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RESUMEN 

El citocromo P4501A1 (CYP1A1) es una de las enzimas más importantes que participa en 

la activación de procarcinógenos. Utilizando diferentes modelos experimentales, se ha 

demostrado su papel en la carcinogénesis y la inhibición de su actividad catalítica ha sido utilizada 

como estrategia para la búsqueda de compuestos quimiopreventivos. Sin embargo, los datos 

experimentales derivados de modelos animales no son fácilmente extrapolables para su uso en 

humanos, en parte por el supuesto de que los compuestos interactúan con la enzima humana de 

la misma manera en que lo hacen con la enzima de otras especies, además de que no se 

consideran factores como la regulación genética, la actividad enzimática y la afinidad de las 

enzimas, los cuales influyen en las diferencias entre especies. 

 Este trabajo se centró en el estudio cuantitativo de las diferencias interespecies en la 

interacción de seis promutágenos y dos inhibidores con CYP1A1 humano y de rata utilizando las 

mismas condiciones experimentales. Se evaluó la activación de los mutágenos por CYP1A1 

recombinante humano o de rata mediante la prueba de Ames, así como el efecto antimutagénico 

de los inhibidores. Con esto se determinó que la mutagenicidad y la antimutagenicidad dependen 

tanto del grupo químico como de la especie que lleva a cabo la activación: las aminas aromáticas 

y los hidrocarburos aromáticos policíclicos mostraron mayor mutagenicidad cuando se activaron 

por la enzima humana, mientras que las aminas heterocíclicas fueron más mutagénicas en 

presencia de la enzima de rata, de la misma manera que los compuestos del jugo de toronja 

inhibieron en mayor medida a CYP1A1 de rata. También se evaluó a través de un análisis in silico 

la unión de los mutágenos e inhibidores al sitio catalítico del CYP1A1 humano y de rata, 

identificando los posibles residuos involucrados en el reconocimiento del ligando, por ejemplo, la 

fenilalanina podría participar en la estabilización de los compuestos a través de interacciones π-

π. Además, se propuso que las variaciones en las conformaciones tridimensionales y las distancias 

hacia el grupo hemo pueden contribuir a las diferencias entre especies en la interacción con 

CYP1A1.  

En conclusión, las diferencias entre CYP1A1 humano y de rata tienen impacto en la 

mutagenicidad y antimutagenicidad, por lo que deben considerarse al momento de extrapolar los 

resultados de los modelos animales para la evaluación del riesgo en seres humanos. 
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ABSTRACT 

One of the most important enzymes participating in procarcinogen activation is 

cytochrome P4501A1 (CYP1A1). Using different experimental models, the role of this enzyme in 

carcinogenesis has been demonstrated and the inhibition of its catalytic activity has been applied 

as a strategy for the search of chemopreventive compounds. Nevertheless, experimental data 

derived of animal models are often misused in human risk assessment due to the assumption that 

compounds interact with the human enzyme in the same way as with another species’ enzyme. 

In this matter, it is important to consider factors as genetic regulation, enzymatic activity and 

enzyme's affinity, which play an important role in differences between species.  

Here, we focused on the quantitative study of the interspecies differences in interaction 

of selected mutagens and inhibitors with human and rat CYP1A1 using the same experimental 

conditions. We evaluated bacterial mutagenicity (Ames test) resulting from mutagen activation 

by recombinant human or rat CYP1A1, as well the antimutagenic effect of CYP1A1 inhibitors. 

Mutagenicity and antimutagenicity depend on both the chemical group and species-specific 

activation: aromatic amines and polycyclic aromatic hydrocarbons showed higher mutagenic 

activity when activated by the human enzyme, whereas heterocyclic amines were more 

mutagenic in the presence of the rat enzyme, in the same way that grapefruit juice compounds 

inhibited mutagen activation by rat CYP1A1. In addition, we analyzed through an in silico 

methodology, the binding of mutagens and inhibitors to human and rat CYP1A1 catalytic site, 

identifying residues expected to participate in ligand recognition. A phenylalanine residue was 

involved in CYP-mutagen stabilization through π-π stacking. Variations in the three-dimensional 

conformations and distances to the heme groups may contribute to differences between human 

and rat CYP-ligand interactions. In conclusion, CYP1A1 shows significant differences between 

species, in terms of mutagen activation and antimutagenic effect, which should be considered in 

the context of human risk assessment. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los citocromos P450 (CYP) son una superfamilia de hemoproteínas ampliamente 

distribuidas en la naturaleza que participan en el metabolismo de compuestos endógenos como 

hormonas, ácidos biliares y colesterol; también de xenobióticos como fármacos y contaminantes 

ambientales [1]. 

El papel de los CYP en el metabolismo de xenobióticos es controversial. Por un lado, la 

mayoría de las reacciones llevadas a cabo por los P450 involucran la introducción de grupos 

polares para facilitar la excreción de las moléculas. Sin embargo, algunos compuestos como los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, aminas aromáticas y otros procarcinógenos son 

biotransformados a metabolitos altamente reactivos que ocasionan daño celular [2]. En este 

proceso de bioactivación, las isoenzimas CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2E1 y CYP3A4 

participan en al menos el 77% de los casos [3].  

 

1.1 Citocromo P4501A1: ligandos  

 

El citocromo P4501A1 (CYP1A1) es una proteína con actividad monoxigenasa expresada en 

diversos órganos y tejidos como pulmón, piel, tracto gastrointestinal y placenta [4]. El CYP1A1 es 

particularmente estudiado en la carcinogénesis ambiental ya que un aumento de su actividad 

enzimática se ha relacionado con una mayor susceptibilidad al desarrollo de cáncer cervical, de 

mama, ovario y pulmón por exposición a compuestos procarcinógenos [5–8]. Por eso, la 

búsqueda de moléculas moduladoras de esta isoenzima ha cobrado gran relevancia en la 

quimioprevención [9–12]. 

La enzima humana consta de 512 aminoácidos de los cuales los primeros treinta de la región 

N-terminal permiten la asociación de la proteína a las membranas mitocondriales y del retículo 

endoplásmico, así como la interacción con la NADPH-CYP reductasa [13–15].  La estructura 

tridimensional de CYP1A1 está conformada por 12 α-hélices (A-L), 3 láminas β (β1-β3) y 4 regiones 

helicoidales cortas (A’, B’, F’ y G’) que en conjunto forman seis secuencias de reconocimiento de 
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sustrato (Figura 1), permitiendo la unión de moléculas planas con dimensiones de 

aproximadamente 12.3 Å de largo y 4.6 Å de ancho [4,16].  

 

Figura 1. Sitios de reconocimiento de sustrato (SRS) de CYP1A1 humano [1]. Imagen diseñada en PyMOL versión 

1.3. 

