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RESUMEN 
 
Los  citocromos  p450  (CYP)  constituyen  una  superfamilia  de  monooxigenasas  

que  tienen  un  papel  crítico  en  el  metabolismo  de  xenobióticos  y  se  

encuentran  presentes  en  una  alta  variedad  de  especies vivas,  desde  

bacterias  hasta  humanos.    El  citocromo  P450  1A1  (CYP1A1)  es  un  

miembro  de  la subfamilia  1A,  el  cual  participa  en  la  bioactivación  de  

hidrocarbonos  policíclicos  aromáticos  (PAH) como  el  benzo(a)  pireno; aunque 

también es capaz de metabolizar algunos compuestos endógenos, como el ácido 

araquidónico. La expresión constitutiva de CYP1A1 es extrahepática y 

generalmente baja en ausencia de inductor; sin embargo, existen reportes que 

demuestran que CYP1A1 se expresa de manera constitutiva en etapas tempranas 

del desarrollo embrionario de distintas especies animales como ratón, pollo, pez 

cebra y humano. Esta expresión constitutiva en el desarrollo sugiere que además 

del metabolismo de xenobióticos, CYP1A1, también podría tener una función 

endógena importante. Para estudiar la función de CYP1A en el desarrollo, se 

utilizó como estrategia experimental la administración de inhibidores enzimáticos 

durante el desarrollo embrionario utilizando como modelo al pollo (Gallus gallus). 

Los inhibidores utilizados en este trabajo fueron Bergamotina (BG), una 

furanocumarina presente en el jugo de toronja que recientemente se ha descrito 

como un inhibidor competitivo de la actividad de CYP1A1, y como control a α-

naftoflavona (NF), el cuál es un compuesto sintético que se utiliza como inhibidor 

específico en la actividad de CYP1A1. En este trabajo se encontró que los 

compuestos BG y NF actúan como inhibidores competitivos sobre la actividad de 

CYP1A en microsomas de hígado de pollo, presentando una Ki de 32.37 ± 

2.033nM y 101.6 ± 8.075nM, respectivamente. Se midió la actividad enzimática 

basal en homogenados de embriones de diferentes etapas y se encontró una 

actividad basal a partir de la etapa HH26, la cual aumentó en etapas 

posteriores(HH28,HH30 y HH32). No se encontraron diferencias en la actividad 

enzimática basal con respecto a la obtenida de embriones tratados con los 

inhibidores, excepto en los embriones tratados con NF en la etapa HH28 y HH30, 

en donde disminuyó su actividad. Por otro lado, cuando se analizaron los fenotipos 

en embriones de etapa HH32 tratados con respecto a los no tratados, se 

observaron anomalías en el corazón, las cuales corresponden a un aumento en el 
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largo del ventrículo izquierdo, así como un aumento en el área del ventrículo 

derecho. A pesar de que los efectos ocurrieron en corazón, sólo fue posible 

detectar una expresión basal en otros órganos, como hígado y riñón. Tampoco se 

detectó actividad enzimática en corazón, lo que sugiere que el efecto de los 

inhibidores no es directo en este órgano. Aunque no se conoce el mecanismo 

mediante el cual BG y NF afectan la morfología del corazón, este trabajo aporta 

información sobre la importancia que puede tener la exposición a inhibidores de 

CYP1A durante el desarrollo.  
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GLOSARIO 
 
AHR: Receptor de aril hidrocarburos.  

 
AHRR: Represor del receptor de aril-hidrocarburos. 

 
ANF: Factor natriurético atrial. 

 
ANG II: Angiotensina II  

 
ANOVA: Analisis de varianza 

 
ARNT: Translocador nuclear del receptor de aril-hidrocarburos. 

 
BG: Bergamotina.  

 
β-MHC: Cadena pesada de miosina beta. 

 
BNF: Beta naftoflavona. 

 
CTRL: Control. En este trabajo se refiere al grupo que no fue tratado con ningún 

reactivo.  

 
CYP: Citocromo P450 

 
DMSO: Dimetilsulfoxido 

 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
 
EET: Ácido epoxieicosatetraenoico  
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EROD: Ethoxyresorfin O-deethylase. Ensayo para detectar actividad de CYP1A 

mediante la deetilación de etoxyresorufina que da como producto al compuesto 

fluorescente resorufina.  

 
ET-1: Endotelina 1 
 
HETE: Ácido hidroxieicosatetraenoicos 

 
HPLC: Cromatografía líquida de alta eficiencia.  
 
Ki: Constante de inhibición. Parámetro cinético que nos dice la concentración de 

inhibidor necesaria para lograr la mitad de la máxima inhibición.  
 
Km: Constante de Michaelis-Menden. Concentración de sustrato a la cual la 

velocidad de una reacción enzimática alcanza la mitad del valor de la velocidad 

máxima. Entre más pequeño el valor, la enzima es más afín a su sustrato.  

NADPH: Dinucleótido de nicotinamida y adenina fosfato, reducida.  

 
NF: alfa naftoflavona.  
 
NTMT: Buffer para fosfatasa alcalina (Tris-HCL 50mM pH9.5, MgCL2 50mM, NaCl 

20 mM, Tween 20 1%) 
 
PBT: Buffer de fosfatos + tris (   ) 

 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.  

 
Q-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

 
RT PCR: Retrotranscripción de reacción en cadena de la polimerasa,  

 
TBST: Buffer salino Tris y tritón (Tris-HCL 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, KCL 

10mM, Tritón 1%) 
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TCDD: 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina 

 
VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial 
 
Vmax: Velocidad máxima. Parámetro cinético que nos dice la velocidad de 

reacción más alto que puede alcanzar una reacción enzimática.  

 
XRE: Elementos de respuesta a xenobióticos.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Los Citocromo P450 
 
Los citocromos P450 (CYP), fueron descubiertos originalmente en microsomas de 

hígado de rata en 1958 por Klingenberg et al., como un pigmento desconocido que 

unía monóxido de carbono; pero no fue hasta 1964 que Omura y Sato 

descubrieron que se trataba de una hemoproteína que presentaba un pico de 

absorción de 450 nM (nombrado pico de Soret) al unirse con el monóxido de 

carbono, por lo que se les llamaron “citocromos P450”. A pesar de que los 

CYP450 fueron descubiertos en rata, estos se encuentran ampliamente 

distribuidos en todos los organismos eucariontes, así como en algunos 

procariontes (Omura, 1999). Se han descrito más de 6000 diferentes isoformas de 

CYPs en los diferentes reinos y la cantidad de CYPs en el genoma varía según la 

especie de la que se trate. Mientras que el ser humano cuenta con 57 isoformas 

registradas de CYPs, otros mamíferos como el chimpancé y el ratón cuentan con 

27 y 103 isoformas, respectivamente. La levadura Saccharomyces cerevisiae 

cuenta con sólo tres isoformas de CYPs,  mientras que en Escherichia coli no se 

tiene registrada una sola isoforma de citocromos P450 

(http:/drnelson.utmem.edu/CytochromeP-450.html). 

Los CYPs están involucrados en una amplia gama de procesos ya que algunos de 

ellos son capaces de metabolizar tanto sustratos endógenos como sustratos 

exógenos. Por ejemplo, existen CYPs que participan en la hydroxilación de 

hormonas esteroides (Waterman, 1994) (Ogishima et al., 1989) (Omura y 

Morohashi, 1995), la biosíntesis de esteroles (Rozman et al., 1996), el 

metabolismo del ácido araquidónico (Rahman et al., 1997) y de la vitamina D3 

(Sakaki et al., 1999), así como del ácido retinoico (White et al., 1996).  Además de 

estas funciones, también se encuentran CYPs que son capaces de metabolizar 

compuestos xenobióticos, como son drogas (incluyendo antibióticos), 

procarcinógenos, antioxidantes, solventes orgánicos, anestésicos, colorantes, 

pesticidas, alcoholes, aromatizantes, saborizantes, hidrocarburos, etc (Coon et al., 

1992). 
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Para su estudio, los citocromos P450 han sido clasificados en familias y 

subfamilias obedeciendo los criterios filogenéticos, esto es, basándose en la 

secuencia de aminoácidos de las cadenas polipeptídicas de las diferentes 

enzimas. Los citocromos P450 se clasificaron con las siglas CYP, seguidas de un 

número que designa la familia, una letra que identifica la subfamilia y otro número 

que corresponde con el gen (p. e. CYP1A1, CYP2C9). En una misma familia se 

agrupan aquellas enzimas cuya secuencia de aminoácidos tiene una similitud de 

≥36%, independientemente de la especie de procedencia; mientras que las 

enzimas con una similitud mayor al 55% pertenecerán a la misma subfamilia. Para 

que a dos enzimas se les considere diferentes isoformas, éstas deben diferir en su 

secuencia de aminoácidos en más del 3% (Nebert y Gonzalez, 1987).  

 

1.2 Estructura y mecanismo de acción 
 
Los citocromos P450 son cisteinato-hemo enzimas, que tienen un grupo prostético 

constituido de un Hierro (III) unido a un anillo de protoporfirina IX que a su vez se 

une covalentemente a una cisteína de la proteína por un átomo de sulfuro (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Grupo prostético de los citocromos P450. 

 

La reacción general catalizada por los CYPs es una hidroxilación que requiere 2 

electrones y 2 protones, en donde R representa al sustrato: 
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1. Introduction
The cytochromes P450 constitute a large family of

cysteinato-heme enzymes,1-9 are present in all forms
of life (plants, bacteria, and mammals), and play a
key role in the oxidative transformation of endoge-
neous and exogeneous molecules (see refs 5 and 6 for
recent reviews). The total number of members of the
cytochrome P450 family is increasing rapidly (over
2000 members at the time of this writing. Updated
information is available on the following web site:
http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). In
all these cysteinato-heme enzymes, the prosthetic
group is constituted of an iron(III) protoporphyrin-
IX covalently linked to the protein by the sulfur atom
of a proximal cysteine ligand (see Figure 1).

These enzymes are potent oxidants that are able
to catalyze the hydroxylation of saturated carbon-

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: bmeunier@
lcc-toulouse.fr. E-mail: sason@yfaat.ch.huji.ac.il.
† Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS.
‡ The Hebrew University of Jerusalem.

Figure 1. Prosthetic of cysteinato-heme enzymes: an iron-
(III) protoporphyrin-IX linked with a proximal cysteine
ligand.

3947Chem. Rev. 2004, 104, 3947−3980

10.1021/cr020443g CCC: $48.50 © 2004 American Chemical Society
Published on Web 08/21/2004
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En contraparte existen muchos datos experimentales que demuestran que los 

CYPs no sólo realizan hidroxilaciones, sino que también son capaces de catalizar 

otras múltiples reacciones, como son: dealquilaciones, oxidación de anillos 

aromáticos, deetilaciones, dehalogenaciones, oxidaciones, etc (Guengerich, 

2001). A pesar de esto se ha descrito una vía general para los CYPs mostrada en 

la figura 2. En el primer paso, el sustrato se une cerca de la región distal del grupo 

hemo, desplazando a una molécula de agua. Esto provoca un cambio en el 

equilibrio del hierro, pasando de un estado de bajo spin a uno de alto spin, 

haciendo más positivo el potencial del hierro favoreciendo la transferencia de 

electrones del siguiente paso. En el paso 2 los electrones provienen del NADPH 

mediante la reacción de una flavoproteina accesoria llamada NADPH-P450 

reductasa, haciendo que el grupo hemo cambie de estado férrico a ferroso. En el 

paso 3, el grupo ferroso une al O2, generando un intermediario oxoferroso (que es 

isoeléctrico a superóxido férrico). Posteriormente, en el paso 4, ocurre una 

segunda transferencia de un electrón, reduciendo al hierro a estado peroxiférrico. 

