A1/2. Algunas catequinas (ejemplo (+)-catequina, (-)-epicatequinas) han sido
identificadas en el MSBE. Esto sugiere que el efecto del MSBE en P450 puede no solo ser
atribuido a la accion de un simple compuesto, sino mas bien a la combinacion de la accién
de diferentes constituyentes y/o metabolitos (99). Este es el primer estudio sobre los
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posibles efectos de este extracto en los CYP’s y los resultados obtenidos podria estar
relacionado con su alto contenido de flavonoides, moléculas que se reconoce que tiene la
capacidad de incapacitar a los inhibidores de CYP1A1/2 (115). El consumo de estos
extractos puede conducir a una interaccion extracto-droga con consecuencias clinicas.
Ademas de que la inhibicién de CYP1A2 puede estar asociada con el incremento de riesgo
carcinogeénico.

3. JUSTIFICACION

En la actualidad el estudio del efecto protector y antimutagénico de los constituyentes
aislados de algunos extractos de plantas ha cobrado gran relevancia debido a las evidencias
que atribuyen dichas propiedades a la capacidad que tienen para atrapar radicales libres
(116), o bien, a su facultad de inhibir o modular las enzimas de fase | conocidas como
CYP’s involucradas en el metabolismo de xenobidticos (96). En este sentido, las plantas
han mostrado estas facultades debido a los componentes activos que presentan en su
configuracién; entre estos bien se pueden mencionar los polifenoles que se comportan
como inhibidores de los CYP dentro de los organismos. Es por ello que siguiendo con la
linea de investigacion se pretende probar el potencial antimutagénico del MSBE vy la
mangiferina (polifenol mayoritario) en la Prueba de Ames usando S9 de ratas tratadas con
compuestos que inducen los CYP’s (que Rodeiro et al. (99, 102) observaron se
modificaban en presencia del MSBE y/o la mangiferina en hepatocitos y CYP’s humanos),
y adicionalmente usando mutagenos que se sabe provocan algun tipo de mutacion se
observara si de alguna manera el extracto protege del dafio. Adicionalmente se exploraré si
es la inhibicién de la actividad de los CYP’s la responsable de dicha propiedad.

4. HIPOTESIS

El MSBE y la Mangiferina presentan un efecto antimutagénico en la prueba de Ames

5. OBJETIVO

e Probar la capacidad antimutagénica del MSBE y de su componente mayoritario (la
mangiferina) mediante la prueba de Ames, usando las cepas TA98 y TA100 de
Salmonella thyphimurium y los mutagenos B[a]P y NPYR, respectivamente.

e Explorar el posible mecanismo de antimutagénesis a través de la inhibicion de la
actividad de los citocromos P450 1Al y 1A2
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6. MATERIAL Y METODOLOGIA

6.1 Reactivos

Nicotinamida adenina dicleotido fosfato (B-NADP), benzo[a]pireno (B[a]P), N-
nitrosopirrolidina (NPYR), glucosa-6 fosfato (C6P), nicotinamida adenina dicleotido
fosfato en su forma reducida (NADPH), resorufina, etoxiresorufina (EROD),
metoxiresorufina (MROD), se adquirieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis MO, USA).
El ciclohexanol (CH), cloruro de potasio (KCI) y cloruro de magnesio (MgCl,) se
obtuvieron de J.T. Baker Inc (Phillipsburg, NJ, USA). El dimetisulféxido (DMSO) lo
proporciond Merck Kga, Darmstandt, Germany.

6.2 Extracto herbal

Los compuestos usados en este trabajo fueron donados por la Dra. Idania Rodeiro del
Instituto de Ecologia y Sistematica del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio
Ambiente, La Habana, Cuba.

La corteza de mango (Mangiferina Indica L.) fue recogida de un campo de cultivo ubicado
en la regién de Pinar del Rio, Cuba. Los especimenes de referencia (Codigo: 41722) estan
depositados en el Herbario de la Académica de Ciencias del Instituto de Ecologia y
Sistematica del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente, La Habana, Cuba. El
extracto de la corteza del tallo de M. indica (MSBE) fue preparado por coccién durante 1 h,
se concentrd por evaporacion y se secé para obtener un polvo fino color marrén, que funde
a 210-215 °C, con descomposicién. La mangiferina (1, 3, 6,7 — tetrahidroxi xantona -C2-3-
D-glucotsido) fue aislada por medio de una extraccién con metanol al 90% de pureza y
liofilizado para fines de conservacién. La composicion quimica de estos productos se
obtuvo utilizando métodos cromatograficos, espectrometria de masas y espectrofotometria
UV-vis (76). Los extractos fueron disueltos en DMSO o agua destilada para los estudios.