 

En general, los ligandos de CYP1A1 (sustratos e inhibidores) son moléculas con anillos 

aromáticos o heterocíclicos que son esenciales para la formación de enlaces π-π en el sitio activo 

de la proteína, principalmente con la fenilalanina de la posición 224 de la hélice F, dando mayor 

estabilidad al complejo enzima-ligando [17–19]. Algunos ejemplos de ligandos con estas 

características son las aminas aromáticas, aminas heterocíclicas, hidrocarburos aromáticos 

policíclicos y algunos compuestos de origen natural como los flavonoides y furanocumarinas, 

entre otros. 

 

1.1.1 Aminas aromáticas 

 

Las aminas aromáticas se utilizan en la elaboración de colorantes sintéticos, pesticidas, 

herbicidas, plásticos y combustibles; aunque también pueden ser encontradas en el humo del 

cigarro, como productos de combustión del diesel y en la materia orgánica carbonizada. En 

mamíferos y peces se han demostrado sus propiedades genotóxicas y carcinogénicas, siendo el 

2-aminoantraceno (2AA) uno de los controles positivos de mutagenicidad más utilizados [20,21]. 
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Una vez que las aminas aromáticas ingresan al organismo, los CYP1A llevan a cabo la N-

hidroxilación, donde los productos N-hidroxilamina logran activarse aún más por acción de las N-

acetiltransferasas (Figura 2), dando como resultado la producción de compuestos altamente 

reactivos que se unen al DNA [22].  

 

 

 

Figura 2. Esquema simplificado del metabolismo de las aminas aromáticas. En recuadros azules se muestran los 

metabolitos no reactivos, mientras que el recuadro rojo hace referencia a los compuestos altamente reactivos 

[23]. NAT: N-acetiltransferasa, GST: Glutatión S-transferasa. 

 

En general, el metabolismo de las aminas aromáticas induce daño alquilante al DNA (O6-

alquilguanina), estrés oxidante y producción de iones diazonio, que pueden contribuir al proceso 

carcinogénico si las lesiones provocadas al DNA, lípidos o proteínas no son eficientemente 

reparadas [24].  

 

1.1.2 Aminas heterocíclicas 

 

Las aminas heterocíclicas son compuestos derivados del proceso de cocción de la carne a 

altas temperaturas, siendo el 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b] piridina (PhIP) y el 2-amino-

3,8-dimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina (MeIQx) dos de los compuestos más abundantes, con un 

alto potencial carcinogénico en múltiples tejidos y especies [25]. 

La principal enzima hepática involucrada en la activación de las aminas heterocíclicas es 

CYP1A2. A pesar de que la enzima de rata y humano muestran actividades catalíticas casi idénticas 

con el sustrato 7-metoxirresorufina y comparten un porcentaje de identidad en su secuencia de 

aminoácidos del 75%, CYP1A2 humano tiene casi 10 veces mayor eficiencia catalítica que CYP1A2 
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de rata en la activación tanto de PhIP como de MeIQx [26]. A su vez, el nivel de CYP1A2 varía 

considerablemente entre los humanos. Al evaluar la genotoxicidad de MeIQx en presencia de 

microsomas hepáticos humanos, se encontró que las muestras de algunos individuos mostraban 

mayor bioactivación que los microsomas de rata, cuyo CYP1A2 se había inducido con 3-

metilcolantreno o bifenilos policlorados [26].  

En tejidos extrahepáticos, la bioactivación de las aminas heterocíclicas se da principalmente 

por acción del CYP1A1, siendo la N-hidroxilación la principal reacción de activación, seguida de 

una O-acetilación catalizada por la N-acetiltransferasa 2 [27,28] (Figura 3). El daño genotóxico 

producido por los metabolitos de las aminas heterocíclicas comprende rupturas al DNA de cadena 

sencilla, aberraciones cromosómicas y aductos con DNA en regiones ricas en guanina (en la 

posición N2 o C8 de la guanina) [24]. 

 

 

 

Figura 3. Esquema simplificado del metabolismo de las aminas heterocíclicas. En recuadros rojos se muestran 

los compuestos altamente reactivos [29]. NAT: N-acetiltransferasa, SULT: Sulfotransferasa. 

 

1.1.3 Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) son compuestos presentes en las emisiones 

de combustibles fósiles, alimentos carbonizados, humo de tabaco y otros productos resultantes 

de la combustión incompleta de la materia orgánica [30]. Después de ingresar al organismo son 

metabolizados y transformados en agentes reactivos que pueden unirse a ácidos nucleicos, 

proteínas o lípidos [31].  
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En el área experimental, los modelos animales han contribuido a vislumbrar los mecanismos 

carcinogénicos de los HAP, siendo el benzo[a]pireno (BaP) y el 7,12-dimetilbenz[a]antraceno 

(DMBA) dos de los compuestos prototipo [32,33]. Se ha demostrado que la carcinogenicidad de 

éstos depende de la conformación de sus sistemas de anillos, es decir, los HAP que albergan una 

"región bahía" o una "región fiordo" son carcinógenos más potentes, ya que debido a razones 

estructurales, sus metabolitos reactivos (dihidrodiol epóxidos producidos por acción de CYP1 y la 

epóxido hidrolasa) son eliminados con menor eficacia [34]. En cuanto a la bioactivación de BaP 

mediada por CYP1A1, el metabolito benzo[a]pireno-4,5-dihidrodiol es específico de la especie, 

pues es formado únicamente por la enzima de rata y no por la de humano [35,36]. 

Además de la vía de activación de HAP ya señalada, se han postulado dos más. Una de ellas 

involucra la formación de radicales catión de HAP catalizada por la peroxidasa P450; mientras que 

la segunda implica la formación de O-quinonas por acción de dihidrodiol deshidrogenasas (Figura 

4) [37]. 

 

 

 

Figura 4. Esquema simplificado del metabolismo de los hidrocarburos aromáticos policíclicos. EH: Epóxido 

hidrolasa, AKR: Aldo-ceto reductasa [38]. 