El electrón puede provenir de la NADPH-P450 reductasa, o del citocromo b5. 

Posteriormente, en el paso 5, se añade un protón, produciendo la forma 

hidroperoxo-férrico (también conocido como compuesto 0). En el paso 6, una 

segunda protonación rompe el enlace O-O, liberando una molécula de agua, 

generando una especie oxoferril con un radical de porfirina catiónica. A este 

compuesto se le conoce como compuesto I, y es el que realiza la oxidación en la 

mayoría de los CYPs. En el paso 7, el compuesto I ataca al sustrato haciendo una 

hidroxilación. La salida del producto hidroxilado (R-OH), en el paso 8, permite que 

una molécula de agua pueda unirse al anillo férrico y completar el ciclo. El ciclo 

puede no completarse debido a la posición inapropiada del sustrato, a la 

resistencia a un ataque oxidativo por parte del sustrato, o bien por la liberación de 

intermediarios en el ciclo. Por ejemplo, el compuesto oxoferroso puede regresar al 

estado férrico liberando oxígeno (paso 9); el compuesto 0 puede llevar el ciclo a la 

dirección contraria produciendo peróxido (paso 10); y por último el compuesto I 

puede unir protones y generar una molécula de agua, colapsando el ciclo (paso 

11) (Munro et al.,  2007). 
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Fig. 2. Ciclo catalítico de los citocromos P450  (Munro et al., 2007).  

 
1.3 Expresión de los CYPs 

 
El órgano con mayor nivel de enzimas CYPs es el hígado. Se estima que 

aproximadamente el 70% de los CYPs hepáticos pertenecen a las familias 1, 2 y 

3, del cuál el 30% está representado por la isoenzima CYP3A4. Estas tres familias 

son las principales responsables del metabolismo de compuestos xenobióticos 

(Shimada et al., 1994), es por eso que al hígado se le considera como el principal 

órgano en el metabolismo de sustratos exógenos. A pesar de que los CYPs se 

encuentran principalmente en hígado, estos se expresan en prácticamente todo el 

organismo. En tejidos extrahepáticos, por ejemplo en pulmón, se ha detectado la 

presencia de CYP1A1, 2B6, 2E1, 2F1, 3A4, 3A5, 4B1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2C, 

2D6 y 2S1. La mayoría de estas enzimas se expresan a niveles mucho menores 

con respecto a hígado, pero algunas enzimas como CYP2A13, 2F1, 2S1,3A5 y 

Fig. 2 The catalytic cycle of cytochrome P450. The intermediate stages of a P450 catalytic cycle leading to substrate (R–H) hydroxylation are shown.
The heme macrocycle is depicted to represent heme, with the oxidation state of the heme iron indicated. The proximal heme ligand (cysteine thiolate,
indicated as a S-atom linked to the iron) and distal ligand (a water molecule, changing to dioxygen as the cycle progresses) are also indicated. In the first
step, substrate binding leads to displacement of the distal water ligand. This effects a shift in ferric heme iron spin-state equilibrium from low-spin (S =
1/2) towards high-spin (S = 5/2). This leads to a more positive potential of the iron and favours electron transfer from the redox partner to reduce the
heme iron to the ferrous state. Ferrous heme iron binds oxygen to form the ferrous–oxy intermediate (which is isoelectronic with the ferric–superoxy
form). Delivery of a second electron from the redox partner reduces heme iron to the ferric peroxy state. Protonation produces the ferric hydroperoxo
form (also known as compound 0). A further protonation leads to scission of the bound dioxygen and the production of a water molecule. The remnant
intermediate on the heme is a ferryl–oxo species (compound I) with a porphyrin p radical cation. This is likely to be the catalytically relevant substrate
oxidant in most P450 reactions. Compound I attacks the nearby substrate and effects its hydroxylation. The departure of product (R–OH) allows water
to rebind the ferric iron and complete the cycle. Non-productive pathways leading to collapse of oxy intermediates in the cycle are also indicated. The
ferrous–oxy species can decay to reform ferric P450 with production of superoxide. Compound 0 collapses with production of peroxide, and the reaction
can be driven (productively) in the reverse direction (albeit inefficiently in most cases) by mixing H2O2 (or organic peroxides) with ferric, substrate-bound
P450. Compound I collapses with production of water. Collapse of these species may occur if e.g. electron/proton delivery is not timely or if substrate is
inappropriately positioned or otherwise resistant to oxidative attack.

This may be an elegant mechanism to ensure that electron transfer
to the P450 and subsequent formation of reactive oxygen species
occurs only when substrate is available for oxygenation. While this
phenomenon is observed for many “well-regulated” P450 enzymes
(e.g. the P. putida camphor hydroxylase P450cam [CYP101A1]
and the Bacillus megaterium fatty acid hydroxylase P450 BM3
[CYP102A1]) which also often have relatively restricted substrate
selectivity, it clearly does not hold for all P450s (e.g. references
33, 34). The ferrous oxy species formed on binding of dioxygen
is isoelectronic with a ferric superoxy state, and the equilibrium
may be in favour of the latter form. The delivery of a second
electron leads to the production of the ferric peroxy form, which
is rapidly protonated to the ferric hydroperoxy state (compound
0). A further protonation leads to collapse of this species with the
production of a ferryl–oxo form (compound I) considered to be the
primary species responsible for the attack on, and oxygenation of,
the substrate. A molecule of water is also produced at this stage in
the cycle. Compound I oxygenates the substrate, and dissociation
of the product results in the re-binding of a water molecule as the
6th ligand to the restored ferric heme iron, completing the cycle.8,35

The apparent simplicity of the cycle hides the fact that later P450
intermediates (particularly compounds 0 and I) are transient and
difficult to characterise. In particular, compound I is extremely
elusive and it has proven almost impossible to obtain convincing
structural or spectroscopic evidence for its formation. However,
recent studies have provided evidence for the existence of the
ferryl–oxo state.36 In addition, there is some proof that both
the ferryl intermediate and its predecessor compound 0 may be
viable substrate oxidants.37,38 The source of protons in the cycle is
ultimately bulk solvent, although active site amino acid residues
or substrate can clearly participate in relay pathways to facilitate
proton delivery to ferrous oxy intermediates,12,39,40 as discussed in
more detail later.

The nature of electron donor proteins for P450s was, until
relatively recently, considered to be quite well understood—with
only two major classes of protein systems thought to be responsible
for transport of NAD(P)H-derived electrons to members of the
P450 superfamily. However, studies in recent years have revealed
a diversity of redox partner systems that almost matches the
diversity of reactions performed by the P450s themselves.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2007 Nat. Prod. Rep., 2007, 24, 585–609 | 587
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4B1 se expresan preferencialmente en el pulmón (Ding y Kaminsky 2003). En 

cerebro, en donde los niveles de CYP son muy bajos con respecto al hígado (0.5-

1%), la inducción de la expresión de CYP2B por nicotina en neuronas de la 

corteza frontal de rata es tan alta que puede exceder, incluso, los niveles 

encontrados en hígado (Miksys et al., 2000). En un estudio realizado en tejidos de 

humano se encontró que los patrones de expresión de las diferentes isoformas de 

CYPs varían dependiendo del órgano y que estos patrones no son al azar. Por 

ejemplo, el CYP1A1 es capaz de metabolizar contaminantes ambientales como 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, y se expresa principalmente en pulmón y 

tráquea, mientras que el CYP3A4 (el cual metaboliza aproximadamente el 30% de 

los fármacos usados en la clínica) se expresa principalmente en hígado e intestino 

(Bieche et al., 2007).  Además de lo anterior, la expresión de CYPs también puede 

estar influenciada por factores genéticos, fisiopatológicos y ambientales.  Entre los 

factores genéticos se encuentran los polimorfismos. Se han encontrado una gran 

cantidad de polimorfismos en distintos citocromos P450, y no sólo en su secuencia 

codificantes, sino también en la región promotora del gen. Esta diferencia en 

alelos puede tener un impacto directo en los niveles de expresión, e incluso en la 

actividad de las enzimas (Zanger y Schwab, 2013). Por ejemplo, el polimorfismo 

CYP1A1*2A tiene una mutación en un aminoácido que provoca un incremento en 

su actividad, mientras que el polimorfismo CYP3A4*2 tiene una mutación en un 

aminoácido que disminuye su actividad (Preissner et al., 2013). De igual manera 

se han reportado numerosos estudios en donde ciertas patologías pueden 

modificar los niveles y la actividad de algunos CYPs. En ratas con diabetes tipo I, 

se ha encontrado un aumento de los niveles de las enzimas CYP1A2, 2A1, 2B1, 

2E1 y en las subfamilias 2C y 4A; mientras que las enzimas 2A2, 2A11 y 2A13 se 

encuentran disminuidas (Nobuo, 1994). En humanos con patologías hepáticas 

como la cirrosis de origen colestásico o hepatocelular, los niveles de CYP2E1 y 

1A2, así como las subfamilias 3A y 2C en el hígado se encuentran disminuidas 

entre un 20-80% (Farrel, 1998). En tejidos de pacientes con cáncer de mama se 

ha determinado un aumento en la expresión de CYP1B1 conforme aumenta el 

grado de invasión del cáncer (McFadyen et al., 1999). Este aumento en la 

expresión de CYP1B1 también ha sido reportado en líneas celulares de cáncer de 

mama MCF-7 (Tsuchiya et al., 2004). Otro factor determinante en la expresión de 
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los CYPs, es el sexo. En un estudio realizado en hígados de 112 hombres y 112 

mujeres se encontró que el CYP1A2, 3A4 y 7A1 se encuentran aumentados en 

mujeres, mientras que CYP3A5 y CYP27B1 se muestran preferencialmente en 

hombres (Zhang et al., 2011a). La diferencia de CYP3A4 a nivel de proteína en 

hígado de mujeres con respecto a hombres es de casi el doble, lo cual tiene un 

impacto en el metabolismo de fármacos como antipirina, eritromicina, midazolam, 

entre otros (Cotreau et al., 2005). Otro factor importante es la edad; se ha 

observado que los niveles hepáticos de CYP2C9 aumentan conforme a la edad, 

de la misma manera ocurre con CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8 y 3A4 (Yang et al., 

2010). La expresión así como la actividad de CYPs no sólo está determinada por 

factores endógenos como los ya descritos, sino que la exposición a fármacos, 

contaminantes ambientales y componentes en la dieta también pueden 

modificarla. Contaminantes ambientales como hidrocarburos aromáticos 

policíclicos, policlorobifenilos, dibenzodioxinas, dibenzofuronas, entre otros son 

capaces de inducir la expresión de CYP1A1, y debido a ello se le ha propuesto 

como un buen biomarcador de  contaminación ambiental (Bucheli y Fent 1995). 

CYP2E1 puede ser inducido a nivel transcripcional por la exposición a alcohol, 

tabaco o el fármaco isoniazida (Ogu y Maxa, 2000). El resveratrol es una 

fitoalexina presente en diversas especies de plantas así como en el vino, la cuál 

actúa como un inhibidor transcripcional de CYP1A1 y CYP1A2, así como inhibidor 

en la actividad enzimática de CYP3A4, CYP2D6 y CYP2C9 (Chow et al., 2010). 

Se ha descrito una gran cantidad de inhibidores naturales y sintéticos de la 

actividad de la isoforma CYP1A1, entre los que se encuentran flavonas, 

flavononas, cumarinas alcaloides etc. El jugo de toronja, por ejemplo, contiene 

compuestos como bergamotina (BG), naringenina y naringina, los cuales actúan 

como inhibidores de la actividad de CYP1A (Badala y Delgoda, 2014). 