6.3 Animales

Se utilizaron 6 ratas machos de la cepa Wistar de peso corporal entre 200 y 250 g, con las
cuales se formaron dos grupos de tratamiento compuestos de la siguiente forma; al primer
grupo integrado por cinco animales se les administré CH en el agua de bebida (25% v/v) at
libitum por 5 dias para la inducir en el higado los citocromos 2E1 (117) y el segundo grupo
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compuesto por un solo individuo fue el control al cual se les dispuso de agua simple por los
5 dias que durd el tratamiento. El sacrificio se realizo por dislocacion cervical.

6.4 Obtencion de las fracciones S9 y microsémica

Para la obtencion de la fraccion S9 se siguidé el método de Maron y Ames (118). Una vez
sacrificados los animales se les extrajo el higado y se lavaron con agua estéril de tal forma
que se eliminara la mayor cantidad de hemoglobina, posteriormente se pusieron en una
soluciéon KCI 0.15 M (4 °C) a una proporcion de 3 mL/g de peso de higado el cual se corta
en trozos pequefios y se homogeneizan los higados para después centrifugar a 9,000 g
durante 10 minutos con lo que se obtuvo la fraccion S9 que se almacend en alicuotas a -70°
C. El higado de la rata control se procesé de igual forma.

La obtencion de los microsomas se realiz de la siguiente manera; de la fraccion S9 ya
obtenida se tom6 una parte y se volvio a centrifugar a 100 000 x g por 1 h a 4 °C, se
recupero el boton y se homogeneiz6 en un amortiguador fosfato-potasio (100 mM pH 7.4, 4
°C) con sacarosa 0.32 M, se volvio a centrifugar a las mismas condiciones y finalmente se
recupero el botdn, el cual se homogeneiz6 en un amortiguador fosfato-potasio 100 mM pH
7.4 (EDTA 1 mM + DTT 0.1mM + glicerol 20% v/v). La fraccion microsémica resultante
se almacend en alicuotas a -70 °C. La concentracion de proteina se midié por el método de
Bradford (119) utilizando el reactivo para ensayo de proteina de BioRad.

Con la fraccion S9 se realizaron ensayos de mutagenicidad y antimutagenicidad segun el
método de Maron y Ames (118) y con la fracciébn microsdmica se hicieron pruebas de
inhibicion de la actividad enzimatica (O-desalquilacién de alkoxi-resorufinas (AROD)).

6.5 Ensayos de mutagenicidad

Las cepas de S. thyphimurium que se usaron para estas pruebas fueron la TA98 y la TA100,
donadas por el Dr. B.N. Ames de la Universidad de California de Berkeley, C.A, USA. Los
promutagenos analizados fueron B[a]P (metabolizado por CYP1A) y NPYR (metabolizado
por CYP2E1), respectivamente.

Se siguid el método de Maron y Ames (118) con ciertas modificaciones; a un tubo estéril
con 2 ml de agar de superficie a 45 °C se le agreg6 0.1mL del cultivo incubado por 16 h de
las cepas mencionadas, 0.01 mL de la solucion de mutageno (B[a]P [5upg/caja]) o NPYR
[10pg/caja]), 0.1 mL de MSBE o mangiferina disuelta en DMSO (TA98) o en agua
(TA100) a diferentes concentraciones (200, 500, 750 pg/caja) y 0.5 mL de la mezcla S9
(10% del inducido con fenobarbarbital/B-naftoflavona proporcionada por el Dr. Javier
Espinosa o0 30% del inducido con ciclohexanol de la fraccion S9, MgCl, 8 mM, KCI 33

mM, NADP 4 mM, glucosa-6-fosfato 5 mM y amortiguador de fosfatos 100 mM a pH 7.4).
30



La mezcla se vacié en cajas petri con medio minimo de Vogel-Bonner y después de
solidificar el medio se incubaron a 37 °C por 48 h. Cada tratamiento se realiz6 por
triplicado y se observo el crecimiento de las colonias, después de dicho tiempo se contaron
las revertantes.

