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RESUMEN

La creciente exposicion ambiental a ciertos xenobidticos puede resultar en
procesos de genotoxicidad, mutagénesis y en la formacién de tumores. Uno de los
mecanismos de genoproteccion es la inhibicion selectiva de citocromos P450; los
cuales activan a dichos xenobidticos convirtiéndolos en mutagenos. La literatura
ha reportado inhibicibn por parte de moléculas contenidas en alimentos
popularmente consumidos, como la cerveza. Es por ello que en este proyecto se
midié la actividad enzimatica de los citocromos P450 CYP1Al y CYP1A2 en
presencia de tres tipos de cerveza representativas del mercado nacional
mexicano: Ale, Lager y sin alcohol. Los resultados mostraron que las cervezas

tuvieron diferentes capacidades para inhibir dichos citocromos.

ABSTRACT

The growing environmental exposure to certain xenobiotics can result in
genotoxicity processes, mutagenesis and tumor formation. One of the mechanisms
of genoprotection is the selective cytochrome P450 inhibition; which activates
these xenobiotics converting them into mutagens. Literature has reported inhibition
from molecules contained in popular foods, like beer. For that reason in this
project, enzyme activity of cytochromes P450 CYP1Al and CYPl1A2 was
measured in the presence of three types of beer that are representative of Mexican
national market: Ale, Lager and without alcohol. Results showed that these beers

had different capacities to inhibit those cytochromes.



INTRODUCCION

A mediados del siglo XX, cientificos fundadores de la Sociedad Mutagénica
Ambiental de EE.UU. (EMS, por sus siglas en inglés), tuvieron la preocupacion de
que mutdgenos se encontrasen en el ambiente, alimentos y en los novedosos
productos del mercado que no garantizaban tener inocuidad genotoxica (1).
Anteriormente, ya se habia relacionado la genotoxicidad con los procesos de
carcinogénesis (2). La problematica continla hasta nuestro presente al
demostrarse por la estadistica que el cancer es un creciente problema de salud
publica a nivel mundial (3) y la tercera causa de muerte en México (4).

Algunos compuestos exhiben su capacidad mutagénica cuando son
activados por citocromos P450. Las enzimas P450 son una superfamilia de
hemoproteinas que forman parte de la fase | en las reacciones de
biotransformacion de xenobidticos, ademas de participar en diversos procesos
fisiolégicos como la sintesis de esteroides y colesterol, metabolismo de &cidos
grasos y homeostasis de mantenimiento de calcio (5). Ejemplos de moléculas
promutdgenas que se encuentran en el ambiente y/o alimentos, son los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) y las aminas heterociclicas aromaticas
(HCA). Estas son activadas por los citocromos CYP1A1l y CYP1A2
respectivamente. Los mexicanos no se encuentran exentos del contacto con estos
promutagenos, al haber por ejemplo, concentraciones de PAHs superiores a los
limites recomendados por las autoridades europeas en las zonas industrializadas
y urbanas de nuestro pais (6). Por ello, la inhibicion en la actividad de estas

enzimas es un posible mecanismo para la genoproteccion.

Se ha descrito actividad antimutagénica para la cerveza, por medio del
mecanismo de inhibicion de los citocromos CYP1Al y CYP1A2 (8). La cerveza es
un alimento nutritivo cuya mezcla de componentes, incluye desde compuestos
carbonilicos hasta aromaticos. La proporcion de estos componentes no solo

depende del tipo de cerveza: ale (con Saccharomyces cerevisiae) y lager (con
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Saccharomyces pastorianus); sino de las variaciones en los ingredientes basicos

(agua, cebada, lapulo y levadura) y su procesamiento (7).

La miriada de opciones en el mercado sugiere una heterogeneidad de inhibicion.
Ademas, para indagar las moléculas con capacidad de inhibicion por parte de la
cerveza, las investigaciones se han enfocado en el aislamiento de
prenilflavonoides y uso de extractos de lupulo estandarizados. Por ejemplo, Yuan
et al. (2014) informan que el extracto de lupulo (sin acidos amargos y
estandarizado con 33.84% XH, 0.35% 8-PN, 1.77% 6-PN y 1.07% IXH) inhibe
débilmente, pero significativamente, al CYP2B6, mientras que la mezcla de los
prenilflavonoides aislados a las mismas concentraciones no mostrd inhibicion
significativa. Ello indica la posibilidad de que otros compuestos presentes en el
extracto, diferentes a los prenilflavonoides aislados, jueguen un papel sinérgico
aumentando el efecto de inhibicion. Sin embargo, ese comportamiento sinérgico
no lo comparten todos los citocromos, ya que el CYP2C por ejemplo, fue inhibido
aditivamente por los compuestos prenilados, al no observarse diferencia
significativa entre ambas mezclas. (9). Mas aun, Nozawa et al. (2014) observan
en el ensayo de Ames, un efecto de antimutagenicidad directamente proporcional
a la concentracion de lupulo, pero también observa efecto de antimutagenicidad

con cerveza sin extracto de lUpulo (10).

Por eso, parte de la distincion de este trabajo, es la disposicion de los compuestos
no volatiles de la cerveza completa y no sélo del extracto del lGpulo o aislados.
Considerando sea la inhibicién, un mecanismo de antimutagenicidad, esta
inclusién es importante para los ensayos de mutagenicidad posteriores. Como se
menciona en el parrafo anterior, parte de la justificacion de manejar el liofilizado de
la cerveza completa, radica en que dichas muestras complejas pueden presentar
fendmenos de sinergismo (0 su opuesto antagonismo), contrarios a la intuitiva
inhibicién aditiva. El sinergismo no es sencillo de definir en términos cuantitativos,
ya que se comprende como una supradicion (1+1>2), pero ello involucra implicita

o explicitamente los tipos, formas o mecanismos de dichas relaciones dosis-efecto
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sean homogéneos; por ejemplo, el que sean lineales. Cabe mencionar que cuando
se conoce los mecanismos son diferentes, el término mas apropiado es
potenciacion (11). Dado que los mecanismos de inhibicion del CYP450 no son
evidentes en una muestra compleja, el fendmeno de sinergismo debe
considerarse cualitativamente; i.e. como un aumento en el efecto que excede la

suma de los efectos individuales, segun un umbral establecido (12).

En este proyecto, se plantea la medicion de actividad de los citocromos
CYP1Al y CYP1A2 por la cuantificacion de metabolitos fluorescentes, en
presencia de concentraciones de liofiizados de tres tipos de cerveza
representativas en el mercado nacional mexicano: Minerva ® como tipo ale y
Corona Extra ® para tipo lager y sin alcohol; con el objetivo de detectar si hay
inhibicion por los componentes presentes en los liofilizados. Cabe destacar que la
cerveza sin alcohol se incluye, no soélo por su creciente importancia en el mercado,

sino también porque su produccion le atribuye diferencias relevantes.


http://sci-hub.tw/10.1383/anes.6.4.139.63630
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MARCO TEORICO

Mutagenos ubicuos

Los primeros mutagenos confirmados en la historia fueron agentes fisicos:
los rayos X (1927) y posteriormente los rayos UV (1930). Desde 1914 se inquirio la
capacidad mutagénica de las sustancias quimicas, pero fue durante y después de
la segunda Guerra Mundial que se dieron demostraciones claras. Anteriormente,
en el aflo 1775, se tuvo registro del primer agente externo que ocasiona cancer, el
hollin de chimenea. Después, fue Miller quien sugiri6 que las mutaciones
inducidas por rayos X originaban cancer. Por lo tanto, él y Auerbach extendieron la
relacion de mutagénesis y carcinogénesis para las sustancias quimicas (1).
Ulteriormente, un estudio ha demostrado que de 175 carcindgenos, 157 son
mutagenos, es decir mutacarcinogenos. La teoria de mutacién somatica (TMS) del
cancer propuesta en 1928 por Bauer, sostiene que estos agentes causan cancer
por la induccién de mutaciones no letales en las células somaticas (13); lo que
origina células malignas. Las especies quimicas que causan dafio al DNA al unirse
covalentemente, formando aductos de manera aditiva e irreversible, y persistiendo
en la proliferacion celular, se consideran agentes iniciadores; por ser el paso
correspondiente a la fase de iniciacion de la carcinogénesis. La formacion del
aducto no necesariamente genera una mutacion, sino hasta cuando la sintesis de
DNA ocurre (14).