Todo esto en conjunto nos indica que la expresión de CYPs puede variar 

dependiendo el tejido, el estado fisiológico del individuo, e incluso por variaciones 

alélicas, y que esto en su conjunto puede ser modificado por compuestos 

presentes en el medio ambiente y la dieta. Además de lo anterior, también se ha 

reportado que algunos citocromos se expresan de manera específica en algunos 

órganos durante el desarrollo embrionario. En ratón se tienen identificados CYPs 

que sólo se expresan en etapas específicas del desarrollo, así como CYPs que 
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muestran una expresión constitutiva en todas las etapas analizadas (Choudhary et 

al., 2005). No se conoce bien el papel de todos los citocromos en el desarrollo 

embrionario, sin embargo cada vez existe más evidencia de su importancia. 

 

1.4 Citocromos P450 en el desarrollo embrionario 
 

Además del metabolismo de drogas y otros xenobióticos muchos citocromos P450 

tienen sustratos endógenos que forman intermediarios importantes para mantener 

el metabolismo y la homeostásis de diferentes tejidos. Entre los compuestos 

producidos por estos citocromos se encuentran esteroles, esteroides sexuales, 

compuestos derivados de lípidos como prostaciclínas y tromboxanos, así como 

ácidos biliares y algunas vitaminas. Un ejemplo es CYP51, ianosterol 14-

ademetilasa, el cual cataliza la síntesis de ianosterol a partir de colesterol. 

CYP11A1 rompe un lado de la cadena del colesterol para la producción de 

esteroides. CYP7A1 hidroxila el colesterol en la posición 7, mandando al esterol a 

la vía de síntesis de ácidos biliares, en la cual CYP8B1 participa realizando una 

hidroxilación. CYP27A1 y CYP27B1 activan a la vitamina D3 por una hidroxilación, 

además de que también participan en la hidroxilación del colesterol en la 

formación de ácidos biliares al igual que CYP46. Como otros ejemplos se ha 

reportado el papel de CYP8A1 en la formación de prostaciclinas, CYP5A1 en la 

formación de tromboxanos y CYP11B2 en la formación de aldosterona (Stoilov et 

al., 2001).  Estos citocromos presentan una alta afinidad a su sustrato, por lo que 

se les ha llamado “housekeeping”, a diferencia de los miembros de las familias 1-

3, los cuales presentan poca especificidad y por lo tanto una alta diversidad de 

sustratos para cada enzima. Tan sólo para el CYP3A4 se han reportado más de 

50 diferentes sustratos (Zanger y Schwab, 2013). 

Recientemente se ha discutido el papel de los citocromos P450 en el desarrollo 

embrionario. Tan importante es su función, que ratones knockout en la enzima 

citocromo P450 reductasa mueren en el día 9.5 post-coito, además de presentar 

defectos en extremidades, cerebro, así como una inhibición en la vascularización 

(Otto et al., 2003).  Uno de los ejemplos más claros de la función de los CYPs, es 

el de CYP26. CYP26 es una enzima conservada presente en humano, rata, ratón, 

pez cebra, pollo e incluso en algunos hongos 
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(http:/drnelson.utmem.edu/CytochromeP-450.html). Esta enzima es capaz de 

controlar los niveles de ácido retinoico (AR) a través de su hidroxilación a 

compuestos más polares como 4-OH-AR, 4-oxo-AR y 18 OH-AR. Se ha 

relacionado el papel del ácido retinoico en el desarrollo de extremidades y 

organogénesis (Cunningham y Duester, 2015). Embriones de ratón knockout de 

Cyp26 muestran defectos en el desarrollo de la parte caudal del animal, así como 

defectos en vértebras y tubo neural (Sakai et al., 2001). Otro ejemplo claro de 

CYPs importantes para el desarrollo embrionario es el de CYP1B1. En 1997, se 

reportaron casos de glaucoma primario congénito en neonatos en tres familias 

diferentes, todos relacionados con mutaciones en el gen que codifica para la 

isoforma CYP1B1 (Stoilov et al., 1997). Le enfermedad presenta una presión 

intraocular elevada, un desarrollo anormal de la red trabecular y defectos en el 

canal de Schlemm. A pesar de que se creía que los ratones knockout para Cyp1b1 

no presentaban fenotipo (Buters et al., 1999), estudios más detallados revelan que 

estos ratones presentan anomalías en la red ventricular, así como en el canal de 

Schlemm (Libby et al., 2003). Esto apunta, que CYP1B1 juega un papel importante 

en el desarrollo de la red trabecular, por lo tanto, esta enzima actúa ya sea 

degradando, o bien, formando algún compuesto necesario para el desarrollo de 

estas estructuras filtradoras. Sin embargo el mecanismo por el cual actúa CYP1B1 

aún no es claro.  

En un estudio hecho en embriones de ratón se cuantificó el mRNA de 40 

isoformas de citocromos P450 encontrando que el 70% de estos se expresan 

constitutivamente en uno o más estados del desarrollo, además de que una 

tercera parte de estas enzimas pertenecieron a las familas 1-3. Algunos 

citocromos housekeeping como Cyp8a1 (prostaglandina 12 sintasa), Cyp21a1 

(esteoide 21-hidroxilasa), Cyp46 (colesterol 24-hidroxilasa), y Cyp51 (ianosterol 

14-α-demetilasa) se expresaron en todas las etapas analizadas (E7, E11 y E17), al 

igual que la isoforma Cyp26a1. En este estudio también se encontró una 

expresión constitutiva de 8 citocromos P450 a los cuales no se les conoce una 

función endógena, entre ellos a la isoforma Cyp1a1 (Choudhary et al., 2005). La 

presencia de citocromos P450 en el desarrollo embrionario se ha asociado 

principalmente al metabolismo de xenobióticos como un posible mecanismo de 

defensa contra agentes tóxicos; sin embargo, también cabe la posibilidad de que 
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algunos de ellos tengan una función específica en el desarrollo, en especial los 

que están regulados de manera espacio-temporal. Es por eso que en el próximo 

apartado se hablará sobre la isoforma CYP1A1, que aunque se ha descrito 

principalmente como metabolizadora de contaminantes ambientales como 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, cada vez existe más evidencia de su posible 

rol endógeno. 

 
1.5 CYP1A1 y su papel en el desarrollo 
 
La familia de citocromos 1, se divide en dos subfamilias: 1A y 1B. Estas 

subfamilias incluyen, en mamíferos, a las isoenzimas CYP1A1, CYP1A2 y 

CYP1B1 (http:/drnelson.utmem.edu/CytochromeP-450.html). Estas tres isoformas 

son inducidas transcripcionalmente por el receptor citoplasmático AhR (aryl 

hidrocarbon receptor), el cual se encuentra formando un complejo en el citosol 

junto con las proteína Hsp-90 (heat-shock protein 90), p23 y XAP2 o AIP. Cuando 

un ligando, ya sea endógeno o exógeno, interacciona con AhR, el complejo se 

transloca al núcleo, donde se heterodimeriza con la proteína translocadora nuclear 

del receptor de arilos (ARNT). El heterodímero AHR/ARNT reconoce las 

secuencias consenso denominadas XRE (Xenobiotic response elements), las 

cuales se localizan cerca de la región promotora de los genes que codifican para 

los citocromos P450 de la familia 1, así como otros genes de enzimas 

pertenecientes al metabolsmo de xenobióticos de fase II. La transcripción de estos 

genes puede ser reprimida por el represor de AhR (AhRR), el cuál regula la 

transcripción formando un dímero con AhR, impidiendo que se una a los sitios 

XRE (Fig. 3). Existe un gran número de proteínas que participan en este proceso, 

como el factor de transcipción Sp1, acetilasas de histonas como p300, el co-

activador p/CIP, entre otras (Androutsopoulos et al., 2009) 
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Fig. 3. Mecanismo de inducción de los CYP1 a través de AhR (Androutsopoulos et 

al.,  2009).  

 

 

Las enzimas de la familia CYP1, se han relacionado principalmente con el 

metabolismo de hidrocarburos aromáticos policíclicos y otros compuestos 

aromáticos. La subfamilia 1A está involucrada en la bioactivación de compuestos 

procarcinógenos para generar metabolitos reactivos que pueden formar aductos 

en el DNA. El ejemplo más conocido es el del Benzo[a]pireno, presente en el 

humo del cigarro, el cuál es biotransformado principalmente por CYP1A1 (aunque 

también CYP1A1 y CYP1B1 participan en este proceso) a epóxidos que forman 

aductos con el DNA y contribuyen a la mutagénesis y a la formación de tumores 

(Wogan et al., 2004). La enzima CYP1A1 se expresa principalmente en tejidos 

extrahepáticos, como pulmón, piel, tracto gastrointestinal, tráquea,  músculo 

esquelético, etc. (Bieche et al., 2007).  La expresión constitutiva de esta enzima es 

generalmente baja, pero puede ser altamente inducida con sus propios sustratos, 

principalmente hidrocarburos aromáticos policíclicos, via AhR. Por ejemplo, a nivel 

de proteína CYP1A1 se encuentra altamente expresado en individuos fumadores 

comparado con no fumadores (16 contra 6.5 pmol/g de proteína microsomal, 

respetivamente) (Kim et al., 2004). A pesar de estar fuertemente relacionada con 
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el metabolismo exógeno, CYP1A1 también es capaz de metabolizar compuestos 

endógenos. Entre los descritos se encuentran: el ácido araquidónico, el ácido 

eicosapentaenóico (Schwarz et al., 2004),  hormonas 17β- estradiol (Lee et al., 

2004) y melatonina (Ma et al., 2005). 

Recientemente se han hecho trabajos en los que se observan niveles constitutivos 

de expresión de CYP1A1 en el desarrollo embrionario de distintos modelos 

animales. En un trabajo reciente realizado por Gonzalez-Doncel y colaboradores 

en el 2015, utilizando como modelo al pez medaka (Oryzias latipes), se demuestra 

que la actividad de CYP1 (medida mediante la fluorescencia de un producto de la 

actividad de esta enzima, la resorufina) varía dependiendo del estadio de 

desarrollo en el que se encuentre, además de que es específica a algunos 

órganos. En otro trabajo realizado en pez cebra por Otte y colaboradores en el 

2010, se detectó actividad de CYP1 desde la etapa de gastrulación, y conforme 

los tejidos comenzaban a diferenciarse, la actividad se localizó principalmente en 

tejidos cardiovasculares como corazón, aorta dorsal, vena axial, así como en el 

tracto urinario y el sistema digestivo. En pez cebra no sólo se ha observado la 

actividad de CYP1, sino que también se ha medido la expresión de las 4 isoformas 

de CYP1 que tiene este pez: CYP1A, CYP1B1, CYP1C1 y CYP1C2; encontrando 

que cada isoforma tiene un pico máximo de expresión temporal distinto, lo cuál 

nos indica que estas enzimas podrían tener un papel fisiológico en diferentes 

momentos del desarrollo (Jönsson et al., 2007, Bräunig et al., 2015). Campbell y 

colaboradores en el 2005 utilizando una línea transgénica de ratón con un 

reportero de lacZ asociado a un fragmento del promotor de Cyp1a1 encontraron 

una expresión constitutiva estadio y órgano específica. Los niveles más intensos 

de Cyp1a1, coinciden con los periodos de diferenciación activa. Por ejemplo, en la 

organogénesis temprana se pudo localizar una alta expresión en corazón y riñón, 

la cual disminuía conforme avanzaba el desarrollo. En corazón se encontró una 

marca en ambos ventrículos, en la aorta y el seno venoso, siendo el ventrículo 

izquierdo la zona con una mayor marca. 