Para la NPYR se realizé una modificacion de acuerdo a Yahagi et al. (120) que consistio en
pre incubar durante 60 minutos la mezcla de reaccién a 37 °C, antes de ser incorporada al
medio minimo. La incubacion se hizo en un amortiguador de fosfatos con un pH 6.5.

fraccién postmicrosomica (S9) Obtencion de fraccion
inducido con fenobarbarbital/3- postmicrosémica (S9) inducido
naftoflavona (f/3-n) con ciclohexanol (25% v/v)

lTAgS HTA100 |

2 ml de agar de superficie a 45 °C se le agrego 100 ul
de un cultivo de 16 hrs de la cepa de prueba

y NPYR (10ug/caja)

Blalp (Spg/caja) 10 i6 3 i
uL de la solucién del mutageno, 10 pL de A 59 ciclohexanol(30%
59 (f/B-n) (10%) ——__| Vimang o mangiferina disuelta en DMSO a (30%)
Ve ~ | diferentes concentraciones y 500 uL de la -
mezcla 59 A -
: se pre-incubaron
| con agitacion por
jé 60 min a 37 °C.
La mezcla se vacio en cajas petri con medio minimo, estas se | l
incubaron a 37 °C por 48 hrs “
Efecto antimutagénico del Vimang i Efeclo antimutagénico de la Mangiferina |

O ® ®

Por ultimo, se grafico el nimero de revertantes tanto para el MSBE como para la
mangiferina y se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la mutagenicidad con la formula:

% de inhibicion= (1-(N/N¢))*100

Donde N¢= el numero de colonias revertantes observadas por tratamiento (extracto con
mutageno) y N.= el nimero de colonias en el tratamiento s6lo con el mutageno.

También se obtuvo la pendiente que es la potencia antimutagénica expresandose como el
numero de mutantes por pg de antimutageno.

6.6 Determinacion de las actividades de O-Desalquilacion de alkoresorrufina (AROD)
(121, 122).
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Para cuantificar la actividad de los citocromos 1A se utiliz6 la capacidad de O-
desalquilacion de estas enzimas usando los sustratos etoxi-resorrufina (EROD) y metoxi-
resorrufina (MEROD) para el CYP1Al y CYP1A2, respectivamente. Las reacciones
resultantes dieron como producto resorufina la cual es posible cuantificar por fluorescencia.

En primer lugar se realiz6 una curva patron de resorrufina en donde se evaluaron las
siguientes concentraciones: 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250 y 500 pmoles/mL, que sirvieron para
determinar las concentraciones de producto formado.

Las reacciones enzimaéticas se hicieron de la siguiente forma: en una celda de cuarzo para
fluorometria se mezcl6 la solucion amortiguadora de Tris-HCL 50mM y MgCl, 25mM a
pH 7.6, el sustrato especifico (10 uL. de EROD 50 uM o 20 pL MROD 0.5 mM) disuelto en
dimetilsulfoxido (DMSO), la proteina microsomica (10 pL a 0.05mg o 10 pL a 0.lmg
respectivamente) y el inhibidor (MSBE o mangiferina), dando un volumen final de 1mL.
La mezcla se incubd a 37°C durante 3 minutos y se inicié la reaccion agregando NADPH
500uM (10uL de una solucion 50 mM en amortiguador Tris-HCI a pH 7.6). La cinética de
aparicion de resorrufina se evalué cada 10 segundos durante 3 min a 37 °C en un
fluorometro Versa Fluor de Bio Rad. La medicion se hizo a una longitud de onda de
excitacion de 530 nm y 285 nm de emision (123). Se realizaron por triplicado y los
resultados se expresan en pmoles de resorrufina/min/mg de proteina.

Previamente se probé que la turbidez o alguna propiedad de los inhibidores no interfirieran
con la fluorescencia de la resorrufina, pues esto podria modificar los resultados, por ello, se
elaboraron curvas patron de resorrufina en presencia de cada inhibidor. Los resultados
(Apéndice) muestran que MSBE no afecta la curva patron de resorrufina, por lo tanto no
interfiere en los resultados, mientras que la mangiferina si modifica la curva patron en
concentraciones muy altas, sin embargo al analizar los resultados éstos fueron significativos
aun quitando la interferencia.