Los mutagenos ambientales se traslapan con los carcinégenos ambientales. La
industria moderna los ha introducido, pero también se crean en la naturaleza. Han
estado ahi desde que nuestros ancestros descubrieron el fuego. En los afios 30
del siglo pasado, Cook y colaboradores aislaron e identificaron, el benzo[a]pireno
(B[a]P), del hollin. Subsecuentemente se han aislado y catalogado otros

compuestos (15).
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El reino fungi contamina productos agricolas por el género Aspergillus en
regiones mas célidas y por Penicillium y Fusarium (vomitoxina y deoxinivalenol) en
las regiones mas frias. Otras toxinas de importancia son la fumonisina B1,
ocratoxina A, esporidesmina, dotistromina (toxina de los bosques de pino),
aflatoxina B1 y esterigmatocistina.

En el reino vegetal se encuentra la cicasina de las nueces, safrol, los alcaloides
pirrolizidinicos encontrados en mas de 50 especies de las familias Compositae,
Boraginaceae y Leguminosae. También, flavonoides como quercetina,
kaempferol, ramnetina, galangina, isorhamnetina, fisetina, woganina. La cebolla
por ejemplo, contiene de 11 a 24 gramos de quercetina por kg. Por otro lado, las

flavonas e isoflavonas o no son mutageénicas o lo son muy levemente.

En los productos carnicos puede ser que sean introducidos por los métodos de
preservacion (compuestos N-nitrosos) y en la pirolisis por coccidon a altas
temperaturas (aminas heterociclicas y PAHSs). Tanto los PAHs como los nitrados
(nitro-PAHS) pueden ser generados en el procesamiento termal de la comida como
el secado, horneado, parrillado o ahumado. El pirosilato de triptéfano es el mas
mutagénico seguido de pirosilatos de serina, acido glutamico, ornitina y lisina con
activacion metabolica. También esta el pirosilato de glucosamina, los pirosilatos de
glucosa, arabinosa, fructosa y sorbitol. Pirosilatos de alina y alicina contenidos en
la cebolla y el ajo son mutagénicos. Por lo general, un contenido bajo de agua en
la comida favorece la producciéon de mutagenos cuando ésta es asada. Los
productos de nitrosacion, como los compuestos N-nitrosos, son producidos por la
reaccion de nitrito con otros compuestos que contienen nitrdgeno (como las
aminas y amidas), en condiciones acidas del estbmago o el medio. Los nitritos
estdn presentes en comida y agua y son producidos del nitrato del agua y

vegetales.



Una dieta alta en grasas poliinsaturadas facilita la formacion de peréxidos como el
malondialdehido, cuando éstas se oxidan. Este es mutagénico, en comparacion
con otros peréxidos como el acido 12-hidroxiesteérico, 4-cetodecanoico que soélo
son carcinogénicos (16).

Como quimicos sintéticos, estdn en los aditivos alimenticios (derivados de
nitrofurano), cosméticos (colorantes metélicos y de plantas, compuestos amino
arométicos, nitro, azo y diazo, antraquinonas, azinicos, nitrofenilenediaminas,
amino-nitrofenoles, amino-antraquinonas, p-aminofenol, entre otros; usados en
tintes de cabello). También en farmacos (agentes antitumorales, glucdsidos de
antraciclina), pesticidas, productos del hogar, y sustancias industriales u

ocupacionales.

Por ultimo, como contaminantes en el aire y agua; asbestos, metales pesados
(como cadmio, cromo, niquel y arsénico), e hidrocarburos aromaticos que se
encuentran en el ambiente, por fuentes antropogénicas como emisiones de
gasolina y diesel de motores vehiculares, combustion incompleta de carbono,
operaciones de refinacion petrolera, consumo de gas natural, e incineracion
industrial (18)(19). En concreto la Ciudad de México, al ser una ciudad grande y
con ventilacion limitada por su posicidn entre montafias, al ser una cuenca,
experimenta problemas de contaminacion. Esta localizada a 2200 m sobre el nivel
del mar. Su menor disposicion de oxigeno lleva a una combustion menos eficiente,
generando asi mayor cantidad de PAHs. Estas, se distribuyen en material
particulado (PM) sélido y en la fase gaseosa; dependiendo de la temperatura
ambiental, su peso molecular y presién de vapor. Pueden reaccionar en la
atmosfera generando PAHs oxigenados, hidrocarburos aromaticos nitropoliciclicos
y PAHs clorados. Los mayores niveles de PAHs son en temporada fria seca, al
encontrarse de 6 a 8 veces mas en el PM y en fase vapor, que en temporadas
secas calurosas o lluviosas. Ademas, la ciudad presenta vientos predominantes
del norte al noroeste. Dado que la mayoria de las industrias estan ubicadas al

norte, dichos vientos transportan cantidades significativas de contaminantes
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emitidas por estas industrias. Son emisiones de gases no caracterizadas de
fundicion de metales, produccion de ceramicos y ladrillos, plantas termoeléctricas
y de la refineria en el estado de Hidalgo. Los estandares europeos proponen un
limite de 1000 pg/m?® de B[a]Peq (como promedio anual), para proteger la salud en
la poblacion. No sélo la salud de los habitantes de la ciudad se encuentra en
riesgo por una presencia anual promedio mayor a los limites europeos propuestos
con 1250 pg/m® B[a]Peq, sino que hay otros PAHs mas carcinogénicos que
sugieren la determinacion solo de niveles de B[a]P es insuficiente (19).

Promutagenos que se activan por CYP450

El potencial carcinogénico esta afectado por las condiciones experimentales
como la variabilidad individual, especie, sexo, edad, ruta de administracion y la
dieta (18). La alimentacion puede proporcionar factores que promueven o
entorpecen la mutagénesis, como los comutagenos y antimutagenos
respectivamente. Asimismo, estudios exponen que la deficiencia de
micronutrientes en la dieta, como beta caroteno, vitamina E y calcio, requeridos en
el mantenimiento del DNA, asi como la sintesis, la reparacion, la metilacion y la
apoptosis, pueden llevar al dafio del DNA en el mismo grado que la exposicién a
un carcinégeno genotoxico o radiacion. Niveles Optimos de estos micronutrientes
con respecto a la prevencion del dafio oxidativo, reparacion y apoptosis 6ptima se
han definido in vitro. Sin embargo, ello no proporciona informacién suficiente para
prevenir el dafio al DNA en humanos, porque incluso hay debate de la eficacia del
uso de suplementos comparado con su obtencion por los alimentos. En general, la
extrapolacion in vitro a in vivo se complica por la presencia de factores
idiosincraticos. Un ejemplo de estos factores idiosincraticos son las enzimas
metabolizadoras especificas, que no sbélo dependen de los polimorfismos
genéticos del individuo (SNPs o Polimorfismos de un Solo Nucleétido, por sus

siglas en inglés), sino de la induccidon de éstas por xenobioticos; tal como los
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ilustrados en los parrafos preliminares por la alimentacion y el medio ambiente
(16).

La activacibn metabdlica de promutdgenos se puede dar por estas enzimas,
principalmente por los citocromos P450. En los primeros ensayos, Miller y
Auerbach, usaron el modelo de Drosophila melanogaster para experimentar con
hidrocarburos cancerigenos, pero a diferencia del sulfuro de diclorodietilo (gas
mostaza), no dieron positivo a la prueba de mutagenicidad. Mas de 30 afios
después, por las indagaciones de Malling y las pruebas en Salmonella sp. de
Ames, se comprendid que los resultados dieron negativo por la incapacidad del
modelo para metabolizar esos compuestos promutdgenos en sus electrofilos

mutagénicos (1).