 

Una vez que los metabolitos de los HAP han sido producidos, algunos de éstos pueden 

unirse covalentemente al DNA, generando aductos en la posición N2 de la guanina o N3 de la 

adenina, entre otros [24]. Además del daño a DNA, el estrés oxidante y la desregulación de vías 

de transducción de señales involucradas en la homeostasis del calcio y proliferación celular son 

otros mecanismos asociados a la carcinogénesis inducida por exposición a HAP [39,40]. 
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1.1.4 Inhibidores 

 

Los ratones knock out han mostrado la importancia de CYP1A1 en la carcinogénesis química 

inducida por la exposición a contaminantes ambientales [41,42], así que la búsqueda de 

moléculas candidatas de origen sintético o derivados de productos naturales como inhibidores 

de CYP1A1 ha sido empleada como estrategia para el desarrollo de agentes quimiopreventivos 

en el cáncer derivado de la exposición a xenobióticos. Particularmente, la α-naftoflavona se ha 

convertido en el prototipo de los inhibidores de CYP1 debido a su potente efecto de inhibición, 

dando paso a la búsqueda de análogos estructurales con una mayor actividad biológica [43]. Entre 

éstos, los compuestos presentes en el jugo de toronja como la naringenina y la bergamotina han 

sido de especial interés para el desarrollo de terapias contra el cáncer ya que poseen una gran 

diversidad de actividades biológicas como antioxidantes, reguladores de transportadores, 

inhibidores de CYP, entre otras [44–47]. Previamente se ha demostrado que estos compuestos 

tienen una potencia de inhibición sobresaliente sobre CYP1A1 humano y de rata [48]; sin 

embargo, se desconoce si estas diferencias tienen impacto en el potencial antigenotóxico de 

ambas moléculas. 

 

1.2 Consideración de las diferencias entre especies en el metabolismo mediado por CYP1A1 

 

Existen varios modelos experimentales que han permitido evaluar la participación de CYP1A1 

en la bioactivación de procarcinógenos; por ejemplo, ensayos in vitro empleando fracción S9 

hepática, microsomas de origen humano o animal, enzimas recombinantes, cultivo celular, entre 

otros; además de modelos in vivo de tumorigénesis o animales knock out, con un uso generalizado 

de especies como peces o roedores [49–51].  

De igual forma, con la aplicación de herramientas computacionales se han podido evidenciar 

posibles determinantes estructurales necesarias para la interacción con los ligandos y optimizar 

la búsqueda de inhibidores de CYP1A1 [10,52–54]. Sin embargo, estos modelos son limitados y 

dificultan la extrapolación de los resultados para su uso en humanos; por ejemplo, en ocasiones 

se omite el hecho de que existen diferencias en la composición de estas fracciones celulares que 
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dependen del organismo de origen, como es el caso de los homogenados obtenidos por 

centrifugación a 9000 xg (S9) de hígado humano, rata y ratón, donde se determinó que comparten 

aproximadamente el 58% de las proteínas totales [55]. Estas mismas diferencias interespecies se 

han documentado en la actividad enzimática [56–58]. 

A nivel industrial, la expresión de CYP1A1 se ha realizado empleando organismos 

genéticamente modificados como E. coli, S. cerevisiae, S. typhimurium, células de insecto 

infectadas con virus y células de mamífero [59–61]. La mayor problemática con estos sistemas de 

expresión consiste en evitar la formación de cuerpos de inclusión, coexpresar otras proteínas 

importantes en la catálisis (NADPH óxido reductasa, citocromo b5), obtener un plegamiento 

tridimensional similar al de anclaje a membrana y actividad enzimática cuantificable de la 

proteína de interés [62]. No obstante, al utilizarse generalmente para expresar la enzima humana, 

estas estrategias de expresión de proteínas recombinantes impiden comparar los datos 

experimentales en diferentes especies. 

Otro punto a considerar concerniente a las diferencias interespecies es que la abundancia 

relativa de la enzima varía en cada tejido y los mecanismos de regulación genética son distintos 

cuando se habla de órganos y especies diferentes [63,64]; por ejemplo, las regiones codificantes 

de los genes de CYP1 están dispuestas de manera similar en mamíferos, pero cambia en especies 

no mamíferas como los peces y anfibios [65]. Como consecuencia, las redes de regulación pueden 

ser ligeramente distintas a las de humano, haciendo más susceptibles al efecto de los 

procarcinógenos a unas especies con respecto a otras. Tal es el caso de los peces, los cuales son 

empleados para monitorear concentraciones pequeñas de contaminantes ambientales en agua 

ya que CYP1 es altamente inducible en estos organismos [66,67]. 

Para asegurar una mayor actividad de CYP, los modelos animales son administrados con 

inductores, lo cual los hace difícilmente comparables con muestras provenientes de humanos. En 

estos últimos, donde los inductores a los que están expuestos no están completamente 

caracterizados, también se encuentran diferencias interindividuales en las enzimas que dificultan 

una adecuada comparación [68–70]. 
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Otros parámetros como las tasas de absorción, distribución, metabolismo y excreción difieren 

entre especies [71]. Empleando microsomas de hígado, se ha demostrado que en ratones es más 

alta la depuración, seguida de humanos y por último, ratas [72,73].  

Además, las variaciones interindividuales de enzimas de fase II como N-acetiltransferasas 

(NAT), glutatión-S-transferasas (GST) y glutatión metiltransferasas (GSM), que modifican la 

bioactivación de los xenobióticos, deben ser consideradas [74]. 

Como se ha mencionado, los productos de la activación de los contaminantes ambientales 

por CYP1A1 son los principales compuestos que interactúan con DNA, proteínas o lípidos. Algunos 

de estos metabolitos son especie-específicos, no se forman o se encuentran en concentraciones 

variables [35,75]. Por ejemplo, las células de codorniz tratadas con la misma dosis de 

policlorobifenilos presentaron un mayor número de aductos con DNA en comparación de las 

células humanas y de rata [56]. Aunado a lo anterior, la estabilidad y reactividad de los 

metabolitos generados pueden variar considerablemente; incluso entre aquéllos del mismo 

grupo químico pues los tiempos de vida media van desde segundos hasta horas, ocasionando 

daño celular que puede restringirse a la célula en la que se produce la activación o distribuirse a 

otros órganos susceptibles. 

 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Un problema en Toxicología y Farmacología preclínica es que la mayoría de los 

experimentos se realizan en modelos animales y los resultados deben extrapolarse a los 

humanos, así que la elección de las especies animales más apropiadas es crítica. Sin embargo, las 

diferencias entre especies a nivel de regulación genética, concentración de proteína y actividad 

enzimática de CYP1A1 hacen que las aproximaciones obtenidas en el modelo animal no sean 

fácilmente extrapolables a otras especies. Si bien se considera que los compuestos podrían 

interactuar de manera parecida con las enzimas debido a su similitud estructural, se ha reportado 

que las diferencias entre especies pueden tener implicaciones en la susceptibilidad de los 

organismos a algunos compuestos, ya sea por los metabolitos derivados del proceso de 

bioactivación de procarcinógenos o el efecto de los inhibidores enzimáticos.  
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3. HIPÓTESIS 

 

Las diferencias a nivel estructural entre CYP1A1 humano y de rata tendrán implicaciones en 

el daño genotóxico inducido por contaminantes ambientales, así como en la interacción con los 

inhibidores enzimáticos, reflejándose en potencias mutagénicas y antimutagénicas distintas entre 

especies. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 

Determinar si existen diferencias interespecies en la interacción de seis promutágenos y dos 

inhibidores con CYP1A1 humano y de rata utilizando las mismas condiciones experimentales. 