6.7 Andlisis de datos

Para comparar los datos entre grupos y entre tratamientos se utilizo un analisis de varianza
(ANOVA) y un test de rangos multiples Dunnett utilizando el programa STATGRAPHICS
Plus.

7. RESULTADOS

7.1 Efecto mutagénico y antimutagénico del MSBE
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Lo primero que se hizo fue investigar si el MSBE por si solo es mutagénico en alguna de
las concentraciones probadas y en cualquiera de las cepas utilizadas, con o sin su respectiva
S9 (Figuras 2-5). Los resultados muestran que, a las concentraciones utilizadas, el MSBE
no provocOd un aumento en el ndmero de revertantes de las cepas TA98 o TA100 en
presencia o ausencia del S9.
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Figura 2. Efecto mutagénico del MSBE en la cepa TA98 de Salmonella thyphimurium, sin
activacion metabdlica
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Figura 3. Efecto mutagénico del MSBE en la cepa TA98 de Salmonella thyphimurium, con
activacion metabdlica
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Figura 4. Efecto mutagénico del MSBE en la cepa TA100 de Salmonella thyphimurium, sin
activacion metabdlica
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Figura 5. Efecto mutagénico del MSBE en la cepa TA100 de Salmonella thyphimurium,
con activacion metabdlica
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Tomando en cuenta los resultados negativos obtenidos en el primer experimento, el
siguiente paso fue investigar el efecto antimutagénico de diferentes concentraciones de
MSBE al momento de exponer a la cepa al B[a]P o la NPYR. Los resultados muestran que
en los dos casos se recobraron menos mutantes conforme aumento la concentracion del
MSBE (Figuras 6y 7).
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Figura 6. Efecto antimutagénico del MSBE en la cepa TA98 de Salmonella typhimurium,
usando como mutéageno B[a]P (5ug/10uL).
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Figura 7. Efecto antimutagénico del MSBE en la TA100 de Salmonella thyphimurium,
usando como mutageno NYPR (10pg/10uL)
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Para una mejor comprension de los resultados, estos se colocaron en una tabla (Tabla 5) y
posteriormente se obtuvo el porcentaje de inhibicién de cada tratamiento (Tabla 6) en
donde se puede observar que a concentraciones altas del MSBE éste disminuye mas de un
50% la cantidad de colonias mutantes.

Tabla 5. Resultados observados con el extracto de Mangiferina indica L. (MSBE) en la
prueba de Ames. (Media = DS).

S9 Control MSBE B[a]P NPYR
200 500 750 (Sug/caja)  (10ug/
caja)
TA98 - 31.67+473 33.00:1.00  33.67+252  24.67 +0.58
+ 3467+7.02 831+£59.86  278.33+29.57 84+9.64 1163+62.98

TA100 106.33+13.32  123.67+21.39 181.67+9.87 104+17.58

+ 135.33%£39.95 679 *2.65 423+ 99.95 366.33+36.07 755+54.99

Tabla 6. Porcentaje de inhibicidn por tratamiento

Tratamiento % de Inhibicion
B[a]P NPYR
MSBE 200 28.54  10.06
MSBE 500 76.06  43.97
MSBE 750 92.77  51.47

7.2 Efecto mutagénico y antimutagénico de la mangiferina

Al igual que con el MSBE, en el caso de la mangiferina primero se prob6 si a las
concentraciones usadas tenian un efecto mutagénico para las cepas de prueba. Los
resultados muestran que, a las concentraciones utilizadas, la mangiferina no provocé
aumento en el numero de revertantes de las cepas TA98 o TA100 en presencia 0 ausencia
del S9 (Figuras 8-11).
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Figuras 8. Efecto mutagénico de la mangiferina en la cepa TA98 de Salmonella
thyphimurium, sin activacion metabolica.
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Figuras 9. Efecto mutagénico de la mangiferina en la cepa TA98 de Salmonella
thyphimurium, con activacion metabdlica.
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Figuras 10. Efecto mutagénico de la mangiferina en la cepa TA100 de Salmonella
thyphimurium, sin activacion metabdlica.
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Figuras 11. Efecto mutagenico de la mangiferina en la cepa TA100 de Salmonella
thyphimurium, con activacion metabdlica.