Aunque exista evidencia de la expresión de CYP1A en el desarrollo de 

vertebrados, poco se sabe sobre cuál podría ser su papel endógeno, además de 

que la detección de estas enzimas principalmente se ha relacionado con el 

metabolismo xenobiótico, no prestando atención a su posible rol fisiológico en el 
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desarrollo. Ya que los CYP1s son monooxigenasas, estos podrían estar 

involucrados en la síntesis o degradación de algún morfógeno activo. Por lo 

anterior es importante estudiar más sobre el papel endógeno que juegan los 

citocromos P450 de la subfamilia CYP1A. 

 

1.6 AHR y su papel en corazón 
 
El receptor AHR, no sólo participa en la inducción de enzimas de fase 1 de 

metabolismo de xenobióticos, sino que también cumple funciones fisiológicas 

importantes. Se tiene reportado que ratones knockout de AHR -/- tienen una baja 

en su peso corporal, un hígado más pequeño, así como defectos en el sistema 

vascular (Lahvis et al., 2000). El receptor AHR está íntimamente asociado con la 

morfología y la función cardiaca, ya que ratones knockout de AHR -/- presentan un 

aumento en peso y tamaño del corazón, así como una disminución en la función 

cardiaca, es decir, una dismunición en la presión, el flujo sanguíneo y la tasa de 

latidos por min (Vasquez et al., 2003). Se desconoce cuál es el mecanismo 

mediante el cuál AHR puede regular la función cardiovascular, pero ya se tiene 

caracterizados algunos marcadores de cardiotoxicidad que pudieran estar 

involucrados. Los ratones knockout para AHR -/- tienen un aumento en VEGF 

(factor de crecimiento endotelial vascular), B-MHC (Cadena pesada de miosina 

beta),  ANF (Factor natriurético atrial), ANG II (Angiotensina II) y ET-1 (endotelina 

1) (Zhang, 2011b). La expresión de VEGF en el endotelio es indispensable en el 

desarrollo embrionario para promuever la angiogénesis, ya que puede promover la 

migración, división y diferenciación celular de los cardiomiocitos (Madonna y 

Caterina, 2009). La isoforma β-MHC se utiliza como un marcador de 

cardiotoxicidad debido a que en cardiopatías e hipertrofias los niveles de la 

isoforma β-MHC sobre α-MHC aumentan como un mecanismo de ahorro de 

energía debido a que β-MHC tiene una menor actividad contráctil, además de que 

se ha demostrado, con ratones que sólo expresan la isoforma β-MHC,  que β-

MHC aumenta la sensibilidad a desarrollar una cardiopatía bajo un estrés crónico 

(Krenz y Robbins,  2004). En ratones knockout de AHR-/- se observa un fenotipo 

de hipertensión e hipertrofia cardiaca, el cual disminuye al administrar el fármaco 

Captopril, el cuál es un inhibidor en la síntesis de ANG II (Lund et al., 2003). A 
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pesar de que ya se tiene descrito cuáles son las moléculas que modulan las 

cardiopatías en los ratones knockout de AHR, aún se desconoce cuál es el 

mecanismo molecular mediante el cual son inducidas, y si esta inducción es un 

efecto directo o indirecto del receptor AHR.  

 

1.7 El pollo como un modelo del desarrollo. 
 
El pollo (Gallus gallus) ha sido usado como modelo de biología del desarrollo por 

más de 100 años. En este modelo se han hecho numerosos aportes, como son: el 

patrón de desarrollo del eje anteroposterior en las extremidades, la demostración 

de que el sistema nervioso periférico proviene de la cresta neural, además de que 

en este modelo se descubrieron los primeros receptores de esteroides, sólo por 

mencionar algunos ejemplos (Bahr, 2008). Y no sólo eso, sino que el pollo también 

se utiliza como un buen modelo de toxicología debido a su sensibilidad y a su 

respuesta rápida a contaminantes ambientales. Las razones por las que nos 

pareció un buen modelo para estudiar el papel de CYP1A sobre el desarrollo del 

pollo son: 

• El pollo presenta el mismo mecanismo de inducción de los citocromos P450 de la 

familia 1 (a través del receptor AHR), además de que presenta las 2 isoformas 

CYP1A4 y CYP1A5, las cuales son ortólogos de CYP1A1 y CYP1A2 de 

mamíferos, respectivamente. 

• Es un modelo clásico para estudios de embriología, por lo que ya se encuentra 

caracterizado en etapas todo su desarrollo (46 etapas, Hamburger y Hamilton. 

1951) , además de que ya se cuenta con su genoma completamente secuenciado. 

• Cada huevo (embrión) puede ser tratado directamente a una concentración 

conocida. 

• La ausencia de placenta permite estudiar el efecto directo del compuesto sobre el 

embrión. 

• Los embriones de pollo tienen un costo y un periodo de gestación menor a los 

modelos mamíferos (Smith et al., 2012).  
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1.8 CYP1A en pollo 
 
Gilday y colaboradores en 1996 clonaron y secuenciaron dos cDNAs de CYPs 

provenientes de embriones de pollo, los cuales responden a la inducción por 

TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina), al igual que las enzimas de mamífero 

CYP1A1 y CYP1A2. Tras analizar la secuencia de aminoácidos de estas dos 

enzimas con otros CYPs, se encontró una similitud de 53-58% con CYP1A1, y una 

similitud de 53-61% con CYP1A2. Debido al criterio de clasificación de los CYPs 

(enzimas con un porcentaje de similitud de 46% o más en la secuencia de 

aminoácidos pertenecen a la misma familia), estas dos enzimas se incluyeron en 

la familia CYP1A. Debido a que ya se había descrito un CYP1A3 en algunas 

especies de trucha, se decidió nombrar a estas enzimas como CYP1A4 y 

CYP1A5, siendo ortólogas a CYP1A1 y CYP1A2 de mamíferos, respectivamente. 

A CYP1A4 se le ha detectado una actividad de hidroxilación de hidrocarburos 

aromáticos, mientras que CYP1A5 realiza epoxigenación del ácido araquidónico 

(Rifkind et al., 1994). La expresión constitutiva de CYP1A4 y CYP1A5 no ha sido 

completamente caracterizada durante el desarrollo embrionario del pollo. No 

obstante existen reportes en donde se detectan niveles constitutivos de expresión 

de estas dos enzimas, así como también existen reportes de actividad en algunas 

etapas del desarrollo (Annas et al., 1998; Heinrich-Hirsch et al., 1990; Goeger and 

Anderson, 1992) 
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2. ANTECEDENTES 

 

Choudhary y colaboradores en el 2005 encontraron una expresión constitutiva de 

CYP1A en embriones de ratones en una etapa temprana del desarrollo. Así mismo 

en otro estudio hecho por Campbell y colaboradores en el 2005, encontraron que 

el CYP1A se expresa constitutivamente en la organogénesis temprana de ratón. 

Otro estudio, pero ahora realizado en humanos, demuestra mediante ensayos de 

actividad,  que existe CYP1A funcional durante la organogénesis (Yang et al., 

1995). Y esto no sólo está reportado en mamíferos, sino que en embriones de pez 

cebra (Otte et al., 2010) y pez medaka (González-Doncel et al., 2015) se ha 

detectado actividad basal mediante el ensayo fluorescencia EROD (ethoxyresorfin 

O-deethylase) órgano y estadio dependiente. 

Ahora, hablando de nuestro modelo, en un estudio realizado en microsomas de 

embrión de pollo de diferentes etapas, se observó una actividad basal de CYP1A1 

mediante la hidroxilación de hidrocarburos aromáticos (Hamilton et al., 1983); 

además, también se ha detectado una actividad constitutiva etapa dependiente de 

EROD en microsomas de embrión de pollo (Heinrich-Hirsch et al., 1990). En 1999 

Mahajan y Rifkind encontraron niveles constitutivos de mRNA de CYP1A4 y 

CYP1A5 en hígados de pollo de embriones de 17 días de incubación.  

En este trabajo también se observó que la expresión de CYP1A4, pero no la de 

CYP1A5, puede ser inducida en corazón utilizando al contaminante ambiental 

TCDD. En otro trabajo del 2000, en embriones de 15 días de incubación,  también 

se encontró una expresión basal de CYP1A4 y CYP1A5 en hígado, pero nada de 

expresión basal para ninguno de los citocromos en corazón, sin embargo al inducir 

con TCDD se encontraron niveles de CYP1A4 en corazón mediante hibridación in 

situ. Esta inducción también se vió reflejada en actividad en corazón, hígado y 

riñón (Gannon et al., 2000) (Gilday et al., 1996). Esto en conjunto nos sugiere que 

estas enzimas se expresan y pueden ser inducidas en etapas muy tempranas del 

desarrollo, incluso antes de la organogénesis, lo que nos indica que más allá del 

metabolismo de xenobióticos, los CYP1A podrían estar teniendo alguna función 

endógena. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Datos realizados en distintos modelos animales indican que existe una expresión 

basal órgano y tiempo dependiente de citocromos P450 pertenecientes a la 

subfamilia CYP1A, y que estos a su vez se encuentran funcionales, es decir, es 

posible detectar su actividad mediante ensayos con sustratos específicos para 

estas enzimas, como son etoxyresorufina, ácido araquidónico y benzo (a) pireno. 

Debido a que la expresión de los CYPs de la subfamilia 1A es inducible, esto 

sugiere que la expresión constitutiva de CYP1A en el desarrollo podría estar 

implicada en algún papel fisiológico, y que a su vez, esta actividad podría tener un 

impacto en el desarrollo normal. Para demostrar esto, la estrategia a seguir fue la 

administración de inhibidores conocidos de CYP1A a huevos fértiles de pollo y 

analizar los posibles efectos en su desarrollo. Los dos inhibidores enzimáticos de 

CYP1A elegidos fueron: bergamotina (BG), una furanocomurina presente en el 

jugo de toronja que se ha reportado como un inhibidor competitivo de la actividad 

de CYP1A1 (Olguín-Reyes et al., 2012); y como control se utilizó a alfa-

naftoflavona (NF), un compuesto sintético reportado como un  inhibidor clásico de 

la actividad de CYP1A1 (Yang et al., 2013). 

 

4. HIPÓTESIS 
 

La expresión constitutiva de CYP1A en la embriogénesis del pollo sugiere una 

función importante durante este proceso. Por lo tanto, su inhibición tendrá un 

efecto nocivo en el desarrollo normal. 
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5. OBJETIVOS 
 

• Valorar malformaciones en los órganos internos del embrión de pollo 

causados por la inhibición del citocromo CYP1A con α-naftoflavona y 

bergamotina. 

• Determinar la expresión de CYP1A en embrión de pollo mediante hibridación 

in situ. 

 
 
5.1 Objetivos particulares 
 
• Estandarizar la técnica de medición de la actividad enzimática de CYP1A en 

hígado de pollo adulto. 

• Caracterizar la inhibición de la actividad hepática de CYP1A por bergamotina 

y α-naftoflavona. 

• Identificar la expresión de CYP1A en las diferentes etapas del desarrollo 

embrionario del pollo. 

• Medir actividad enzimática de CYP1A en diferentes etapas del desarrollo 

embrionario del pollo.  

• Caracterizar malformaciones en el embrión de pollo resultantes del 

tratamiento con bergamotina y α-naftoflavona. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Preparación de S9 y fracción microsomal 
 
La fracción S9 fue preparada de acuerdo al procedimiento descrito por Maron y 

Ames (1983). Los hígados fueron obtenidos de una gallina de 8 semanas de edad  

y lavados con una solución de KCl (0.15M) en una proporción de 3 ml por gramo 

de hígado. El hígado se homogenizó en la misma solución y se centrifugó a 9000g 

por 10 min para obtener la fracción S9. El sobrenadante y la fracción S9, se 

guardaron a -80 °C hasta su uso. Para obtener la fracción microsomal, el S9 fue 

centrifugado a 100 000g por 60 min; el pellet se resuspendió en un volumen inicial 

de amortiguador de fosfatos (0.1M, pH 7.4 y 0.25 M de sacarosa), y fue 

centrifugado a 100 000g por 60 min. El pellet obtenido (fracción microsomal) se 

resuspendió en amortiguador de fosfatos (0.1M, EDTA 1mM, DTT 0.1 mM  y 20% 

v/v glicerol), y fue almacenado a -80 °C hasta su uso. 