 

4.2 Objetivos particulares 

 

• Determinar las diferencias entre CYP1A1 humano y de rata para la activación de diversos 

promutágenos. 

• Determinar el efecto antigenotóxico de los inhibidores de CYP1A1, naringenina y 

bergamotina, sobre el daño provocado por los mutágenos. 

• Determinar las diferencias en interacción y reconocimiento de los ligandos a través de 

ensayos de acoplamiento molecular asistido por computadora. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Reactivos 

 

El benzo[a]pireno (BaP), 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA), 2-aminoantraceno (2AA), 

2-aminofluoreno (2AF), α-naftoflavona (ANF), naringenina (NAR), bergamotina (BG) y el NADPH 

fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania) con una pureza mayor al 98%. Los 

mutágenos 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina (DiMeIQx) y 2-amino-3,8-

dimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina (MeIQx) fueron comprados a Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 

TX, USA) y United States Biological (Salem, MA, USA), respectivamente. 

Los reactivos para la preparación de medios de cultivo bacterianos fueron de Becton 

Dickinson (Estado de México, México), Sigma-Aldrich y Oxoid (Lenexa, KS, USA), mientras que las 

enzimas recombinantes de CYP1A1 humano y de rata (Supersomes®) fueron adquiridas de 

Corning (Corning, NY, USA). 

 

5.2. Estrategia experimental 

 

Empleando CYP1A1 recombinante humano y de rata como activadores metabólicos, se 

evaluó la mutagenicidad inducida por dos aminas aromáticas (2AA y 2AF), dos aminas 

heterocíclicas (DiMeIQx y MeIQx) y dos hidrocarburos aromáticos policíclicos (BaP y DMBA) a 

través de la prueba de Ames. En todos los casos se realizaron experimentos preliminares para que 

a partir de curvas concentración-efecto se calculara la potencia mutagénica que corresponde a la 

pendiente de la porción lineal de la curva. Comparando estos datos se determinó cuál de las dos 

enzimas, de humano o de rata, es más eficiente en la activación de los promutágenos 

seleccionados. 

Posteriormente, a una concentración fija de mutágeno (2AA y DiMeIQx), se evaluó la 

antimutagenicidad de los inhibidores de CYP1A1 (NAR y BG) para cuantificar las diferencias entre 

especies en la antimutagenicidad. 
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Finalmente, a través de un ensayo de acoplamiento molecular se determinaron las 

características estructurales de CYP1A1 que podrían influenciar en el reconocimiento de los 

ligandos y, por ende, tener alguna repercusión en la mutagenicidad y antimutagenicidad de los 

compuestos evaluados. 

 

5.3. Caracterización de las cepas para la prueba de Ames 

 

La prueba de Ames emplea cepas de la bacteria Salmonella typhimurium genéticamente 

modificadas para la detección de compuestos mutagénicos. En estos ensayos se utilizaron las 

cepas YG1024 y TA100, siendo la cepa YG1024 altamente sensible al efecto de las aminas 

aromáticas y heterocíclicas, mientras que la cepa TA100 lo es al tratamiento con hidrocarburos 

aromáticos policíclicos [76,77]. Antes de cada experimento, las cepas fueron caracterizadas 

fenotípicamente para evidenciar que aún poseen las mutaciones genéticas inducidas para la 

detección de compuestos mutagénicos: presencia de los plásmidos pKM101 y pYG109 (resistencia 

a ampicilina y/o tetraciclina), alteración de la permeabilidad celular (sensibilidad al cristal violeta), 

reparación deficiente de DNA (sensibilidad a la luz UV), requerimiento de histidina y frecuencia 

de la reversión espontánea [78]. 

 

5.4. Prueba de Ames 

 

La mezcla de reacción (2 pmol de CYP1A1 recombinante disueltos en Tris-HCl 50 mM + 

MgCl2 25 mM pH 7.6, 0.15 mM de NADPH, 100 µL del cultivo de Salmonella typhimurium YG1024 

o TA100 a una densidad de 1-2x109 bacterias/mL y 5 µL de distintas concentraciones de mutágeno 

disuelto en DMSO) en un volumen final de 700 μL, fue preincubada durante 30 min a 37 °C en 

agitación constante (150 rpm) para después ser vertida en 2 mL de agar de superficie 

precalentado e incorporada en cajas Petri con medio mínimo de Vogel-Bonner [78,79].   

Las concentraciones de los mutágenos evaluados fueron de 5-52 pmol/caja de 2AA, 55-2759 

pmol/caja de 2AF, 2-4400 pmol/caja de DiMeIQx, 0.2-14.1 nmol/caja de MeIQx, 40-396 nmol/caja 

de BaP y 2-20 nmol/caja de DMBA.  
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Las cajas se dejaron solidificar a temperatura ambiente y posteriormente fueron incubadas 

a 37 °C durante 48 h. Pasado el tiempo de incubación, se determinó el número de colonias 

revertantes obtenidas con cada tratamiento. La reversión espontánea es el número de colonias 

generadas en ausencia de mutágeno, por lo que un compuesto se considera mutagénico si el 

número de colonias contadas es al menos el doble de la reversión espontánea [80,81]. A su vez, 

las cajas fueron revisadas bajo el microscopio óptico para detectar anormalidades en el 

crecimiento bacteriano de fondo, que junto con una disminución en el número de colonias 

revertantes, son un reflejo de la toxicidad inducida por el compuesto evaluado [78].  

Las potencias mutagénicas y antimutagénicas fueron determinadas a partir del análisis por 

regresión lineal de las curvas de concentración-efecto (valor de la pendiente de la recta) y se 

expresaron como el número de revertantes incrementadas (potencia mutagénica) o disminuidas 

(potencia mutagénica) por pmol o nmol de compuesto [70].   

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y los resultados se muestran como 

promedios con su respectiva desviación estándar. 

 

5.5. Ensayos computacionales 

 

Las estructuras químicas de los ligandos fueron tomadas de la base de datos ChemSpider 

de la Real Sociedad de Química. Posteriormente, se revisaron y optimizaron con el programa 

AutoDock Tools (ADT) versión 1.5.6 [82]. 

La estructura tridimensional del CYP1A1 humano se obtuvo de la base de datos Protein Data 

Bank (PDB, 4I8V.pdb) y fue modificada empleando el programa PyMOL versión 1.3 para eliminar 

las moléculas de agua, los iones y el ligando con el que se cocristalizó [48]. Por otro lado, dado 

que no existe una estructura del CYP1A1 de rata obtenida por cristalografía de rayos X, se 

procedió a realizar su modelado por homología con CYP1A1 humano empleando el servidor 

ModWeb [83,84]. El grupo hemo fue añadido después por superposición del modelo de CYP1A1 

de rata con la estructura cristalográfica del CYP1A1 humano. 