Los citocromos P450 (CYP450) estan distribuidos en todos los reinos
biologicos y forman parte de una de las familias mas grandes de enzimas. En el
humano, los CYP se encuentran en el higado, pared intestinal, cerebro, corteza
adrenal, testis, pulmones, rifiones, entre otros; dentro del reticulo endoplasmico o
membranas mitocondriales internas, donde sus acarreadores proteicos de
electrones difieren en su localizacién subcelular. Al formar un complejo con el
monoxido de carbono, presentan una banda, o longitud de onda maxima en los
450 nm del espectro de absorcion, derivando de ahi su nombre. La nomenclatura
de su clasificacion se basa en la identidad de las secuencias de aminoacidos,
filogenia y organizacién génica. Se les asigna un namero para indicar la familia
(identidad usualmente de un 40%), una letra para la subfamilia (identidad mayor al
55%) y después son diferenciados por un nimero correspondiente a la isoforma o
enzima individual (20)(21)(22).

Los CYP450 contribuyen en procesos vitales como la asimilacion de fuentes de
carbono, la biosintesis de hormonas, de vitaminas liposolubles y de componentes
estructurales; asi como en tres cuartos de las reacciones del metabolismo de

xenobidticos. Habitualmente biotransformando en conjunto con las reacciones de
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la fase Il, el sistema CYP cataliza la reaccion mas comun de la fase |, la oxidacion.
Para catalizar la activacion del oxigeno molecular, y poder efectuar la oxidacion
regio y estereoespecifica a una plétora de sustratos, los P450s tienen diversas
fuentes reductoras; pero en el caso de los CYP microsomales de mamiferos,
obtienen sus electrones del NAD(P)H-P450 reductasa (POR); con ayuda ocasional
del citocromo b5. Algunas reacciones de oxidacién representativas son las
hidroxilaciones alifaticas y aromaticas, epoxidaciones, N-deaquilaciones, O-
deaquilaciones, S-deaquilaciones, N-hidroxilaciones, desaminaciones oxidativas,
denitrosaciones oxidativas, deshalogenaciones oxidativas, desulfuraciones
oxidativas y sulfoxidaciones (23). Asi cuando, por ejemplo, el CYP1A1l metaboliza
los PAHs y/o el CYP1A2 metaboliza aminas aromaticas y aflatoxina B1, se forman
electrofilos fuertes (iones carbonio y nitronio). Estos agentes alquilantes se unen a
los acidos nucleicos, en los atomos de N y O que estan en el esqueleto
fosfodiéster y las bases. Particularmente en las bases, los sitios mas comunes de
alquilacion son el N7 de la guanina, el N3 de la adenina, el N3 de la guanina, y el
06 de la guanina (24)(25).

Alosteria de los CYP450

Los CYP450 poseen un grupo prostético hemo, coordinado como ligando
axial, a un anién de tiolato del residuo de cisteina; estructura central muy
conservada a lo largo de la evolucion. Pese a que el porcentaje de identidad de
secuencia es menor al 20% entre las isoformas, eso no imposibilita se conserve la
topografia general y el doblamiento de la proteina al adoptar conformaciones
abiertas y cerradas. Estos cambios son requeridos para permitir el acceso del
sustrato al sitio activo, asi como para que los protones disueltos protonen al
oxigeno molecular unido al hierro (esquema de ciclo catalitico en apéndice seccién
i). Dicha dinamica general es compartida por todos los P450s, donde alrededor del

grupo hemo (sitio activo), se refleja el mecanismo comun de transferencia de

13


http://sci-hub.tw/10.1016/j.redox.2014.11.008
http://sci-hub.tw/10.1016/b978-0-444-59389-4.00001-x
https://www.elsevier.com/books/cytochrome-p450-function-and-pharmacological-roles-in-inflammation-and-cancer/hardwick/978-0-12-803119-3

electrones y protones y de la activacion del oxigeno. No obstante, la aptitud para
adaptarse a una variedad de sustratos de diferentes tamafios y formas, es
especifico* de cada subfamilia. Por ejemplo, los sustratos de las isoformas de la
familia CYP1A, como CYP1A2, son aminas y amidas planares hidrosolubles (26).

La barrera para la penetracion del sustrato a la cavidad de unién, esta
determinada por la relajacion conformacional a gran escala de la proteina. Es por
ello que la interaccién de la enzima con la membrana, afecta directamente cémo
el sustrato va a tener acceso. La manera de union de la familia CYP1A por
ejemplo, orienta el canal de acceso del sustrato a que sea por el citosol (26). Los
cambios estructurales que resultan del enlace del sustrato, pueden favorecer el
empaqguetamiento (que define la preferencia estereoespecifica de la
transformacion catalitica) y la estabilizacion electrostatica del estado de transicion;

para que una vez ahi se facilite la subsecuente dinamica (27).

Los citocromos no pueden constrefiirse a enzimas con un solo sitio de
unién. No solo son los sitios de union periféricos, sino tan solo la cavidad del sitio
catalitico (activo u ortostérico), tiene un volumen lo suficientemente grande como
para acomodar dos o0 mas moléculas; aunque eso no deje de lado que la union de
ligandos pequenios al hierro del grupo hemo, pueda ser cohibida por impedimento
estérico del sustrato. Fundamentalmente, dicha cavidad posee dos diferentes
subsitios (sitio | y el sitio 1); en los cuales, la unién del sustrato y producto, regula
el estado funcional de la enzima y la expresion general de su actividad. Surgen
interacciones alostéricas por el acceso diferencial a los sitios, pero inicialmente no
se consider6 se tuviesen cambios conformacionales mayores en la enzima; i.e. un
modelo estatico cuyo espacio se llena. La palabra “alostérico” fue introducida por
Monod y Changeux a mediados del siglo XX, para la idea de acoplamiento
termodindmico y cambios conformacionales en las macromoléculas. En
contraposicion, el alosterismo de CYP se basa en los resultados de actividad en

funcién de la concentracion del sustrato y en la cooperatividad. Cabe no omitirse
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que el alosterismo de CYP es diferente al alosterismo tradicional, porque el
segundo infiere una especificidad de sustrato alta. Como la especificidad* de los
CYPs hacia con los sustratos es baja, ello da como resultado un alosterismo no
especifico. Los CYPs pueden unirse con mas de un sustrato y pueden generar
mas de un producto de un solo sustrato. En la bioquimica y biofisica, la
cooperatividad se define como la perturbacion mutua de interacciones entre
ligando y la macromolécula (proteina o DNA) en diferentes sitios de unién. La
cooperatividad funcional puede deberse a una desviacion sustancial de
distribucién de los sitios de union, o ser el resultado de la diferencia (neto) de las
propiedades funcionales significativas (como la tasa de formacién de producto y el
equilibrio del estado spin) de los ligandos intermediarios con respecto al sistema
en estado no cooperativo. Se ha propuesto entonces, un modelo de dos sitios (en
la cavidad del sitio activo) vinculado con el alosterismo de CYP (28). La coalicion
entre la ocupacion multiple del sitio de union o regulacion ortostérica y el concepto
de una enzima oligomérica alostérica, es un mejor modelo pues permite incluso

explicar los casos con comportamiento cinético atipico (29).