 

6.2 Tratamiento de embriones de pollo y clasificación.  
 
Antes de ser incubados a 37°C (Día 0) y 50% de humedad, 5 µl del vehículo 

control (DMSO) o 1 nmol de BG o NF en 5 µl de DMSO fueron inyectados en la 

yema de huevos de pollo fértiles. Los embriones controles y los tratados con BG o 

NF fueron colectados en diferentes días (día 5, 6, 7 y 8) y clasificados en la etapa 

correspondiente de acuerdo con Hamburger y Hamilton, 1951 (Tabla 1). Algunos 

embriones se fijaron en paraformaldehído 4% por 24 hrs a 4°C; mientras que otros 

se homogenizaron y se procesaron para obtener la fracción microsomal utilizando 

el mismo protocolo descrito arriba. La distinción entre corazones normales y 

deformes se realizó utilizando como base el atlas del desarrollo del pollo (Bellairs y 

Osmond, 2005), así como un atlas del desarrollo del corazón de pollo (Naieh y 

Happel, 2013).  
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Tabla 1. Etapas del desarrollo de pollo utilizadas en este proyecto de acuerdo a la 

clasificación de Hamburguer y Hamilton, 1951.  

Días de incubación  Etapa del desarrollo 
4-5 HH26 

 
5-6 HH28 

 
6-7 HH30 

 
7-8 HH32 
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6.3 Estudios de inhibición de la actividad de CYP1A en microsomas 
 
La actividad de EROD (CYP1A ethoxyresorfin O-deethylase) se midió de acuerdo 

a Burke y col., 1994. La BG y la NF fueron disueltas en DMSO y se añadieron a la 

mezcla de incubación para el caso de los microsomas de hígado de pollo adulto. 

Un volumen igual de DMSO fue también añadido como control. La mezcla de 

incubación preparada con microsomas de hígado de pollo o de embriones, 

sustrato (Etoxyresorufina  5 µM), amortiguador pH 7.6 (50 mM Tris-HCl y 25 mM 

de MgCl2) y el inhibidor o vehículo fue incubada a 37°C por 3 min.  Posteriormente 

se inició la reacción añadiendo NADPH (0.5mM) y se tomó la lectura de la señal 

de fluorescencia a 590 nm cada 20 s durante 25 min para el caso de los 

microsomas de hígado; y cada 2 min durante 1 hr para los microsomas de 

embrión. Las actividades fueron calculadas a partir de una curva estándar de 

resorufina (5-500 pmol). 

 
 

6.4 Histología 
 
Los corazones fijados en paraformaldehido 4% se deshidrataron pasándolos por 

baños sucesivos de metanol en PBT (25%, 50%, 75% y 100%) de 15 min cada 

uno. Estos corazones se almacenaron a -20 °C hasta su utilización. 

Posteriormente las muestras se colocaron en xilol 2 hrs, después en una mezcla 

de xilol: parafina 1:1 a 65 °C durante 2 hrs, y finalmente se hicieron 2 baños más 

de parafina de 1 hr cada uno a °65 C para después incluir las muestras en bloques 

de parafina. Las muestras incluidas se guardaron a -4 °C hasta su utilización. 

Posteriormente se realizaron cortes transversales de 20 µm en un microtomo y se 

montaron en laminillas tratadas con poli-L-lisina dejándolas en una plancha a 37°C 

toda la noche para que los cortes se adhirieran a los portaobjetos. Por último los 

cortes se tiñieron con hematoxilina y eosina siguiendo el protocolo de Cardiff et al., 

2014. 
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6.5 Hibridación in situ 

• Clonación de CYP1A 
Se tomó un pollo de 8 semanas de edad y se le extrajo el hígado para obtener 

DNA. El hígado fresco se homogeneizó en amortiguador TRIZOL durante 5 min 

dejando reposar 5 min. Posteriormente se agregaron 200 µl de cloroformo y se 

agitó durante 15 min. Se dejó reposar por 3 min y se centrifugó 15 min a 10, 000 g 

a 4°C. Se recuperó la fase acuosa y se le agregó 500µl de isopropanol. Se dejó 

reposar 10 min y se centrifugó a 10 000 g por 10 min. Se decantó el isopropanol  y 

se le agregó 700µl de alcohol 70% a la pastilla y se centrifugó a 10 000 g  por 5 

min. Se  hizo un spin final y se decantó el alcohol sobrante y se dejó secar. Se 

suspendió la pastilla en agua libre de nucleasas y se guardó a -20°C hasta su 

utilización. Se realizó una RT-PCR para obtener cDNA, usando el protocolo 

establecido por la enzima M-MLV-RT  (Promega®). Se realizó una PCR  para 

amplificar a CYP1A. Los primers utilizados para CYP1A fueron: primer sentido, 5’-

ACCTCCCCAGCCGCAACATGGA-3’ y primer antisentido, 3’- 

TGGTCGTGCTGTGCGGGATGG-5’. La PCR se hizo bajo las siguientes 

condiciones: 94°C por 8 min, 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 61°C por 45 seg y 

72°C por 45 seg. Una vez obtenido el producto de PCR se hizo una ligación con 

pGEM-easy vector System 1 (Promega®). Para confirmar que el fragmento de 

PCR de interés estuviera en el vector, se realizó una tranformación por choque 

térmico en cepas DH5α quimiocompetentes (Life technologies®) siguiendo el 

protocolo del fabricante.  Una vez transformada, la cepa con el fragmento ligado 

se seleccionó utilizando X-Gal (Sigma®), siendo las colonias que no presentaban 

actividad galactosidasa, es decir, las colonias blancas, positivas a la inserción del 

plásmido con fragmento. Para demostrar que la secuencia insertada al vector sea 

efectivamente un fragmento del mRNA de interés, se obtuvo una gran cantidad de 

plásmido utilizando el kit miniprep (qiagen®) siguiendo el protocolo del fabricante y 

se mandó a hacer una secuenciación didesoxi al Instituto de Fisiología Celular 

utilizando a la polimerasa T7, debido a que el vector contiene un promotor 

específico justo antes de la inserción del fragmento.    
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• Preparación de la sonda 

A partir del plásmido con el fragmento del mRNA de CYP1A, se realizó una 

transcripción para generar la ribosonda sentido y antisentido utilizando el kit DIG 

RNA Labeling Kit (SP6/T7) (NEB®) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. Para generar la sonda sentido se linearizó el plásmido utilizando la 

enzima NcoI y hizo una transcripción con la RNA polimerasa SP6; para la sonda 

antisentido se hizo una digestión con la enzima PstI y se transcribió utilizando a la 

RNA polimerasa T7.  

 

• Procesamiento de los tejidos 
En el primer día se deshidrataron los órganos fijados en paraformaldehido 4% 

pasándolos por baños sucesivos de metanol en PBT (25%, 50%, 75% y 100%) de 

15 min cada uno. Posteriormente se aclaró y permeabilizó el tejido con H2O2 

6%/PBT durante  1 hr, y se realizaron 3 lavados de 5 min con PBT. El tejido se 

incubó en PBT con proteinasa K a una concentración de 60 µg/ml a una 

temperatura de 20 °C durante 20 min. Inmediatamente se realizó un lavado con 

PFA 4%+ Glutaraldehído 0.2% durante 20 min a temperatura ambiente seguido 

por 2 lavados con PBT de 5 min. El tejido se prehibridó con buffer de hibridación 

(Formamida 50%, 10% Dextran, SSC 5X, tween 0.1%, tRNA 50 µg/ml, heparina 

100 µg/ml, Denhardt´s 1X, CHAPS 0.1%, EDTA 10 µM) a 65°C durante 3 hrs. 

Posteriormente se preparó la ribosonda sentido y antisentido a una concentración 

de 10 µg/ml en buffer de hibridación se desnaturalizaron a 95 °C por 2 min, e 

inmediatamente se colocó en hielo. El tejido se incubó con la sonda 

desnaturalizada a 65 °C ON. En el segundo día se realizaron 2 lavados con buffer 

1 (Formamida 50%, SSC 4X, SDS 1%) precalentado a 60°C durante 1 hr. En 

seguida se realizó un lavado con buffer 1 y buffer 2 (NaCl 0.5 M, Tris 10 mM pH 

7.4, Tween-20 0.1%) en proporción 1:1 de 10 min a 65°C, seguido por 2 lavados 

de buffer 2 de 30 min a 65% y posteriormente se realizaron 2 lavados con buffer 3 

(Formamida 50%, SSC 2X) de 30 min a 65 °C. Después se realizaron 3 lavados 

de 10 min con TBST+Levamisol 2 mM a temperatura ambiente, para 

posteriormente bloquear 3 hrs con una solución de suero de chivo al 10% en 

TBST+levamisol 2 mM a temperatura ambiente. Finalmente, se incubó la muestra 

con el anticuerpo anti-DIG (Roche) ON a 4°C. En el tercer día, se realizaron 15 
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lavados de 10 min con TBST+levamisol 2mM, seguido por 2 lavados de  15 min de 

NTMT+levamisol 1mM. Posteriormente, se expone la muestra al revelador BM 

purple (Roche®) a temperatura ambiente hasta que la muestra presentó señal. 

Por último la reacción se detuvo con 2 lavados de NTMT de 15 min y 3 lavados 

con PBS, y se almacenó en Glicerol/PBS 1:1.  

 

 
6.6 Estadística 
 

Se realizaron análisis de ANOVA de un factor (P=0.05) y una prueba 

multicomparativa de Tukey para analizar los valores obtenidos de las actividades 

enzimáticas entre los distintos tratamientos. Para comparar las medidas realizadas 

en los tejidos se utilizó una prueba de ANOVA de un factor (p=0.05). Las 

diferencias entre las proporciones de los organismos que presentaron un efecto en 

corazón se analizaron mediante una prueba de X2 (p=0.05). Todos los análisis 

estadísticos se realizaron bajo la plataforma Graphpad Prism 6 ®.  
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7. RESULTADOS 
 
7.1 Inhibición de la actividad microsomal en hígados de pollo. 
 
Al realizar los ensayos de inhibición enzimática mediante la disminución en la 

resorufina liberada por los microsomas, se encontró que tanto BG como NF 

muestran una inhibición de tipo competitiva (Fig. 4 y 5). Los parámetros para BG 

fueron: Km = 0.3713 ± 0.0277 µM, Ki= 32.37 ± 2.033nM y Vmax= 17.68 ± 0.4674 

pmol/mg prot/ min-1. Mientras que los parámetros para NF fueron Km = 0.3062 ± 

0.01874 µM, Ki= 101.6 ± 8.075nM and Vmax= 17.60 ± 0.3636 pmol/mg prot/ min-1.  

Estos parámetros indican que BG tiene un efecto inhibitorio más potente sobre la 

actividad enzimática de microsomas de pollo adulto que NF. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4. Gráfico en A) Michaelis-Menten y B) Lineweaver-Burk de la inhibición de 
bergamotina (BG) en microsomas de pollo adulto 
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Fig. 5. Gráfico de A) Michaelis-Menten y B) Lineweaver-Burk de la inhibición de α-
Naftoflavona (NF) en microsomas de pollo adulto. 
 