La incorporación de todos los átomos de hidrógeno no polares y la asignación de las cargas 

Gasteiger a las proteínas y a los ligandos fue realizada con el programa ADT para generar los 
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archivos pdbqt correspondientes. A partir de éstos, empleando el programa AutoDock Vina [85], 

se llevó a cabo la obtención de los archivos que contienen las conformaciones tridimensionales 

de los ligandos con las macromoléculas, donde se eligieron aquéllas que presentaron las energías 

de unión calculadas más negativas. Finalmente, las interacciones proteína-ligando se 

determinaron con ADT y Maestro (Schrödinger, LLC, Nueva York, NY).  

Las figuras representativas de la conformación tridimensional fueron realizadas en PyMOL, 

donde también se llevó a cabo la medición de las distancias (Å) entre los ligandos y el grupo hemo 

de las proteínas evaluadas. Mientras que los esquemas de interacción 2D se obtuvieron con la 

opción Ligand Interaction Diagram del programa Maestro.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Bioactivación de promutágenos por CYP1A1 

 

La prueba de Ames permitió evaluar si existen diferencias interespecies entre CYP1A1 

humano y de rata en la activación de seis promutágenos de diferentes grupos químicos. 

Empleando las mismas concentraciones de CYP1A1 recombinante humano y de rata como 

activadores metabólicos, se evaluó la mutagenicidad inducida en la cepa de S. typhimurium 

YG1024 por dos aminas aromáticas (2AA y 2AF) y dos aminas heterocíclicas (DiMeIQx y MeIQx); 

mientras que la mutagenicidad de dos hidrocarburos aromáticos policíclicos (BaP y DMBA) fue 

evaluada en la cepa de S. typhimurium TA100. Se realizaron una serie de experimentos 

preliminares donde se evaluaron amplios intervalos de concentraciones de los promutágenos con 

el propósito de establecer los intervalos de concentración donde la mutagenicidad observada 

tiene una respuesta lineal sin ser tóxicos para la bacteria. 

Para las aminas aromáticas evaluadas, únicamente con 2AA se observa una mayor 

mutagenicidad en presencia de CYP1A1 humano, mientras que con 2AF no hay una diferencia 

marcada entre especies en la activación del mutágeno (Figura 5). 
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Figura 5. Mutagenicidad inducida en la cepa de S. typhimurium YG1024 por acción de las aminas aromáticas en 

presencia de 2 pmol de CYP1A1. Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes con 

su desviación estándar. La línea punteada indica el valor de la reversión espontánea. Donde RE: Reversión 

espontánea, 2AA: 2-aminoantraceno, 2AF: 2-aminofluoreno, hCYP1A1: CYP1A1 recombinante humano, 

rCYP1A1: CYP1A1 recombinante de rata.  
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 Por el contrario, el DiMeIQx y el MeIQx fueron más eficientemente activados por el 

CYP1A1 de rata en comparación con la enzima humana (Figura 6). Adicional a esto, se determinó 

que concentraciones mayores a 4.7 nmol/caja de MeIQx en presencia de CYP1A1 de rata son 

tóxicas para la bacteria pues hubo disminución en el número de colonias revertantes (Figura 6) y 

alteraciones en el crecimiento de fondo (datos no mostrados). 
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Figura 6. Mutagenicidad inducida en la cepa de S. typhimurium YG1024 por acción de las aminas heterocíclicas 

en presencia de 2 pmol de CYP1A1. Las barras representan el promedio de tres experimentos independientes 

con su desviación estándar. La línea punteada indica el valor de la reversión espontánea. Donde RE: Reversión 

espontánea, DiMeIQx: 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina, MeIQx: 2-amino-3,8-dimetilimidazo 

[4,5-f] quinoxalina, hCYP1A1: CYP1A1 recombinante humano, rCYP1A1: CYP1A1 recombinante de rata. 

 

En cuanto a la mutagenicidad inducida por BaP y DMBA, cuando se emplearon 4 pmol de 

CYP1A1 en el ensayo de Ames, no se observó un efecto dependiente de la concentración para la 

activación de ambas moléculas (Figura 7). Dado lo anterior, se decidió incrementar la 

concentración de enzima a 8 pmol para determinar las diferencias en mutagenicidad a una 

concentración fija de mutágeno (40 nmol para BaP y 4 nmol para DMBA). En estas condiciones 

experimentales, la enzima humana es más eficiente en la activación de los HAP (Figura 8). 
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Figura 7. Mutagenicidad inducida en la cepa de S. typhimurium TA100 por acción de los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos en presencia de 4 pmol de CYP1A1. Las barras representan el promedio de tres 

experimentos independientes con su desviación estándar. La línea punteada indica el valor de la reversión 

espontánea. Donde RE: Reversión espontánea, BaP: benzo[a]pireno, DMBA: 7,12-dimetilbenz[a]antraceno, 

hCYP1A1: CYP1A1 recombinante humano, rCYP1A1: CYP1A1 recombinante de rata. 
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Figura 8. Mutagenicidad inducida en la cepa de S. typhimurium TA100 por acción de los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos en presencia de 8 pmol de CYP1A1. Las barras representan el promedio de tres 

experimentos independientes con su desviación estándar. La línea punteada indica el valor de la reversión 

espontánea. Donde RE: Reversión espontánea, BaP: benzo[a]pireno, DMBA: 7,12-dimetilbenz[a]antraceno, 

hCYP1A1: CYP1A1 recombinante humano, rCYP1A1: CYP1A1 recombinante de rata. 

 

Una vez que se establecieron los intervalos de concentración de mutágeno donde se 

obtienen curvas concentración-efecto (Figuras 5 y 6), se realizó el cálculo de la potencia 

mutagénica, la cual corresponde al valor de la pendiente resultante del análisis por regresión 

lineal del número de colonias revertantes en función de la concentración de mutágeno. 

Comparando estos datos se estimaron cuantitativamente las diferencias entre las dos enzimas, 
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CYP1A1 de humano o de rata, para la activación de los promutágenos seleccionados. Para el 2AA, 

hay 3 veces más mutagenicidad en presencia de la enzima humana en comparación con el CYP1A1 

de rata. Sin embargo, la mutagenicidad inducida por 2AF es la misma con los dos citocromos. A 

su vez, se determinó que el DiMeIQx es 75 veces más mutagénico en presencia de CYP1A1 de 

rata, mientras que para el MeIQx la diferencia con respecto a la enzima humana es de 5 veces. 

Finalmente, con 8 pmol de CYP1A1, la enzima humana es 5 a 7 veces más eficiente en la activación 

de los HAP (Cuadro 1). 

 

Cuadro 1. Potencia mutagénica de promutágenos activados por 2 pmol de CYP1A1. 