Cerveza y sus compuestos bioactivos

Anteriormente, se mencion6 cémo la alimentacion influye en el potencial
carcinogénico. Al mismo tiempo, hay alimentos que se han relacionado con
propiedades anticancerigenas, como es el caso de la cerveza (8). La cerveza es
una bebida milenaria que acorde a datos de la FAO entre 1970 y 2004, ha
aumentado su consumo mundial al doble, con prondsticos de crecimiento anual
de 1.2% (34). México destaca en su consumo al ser el sexto lugar a nivel mundial

y segundo en Latinoamérica, segun datos de Cerveceros de México del 2017 (35).
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La cerveza es una mezcla compleja, con cientos de diferentes compuestos
caracterizados. La ley de pureza de la cerveza de Bavaria del afio 1516 (16),
indica que los ingredientes basicos son levadura, lapulo (inflorescencia de
Humulus lupulus), agua y cebada (graminea Hordeum vulgare). Es una bebida
acuosa fermentada basada en almidén y condimentada con ltupulo (fuente de
aceites esenciales y resinas). Existen numerosas cepas de levadura, pero son dos
las que definen los dos tipos generales de cerveza: Saccharomyces cerevisiae
para tipo ale y Saccharomyces pastorianus para tipo lager. La primera, utilizada
desde los Babilénicos, se posiciona en la superficie y prefiere fermentar a una
temperatura de 15-26°C. En contraposicion, posicionandose en el fondo, la
segunda (por su incapacidad para esporular y protegerse contra el frio) puede
fermentar a una temperatura de 5-15°C. Esta ultima es una cepa hibrida que
resulté de la cruza entre S. cerevisiae y la criotolerante S. eubayanus. Dado que
la cerveza tipo ale, con su cepa Saccharomyces cerevisiae trabaja con
temperaturas mayores que la cepa del tipo lager, las reacciones de los procesos
metabolicos son mas rapidos. La acumulacion de compuestos intermediarios
suscita la probabilidad de su fuga a través de las paredes celulares; estos
subproductos de la fermentacibn se conocen como congéneres, que afaden
sabores y aromas frutales o florales, no siempre deseables. En otras palabras, las
mayores temperaturas de fermentacion de la cepa S. cerevisiae acentla la
tendencia de concentraciones mayores de ésteres y alcoholes superiores; a
diferencia de la cerveza lager que tiene un perfil de sabor mas suave o menos
complejo (36). Otro disimil, es que la cepa original, tolera mayores
concentraciones de alcohol, concediendo cervezas de mayor grado alcoholico
(37). Sin embargo, la plétora de tipos de cerveza disponibles en el mercado no
s6lo depende de lo precedente, sino de las variantes de los ingredientes y su
procesamiento. Algunos ejemplos de las tipo ale incluyen las cervezas Indian Pale
Ale (IPA), Pale Ale, Brown Ale, Porter, Stout, Wheat y Abbey belga; las tipo lager
las cervezas Pilsner, Bock, Dunkel, Marzen y oscura. No menos importante, las
cervezas sin alcohol también presentan muchos tipos, donde el productor tiene el

reto de mantener caracteristicas organolépticas similares a las cervezas normales.
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De manera general, la producciéon se logra por el impedimento de una
fermentacion completa o la remocion de alcohol (cuadro con las especificidades
de los métodos de produccion usados en la actualidad, en seccién ii del apéndice)
(68).

Ciertos constituyentes de la cerveza se derivan de los materiales crudos; mientras
gue otros son el resultado de transformaciones quimicas y bioquimicas durante el
malteado, horneado, molienda y maceracion, coccion, fermentacion y maduracién
(esquema de produccion en seccion iii del apéndice). Pueden dividirse en volatiles
y no volatiles. Los componentes volatiles (que emanan de los aceites esenciales
del lupulo, de las reacciones de desaminacion y transaminacion de la levadura, de
la reaccion de Strecker, de la descarboxilacion, entre otras fuentes), incluyen
alcoholes superiores, alcoholes aromaticos, ésteres, acidos organicos, aldehidos,
compuestos carbonilicos, terpenos y compuestos de azufre (dioxido de azufre,
sulfuro de hidroégeno, mercaptanos, dimetilsulfuro y organicos sulfurados). Los no
volatiles pueden incluir sales inorganicas, polifenoles, resinas de Iupulo, alcoholes
como glicerol y tirosol, azucares, aminoacidos, nucleétidos y nucledsidos (siendo
guanosina, uridina y citosina mayoritarios), y sus macromoléculas: polisacéaridos,

proteinas y acidos nucleicos (38)(39).

Los azucares que se encuentran en la cerveza van desde la unidad, la glucosa,
hasta polisacaridos con mas de 250 unidades. A menos de que se aflada como
colofén, los carbohidratos mayoritarios del producto final no son fermentables. Un
90%, son remanentes de la hidrdlisis enzimatica del almidén y un 10% son
compuestos polisacaridos de las paredes celulares. Del extracto real (una medida
del total de solidos disueltos), el 75-80% son carbohidratos (principalmente
dextrinas), sumandose al 6-9% de compuestos nitrogenados, 4-5% de glicerol y
glucanos, y un porcentaje restante de compuestos inorganicos, compuestos

fendlicos y sustancias acidas amargas.
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La malta de la cebada y de adjuntos, no sélo son fuente de lipidos, carbohidratos y
vitaminas, sino también de compuestos nitrogenados: los mencionados
aminoacidos, péptidos y polipéptidos, las aminas (biogénicas, como dimetilamina o
tiramina) y los compuestos heterociclicos; derivados de la reaccion de Maillard
(azucares reductores que reaccionaron con aminoacidos en el horneado a
temperaturas superiores de los 80°C). Los intermediarios de esta reaccién, son los
rearreglos de Amadori; los cuales se descomponen en 2-acetilfurano y otros
compuestos con anillo de furano. La sustitucion por nitrégeno o azufre en el anillo
de furano da la formacion de piridinas, pirrolizinas, pirroles, maltoxacinas,
tiazolinas, tiazoles y tiofenos; de la misma manera, pirazinas, pirazinas alquil
sustituidas, furil pirazinas y ciclopentapirazinas. S6lo pocas proteinas estaran en el
producto final, por la degradacién proteolitica y posterior consumo de aminoacidos
por la levadura (con excepcion de la prolina); asi como por la precipitacion de
polipéptidos a lo largo de la produccion. Otros compuestos nitrogenados en la
cerveza son la colina, triptéfol y acido nicotinico. Cabe destacar la ausencia de
carcindégenos nitrogenados como las N-nitrosodimetilaminas, dado que el
horneado ya no se realiza con fuego directo. Es decir, con valores menores a 0.5
Mag/kg, la cerveza producida hoy en dia no representa una fuente significativa de

nitrosaminas (41).

Asimismo, dos terceras partes de polifenoles provienen de la malta, y la otra
tercera del lUpulo. Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen
en funcion del nimero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos
estructurales que presentan estos anillos (42)(43). Los polifenoles del lapulo se
encuentran en monémeros, dimeros, trimeros, pero también en formas complejas
asociadas a componentes nitrogenados. Un porcentaje importante de polifenoles
estd en forma monomérica como acidos hidroxicinamicos (p-cumarico, ferulico,
clorogénico y caféico) y sus derivados, acidos fendlicos (ej. galico). En la cerveza
tipo ale, el acido cafeico se encuentra en mayor proporcion, mientras que en lager,
el &cido gdlico. El acido ferulico predomina en las cervezas sin alcohol oscura,
Abbey, Wheat, Pilsen y Bock (44) (fig.1).
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Figura 1. Acidos monoméricos predominantes en los distintos tipos de cerveza.