 
7.2 Actividad microsomal en homogenados de embriones de pollo. 
 
Se midió la actividad enzimática de microsomas obtenidos de un homogenado de 

embriones de etapa HH32 para correlacionar el fenotipo encontrado en corazones 

con la actividad de CYP1A. En el control se pudo detectar una actividad basal de 

1.46 ± 0.47 pmol/mg prot min-1, mientras que en los microsomas provenientes del 

homogenado de embriones tratados con BG  y NF fue de 1.18 ± 0.37 y 1.45 ± 0.35  

pmol/mg prot/ min-1, respectivamente (Fig. 6). No se encontraron diferencias 

significativas entre la actividades obtenidas de los distintos tratamientos (ANOVA 

de 1 factor p=0.01 y prueba multicomparativa de Tukey). 

Cuando se realizó el ensayo para detectar la actividad enzimática en los 

microsomas del homogenado de corazones de los mismos embriones, no se 

detectó actividad basal en ninguno de los tratamientos, incluyendo al control. 

Incluso se realizó una lectura por más de 4 hrs, para descartar la posibilidad de 

que en ese tejido la actividad fuera más lenta, sin embargo no se logró detectar 

actividad alguna (Datos no mostrados). Debido a que no sabíamos si la inhibición 

de la actividad observada en la etapa HH32 era consecuencia de una inhibición en 
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etapas más tempranas, se realizó un experimento en donde se midió la actividad 

con los diferentes tratamientos a diferentes etapas (Fig. 7). En la primera etapa 

analizada (HH24) no se pudo detectar actividad basal en ninguno de los grupos 

experimentales. En la etapa HH26, se detectó una actividad basal en los cuatro 

grupos, encontrando diferencias significativas entre el grupo tratado con DMSO y 

el tratado con NF (0.37 ± 0.01 VS 0.08 ± 0.01  pmol/mg prot/ min-1), así como 

también diferencias entre el grupo tratado con DMSO con el control (0.37 ± 0.01 

VS 0.11 ± 0.02 pmol/mg prot/ min-1). En la etapa del desarrollo 30 se detectó una 

actividad más alta con respecto a la medida en la etapa HH28. En etapa HH30  se 

encontró una diferencia significativa (p=0.0001) entre los embriones tratados con 

DMSO y NF (1.51 ± 0.02 VS 1.01 ± 0.02 pmol/mg prot/ min-1). En estos resultados 

se observa una anomalía, la cuál consiste que en las etapas 26 y 30 se observa 

un aumento significativo en la actividad de los embriones tratados con DMSO con 

respecto a los que no se les inyectó ningún compuesto (CTRL). En etapa HH28 se 

observa un comportamiento invertido, en donde la actividad en el grupo DMSO es 

menor al del grupo CTRL. 

 

 

 
Fig. 6.  Actividad enzimática obtenida de microsomas de homogenado de embrión 
de etapa HH32 tratados con DMSO, Bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF). No 
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos utilizando ANOVA 
de un factor (p=0.01).  
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Fig. 7. Actividad enzimática obtenida de microsomas de homogenado de embrión 
de pollo de diferentes etapas sin tratamiento (CTRL), y tratados con DMSO, 
Bergamotina (BG) o α-naftoflavona (NF). *Diferencias significativas con respecto a 
CTRL de cada etapa utilizando ANOVA de un factor (p=0.01) y una prueba 
multicomparativa de Tukey. 
 
 
7.3 Expresión de CYP1A en embriones de HH32 
 

Como un control positivo para las hibridaciones in situ se trataron embriones de 7 

días de incubación (HH30) con el compuesto β- Naftoflavona (BNF), el cuál ya se 

ha reportado como inductor de CYP1A en embriones de pollo (Nakai et al., 1992) y 

posteriormente se extrajeron 24 hrs después del tratamiento (HH32). En la figura 8 

se observa una fuerte marca en el hígado expuesto a un tratamiento de 24 hrs con 

BNF, mientras que el hígado que fue tratado con el vehículo DMSO presenta una 

leve marca sólo en algunas partes del hígado, indicando que CYP1A presenta 

expresión basal en hígado.  

Para corroborar que el aumento en la marca en hígado por hibridación in situ está 

dada por un aumento en la expresión de CYP1A, se realizó un ensayo de 

actividad enzimática de microsomas extraidos de los embriones tratados con BNF. 

En la figura 9 se muestra que, efectivamente, el tratamiento con BNF provocó un 

aumento en la actividad EROD de más de 15 veces con respecto al tratado con 

DMSO (22.09 ± 0.1 VS 1.34 ± 0.02  pmol/mg prot/ min-1). 
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Fig. 8. Hibridación in situ de CYP1A en hígados de embriones de HH32 tratados 
con DMSO y β- Naftoflavona (BNF). Se utilizó como control negativo la sonda 
sentido. Las flechas blancas indican marca en los hígados expuestos a la sonda 
antisentido.  
 

 

 
Fig. 9. Actividad enzimática obtenida de microsomas de embrión de pollo de HH32 
tratados con DMSO y β- Naftoflavona (BNF). *Diferencias significativas con 
respecto a DMSO utilizando ANOVA de un factor (p=0.0001).  
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7.4 Expresión de CYP1A en diferentes etapas 
 
Como un control negativo se utilizó la sonda sentido en órganos tratados con BNF 

durante 24hrs (Fig. 10). 

Se analizó mediante ISH órganos de embriones tratados con el vehículo (DMSO), 

BG y NF. No se detectó expresión de CYP1A en corazón en ninguna de las etapas 

analizadas (Fig. 11). No obstante, se encontró una expresión basal de CYP1A en 

hígado, riñón y pulmón (Fig. 12, 13, 14 ). Cuando se realiza un aumento óptico en 

hígado y riñón se observa que la marca es específica, siendo en los lóbulos 

hepáticos y en los túbulos mesonéfricos, respectivamente (Fig. 15). Al ver la 

expresión basal en los órganos tratados con el control y compararla con los 

tratamientos, no se observan diferencias en la marca, salvo en los pulmones de 

etapa HH32, en donde el tratamiendo con NF presenta una marca más intensa.  

 

 
Fig. 10. Hibridaciones in situ en corazón (Cor), hígado (Híg), riñón (Riñ) y pulmón 
(Pul)  de embrión de pollo de etapa HH32, tratados con β- Naftoflavona (BNF) 
utilizando la sonda sentido (sent) y la sonda antisentido (Anti). La línea inferior 
negra representa 1mm.  
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Fig. 11. Hibridaciones in situ de corazones de embrión de pollo de etapa HH28, 
HH30 y HH32 tratados con DMSO, Bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF). La 
línea negra representa 1 mm. 
 

 
Fig. 12. Hibridaciones in situ de hígados de embrión de pollo de etapa HH28, 
HH30 y HH32 tratados con DMSO, Bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF). La 
línea negra representa 1 mm. 
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Fig. 13. Hibridaciones in situ de riñones de embrión de pollo de etapa HH28, HH30 
y HH32 tratados con DMSO, Bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF). La línea 
negra representa 1 mm. 
 

 

 
Fig. 14. Hibridaciones in situ en pulmones de embrión de pollo de etapa HH32, 
tratados con DMSO, Bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF). La línea inferior 
negra representa 1mm.  
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Fig. 15. Acercamiento de hibridaciones in situ de hígado y riñón de pollo de etapa 
HH32 tratados con DMSO. La línea negra representa 100 μM. 
 

7.5 Efectos de BG y NF en el desarrollo 
 

Se extrajeron embriones de pollo en la etapa HH32 (Día 8) tratados con BG y NF 

en el día 0. El 47.3% de los embriones tratados con BG (n=36) presentaron alguna 

deformidad en el corazón, al igual que el 68.4% de los embriones tratados con NF 

(n=38). Utilizando una prueba de X2 se encontraron diferencias significativas entre 

la frecuencia de corazones con deformidad del grupo tratado con NF contra el 

grupo tratado con DMSO (n=12) (Fig. 16). También se analizó el resto del 

embrión, sin embargo no se encontró un fenotipo claro con ninguno de los 

tratamientos (Datos no mostrados). En los corazones de embriones tratados con 

BG y NF se observaron distintos fenotipos que se repetían a lo largo de 

experimentos independientes, por lo que, para su estudio, se agruparon en 4 

diferentes categorías (Fig. 17). El fenotipo 0 corresponde a un corazón normal, el 

fenotipo 1 presenta un corazón más pequeño que el control; el fenotipo 2 muestra 

un corazón con ambos ventrículos aumentadas y un ápice menos pronunciado; el 

fenotipo 3 corresponde a un corazón con el ventrículo izquierdo alargado; mientras 

que el fenotipo 4 presenta un corazón en donde ambos ventrículos se encuentran 

alargados y el corazón ha perdido su forma original. 
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Fig. 16.  Porcentajes de corazones normales y anormales de embriones de etapa  
HH32 tratados con el vehículo DMSO, bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF) 
(n=12; n=36; n=38; respectivamente). * Diferencias significativas con respecto al 
vehículo bajo una prueba partida de Χ2 (p= 0.05); valor calculado X2= 7.05, con 
respecto al valor de tablas, X2= 3.84.  
 

 

 

 
Fig. 17. Fenotipos encontrados en corazones de embriones de pollo HH32 de 
incubación tratados con Bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF) vistos en un 
plano dorsal. El 0 corresponde a un corazón con desarrollo normal, mientras que 
1-4 muestra corazones con distintas anormalidades. 
 

De los fenotipos de corazones encontrados en los embriones tratados con los 

inhibidores, el que tuvo la mayor frecuencia fue el número 3, con un 41.7% para 

BG y un 52.5% para NF. El fenotipo 3 corresponde al corazón que presenta un 

aumento en la ventrículo izquierda. Aunque el efecto en el crecimiento ventricular 

varió entre los individuos tratados, este efecto fue persistente en 4 experimentos 
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independientes.  Por su parte el fenotipo 4 sólo se presentó en los corazones de 

embriones tratados con NF con un 19% de incidencia (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Porcentajes de los diferentes fenotipos encontrados en los corazones de 
embriones tratados con bergamotina (BG) y α-naftoflavona (NF). 
 

Para poder determinar el área ventricular de los corazones tratados con BG y NF, 

se realizaron cortes histológicos de manera transversal. En la figura 19 se 

muestran 3 cortes histológicos representativos de los diferentes tratamientos. Al 

momento de comparar los valores de las áreas ventriculares entre los 

tratamientos, no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, en las 

áreas calculadas del ventrículo derecho se observa un ligero aumento tanto para 

los corazones tratados con BG y NF, aunque este aumento no es significativo 

(Tabla 2). También se calculó el radio del corazón (Fujisawa et al., 2014) como un 

parámetro del cambio de la morfología, el cuál se calcula dividiendo el valor 

máximo del ancho del corazón pasando por el pico del ventrículo izquierdo entre el 

valor de una línea vertical trazada perpendicularmente hacia el ápice del corazón, 

por lo que un valor bajo en el radio indicaría un alargamiento ventricular (Tabla 

1)(Fig. 20). Se encontraron diferencias significativas entre el ancho de los 

corazones tratados con BG con respecto al control, al igual que entre los radios de 

los corazones tratados con BG y NF con respecto a los tratados con DMSO, 

sugiriendo que los corazones tratados con los inhibidores tienden a tener una 

forma más alargada.  

BG	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  NF	  
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Fig. 19.  Imagen representativa de cortes transversales teñidos con hematoxilina y 
eosina de corazones tratados con (A) DMSO , (B) BG y (C) NF. Note el aumento 
en el espacio ventricular.  VD, ventrículo derecho; VI, ventrículo izquierdo. 
 