Grupo Mutágeno 
Potencia mutagénica 

CYP1A1 humano CYP1A1 de rata 

Aminas 
aromáticasa 

2AA 4.4 ± 0.2 revertantes/pmol 1.4 ± 0.1 revertantes/pmol 

2AF 66 ± 1 revertantes/nmol 65 ± 7 revertantes/nmol 

Aminas 
heterocíclicasa 

DiMeIQx 0.09 ± 0.01 revertantes/pmol 6.6 ± 0.4 revertantes/pmol 

MeIQx 25 ± 4 revertantes/nmol 133 ± 8 revertantes/nmol 

Hidrocarburos 
aromáticos 
policíclicosb 

BaP 547 ± 65 revertantes/40 nmol 114 ± 6 revertantes/40 nmol 

DMBA 873 ± 44 revertantes/4 nmol 129 ± 18 revertantes/4 nmol 

a. Mutagenicidad inducida en S. typhimurium YG1024. 

b. Mutagenicidad inducida en S. typhimurium TA100, se emplearon 8 pmol de CYP1A1 en el ensayo. 

 

 

6.2. Antimutagenicidad de los inhibidores de CYP1A1 

 

Para evaluar las diferencias entre especies en la inhibición de CYP1A1 humano y de rata, se 

determinó la potencia antimutagénica de dos componentes del jugo de toronja (naringenina y 

bergamotina) sobre el daño inducido por el 2AA y el DiMeIQx en S. typhimurium YG1024.  

Previamente se estableció que 517 pmol por caja de 2AA son suficientes para tener el 

mismo número de colonias revertantes con ambos CYP1A1 y no son tóxicos para la bacteria, por 
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lo que se empleó esta cantidad de mutágeno en ensayos posteriores. En cambio, con el DiMeIQx 

se usaron concentraciones diferentes de compuesto para inducir la misma mutagenicidad (3.3 

nmol/caja de DiMeIQx en presencia de CYP1A1 humano y 110 pmol/caja de DiMeIQx con CYP1A1 

de rata). Así, independientemente del mutágeno usado, se determinó que la enzima de rata es 

notoriamente más sensible al efecto de la naringenina en comparación con el CYP1A1 humano 

(Figura 9). 
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Figura 9. Efecto antimutagénico de la naringenina sobre el daño inducido por 2-aminoantraceno y DiMeIQx en 

la cepa de S. typhimurium YG1024. Se emplearon 2 pmol de CYP1A1 como activador metabólico. Las barras 

representan el promedio de tres experimentos independientes con su desviación estándar. La línea punteada 

indica el valor de la reversión espontánea. Donde RE: Reversión espontánea, NAR: naringenina, 2AA: 2-

aminoantraceno, DiMeIQx: 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina, hCYP1A1: CYP1A1 recombinante 

humano, rCYP1A1: CYP1A1 recombinante de rata. 

 

De igual manera a lo que sucede con la naringenina, la bergamotina posee mayor efecto 

antimutagénico en presencia de CYP1A1 de rata (Figura 10). 
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Figura 10. Efecto antimutagénico de la bergamotina sobre el daño inducido por 2-aminoantraceno y DiMeIQx 

en la cepa de S. typhimurium YG1024. Se emplearon 2 pmol de CYP1A1 como activador metabólico. Las barras 

representan el promedio de tres experimentos independientes con su desviación estándar. La línea punteada 

indica el valor de la reversión espontánea. Donde RE: Reversión espontánea, BG: bergamotina, 2AA: 2-

aminoantraceno, DiMeIQx: 2-amino-3,4,8-trimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina, hCYP1A1: CYP1A1 recombinante 

humano, rCYP1A1: CYP1A1 recombinante de rata. 

 

En resumen, la naringenina es de 60 hasta casi 1000 veces más antimutagénica cuando 

interactúa con CYP1A1 de rata a diferencia de cuando interactúa con CYP1A1 humano. Mientras 

que con la bergamotina se disminuye de 13 a 40 veces más la activación de los mutágenos en 

presencia de la enzima de rata en comparación con la enzima humana (Cuadro 2).  

De los dos compuestos analizados, la bergamotina es más antimutagénica que la 

naringenina, requiriéndose menor cantidad de compuesto para disminuir notablemente la 

mutagenicidad del 2AA y el DiMeIQx (Cuadro 2). 
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Cuadro 2. Potencia antimutagénica de inhibidores de CYP1A1. 

Inhibidor Mutágeno 
Potencia antimutagénica 

CYP1A1 humano CYP1A1 de rata 

NAR 

2AA 3 ± 0.3 revertantes/nmol 179 ± 12 revertantes/nmol 

DiMeIQx 6.1 ± 0.4 revertantes/nmol 6.2 ± 0.5 revertantes/pmol 

BG 

2AA 57 ± 3 revertantes/pmol 2278 ± 128 revertantes/pmol 

DiMeIQx 31 ± 4 revertantes/pmol 423 ± 50 revertantes/pmol 

Mutagenicidad inducida en S. typhimurium YG1024, se emplearon 2 pmol de CYP1A1 en el ensayo. 

 

 

6.3. Ensayos de acoplamiento molecular 

 

A partir de un análisis in silico se determinó si existen diferencias en la interacción de los 

ligandos con ambas enzimas mediante la comparación de los parámetros de energía de unión y 

la determinación de los residuos con los que hay interacción (Cuadro 3). Los ensayos 

computacionales sugieren que el sitio catalítico del CYP1A1 humano podría tener una mayor 

afinidad por las aminas aromáticas, los HAP y ANF al contar con un mayor número de 

interacciones y distancias más cortas hacia el grupo hemo; mientras que CYP1A1 de rata sería 

más afín por las aminas heterocíclicas, NAR y BG considerando los parámetros ya mencionados 

(Figura 11). 

Además, en ambas enzimas parece mantenerse la naturaleza hidrofóbica de las 

interacciones, ya que la mayoría de los residuos involucrados en éstas son fenilalaninas (F123, 

F224 y F258 en humano; F228 y F316 en rata).  
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Cuadro 3. Interacciones de mutágenos e inhibidores con CYP1A1. 