Parte de la complicacion de la mezcla polifendlica radica en la oxidacion y facilidad
de polimerizacion de varios polifenoles; originando las resinas duras (45). Es decir,
de las resinas suaves (que son solubles en hexano), rapidamente se forman las
resinas duras; por lo que las inflorescencias del lipulo son rapidamente secadas
después de ser cosechadas. La fraccion suave de la resina contiene derivados
prenilados de floroglucinol: acidos amargos divididos en alfa (humulonas,
cohumulonas, adhumulonas, prehumulonas, adprehumulonas, trans-
isocohumulonas, cis-isocohumulonas, trans-isohumulonas, cis-isohumulonas,
trans-isoadhumulonas y cis-isoadhumulonas) y beta (lupulonas, colupulonas,
adlupulonas, prelupulonas, adprelupulonas, poslupulonas, cohuluponas,
huluponas y adhuluponas) (46). Estos son solubilizados y extraidos durante el
hervor del lUpulo con el mosto; etapa en la cual son posteriormente isomerizados

oxidativamente a isohumulonas (44)(47). Otra parte de polifenoles, se encuentra
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como flavonoides: glicésidos de flavonoles, taninos condensados vy
prenilflavonoides. Los primeros dos estan localizados intracelularmente. Los
prenilflavonoides y acidos amargos son secretados junto con los aceites
esenciales por las glandulas de lupulina de las inflorescencias; siendo los
segundos los que se encuentran en mayor cantidad (hasta un 30%) (48)(49). Los
prenilflavonoides se dividen en: chalconas preniladas y flavanonas preniladas. En
los conos del lapulo, la chalcona prenilada mas abundante es el xanthohumol (XH)
con 0.5-1.5% de peso seco (50). En menor proporcion, los conos también
contienen desmetilxanthohumol (DMXH) o tetrahidroxi-3’-prenilchalcona (TP),
isoxanthohumol (IXH), 8-prenilnaringenina (8-PN), 6-prenilnaringenina (6-PN),
deshidrocicloxanthohumol (DX), hidrato de deshidrocicloxanthohumol (DH),
tetrahidroxi-3’-geranilchalcona (TG), 5’-prenilxanthohumol (PX),
tetrahidroxathohumol (TX), x,5’-diprenilxanthohumol (DPX), 6,8-diprenilnaringenina
(DPN), xanthogalenol, 6-geranilnaringenina (6-GN) y 8-geranilnaringenina (8-GN)
(51).

El contenido de XH en la cerveza tiene rangos variables, pero sustancialmente es
bajo. Aunado al DMXH, estas chalconas originan las flavanonas (6-PN, 8-PN e
IXH) por isomerizacion térmica durante el procesamiento (apéndice seccion iv)
(52). Dado que el objetivo de afiadir la inflorescencia en la cerveza, es la
extraccion de acidos amargos y aceites esenciales, lo cual ocurre en condiciones
gue favorecen la isomerizacion del XH, el IXH (que es cuatro veces mas soluble)
es el que predomina en la cerveza y no el XH. Aumentar la cantidad de XH en la
cerveza depende entonces de medidas tecnologicas que inhiban esta
isomerizacién. Ejemplos de éstas son la reduccion del tiempo de ebullicion, la
adicion del lapulo 5-10 minutos antes del final de la ebullicion con un inmediato
enfriamiento a 80°C, una composicion y concentracion del mosto de 14-16° Plato,
y una disminucion del pH durante el proceso de ebullicion facilitada por uso de
malta colorida. Otras razones de disminucién del XH en la cerveza son: su baja
solubilidad (precipitacion), la extraccion deficiente durante la ebulliciébn del mosto,

la absorcién por la levadura, los filtros (ej. tierra diatomacea) y la presencia de
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estabilizadores (ej. sorbentes poliamidicos como la polivinilpolipirrolidona o PVPP)
y/o agentes para retirar la calima proteica (ej. acido tanico) (53). Medidas
adicionales para aumentar la cantidad de XH son el enriquecimiento de XH por la
adicion tardia del lupulo y la adicion de esta inflorescencia en cantidades mayores
y/o lupulos especiales con una relacion alta de XH/a-4cidos.

El lupulo es relevante en la produccién de cerveza asi como en la farmacognosia.
Se han reportado capacidades anticancerigenas y antimutagénicas tanto de la
cerveza como del extracto de lupulo (54). Los acidos amargos exhiben potencial
anticancerigeno por la inhibicion de proliferacion celular y angiogénesis, la
induccion de apoptosis y por el aumento de expresion de enzimas de
desintoxicacion CYP450 (55). Por ejemplo, las lupulonas indujeron apoptosis a
células metastasicas humanas de colon (56). Asimismo, los prenilflavonoides han
demostrado también ser compuestos bioactivos multipotentes. Sus cualidades
anticancerigenas se atribuyen a diversos mecanismos; por ejemplo, también
tienen la habilidad de inducir enzimas detoxificantes (ej. de fase Il quinona
reductasa y glutation S-transferasa), de inhibir la activacion metabodlica de
procarcindbgenos, de inhibir las sefales inflamatorias de la angiogénesis

(previniendo crecimiento del tumor), entre otras (8, 57,58).

Los ensayos de actividad enzimatica se utilizan para medir la capacidad de
inhibicién de los CYP en presencia de prenilflavonoides. Gerhalser et al. (2002,
2005) reportan para CYP1lA (usando etoxicoumarina; sustrato de CYP1lAl y
CYP1A2) una capacidad de inhibir la actividad al 50% (IC50) de 0.02 yM para XH,
0.3 uM para IXH, 0.09 uM para 6-PN y 0.07 uyM para 8-PN (59, 60, 61). Wang et
al. (2016) informan una IC50 para CYP1A1 de 0.28 uM para XH, 1.6 uyM para IXH,
0.63 uM para 6-PN y 0.38 pM para 8-PN (62). En contraste, Henderson et al.
(2000) documentan que la inhibicion mas potente del CYP1A1 se da por el XH, al
inhibir casi por completo con 10 uM. Asimismo indican que para CYP1A2, los
inhibidores mas efectivos (>90%) fueron el IXH y la 8-PN con 10 uM. La IC50 de
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IXH y del XH que obtuvo para dicho CYP, fue de 4.5y 31.4 uM respectivamente,
concluyendo que las flavanonas preniladas son més inhibitorias que las chalconas
preniladas. Se corroboré la inhibicion por parte de éstos dos ultimos al disminuir
los metabolitos de la aflatoxina B1. El grupo agrega que el XH, IXH y 8-PN son
inhibidores pobres del CYP2E1 y CYP3A4 (57); también mediadores en la
activacion de carcinégenos (8).Yuan et al. (2014) lo ratifican al informar que ni el
extracto de IUpulo estandarizado (sin &cidos amargos y con 33.84% XH, 1.77% 6-
PN, 0.35% 8-PN y 1.07% IXH), ni los prenilflavonoides aislados (al 1 uMy 10 uM),
inhiben el CYP3A4, CYP2D6 6 CYP2EL. Interesantemente, se ha encontrado
efecto sinérgico de actividad EROD (7-etoxi-resorufina-detilasa) y PROD (7-
pentoxi-resorufina-O-dealquilasa) por complejacion heteromérica entre CYP2EL y
CYP1A2 (63). En contrapartida el extracto, si inhibe moderadamente al CYP1A2
con una IC50 de 9.4 ug/mL, siendo la 8-PN el inhibidor mas potente con una IC50
de 1.1 yM (9). En comparacion con Henderson et al. (2000), ellos s6lo encontraron
inhibicion al 48.2% del IXH con 10 uM, lo que explican se debe al uso de

microsomas de higado humano contra CYP recombinante.