Puesto que la mangiferina no presento efecto mutagénico, se procedié a realizar los ensayos
de antimutagenicidad utilizando los mismos mutagenos usados con el MSBE. Se observo

con el B[a]P una disminucion en el niamero de colonias revertantes proporcional a la
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concentracion de la mangiferina, aunque en este caso la disminucion no fue tan
pronunciada como con el MSBE (Figura 12). Por otro lado, usando la NPYR no se obtuvo
una disminucion del nimero de mutantes, sino un ligero aumento (Figura 13).
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Figuras 12. Efecto antimutagenico de la mangiferina en la cepa TA98 de Salmonella
typhimurium, usando como mutégeno B[a]P (5pg/10pL).
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Figuras 13. Efecto antimutagénico de la mangiferina en la TA100 de Salmonella
typhimurium, usando como mutageno NYPR (10ug/10uL)
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Para observar mejor los resultados obtenidos en cada experimento con la mangiferina, estos
se colocaron en una tabla (Tabla 7) y posteriormente se sacé el porcentaje de inhibicion por
tratamiento (Tabla 8). Se observa que el porcentaje de inhibicién con el B[a]P no llega a
mas del 50% de inhibicion a la concentracion mas elevada, por otro lado, no se observé
antimutagenesis cuando se usé NPYR como mutageno.

Tabla 7. Resultados observados con la Mangiferina en la prueba de Ames. (Media + DS).

. I. ..

25.00+4.58 33+2.65 28.67 +2.08 25+ 2.65

+ 3133+4.16 582.33+9.07 540.67+17.90  431.33+35.80 830+ 24.25

- 11533+150 132.33+20.53  128.67+7.77 121.33+12.66

+ 112.33+£8.39 1085.33+290.66 1286.67+80.56 1361+ 213.98 1050 + 70

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion por tratamiento

e eemme
I
_ 29.83 -3.36
_ 34.85 -22.54
_ 48.03 -29.61

7.3 Determinacion del efecto del MSBE sobre la actividad de CYP

Observando los resultados obtenidos en la prueba de Ames, el siguiente punto a investigar
fue conocer si la inhibicion de los CYP’s es el posible mecanismo de accion por el cual el
MSBE tiene la propiedad de tener efecto antimutagénico.
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Para ello, se analizé la inhibicion de la actividad de los CYP1ALl y 1A2 con diferentes
concentraciones de MSBE usando el método de EROD y MROD, respectivamente los
cuales son sustratos de estos CYP’s.

Los resultados muestran que la cantidad de resorrufina producida en presencia de varias
concentraciones de MSBE se vio afectada. En el caso del ensayo con CYP1A1 se encontrd
que la resorrufina fue disminuyendo conforme aumentaba la concentracion del MSBE
(Figura 14), mientras que en el ensayo con los CYP1A2 se muestra un aumento en la
cantidad de resorrufina conforme se aumentaron las concentraciones de MSBE hasta 10 pg
(Figura 15).
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400 - *
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O T T T T
10 20

EROD 1

pmol resorrufina/mg proteina x min

'Concentraciéon del MSBE (ug)

Figura 14. Efecto del MSBE sobre la actividad de CYP1Al. *Diferencia significativa
respecto al control

Para la inhibicién de la actividad de CYP1A1 por el MSBE se realiz6 un ANOVA de una
via que mostré diferencias significativas entre los grupos. El analisis post hoc de Dunnet
mostrd que las diferencias significativas eran entre el grupo control y el que tenia MSBE a
concentracion de 10 pg asimismo hubo diferencias significativas entre el control y el que
tenia un concentracion de 20 pg. No hubo diferencias entre el control y la concentracion de
1ng de MSBE (Figura 14).

Por otro lado, para la inhibicion de la actividad del CYP1A2 se realiz6 una ANOVA de una
via que mostré diferencias significativas entre los grupos. Posteriormente, se hizo un
analisis post hoc de Dunnet que mostrd diferencias significativas del control respecto a las
concentraciones de [1, 10 y 20 pg] de MSBE (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del MSBE sobre la actividad de CYP1A2. *Diferencia significativa
respecto al control.