Tabla 2. Valores del largo, ancho y radio de corazones de embriones en etapa 
HH32 tratados con DMSO BG y NF   
Tratamiento Ancho 

(mm) 
Largo 
(mm) 

Radio 
 

Área 
ventrículo 
izquierda 
(mm2) 

Área 
ventrículo 
derecha 
(mm2) 

DMSO 1.25±	 0.13 0.66±	 0.09 1.91±0.16 0.20±0.08 0.27±0.1 

BG 1.06±0.08* 0.63±0.04 1.67±0.11* 0.25±0.13 0.33±0.13 

NF 1.2±0.12 0.71±0.09 1.68±0.09* 0.21±0.08 0.38±0.08 

Los valores del área ventricular se obtuvieron a partir de los cortes histológicos de 
embriones tratados con DMSO(n=6), BG(n=10) y NF(n=10). *Diferencias 
significativas con respecto al control utilizando ANOVA de un factor (p=0.05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 20. Esquema de cómo se realizaron las medidas del largo y ancho de los 
corazones, y la fórmula para calcular el radio. La imagen corresponde a un 
corazón de embrión HH32 visto en un plano dorsal.  
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8 DISCUSIÓN 

 

8.1 Efecto de BG y NF sobre la actividad microsomal 
 
Se obtuvieron microsomas provenientes de hígado de un pollo adulto de 8 días y 

se realizaron los ensayos de actividad enzimática de EROD. Con esto se pudo 

determinar que BG y NF funcionan como inhibidores competitivos de la actividad 

de CYP1A. Los inhibidores competitivos se caracterizan por ser compuestos  

generalmente parecidos al sustrato original de la enzima, que se unen a su sitio 

catalítico impidiendo la entrada del sustrato y por consiguiente la catálisis. 

Experimentalmente, se puede demostrar que un inhibidor es de tipo competitivo 

realizando un gráfico de dobles recíprocos o de Lineweaver-Burk (Fig. 4B y 5B),en 

donde a diferentes concentraciones de inhibidor la intersección de la recta con el 

eje de las ordenadas, es decir la Vmax, no presenta cambios, y lo único que 

cambia es la intersección con el eje de las abscisas (Km), lo cuál nos indica que a 

concentraciones altas de sustrato el inhibidor es capaz de desplazar al sustrato del 

sitio activo de la enzima e inhibir su actividad, sin cambiar la velocidad de 

reacción. Ya se ha reportado anteriormente que BG se comporta como un 

inhibidor competitivo de CYP1A1 en rata, con una constante de inhibición (Ki) de 

10.703nM (Olguín-Reyes et al., 2012), además de que también puede actuar 

inhibiendo la actividad de CYP3A4, CYP2D6 y CYP2C9 (Girennavar et al., 2007). 

Es de esperarse que el CYP1A4 se comporte de manera similar a CYP1A1 de 

rata, ya que comparte 62% de identidad en su secuencia de aminoácidos, además 

de que se ha descrito que ambos citocromos son ortólogos y tienen un origen 

evolutivo en común (Gilday et al., 1996). En este estudio se encontró una Ki de 

32.37 ± 2.033nM, lo cual nos indica que los microsomas de pollo son menos 

sensibles al efecto inhibitorio de la BG que los microsomas de rata. En cuanto a 

NF, en trabajos anteriores se ha reportado una Ki de 46 .9 ± 19 .8 nM en 

microsomas de embrión de pollo con 19 días de incubación (Goeger y Anderson, 

1992) y una Ki de 10nM en microsomas de humano (Bourrie et al., 1996) mientras 

que en este trabajo se encontró una Ki de 101.6 ± 8.075nM. Existen reportes 

hechos en diferentes especies de mamíferos que demuestran que la inducción e 

inhibición en la actividad de CYPs varía entre especies, siendo las subfamilias de 
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citocromos 1A, 2C, 2D y 3A las que muestran una mayor variación (Martignoni et 

al., 2006), por lo que no resulta extraño que existan diferencias entre lo reportado 

en humano con respecto a lo encontrado en este trabajo. Por otra parte, la 

diferencia entre la Ki reportada por Goeger y Anderson en 1992 y la encontrada en 

este trabajo, puede deberse a la metodología utilizada, ya que en este 

antecedente se utilizó como sustrato una cumarina y HPLC como método de 

detección; mientras que en el presente trabajo se utilizó etoxyresorufina como 

sustrato y un espectrofotómetro para medir el producto fluorescente de la 

reacción.  

Ahora, en los microsomas de embriones de pollo de etapa HH32, se encontró una 

actividad de 1.46 ± 0.47 pmol/mg prot/ min-1en los controles con DMSO, lo cuál se 

asemeja a la actividad encontrada por Heinrich-Hirsch et al. en 1990 de 2.51 +0.01 

pmol/mg prot/ min-1en homogenados de embriones de 7 días de incubación. 

Gannon y colaboradores en el 2000 encontraron una actividad basal de 

homogenados de hígado de pollo de 17 días de incubación de 35 ± 6 pmol/mg 

prot/ min-1. Se ha descrito que la actividad EROD va cambiando a través del 

desarrollo y que esta tiende a aumentar en etapas cercanas a la eclosión en 

embriones de pollo (Heinrich-Hirsch et al., 1990). En los resultados obtenidos en 

este trabajo se observó una actividad basal a partir de la etapa HH26. Heinrich-

Hirsch et al. en 1990 reportó una actividad de	 < 0.3 pmol/mg prot/ min-1en 

homogenados de embriones de pollo de menos de 5 días de incubación, que 

equivaldrían a este trabajo a embriones menores de etapa HH26, en donde se 

encontró una actividad similar. En la etapa HH30 se observó un aumento en la 

actividad basal, lo cuál concuerda con el aumento de la actividad reportado en el 

día 7 de incubación realizado por Heinrich-Hirsch.  

Ahora bien, por el lado de la inhibición, en este trabajo se observó un decremento 

significativo en la actividad de los microsomas de homogenados de embriones de 

HH32 tratados con BG, pero no así con los tratados con NF. En la etapa HH26 y 

HH30 se observa una disminución significativa de la actividad EROD con el 

tratamiento de NF con respecto a los tratados con DMSO. Como ya se mencionó, 

se ha reportado actividad EROD en embrión de pez cebra y pez medaka (Otte et 

al., 2010; Gonzáles-Doncel et al., 2015), así como expresión de CYP1A en 

embriones de ratón (Choudhary et al., 2005), esto nos sugiere que la expresión 
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constitutiva de CYP1A durante el desarrollo está conservada en diferentes grupos 

de vertebrados. Sin embargo, no se conoce el papel específico que juega el 

CYP1A durante el desarrollo, pero tanto su actividad  como su expresión indican 

que la enzima es funcional y puede expresarse independientemente de que haya 

o no algún inductor exógeno, contrario a lo que se tiene reportado de que el 

CYP1A1 no tiene expresión constitutiva en etapa adulta. También resulta 

interesante que a pesar de que los inhibidores se administraron en los huevos 

antes  de ser puestos a incubar, el efecto inhibitorio se ve reflejado aún en las 

etapas HH26, HH30 y HH32, las cuáles equivaldrían a  los días 6, 7 y 8. En etapas 

anteriores no se logró establecer si existía una inhibición por dos posibles razones: 

No hay actividad basal en etapas tempranas; o bien, la actividad es tan baja que la 

técnica utilizada no es lo suficientemente sensible para detectar esta actividad y 

las posibles diferencias entre los tratamientos.  

Por otra parte, no se pudo detectar actividad basal en microsomas preparados a 

partir de corazones de embrión en HH32 con ninguno de los tratamientos (DMSO, 

BG y NF) (datos no mostrados). Gannon y colaboradores en el 2000 midieron la 

actividad EROD en distintos órganos de embrión de pollo de 15 días de 

incubación, pero sólo encontraron actividad en corazones cuando eran tratados 

con TCDD. Annas y colaboradores en 1998 encontraron una actividad de corazón 

basal muy baja (0.04±0.01 pmol/mg prot/ min-1), que al ser inducida con BNF y 

3,3,4,4,5-pentaclorobifenil aumentó 200 y 60 veces más, respectivamente. En este 

trabajo se indujeron embriones de pollo de etapa HH30 durante 24 hrs con BNF y 

se detectó un aumento de actividad en microsomas obtenidos de homogenados 

de embriones completos de 16 veces con respecto al control. Junto con esto, se 

detectó una inducción a nivel de mRNA en hígado mediante hibridación in situ lo 

cuál concuerda con la actividad enzimática aumentada.  

 

8.2 Expresión de CYP1A en embriones de pollo 
 

Por medio de hibridaciones in situ realizadas en embriones de pollo de diferentes 

etapas no se encontró una expresión basal en corazón, pero si en hígado, riñón y 

pulmón. Gannon y colaboradores en el 2000 reportaron en pollo que CYP1A5 se 

expresa a niveles basales en los túbulos mesonéfricos del riñón, y no así en los 
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glomérulos; y que CYP1A4 se expresa en las mismas zonas pero sólo de manera 

inducible. Esto concuerda con nuestros resultados en donde se encontró una 

expresión basal específica de CYP1A en los túbulos mesonéfricos. En este mismo 

antecedente no se logró detectar la expresión basal en hígado de CYP1A4 y 

CYP1A5. Esto contrasta con nuestros resultados en donde encontramos una 

expresión basal de CYP1A en hígados de etapa HH28, HH30 y HH32. Esta 

diferencia puede deberse a la etapa en la cuál se realizó el experimento, ya que 

en el antecedente los embriones pertenecían a la etapa HH41. Esto nos puede 

sugerir que la expresión de CYP1A en hígado de pollo no ocurre durante todo el 

desarrollo.  

En pollo también se ha detectado la presencia de CYP1A mediante la actividad 

basal de microsomas de embrión de pollo (Gannon et al., 2000; Annas et al., 1998; 

Heinrich-Hirsch et al., 1990; Goeger y Anderson, 1992). En humano, también se 

ha detectado la presencia de CYP1A a través de la medición de la actividad EROD 

y PCR en tejidos procedentes de hígado de embrión en etapas de organogénesis 

(50-60 días de gestación) (Yang et al., 1995). Otro trabajo realizado con tejidos de 

hígado embrionario de rata y humano, encuentran mediante PCR una expresión 

basal de CYP1A1 en etapas tempranas específicas (Omiecinski et al., 1990).  

En el presente trabajo se encontró que la expresión de CYP1A en hígado era 

específica en la parte central de los lóbulos hepáticos. Ya se ha reportado 

anteriormente que el patrón espacial de expresión de CYP1A1 en hígado se da en 

la zona periférica a la vena central del lóbulo hepático, y no en la periferia donde 

se encuentra el tejido conectivo y los conductos biliares, haciendo coherencia con 

el resultado obtenido (Oinonen y Lindros, 1998; Schulthess et al., 2015).  

El hecho de que no se haya detectado expresión de CYP1A en corazón, sugiere 

que el fenotipo observado en este trabajo no está dado por un efecto directo. En el 

2014, Diani-Moore y colaboradores detectaron metabolitos del acido araquidónico 

en corazón de embriones de pollo que eran producidos por el CYP1A presente en 

el hígado. Además de esto, se han encontrado metabolitos del ácido araquidónico 

productos de citocromos P450 en plasma, y que estos pueden aumentar tras la 

administración del inductor TCDD (Bui et al., 2012). Debido a que diferentes 

metabolitos producidos por CYP1A pueden viajar a través del torrente sanguíneo, 

es posible que los fenotipos encontrados en corazones tratados con BG y NF 
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estén dados por su efecto inhibitorio en otros órganos, que podría tener un 

impacto sobre los niveles normales de metabolitos endógenos  importantes para el 

sistema cardiovascular.  