Grupo Ligando 

CYP1A1 de humano CYP1A1 de rata 

Energía de 
unión 

(kcal/mol) 

Aminoácidos que 
participan en la 

interaccióna 

Energía de 
unión 

(kcal/mol) 

Aminoácidos que 
participan en la 

interaccióna 

Aminas 
aromáticas 

 
2AA 

-11.5 
F224, F258, G316, 

F319, D320 
-11.4 

F228, F262, F316, 
G320, F323, D324 

 
2AF 

-10.7 
F224, G316, A317, 

F319 
-10.7 

F127, F228, F262, 
F316, G320, A321, 

F323 

Aminas 
heterocíclicas 

 
DiMeIQx 

-10.4 
S116, F224, L312, 
D313, G316, T321 

-9.5 
F127, F228, G320, 
A321, F323, D324, 
T325, I390, HEM 

 
MeIQx 

-9.3 
F123, F224, G316, 

A317 
-9.1 

T126, F127, F228, 
F316, G320, A321, 

HEM 

Hidrocarburos 
aromáticos 
policíclicos 

 
BaP 

-15.3 
F123, F224, 

F258, G316, A317, 
D320, T321 

-15.0 
T126, F127, F228, 
F316, G320, A321, 

F323 

 
DMBA 

-15.1 
F123, F224, D313, 
G316, A317, F319, 

D320 
-15.1 

F127, F228, F316, 
G320, A321, F323, 

D324 

Inhibidores 

 
ANF 

-14.5 
F123, F224, F258, 
L312, G316, D320, 

T321 
-13.0 

T87, F189, F264, 
F277, D278, G281, 
A282, D285, I351, 

T462, HEM 

 
NAR 

-11.1 
S122, F123, F224, 
L254, F258, G316, 
A317, I386, HEM 

-10.0 

T87, F88, F189, 
D278, G281, A282, 
V347, I351, L461, 

T462, HEM 

 
BG 

-11.4 
F123, F224, N255, 
F258, L312, G316 

-11.8 
F189, D278, G281, 
A282, F284, L461, 

HEM 

a. Los residuos de la proteína que interactúan con el ligando fueron determinados con el programa AutoDock 
Tools [82]. Están subrayados aquellos aminoácidos que presentan interacciones π-π con el ligando empleando 
el programa Maestro (Schrödinger, LLC, Nueva York, NY). 
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Figura 11. Conformaciones tridimensionales y esquemas simplificados de la interacción de los ligandos con 

CYP1A1. Se representa CYP1A1 humano en color naranja y CYP1A1 de rata en color azul. Las líneas negras 

discontinuas muestran la distancia (Å) del átomo correspondiente del ligando hacia el grupo hemo de la 

proteína medidas con PyMOL. En líneas verdes se indican los apilamientos π-π determinados en el 

acoplamiento molecular con el programa Maestro (Schrödinger, LLC, Nueva York, NY). 
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Figura 11 (Continuación). Conformaciones tridimensionales y esquemas simplificados de la interacción de los 

ligandos con CYP1A1. Se representa CYP1A1 humano en color naranja y CYP1A1 de rata en color azul. Las líneas 

negras discontinuas muestran la distancia (Å) del átomo correspondiente del ligando hacia el grupo hemo de 

la proteína medidas con PyMOL. En líneas verdes se indican los apilamientos π-π determinados en el 

acoplamiento molecular con el programa Maestro (Schrödinger, LLC, Nueva York, NY). 
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7. DISCUSIÓN 

 

Durante el proceso de bioactivación, los compuestos precarcinogénicos son 

biotransformados en metabolitos altamente reactivos, donde la magnitud del daño está 

relacionada con la actividad de las enzimas responsables de la activación y la concentración de 

los metabolitos producidos. A su vez, los mecanismos de regulación y expresión de estas enzimas 

difiere entre especies, haciendo más susceptibles a algunos organismos con respecto a otros al 

efecto del mismo compuesto y dificultando la extrapolación de los resultados obtenidos en 

modelos animales para su uso en seres humanos [86–90]. Particularmente, CYP1A1 humano y de 

rata tienen un porcentaje de identidad en su secuencia de aminoácidos del 79% [48]; sin embargo, 

se demostró en este trabajo que las diferencias tienen un efecto notable en la interacción de 

ambas enzimas con los compuestos evaluados, reflejándose en potencias mutagénicas y 

antimutagénicas distintas entre especies. 

Con respecto al 2AA, la mutagenicidad fue mayor en presencia del CYP1A1 humano. Esta 

misma tendencia ha sido observada utilizando una mezcla más compleja (S9 humano) como 

activador metabólico [70]. Para que se produzca una reacción de óxido-reducción específica del 

sustrato, el ligando también requiere estar orientado con su grupo reactivo hacia el grupo hemo 

[91]. Dicha conformación fue sugerida por el ensayo de acoplamiento molecular, donde el grupo 

amino del 2AA y 2AF se encuentra orientado hacia el hemo de CYP1A1 humano y de rata (Figura 

11). Sin embargo, el análisis in silico no evidencia grandes diferencias interespecies en la 

interacción de estas proteínas con las aminas aromáticas, pues se determinaron energías de 

unión similares (Cuadro 3). 

Reportes previos muestran que MeIQx es débilmente activado por cepas de E. coli lac Z que 

expresan CYP1A1 humano y NADPH-citocromo P450 reductasa [27]. Contrario a esos hallazgos, 

en este trabajo se evidenció que concentraciones menores a 4.7 nmol/caja del mismo compuesto 

son altamente mutagénicas en S. typhimurium YG1024 cuando se metabolizan por CYP1A1 de 

humano y de rata. A pesar de que los autores también utilizan a una bacteria como organismo 

modelo para la evaluación de la mutagenicidad, la sobreexpresión de la enzima O-
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acetiltransferasa en S. typhimurium YG1024 permite una mejor detección de la mutagenicidad 

inducida por las aminas heterocíclicas en esta cepa en comparación con E. coli [76].    

A diferencia de la bioactivación de las aminas aromáticas mediada por CYP1A2, en presencia 

de CYP1A1, la enzima de rata es más eficiente en la activación de las aminas heterocíclicas en 

comparación con la enzima humana [92]. De igual forma, con los ensayos computacionales se 

determinó una menor distancia entre las aminas heterocíclicas y el grupo hemo, lo cual 

correlaciona con los hallazgos in vitro y otros reportes de interacciones CYP-ligando [4,93–95]. 

Aún falta realizar la caracterización y cuantificación de los metabolitos reactivos para determinar 

si son los mismos que se producen en ambos casos o si existen algunos que sean específicos de 

la especie.  

Con los HAP se obtuvo una mayor mutagenicidad en presencia de la enzima humana, lo cual 

también ha sido demostrado al comparar la afinidad de microsomas hepáticos humanos y de rata 

por BaP [72]. A su vez, la orientación tridimensional de BaP y DMBA con CYP1A1 son consistentes 

con el sitio preferido de metabolismo mediante la vía de formación de diol epóxidos [34]; 

mientras que con CYP1A1 de rata, los HAP están en una conformación no productiva, donde las 

moléculas se encuentran giradas 180o de la posición preferente para el metabolismo (Figura 11).  