7.4 Determinacion del efecto de la mangiferina sobre la actividad enzimética de CYP

De la misma forma, se explor6 el efecto de la mangiferina sobre la produccion de la
resorrufina por estos citocromos. Los resultados muestran que en el caso de la actividad de
CYP1A1, a mayor concentracion de mangiferina, menor cantidad de resorrufina producida
(Figura 16). Por otro lado, cuando se midié la actividad de CYP1A2 en presencia de la
magiferina, se observo elevacion en la cantidad de resorrufina conforme se aumentaba la
concentracion hasta 100 mM. Con la mas alta no se registr6 incremento (Figura 17).
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Figura 16. Efecto de la mangiferina sobre la actividad de CYP1AL. *Diferencia significatva
respecto al control.
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Figura 17. Efecto de la mangiferina sobre la actividad de CYP1A2. *Diferencia significatva
respecto al control.

Para la inhibicién de la actividad de CYP1AL por la mangiferina se realizd una ANOVA de
una via que mostrd diferencias significativas entre los grupos. Luego se hizo un analisis
post hoc de Dunnet que mostré diferencias significativas del control respecto a las
concentraciones de [10, 100 y 1000 uM] de mangiferina. (Fig. 16). Para la inhibicion de la
actividad del CYP1A2 se realiz6 una ANOVA de una via que mostrd diferencias
significativas entre los grupos. El analisis post hoc de Dunnet evidencio6 que las diferencias
significativas eran entre el grupo control y las concentraciones de 10 y 100 pM. No hubo
diferencias entre el control y la concentracion de 1000 uM (Figura 17).

El estudio de la inhibicion de la actividad de CYP2E1 no se pudo realizar debido a que el
MSBE vy la mangiferina interfieren en los resultados pues la técnica empleada mide la
cantidad de fenol obtenido lo cual da cierta coloracion, en éste caso los dos compuestos
tienen un color pardoso o amarillo que afectan las mediciones.

8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran en primera instancia que el MSBE a
concentraciones de 200, 500 y 750 pg/caja no son mutagénicas en presencia y ausencia de
S9 inducido tanto en la cepa TA98 (Figuras 2 y 3) como en la TA100 (Figuras 4 y 5), estos
datos concuerdan con lo observado por Rodeiro et al. (96) que evaluaron el potencial
genotoxico del MSBE a concentraciones de 200 a 5000 pg/caja, encontrando la misma

tendencia. En cuanto a los resultados con la mangiferina se observa lo mismo, a
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concentraciones de 200, 500 y 750 pg no se encontrd efecto mutagénico en presencia o
ausencia de S9 inducido en la cepa TA98 (Figuras 8 y 9) y la cepa TA100 (Figuras 10 y
11). Lo anterior muestra que el MSBE y la mangiferina per se no causan efecto mutagénico
en la prueba de Ames ya que no provocan ningun evento mutacional en el ADN de las
cepas usadas.

Asimismo, se observa que en las concentraciones de 200, 500 y 750 pg, el MSBE tiene la
capacidad de disminuir el nimero de revertantes de las cepas de S. typhimurium cuando son
expuestas a ciertos mutagenos en este caso el B[a] P y la NPYR para la TA98 (Figura 6) y
TA100 (Figura 7), respectivamente. El efecto observado es proporcional a la concentracion
del extracto agregada al medio, es decir, a mayor cantidad de MSBE, menor nimero de
mutantes en el medio (Tabla 5). Como se sabe, estos mutagenos son metabolizados por los
CYP1Al y CYP2EL1, respectivamente, (los cuales se encontraban en gran cantidad en el
medio gracias a la induccion del S9) por lo que se puede asumir que de cierta forma el
MSBE impide la generacién de metabolitos mutagénicos. En este trabajo se usaron dos
mutagenos que inducen eventos mutacionales diferentes, por lo que el efecto protector del
extracto actda tanto en un corrimiento del marco de lectura como de sustitucion de pares de
bases (que es lo que cada mutageno provoca en el ADN). Otro punto a destacar es que el
efecto antimutagénico mas notorio fue al usar el B[a]P pues se encontrd hasta mas de 90%
de inhibicién a concentraciones altas (Tabla 6). Es por ello que se piensa que cualquiera
que sean los mecanismos por los que se puede provocar la antimutagenicidad, la familia
mas afectada es la CYP1A. Estos resultados no concuerdan con lo observado por Rodeiro
et al. (96) cuando evaluaron el potencial genotoxico del MSBE, lo cual se puede explicar
por el hecho de que en ese trabajo usaron tanto mutdgenos como condiciones
experimentales diferentes.