Henderson et al. (2000), analizan la importancia de los factores estructurales que
determinan si los flavonoides tendran actividad inhibitoria. Para CYP1Al y
CYP1A2, no s6lo menciona que las flavanonas preniladas son mas inhibitorias que
las chalconas preniladas; sino también que en general, las flavonas preniladas son
de las no preniladas o las isoflavonas. En contraste, ello no significa que, a mayor
prenilaciéon, mayor inhibicion. EI DPX (x,5’-diprenilxanthohumol), con dos grupos
prenilo, fue el que menos inhibié al CYP1A2. Con la presencia, posicion y nimero
de grupos prenilo, la sustitucion de un grupo (ej. prenilo con uno geranilo en una
chalcona, del grupo hidroxilo con uno metoxi) o cambio de su posicion (flavanona
vs. isoflavona), la ciclacion del sustituyente prenilo (ej. XH vs DX), la presencia o
ausencia del anillo C (IXH y XH) y la hidrogenacion del doble enlace en el
sustituyente prenilo (TX vs XH); concluyen los autores que no hay una relaciéon
consistente entre estructura de prenilflavonoides e inhibiciébn de actividad de las

isoformas del P450 humano. Ademas, con sus datos cinéticos, sugiere otro factor
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gue complica buscar esa relacion: los flavonoides pueden actuar con mas de un
mecanismo de inhibicion; mientras que el XH inhibi6 no-competitivamente el
CYP1AL, inhibi6é por mecanismo mixto el CYP1A2.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Liofilizacion de cerveza

La parte inicial del proyecto requiri6 de la obtencion de los extractos de tres
tipos de cerveza. Para la cerveza tipo lager se compré la mas vendida en el
mercado, Corona Extra ®; la sin alcohol, Corona Cero ®; y finalmente la ale, la
artesanal Minerva Pale Ale ®. El proceso de sublimacion en frio fue realizado en la
planta piloto del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM, a cargo del Dr.
Mauricio Trujillo. El liquido contenido en las muestras se congeld, con una
temperatura constante de -78°C, y se sublimo al permitir una presion inferior a 200
Pa. El resultado fue un polvo ligeramente higroscopico de coloraciones amarillas.
Este se almacend sellado con parafilm a -80 °C para evitar contaminaciones y

degradacion.

Obtencion de fraccién S9 y microsomas

La obtencién de la fraccién S9 y los microsomas del higado de rata Wistar,
fue mediante donacién del laboratorio del Dr. Javier Espinosa, del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, empleados cominmente para realizar los ensayos
estandarizados de Ames. La manipulacion de animales fue realizada por parte de
los Técnicos Académicos del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Sin embargo, se tiene registro del protocolo al cual fueron sometidos los
animales. Se seleccionaron cuatro ratas machos con un peso entre 200 a 250
gramos. El tratamiento consisti6 en la administracion intraperitoneal de
fenobarbital y b-naftoflavona por cuatro dias. Se aplicé una dosis de fenobarbital
de 60 mg/kg hasta el tercer dia, y de 30 mg/kg el dia cuatro. Asimismo, se aplico
b-naftoflavona a una dosis de 80 mg/kg los tres primeros dias. Se sacrificaron los
animales por decapitacién con guillotina el dia quinto. Momento seguido del punto

final, en condiciones estériles, se hizo la extraccion del higado por una incisién con
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forma de Y en la cavidad abdominal. Se enjuagaron los 6rganos con una solucién
estéril de KCI 0.15 M, y se colocaron en papel aluminio estéril. Las cuatro piezas

se guardaron en hielo seco.

Para la obtencién de fraccion S9, los higados se dejaron reposar sobre hielo
frappe unos minutos. Posteriormente, continuando la cadena de frio, se pesaron
para ponerles una cantidad de tres veces su peso de solucién de KCIl 0.15 M. La
homogeneizacion del tejido comenz6 con el troceo de los higados, y finalizé con
el uso del pistilo y su rotor. El banco del homogenado se repartié equitativamente
en tubos para centrifuga pareados. La centrifuga se programé para correr durante
15 minutos a 10,000 rpm equivalentes a 9,000 g. Se apart6 una alicuota de 15 mL

del sobrenadante y se guardo a -80°C.

Finalmente, se prepararon soluciones para la adquisicion de microsomas. Una vez
se contd con un litro de soluciéon amortiguadora de fosfatos 1 M (PBS), se
elaboraron de éste, una solucion con sacarosa 0.25 M, y otra con EDTA 1mM,
0.1mM ditiotreitol DTT (estabilizador i6nico de proteinas) y glicerol al 20% V/V (H20)
(como crioprotector). Los 15 mL de la fraccion S9 se descongelaron y se
colocaron en tubos de ultracentrifuga. Ya no se requirio trabajar en condiciones
estériles, pero el material se esterilizd6. La primera centrifugacion se realiz6 a
100,000 g (en el rotor equivalen a 32,500 rpm), por una hora. Se decanto el
sobrenadante, dado que no fueron de interés las proteinas citosolicas. El boton se
resuspendié en la solucion amortiguadora con sacarosa usando un volumen
equivalente al sobrenadante decantado. Se homogeneizdé con un pistilo mas
pequefio. Se repiti6é el procedimiento de la ultracentrifugaciéon con el homogenado,
de la decantacion y de la resuspension, pero éste ultimo con la segunda solucién
amortiguadora y con un volumen mucho menor al decantado, concentrando asi la
muestra tres veces. Se homogeneizé nuevamente y se guardaron las alicuotas de
100 L a -80°C.

25



Cuantificacion de proteina en microsomas

Se realizé el método de Bradford para cuantificar los gramos de proteina que hay
por volumen de fraccidbn microsomal, y asi poder calcular el volumen necesario
para el ensayo de inhibicion enzimatica. Se hizo uso del equipo Synergy ® y una
placa transparente con capacidad de 96 pocillos para medir la absorbancia con
una longitud (lambda) de 595 nm. En primer lugar se retiraron los microsomas del
ultracongelador, para que se descongelara sobre hielo frappé. Después se
prepard una curva patrén por triplicado con estandar de suero de albimina bovina
(BSA) en agua destilada a las siguientes concentraciones: 0.5 mg/mL, 0.4 mg/mL,
0.3 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.1 mg/mL y O mg/mL (control). Se hicieron las diluciones
necesarias de la solucién con 1.45 mg/mL de BSA. La fraccion microsomal se
diluy6 1:100. Se colocaron en los micropocillos 10 pL de las soluciones con BSA o
de la fraccion microsomal segun correspondia. El colorante azul de Coomassie,
presente en la solucion del kit “Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate”,
se diluy6 1:4 (1 Bradford y 4 de agua), se filtr6 con Whatman #1 y se vertieron 190
ML con la micropipeta multicanal a los pocillos ocupados. En este paso se
consideré una homogeneizacion de la mezcla sin la formacion de burbujas. Se
leyeron las absorbancias en el equipo ubicando la curva y las muestras. Por
medio de una interpolacion de la regresion lineal, se obtuvo la concentracion de la

proteina en la muestra de fraccion microsomal.

Curva estandar de resorufina

Como en la cuantificacion de proteinas, se usé el equipo espectrofotométrico
Synergy ®, pero en vez de absorbancia se midié fluorescencia, con una lambda de
530 nm para excitacion y 590 nm para emision. Se montd sobre una placa negra
de 96 pocillos, la curva estdndar de resorufina por triplicado, y las curvas de
resorufina con una concentracion fija de extracto de cada tipo de cerveza por
duplicado. Las concentraciones de resorufina fueron de 0, 5, 10, 25, 50, 100 y 500

picomoles.
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Considerando las precauciones para minimizar la degradacion de los compuestos
ante la luz, se disolvieron 0.9 mg de resorufina en un mililitro de dimetilsulféxido
(DMSO) [1]. Posteriormente se tomaron 5 yL de esta solucion de 4 yM para
diluirlos en 995 yL de DMSO [2]. De la nueva solucién de 20 pM/uL se tomaron
400 pL y se diluyeron en 400 yL de DMSO [3]. Enseguida se tomaron 80 uL de
esta ultima dilucién de 10 pM/uL y al diluirse en 720 yL de DMSO queddé una
concentracion de un pM/uL [4]. Finalmente se tomaron las alicuotas para los

puntos en la curva, que se resumen en la siguiente tabla:

Concentraciéon pM | uL de las soluciones [2], [3] y [4] | uL DMSO

5 5 de [4] 995
10 10 de [4] 990
25 25 de [4] 975
50 5 de [3] 995
100 10 de [3] 990
250 25 de [3] 975
500 25 de [2] 975

Cuadro 1. Curva estandar de resorufina.

Se prepar6é la solucion amortiguadora de cloruros (BA) con tris base (tris-HCI

50mM) y cloruro de magnesio (MgCl2 25 mM) ajustando pH a 7.6.