 

8.3 Efectos de BG y NF en el corazón 
 

En los embriones tratados con los inhibidores BG y NF se encontraron corazones 

con un aumento en la longitud del ventrículo derecho. El aumento ventricular se ha 

descrito como una adaptación fisiológica resultado del aumento en el trabajo 

ejercido por el corazón. Estos cambios estructurales implican formación de 

colágeno y fibroblastos, así como un remodelaje del miocardio que desencadena 

en un incremento del tejido fibroso (Kahan y Bergfeldt, 2005). En la actualidad no 

existen reportes sobre la cardiotoxicidad que podría ocasionar BG. Por su parte, 

se ha demostrado que NF puede causar malformaciones y edemas en corazones, 

además de una disminución en el ritmo cardíaco en embriones de peces 

teleósteos (Bozinovic, 2013; Mu et al., 2012; Wassenberg & Di Giulio, 2004; Yin et 

al., 2014).  

A pesar de que en este trabajo se detectó un aumento en el área ventricular 

derecha en los corazones tratados con ambos inhibidores comparado con los 

tratados con el vehículo, este aumento no fue significativo. En pollo, se ha descrito 

que el TCDD, un inductor de CYP1A, puede provocar un aumento en el ventrículo 

izquierdo (Fujisawa et al., 2014; Walker et al., 2000), lo cuál se asemeja al efecto 

causado por los inhibidores.  

Aunque no se detectó expresión basal de CYP1A en corazones de diferentes 

etapas del desarrollo, se tiene reportado que en pacientes humanos sanos 

CYP1A1 se expresa sólo en el ventrículo izquierdo, mientras que en pacientes con 

cardiomiopatía, la expresión también puede ser detectada mediante 

inmunohistoquímica en el ventrículo derecho, en la aorta pulmonar y en la aurícula 

derecha (Thum y Borlak, 2000a). En el antecedente anterior no se detectó a 

CYP1A2; sin embargo, Minamiyama y colaboradores en 1999, detectaron la 

presencia de la enzima mediante inmunohistoquímica en el endocardio, y los 

vasos coronarios. La expresión de CYP1A1 también puede ser detectada in vitro 

en cultivos de cardiomiocitos de rata adulta (Thum y Borlak, 2000b).  
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La expresión de muchas enzimas CYP se ve alterada en enfermedades 

cardiovasculares, y por lo tanto la producción de metabolitos endógenos también 

se ve afectada. Se propone que el incremento de CYP1A5 puede llevar al 

aumento en el metabolismo del ácido araquidónico a ácidos epoxieicosatrienoicos 

(EETs), o a ácidos monohidroxieicosatetraenoicos (HETEs), los cuales están 

relacionados con cardiotoxicidad (Toraason et al., 1995). También se han 

relacionado a los EETs con efectos benéficos para el corazón, incrementando el 

flujo vascular y mejorando la respuesta inflamatoria, mientras que los HETEs 

están más asociados a hipertensión y a la vasoconstrucción arteriolar (Roman, 

2002). En un trabajo hecho por Dunn y colaboradores en el 2005 encontraron que 

el incremento en EETS en embrión de pollo puede generar hiperemia y sangrados 

en la membrana corioalantoidea, poniendo en evidencia la importancia sobre el 

control del metabolismo del ácido araquidónico en el desarrollo embrionario. Es 

posible que la inhibición del CYP1A5 ocasionada por BG y NF en este trabajo 

disminuya la producción de EETs, y por lo tanto provoque un aumento en la 

presión y el flujo de sangre hacia el embrión, desencadenando un aumento en el 

tamaño en los ventrículos como un efecto compensatorio. No obstante, los 

metabolitos del acido araquidónico pueden no ser los únicos responsables de las 

hipertrofias cardiacas mediadas por CYPs. Thum y Borlak en el 2002 encontraron 

que en ratas con hipertrofia cardiaca, el metabolismo de testosterona se 

encontraba aumentado en comparación con ratas normales, y que este aumento 

era dependiente de diferentes CYPs, incluyendo a CYP1A1. 

En contraste, se han reportado líneas de ratones transgénicos knockout para 

Cyp1a1 (-/-) que no presentan ningún fenotipo aparente (Dalton et al., 2000), 

sugiriendo que este citocromo no participa de manera esencial en el desarrollo 

embrionario. Aún así, esta ausencia de fenotipo se puede explicar por la 

redundancia que existe entre CYP1A2 y CYP1A1 hacia los mismos sustratos, por 

lo que la pérdida de CYP1A1 puede ser  compensada por la actividad de CYP1A2. 

Contrario a esto, en un trabajo más dirigido hecho por Agbor en el 2012, se 

determinó que los  ratones knockout para Cyp1a1 presentan hipertensión y una 

disminución en el ritmo cardiaco comparados con ratones wild type.  Esto nos 

habla de la importancia que tiene CYP1A sobre el control de la morfofisiología 

cardiaca, por lo que es posible que los efectos observados en corazón en este 
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trabajo estén dados por un cambio en el metabolismo normal de los citocromos 

sobre sus sustratos endógenos durante el desarrollo. Se conoce poco sobre los 

sustratos endógenos de CYP1A1 como son el ácido araquidónico, el ácido 

eicosapentaenoico (Schwarz et al., 2004),  hormonas 17β- estradiol (Lee et al., 

2004), melatonina (Ma et al., 2005), así como metabolitos derivados de triptófano 

(Wei et al., 2000). Por otro lado, existen trabajos que demuestran que CYP1A1 es 

capaz de metabolizar algunos sustratos que a su vez pueden actuar como 

ligandos del receptor AhR, controlando así su propia expresión y la de otros genes 

(Wei et al., 2000; Chiaro et al., 2007).  

El receptor AHR, al igual que CYP1A, juega un papel importante en la fisiología 

del corazón. En ratones AhR-null se observa una hipertrofia cardiaca, la cual se le 

adjudica al aumento de la expresión de VEGF y β-MHC, ambos marcadores de 

hipertrofia cardiaca (Thackaberry et al., 2002). En otro trabajo hecho por Lund et 

al. en el 2003 se determinó que la cardiopatía observada en los ratones Ahr-null 

estaba determinada en parte también por el aumento en plasma de ANG II y ET-1. 

La ANG II es una hormona que participa en la homeostasis cardiovascular, 

regulando la contracción de las células del músculo liso, además de que también 

promueve el crecimiento celular, la diferenciación celular y la síntesis de proteínas, 

por lo que   está asociada con infartos, hipertensión y remodelaje en la anatomía 

cardiaca (Taubman, 2003). ET-1 es un péptido vasoconstrictor, que al igual que 

ANG II, se le ha propuesto como un marcador de cardiopatías debido a que puede 

inducir hipertrofia miocardial (Miyauchi y Masaki, 1999). En otro trabajo realizado 

por Lund et al. en el 2006 en ratones AhR-null se encontró un aumento de 

marcadores de hipertrofia: β-MHC , ET-1 y ANF, además de que también se 

observó un aumento en tamaño y masa del ventrículo izquierdo. No existen 

trabajos en pollo en donde se abata por completo la expresión de AHR y se 

observen diferencias en marcadores de hipertrofia cardiaca, sin embargo hay 

reportes en donde la administración de un agonista de AHR como TCDD conlleva 

a un aumento en el tamaño del corazón (Walker et al., 1997; Walker y Catron, 

2000; Heid et al., 2001). En un trabajo reciente realizado por Fujisawa et al. en el 

2014 en embriones de pollo tratados con TCDD se encontró, además del aumento 

de tamaño en corazón, un aumento en la expresión de ANF, así como un aumento 

en la β-MHC y VEGF.  Esto, en conjunto, sugiere que tanto la inducción, o la falta 
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de CYP1A, puede llevar a diferentes cardiopatías que, en parte, pueden estar 

reguladas por metabolitos de CYP1A que puedan modular la homeóstasis 

cardiovascular, o bien, por el receptor AHR, el cual regula los niveles de algunos 

factores  involucrados en cardiotoxicidad como son ET-1, ANG II, VEGF y ANF. 

Es por eso que para explicar los efectos de BG y NF se propone el modelo de la 

figura 21: Existen ligandos endógenos que inducen una expresión basal de 

CYP1A, el cuál a su vez regula su propia expresión degradando estos ligandos. A 

la par,  el CYP1A metaboliza el ácido araquidónico a EETs, modulando el flujo 

vascular. Cuando se administran los inhibidores BG y NF, ocurre un menor 

metabolismo de los ligandos endógenos, provocando una acumulación de ligando 

endógeno que tiene como consecuencia una activación del receptor AhR, 

modificando los niveles de moléculas como ANG II, ET-1, ANF y VEGF, las cuales 

están relacionadas con hipertensión e hipertrofia cardiaca. Debido a que también 

se ha reportado un aumento en estos marcadores de cardiotoxicidad en ausencia 

del receptor AHR, es posible que el mecanismo de acción de los inhibidores esté 

río arriba, es decir, que estos inhibidores estén actuando como antagonistas del 

receptor, impidiendo la inducción basal de CYP1A, y por lo tanto modificando los 

niveles de sus metabolitos.  
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Fig. 21. Esquema del posible mecanismo de inducción de cardiotoxicidad mediada  

por los inhibidores BG y NF. Las línea punteada señala una inducción de 

moléculas relacionadas con caridotoxicidad, pero que no se conoce su 

mecanismo.  
 
9 CONCLUSIONES  
 

Con base a los resultados obtenidos en este trabajo se tiene como primera 

conclusión que la furanocumarina BG se comporta como un inhibidor de tipo 

competitivo para la actividad EROD en microsomas de pollo adulto. La Ki 

calculada fue al menos tres veces mayor a la calculada en microsomas de rata por 

Olguín-Reyes et al.  en el 2012.  

Existe una actividad EROD basal en el embrión de pollo, y esta va cambiando a 

través del desarrollo. Debido a que en este trabajo la actividad se realizó utilizando 

un homogenado de embriones completos, no se tiene claro cuáles son los órganos 
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que participan más en la actividad y si estos cambios en la actividad pueden estar 

enmascarados por proteína provenientes de órganos que no presenten CYP1A.   

En este trabajo se realizaron hibridaciones in situ en diferentes órganos del 

embrión de pollo, detectando expresión en hígado, riñón y pulmón, sugiriendo que 

la actividad detectada está dada por la proteína expresada en estos órganos.  

La administración de los inhibidores de CYP1A: BG y NF, provocan fenotipos 

similares en corazones de embrión de pollo. Los fenotipos de los corazones 

variaron, pero los más frecuentes se caracterizaron por ser más alargados y tener 

un aumento en el espacio ventricular derecho. Debido a que no se detectó 

actividad (ensayos EROD) ni expresión (ISH) en corazones, es probable que el 

efecto en corazón ocasionado por los inhibidores no es directo, sino que sea una 

consecuencia de la inhibición de CYP1A en otros órganos.  

 

10 PERSPECTIVAS 
 

No se tiene claro cuál es el mecanismo involucrado en el aumento ventricular 

causado por los inhibidores usados en este trabajo. Sin embargo, sería interesante 

medir los niveles de EETs, para ver si estos cambian con el uso de inhibidores. 

Por otro lado, los niveles de genes marcadores de cardiotoxicidad como ANG II, 

ET-1, ANF y VEGF en ratones knockout de Ahr, así como en pollos tratados con 

inductores como el TCDD, sugieren que estos podrían estar involucrados en 

nuestro fenómeno por lo que sería interesante medir su expresión bajo los 

tratamientos de BG y NF. También sería interesante identificar la expresión de 

CYP1A en los diferentes órganos con un método más sensible, como una Q-PCR, 

a través de las diferentes etapas.  

La falta de actividad en etapas tempranas deja como interrogante que si el efecto 

en el corazón es producto de la inhibición en etapas tempranas en donde la 

actividad es tan baja que no se puede detectar, o bien, si es consecuencia de la 

inhibición en los puntos máximos de actividad que se analizaron, por lo que sería 

interesante ver si los fenotipos se mantienen aplicando los inhibidores justo antes 

de la etapa HH30, que es donde ocurre un aumento importante en la actividad.  
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