Los patrones de oxidación de BaP con el mismo sistema de expresión de los CYP1A1 

recombinantes de humano y de rata empleado en este trabajo (células de insecto infectadas con 

baculovirus, comercialmente denominadas Supersomes®) han mostrado la formación de 

metabolitos que son especie-específicos, además de la contribución de la actividad de otras 

enzimas como NADPH:óxido-reductasa y citocromo b5 [35,36,96], por eso sería importante 

esclarecer si las diferencias entre especies en la mutagenicidad observada en la prueba de Ames 

están relacionadas con el aumento de los metabolitos mutagénicos o con los productos de 

eliminación. 

El DMBA es uno de los HAP más ampliamente utilizados en modelos de tumorigénesis; sin 

embargo, existen pocos estudios enfocados en las diferencias entre especies para su 

bioactivación, la cual ha sido similar en hepatocitos humanos y de rata [97,98]. En presencia de 

CYP1 y epóxido hidrolasa, el metabolito carcinogénico formado es el 3,4-dihidrodiol-1,2-epóxido 

[99]. En ausencia de epóxido hidrolasa, hay formación de metabolitos fenoles que contribuyen a 
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la formación de tumores en modelos animales [100]. De acuerdo con estos reportes, es probable 

que otras vías de activación hayan participado en el metabolismo de DMBA en presencia de 

Supersomes®, los cuales carecen de epóxido hidrolasa, con la posibilidad de que los 

intermediarios fenoles de DMBA pudieran haber sido sustratos de CYP1A1 dando como resultado 

metabolitos mutagénicos. 

Para los inhibidores como la ANF, las interacciones con el sitio activo de CYP1A1 humano 

(Cuadro 3) fueron consistentes con hallazgos previos donde se documenta que el apilamiento π-

π entre los anillos aromáticos del compuesto y F224 genera conformaciones más estables [4]. El 

favorecimiento de este tipo de interacciones π-π entre las fenilalaninas del CYP1A1 y el ligando 

debe ser abordado para el diseño de inhibidores potentes de la enzima como agentes protectores 

contra el daño generado por exposición a contaminantes ambientales. 

Previamente se reportaron las diferencias entre especies en la inhibición de CYP1A1 por 

NAR, siendo el CYP1A1 de rata casi 3000 veces más sensible al efecto del inhibidor en 

comparación con la enzima humana [48]. Con los ensayos de antimutagenicidad se observó la 

misma preferencia de inhibición de la enzima de rata, de 60 a 1000 veces mayor potencia 

antimutagénica que en presencia de CYP1A1 humano. Sin embargo, los resultados de 

acoplamiento molecular sugieren mayor interacción con la enzima humana. Al respecto, hay que 

puntualizar que el análisis computacional tiene ciertas limitaciones ya que está basado en 

modelos matemáticos que tratan de explicar los factores que tienen influencia en la interacción 

de la proteína con el ligando. A modo de ejemplo, las interacciones entre NAR y CYP1A1 de rata 

obtenidas en el acoplamiento molecular (Cuadro 3) sugieren que la NAR es un inhibidor 

competitivo de la enzima al unirse a ciertos residuos que forman parte del sitio catalítico, pero 

experimentalmente se demostró que en realidad se trata de un inhibidor de tipo mixto [48], 

siendo ésta una condición importante que no es considerada en el análisis computacional. 

La reciente determinación de la estructura tridimensional del CYP1A1 humano en complejo 

con la BG por cristalografía de rayos X ha permitido validar los hallazgos in silico, donde se sugiere 

que el anillo psoraleno está orientado de forma distal al grupo hemo [101] (Figura 11). Además, 

la evidencia de formación de cuatro metabolitos de BG por CYP1A1 humano debe ser considerada 

para su identificación en la catálisis mediada por CYP1A1 de rata [101]. La notable actividad 
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antimutagénica de la BG demostrada en este trabajo (Cuadro 2), la convierte en una molécula 

con alto potencial para su uso como agente quimiopreventivo. 

Por otro lado, las diferencias estructurales entre especies no sólo son importantes para la 

unión del sustrato, sino que también deben considerarse las variaciones individuales en la 

estructura del CYP1A1. Si bien éstas no fueron evaluadas en este trabajo, se sabe que existen 

correlaciones entre los polimorfismos de un solo nucleótido en el CYP1A1 humano y la 

susceptibilidad al cáncer [102–105], pero pocos estudios han examinado los efectos de éstos 

sobre la actividad enzimática. Por ejemplo, las variantes alélicas en residuos que no pertenecen 

al sitio catalítico de CYP1A1 humano, como CYP1A1.2 (Ile462Val), CYP1A1.4 (Thr461Asn) y 

CYP1A1*2C (rs1048943) mostraron diferencias considerables en el perfil de metabolitos y 

eficiencias catalíticas del metabolismo del estrógeno en comparación con la enzima wild type 

[106,107], así que valdría la pena evaluar la frecuencia de estas variantes en poblaciones 

expuestas a contaminantes ambientales como los HAP y las aminas heterocíclicas. 

Finalmente, este trabajo destaca la importancia de considerar las diferencias interespecies 

en la interacción de la enzima con el ligando al momento de extrapolar los resultados de modelos 

animales para su uso en asesoramiento de riesgo en seres humanos. También proporciona 

evidencia para proponer a la naringenina y la bergamotina como agentes protectores contra el 

daño asociado a la bioactivación de procarcinógenos mediada por CYP1A1.  

 

8. CONCLUSIONES 

 

• El BaP, DMBA y 2AA se activaron con mayor eficacia por el CYP1A1 humano a 

compuestos mutagénicos, mientras que las aminas heterocíclicas se activaron 

principalmente por el CYP1A1 de rata. No hubo diferencias en la activación de 2AF por 

CYP1A1 humano y de rata. 

• En el caso de los inhibidores NAR y BG, hubo mayor antimutagenicidad de los 

componentes del jugo de toronja en presencia del CYP1A1 de rata. 

• Los resultados in silico de interacción de los HAP, ANF y BG con CYP1A1 correlacionaron 

con los hallazgos experimentales. 
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• Con el ensayo de acoplamiento molecular, se evidenció el apilamiento π-π como la 

principal forma de interacción del ligando con la proteína. 

 

9. PERSPECTIVAS 

 

• Cuantificar las diferencias en la concentración de metabolitos mutagénicos generados 

por la bioactivación mediada por CYP1A1 humano y de rata. 

• Determinar si existen diferencias en el perfil de metabolitos generados por la inhibición 

de CYP1A1 con naringenina y bergamotina. 

• Explorar la influencia de las enzimas NADPH:óxido-reductasa y citocromo b5 en las 

diferencias entre especies del metabolismo mediado por CYP. 

• Determinar el efecto de las diferencias entre especies en diversos niveles de regulación, 

incluida la actividad enzimática, los mecanismos de daño y reparación, la 

farmacocinética, el perfil de metabolitos, la concentración de aductos y los espectros 

mutacionales, así como la contribución de las enzimas de fase II del metabolismo. 
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