Finalmente, se tomaron 10 pyL de cada punto, tomando en cuenta el inicial con
concentracion de cero pM (10 pL de DMSO), y se completé con soluciéon

amortiguadora de cloruros a un volumen final de 250 L.
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Ensayo enzimatico con extracto

Se cuantifico la resorufina proveniente de la etoxiresorufina (sustrato de la enzima
7-etoxi-resorufina-O-detilasa; EROD actividad de CYP1Al) y de la
metoxiresorufina (de la enzima metoxi-resorufina-O-desmetilasa; MROD actividad
de CYP1A2), en presencia de extracto. Para ello se prepararon soluciones de los
sustratos, de fraccion microsomal, de liofilizado y de NADPH, y se montaron en la
placa negra de 96 pocillos, con un volumen final de 300 yL cada uno.

La cantidad de fraccién microsomal fue de 40 ug de proteinas por pocillo para
CYP1Al y CYP1A2, en un total de 5 pyL con agua destilada. Dicha cantidad se
propone gracias a la informacion obtenida en los trabajos anteriores del grupo de

investigacion del laboratorio.

Para preparar la solucion de etoxiresorufina 50 yM y de metoxiresorufina 0.5 mM,
se disolvieron 0.2 mg y 0.1mg, en un mL de DMSO respectivamente. Como se
requieren 5 pL de etoxiresorufina en 145 yL de BA y 0.75 yL de metoxiresorufina
en 149 pL por pocillo segun el protocolo estandarizado del laboratorio, se
sumaron la cantidad de pocillos a ocupar, para tomar las alicuotas totales de cada

reactivo.

Se tom6 como concentracion maxima 5 mg/mL para los experimentos, dado que
es la cantidad maxima recomendada para posteriores ensayos de mutagenicidad
de Ames (64). Se pesaron 0.75 g de liofilizado y se disolvieron en 15 mL de agua
destilada. Se tomd una alicuota de 100 pL de la solucién de 50 mg/mL, y se
completé a un mililitro. Repitiendo el procedimiento, se obtuvieron diluciones de
liofilizado de concentraciones logaritmicas preliminares dentro de los micropocillos
de 5, 0.5, 0.05 y 0.005 mg/mL. Los ensayos posteriores buscaron un acercamiento
al rango de concentracion donde se dilucidaba la IC50 (concentracion a la cual se

tiene el 50% de actividad de la enzima).

Se realiz6 la mezcla de las soluciones finales: 5 yL de microsomas, 100 pL de

extracto, 145 pL de etoxiresorufina o 149 uL de metoxiresorufina con su respectivo
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BA; y se incubd tres minutos a 37°C en la placa. Ademas se colocaron controles

positivos de reaccion (sin la adicidon de extracto).

Finalmente, por trabajos anteriores del laboratorio, se conoce que se requieren
0.083 mg de NADPH por pozo, es decir, unos 40 uL de una solucién 50 mM en
BA. Asi, con la adicion del NADPH a la mezcla, se da inicio a la reaccion
enzimatica. Con una micropipeta multicanal se afadi6 el NADPH a cada fila en
intervalos de 20 segundos. Se midio la fluorescencia a una longitud de onda de
excitacion (550 nm) y emisiéon (585 nm), en intervalos de 20 segundos durante 30

minutos.

Para el procesamiento de datos, primero se restdo la fluorescencia de cada
concentracion de su respectivo blanco. Utilizando la curva de resorufina se
interpola la concentracion del metabolito fluorescente formado y en consideracion
de la cantidad de enzima (mg de proteina), se obtiene la actividad especifica. Al
ser la formacion del metabolito directamente proporcional con respecto al tiempo,
se pueden calcular las actividades a las diferentes concentraciones de liofilizado,
considerando como 100% a aquella actividad especifica del control (pM de
metabolito fluorescente/ mg de proteina por minuto), el cual esta en ausencia de

liofilizado.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como las medias de los triplicados + la desviacion
estandar. Se utilizo el programa GraphPad Prism ® para realizar regresion no
lineal de cuatro parametros.

29



RESULTADOS
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Figura 2. Valores de IC50 de los tres tipos de cerveza para CYP1A1l. Se calcularon las actividades

tomando como el 100% de actividad el control; al cual no se le afiadié liofilizado.
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Figura 3. Valores de IC50 de los tres tipos de cerveza para CYP1A2. Se calcularon las actividades
tomando como el 100% de actividad el control; al cual no se le afadié liofilizado.
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Figura 4. Actividad de las tres cervezas en el rango de concentracion de 2.6-5 mg/mL para
CYP1A1. Se calcularon las actividades tomando como el 100% de actividad el control; al cual no

se le afadié liofilizado.
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Figura 5. Actividad de las tres cervezas en el rango de concentracion de 2.6-5 mg/mL para
CYP1A2. Se calcularon las actividades tomando como el 100% de actividad el control; al cual no

se le afadié liofilizado.
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DISCUSION

La presencia de melanoidinas y su relacion con mayor inhibicién
enzimatica

En la literatura se ha reportado inhibicion de los CYP1Al y CYP1A2 por
parte de la cerveza completa, por el extracto de lapulo y por flavonoides aislados.
En un estudio, Nozawa et al. (2004), con dos cervezas tipo Pilsner (lager), una
negra y una Stout (ale), midieron las actividades de la metoxi-resorufina-O-
desmetilasa (MROD) con 20uL y un control de alcohol con el mismo volumen.
Encontraron inhibicion dosis-respuesta para las oscuras pero no para las tipo
Pilsner (10). Arimoto et al. (2006) realizaron soluciones de cervezas japonesas
(dos tipo lager, una While y otra Stout); precisando pL-eq como el volumen con la
concentracion original. Para MROD, la cerveza Stout fue la que mas la inhibié con
60 pL-eqg/mL, en segundo lugar una lager con 100 pL-eq/mL y las restantes con
200 pL-eg/mL. Para EROD, igualmente la Stout fue la mas potente con 80 pL-
eg/mL, en segundo lugar la While con 140 uL-eg/mL, en tercero una lager con 200
ML-eg/mL, y por ultimo la otra lager (65). Del mismo grupo cuantificaron por HPLC,
metabolito de amina heterociclica aromatica formado en presencia de solucion de
cerveza (0-0.1 mL equivalente a concentracion original) y fraccion S9 de ratas
tratadas con B-naftoflavona y fenobarbital. Con una incubacion de 20 min, se
observo una inhibicién dosis dependiente de la formacion del metabolito; donde la
Stout tendia a menor produccién de HCA N-hidroxiladas (66). Lo referido en las
oraciones anteriores, en las cuales se expone una mayor potencia por parte de las
cervezas oscuras, esta en concordancia con los resultados obtenidos en los
experimentos realizados de este proyecto (fig.2-5); ya que para el caso de
CYP1A1l, con inhibicién dosis dependiente, la cerveza artesanal ale presento la
IC50 mas pequefia con 1.03 mg/mL, seguida de la tipo lager con 3.26 mg/mL y la
sin alcohol con 5.12 mg/mL (fig.2). El caso del CYP1A2 fue semejante; aunque
presentd un comportamiento polifasico, conservoé la tendencia de mayor inhibicion

por parte de la cerveza oscura. Si se consideran los puntos del rango dinamico o
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donde se respeta la tendencia dosis-respuesta proporcional, la IC50 de la cerveza
ale es de 0.48 mg/mL, seguida de la lager con 3.15 mg/mL y finalmente la sin
alcohol con 12.23 mg/mL (fig. 3).