En el caso de la mangiferina se mostrd que, a pesar de ser el compuesto mayoritario, ésta
no es la responsable de todo el efecto antimutagénico como se esperaria, ya que al probar
su efecto en la prueba de Ames contra el B[a]P, el grado de disminucion de las colonias
revertantes no fue igual al observado con el MSBE usando las mismas concentraciones de
200, 500 y 750 pg (Figura 12). De hecho, cuando se uso la NPYR no hubo inhibicién
(Figura 13), lo cual muestra que el mecanismo involucrado afecta solamente a los CYP1A
y es posible postular que protege de efectos mutacionales de sustitucion de pares de bases y
no de corrimiento del marco de lectura. Finalmente se puede observar que el efecto
antimutagénico ocasionado por el MSBE es causado por mas de un componente y no solo
al compuesto mayoritario. A esta conclusion también llegaron Rodeiro et al. (97) donde
mencionan que posiblemente el efecto también se debe a otros componentes como las
catequinas las cuales se ha mostrado que inhiben a los CYP1Al y CYP1A2, o la
epigallactocatequina que modula a los CYP2EL y se sabe que estan presentes en el extracto
herbal.
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Como se menciond, los extractos naturales son una mezcla de compuestos que se han
reportado con propiedades antimutagénicas pues cuentan con la capacidad de modular los
CYP’s, entre estos se tiene a los taninos, flavonoides, cumarinas, y polifenoles (124, 125,
66). Entre algunos ejemplos conocidos se puede mencionar el jugo de uva (69), Myrtus
communis (67), Teucrium differs, Kalopanax picus (68). En el presente estudio el MSBE
también muestra en su composicion varios de estos fenoles y observando los resultados se
logra asumir que cuenta con un efecto antimutagénico posiblemente por la capacidad de
modular de igual forma los CYP’s.

Para dar una posible explicacion al fendmeno de antimutagénesis observado fue a traves de
explorar la inhibicién de los CYP’s por parte del MSBE y la mangiferina. Lo que se
encontrd es que, el MSBE inhibi6 la actividad de CYP1Al (Figura 14) y se obtuvo un
aumento en la actividad del CYP1A2 (Figura 15). Esto llama la atencion ya que a pesar de
ser citocromos de la misma familia, se ven afectados de diferente manera. De hecho, en el
caso del CYP1AZ2 se observé que con la concentracion de 20 ug de MSBE o mangiferina se
obtuvo menor produccidn de resorrufina por el CYP. Dicho efecto no es posible adjudicarlo
pero se pude suponer que de alguna forma los citocromos se ven limitados y por lo tanto
dejan de producir la resorrufina, lo que sugiere que es el MSBE el que interactia con la
fluorescencia de la resorrufina, sin embargo al hacer las pruebas de interferencia en la curva
de resorrufina no se nota un gran cambio (Apéndice)

Por otro lado, con la mangiferina se observé que tanto la actividad del CYP1A1 (Figura 16)
como del CYP1A2 (Figura 17) se obtuvo un incremento en la actividad en las
concentraciones de 10 y 100 nM y una disminucion en la actividad a 1000 nM, esto se le
puede atribuir a la interaccion de la resorrufina con la mangiferina que impide que emita
fluorescencia, pues a diferencia de la poca interferencia que tuvo el MSBE, en este caso si
se vieron afectadas las lecturas emitidas por el espectrometro de las cantidades de
resorrufina en la curva patron (Apéndice). Lo que se puede concluir es que el MSBE y la
mangiferina no inhiben la actividad del CYP1A2, aumentando la produccion de resorrufina.
Lo interesante de estos resultados es que no se parecen a los obtenidos por Rodeiro et al.
(99) quienes encontraron que en cultivos de hepatocitos el MSBE presenta un efecto
inhibidor de la actividad enzimatica del CYP1Al y CYP1A2 y la mangiferina produjo
inhibicion dos veces mas alta de la actividad de CYP1A2. Lo mismo se encontro usando
enzimas P450 humanas (microsomas). Esta discrepancia en los resultados obtenidos por
Rodeiro et al. (99) en comparacion con los de este trabajo, se puede atribuir a los diferentes
modelos de estudio utilizados, ya que en nuestro caso no solo se usaron microsomas de rata
inducidos, sino que también las condiciones eran diferentes pues provocabamos la actividad
enzimatica de los CYP al adicionar mutagenos al medio.

Asimismo, se sabe que los CYP’s pueden ser activados, inducidos o inhibidos por
mecanismos muy diferentes, lo que traerd consecuencias en el metabolismo de los
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xenobioticos, en el presente trabajo de alguna forma el extracto esta por un lado, inhibiendo
la actividad del CYP1AL no se sabe si de forma competitiva, no competitiva o cualquiera
de sus tipos, sin embargo el efecto se observé fue dosis-dependiente por lo que se puede
estar hablando de una induccion reversible (41). Por otro lado, cuando se ve la actividad del
CYP1AZ2 tanto en el extracto como en la mangiferina, se observa que se esta activando o
induciendo la enzima, lo cual se nota por el aumento de la cantidad de resorrufina
producida en el medio. Seria interesante conocer cual el mecanismo involucrado si es solo
induccion se estaria hablando de mecanismos como el aumento de la activacion
trancripcional, el incremento de los mensajeros, la degradacion del RNAm o de la proteina
u otro. Si es activacién (hay que recordar que el extracto tiene diferentes flavonoides que
pueden ejercer efecto estimulante sobre los CYP) se observarian efectos alostéricos,
movimiento de electrones, desestabilizacion del complejo enzima-sustrato o alguna otra
(38).

Finalmente, un punto a analizar es el arma de doble filo que tiene la inhibicion de los
CYP’s. Por un lado se observa que el MSBE y la Mangiferina poseen la capacidad de
interferir con el proceso mutagénico, sin embargo, el precio puede ser elevado ya que si el
mecanismo por el cual provoca esto es la inhibicidn de los citocromos, se estaria hablando
de un problema a largo plazo, pues estas enzimas también son las encargadas de
metabolizar varios farmacos que si dejan de eliminarse (por la inhibicion de los CYP’s) se
acumularian en el organismo y provocarian efecto toxico. Un ejemplo claro de esto es el
Acetaminofen o la Teofilina que son farmacos metabolizados por estas enzimas y que al
ingerir el MSBE junto con ellos se podria presentar una intoxicacién pues no se estarian
eliminando del organismo. Cuando se habla de una induccién los problemas con los que se
enfrentan son alteraciones en la eficacia de los medicamentos que se estén administrando a
la par del extracto, interacciones farmaco-farmaco o el aumento de la activacién metabdlica
de procarcindgenos, es por ello que es necesario seguir la linea de investigacion in vivo para
conocer las interacciones e implicaciones que existirian entre el extracto y el metabolismo
de los organismos.

9. CONCLUSIONES

e EI MSBE y la Mangiferina presentan efecto antimutagénico en las cepas TA98 y
TA100 de Salmonella thyphimurium. Dicho efecto puede deberse a la inhibicion de
los citocromos que impiden la generacion de metabolitos mutagénicos a partir del
B[a] Py laNPYR.
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10.

11.

e La actividad de los CYP1Al y CYP1A2 son moduladas por el MSBE vy la
Mangiferina, ya que tanto el MSBE como la Mangiferin inhiben la actividad de
CYP1A1, mientras que la actividad del CYP1A2 se vio aumentada.

PERSPECTIVAS

Estos resultados son la base para explorar el posible efecto quimioprotector del MSBE
y la mangiferina en un modelo in vivo; tomando en cuenta que los CYP también
metabolizan sustancias endogenas, dicho estudio se enfocaria también al posible efecto
toxico involucrado en la inhibicion de los CYP’s.
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12. APENDICE
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Figura 18. Interferencia del MSBE [1, 10, 20 mg] en la curva patron de la Resorrufina
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Figura 19. Interferencia de la Mangiferina [10, 100, 1000 microM] en la curva patron de la
Resorrufina
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