Las cervezas oscuras presentan dicha coloracion por la reaccion entre aminas o
aminoécidos y compuestos carbonilicos, especialmente azucares reductores.
Esas aldosaminas y cetosaminas, productos de Amadori, se fragmentan en
compuestos UV absorbentes como hidroximetilfurfural, aldehidos de Strecker,
pirazinas 0 compuestos dicarbonilicos. Posteriormente hay ciclaciones,
deshidrataciones, retroaldosilaciones, rearreglos, isomerizaciones y
condensaciones, durante las etapas de horneado y ebullicion del mosto, que
introducen compuestos coloridos (melanoidinas) de bajo peso molecular (BPM)
(<10 kDa); en proporciones que dependen del tiempo y temperatura del tostado de
la malta. La formacion de compuestos de alto peso molecular (APM) (>300 kDa)
ocurren en las etapas finales de la reaccion de Maillard, por polimerizacion de
intermediarios altamente reactivos de compuestos de BPM. La estructura de las
melanoidinas depende de la composicion matricial de la comida: pueden dividirse
en melanosacaridos (esqueletos compuestos principalmente de polisacaridos) y
melanoproteinas (esqueletos compuestos principalmente de proteinas). La cebada
como material crudo conduciria a melanosacaridos, que por su carga negativa son
mas hidrosolubles; a comparacion de las melanoproteinas mas insolubles (40).
Las cervezas claras se caracterizan por tener compuestos de BPM color café

claro, mientras que las oscuras, compuestos de APM de color café intenso (67).

Las altas temperaturas de las diversas etapas del proceso, ocasionan un
decremento de compuestos fendlicos; por su degradacién, polimerizacion (como
proantocianidinas), por inactivacion de enzimas (que las liberarian de paredes
celulares) y porque se pueden quedar atrapados dentro de la estructura de las
melanoidinas (al formar complejos) (50). Sin embargo, el producto final si tiene

contenido de polifenoles totales (TPC), con la mayor cantidad en las cervezas
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oscuras. En general, las cervezas ale presentan mayores niveles de TPC que las
lager, pero la cepa de levadura no se involucra crucialmente en la explicacion. Las
cervezas sin alcohol, por otro lado, tienen los niveles mas bajos de polifenoles y
melanoidinas. Esto se explica por la manera de produccién de las cervezas sin
alcohol. Las técnicas incluyen: menor extracto de mosto, uso de otras cepas (ej.
Williopsis saturnus), inhibicion de la formacion alcoholica, o remocion del alcohol
en el ultimo paso (68). En la remocion de alcohol, también se llegan a remover los
polifenoles. Para mantener polifenoles, se requieren técnicas como 6smosis
reversa o uso de membranas. Hay una correlacion directa entre TPC y contenido
de melanoidinas (69). Los polifenoles que interesan en este trabajo son los
prenilflavonoides por su capacidad de inhibicion de los CYP1Al y CYP1A2. Se ha
reportado inhibicion potente del CYP1A1 principalmente por parte del XH y 6-PN
(57,62), e inhibicion destacada del CYP1A2 por parte del IXH y la PN-8 (57, 9).
Aunque el XH es el mayor componente del ltpulo, el IXH es el que se encuentra
en mayor proporcion en la cerveza convencional. La cantidad de XH es mayor
entre mas contenido de malta tostada haya, o mayor color presente la cerveza.
Aunque la concentracién de XH es baja, hay una distincion entre cervezas claras,
donde usualmente no excede de 0.1 mg/L, de las cervezas oscuras, que
contienen 1 mg/mL (53). Ello se debe al efecto transportador de las melanoidinas
de APM,; i.e., al formar complejos y quedar atrapados dentro de sus estructuras,
protegen al XH de la isomerizacién, de los agentes estabilizadores como el PVPP
y/lo de la absorcion por la levadura y en la filtracion de ésta (70)(52). En otras
palabras, los polifenoles forman parte de la formacion de las melanoidinas, y
consecuentemente una porcion de éstos, quedan unidos a sus estructuras

en los melanosacaridos que las melanoproteinas (40).

Lo precedente justifica que la cerveza oscura tenga la menor IC50 del CYP1AL. Si
bien el XH no es un inhibidor potente para CYP1A2, la tendencia de mayor

inhibicién puede ser resultado de otros prenilflavonoides coordinados con las
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melanoidinas; que son mas potentes en su capacidad de inhibicion para con el

CYP1A2, ylo su presencia favorecer interacciones sinérgicas.

Comportamiento no monofasico por inhibicion dependiente del tiempo
del CYP1A2

Mientras que el citocromo CYP1Al mostr6 un comportamiento monofésico
dosis dependiente (fig.4), el CYP1A2 lo mostré polifasico no lineal (fig.5). La
cerveza lager, si logré reflejar una tendencia dosis dependiente monofésica; sin
embargo, fue menos estable que con el CYP1Al, al aumentar ligeramente la
actividad en la concentracion de 5 mg/L. La volubilidad se atribuye a la inhibicion
dependiente del tiempo (TDI) que se ha descrito para este citocromo (10,9,74,75).
TDI es un término colectivo para indicar cambio (generalmente en aumento) en
potencia de los inhibidores del CYP, durante una incubacion in vitro o periodo de
dosificacion in vivo. Se basa en mecanismos que incluyen la formacion de mas
metabolitos inhibitorios y la inhibicion basada en mecanismo (MBI): inactivacion
de CYPs por productos metabdlicos que forman aductos irreversibles con la
apoproteina o con el grupo hemo (inhibicion “suicida”), o coordinando como
agente quelante con éste ultimo; logrando un complejo metabdlico inhibitorio (MIC)
cuasi-reversible (76) Dicho de otra manera, TDI es un término cinético que indica
la inhibicion de la enzima aumenta después de la preincubacion con la enzima
(74). Por eso, Nozawa et al. (2004) incubaron por tres horas la muestra de cerveza
con este citocromo. En los ensayos realizados de este trabajo no se infirid mayor
tiempo de incubacién fuera necesario porque con el tiempo predeterminado para
la reaccion, se obtuvo la zona directamente proporcional de formacion de producto

fluorescente.

Como se muestra en el esquema del apéndice (seccion iv), el IXH puede ser

convertido metabdlicamente por el CYP1A2 con una O-desmetilacion al derivado
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5-O-metil, la 8-PN. No se limita al CYP1A2 (abundante en el higado) (77), ya que
también el microbioma intestinal puede lograr esta catalisis (9). En el hervidor,
mientras que el XH con su hidroxilo libre participa en una ciclacion para
isomerizarse en IXH, el DMXH, con sus dos grupos hidroxilo libres (orto relativos
al C-1’), se isomeriza a 6-PN y 8-PN (78). Por ello el 8-PN no es abundante en los

extractos frescos de ltpulo (60,78,79).

Yuan et al. (2014) observo inactivacion parcial del CYP1A2 al preincubar con su
extracto de lUpulo estandarizado. A comparacion del XH, la 8-PN (inhibidor mas
potente del mismo CYP) no mostré TDI al ser preincubado. La formacion del
metabolito inhibitorio 8-PN, a partir del IXH por medio del CYP1A2, explica el
fendmeno de inestabilidad. Es decir, lo que se observa es la competencia entre los
sustratos del CYP1A2, la metoxiresorufina y el IXH, reflejados en una cinética
atipica (80). El IXH podria actuar como agonista alostérico bitopico, uniéndose
tanto al sitio alostérico como al ortostérico (31). O quizéas el TDI se atribuye a una
unién no especifica alostérica con la enzima (74). Cuando un efector también es
un sustrato, la inhabilidad del sustrato para desplazar al efector del sitio activo y
viceversa, sugiere que ambos compuestos estan unidos simultaneamente al sitio
activo del P450 (30).

Hormesis por alosterismo o cambios conformacionales

En ausencia de inhibicion, se esperaria obtener el 100% de actividad
(igualable al control). Sin embargo en la fig.4, la cerveza sin alcohol estimula al
CYP1AZ2 logrando se rebase el 100% de actividad. La concentracibn menor, de 2.6
mg/mL es la que mayor actividad indujo. Un comportamiento similar lo habia
anunciado Arimoto et al. (2006), al apreciar un aumento de actividad de la

etoxiresorufina-O-detilasa a bajas concentraciones de solucion de cerveza (65).
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Este fendbmeno modelado por una curva dosis-respuesta bifasica, se puede
explicar con el concepto de hormesis. Este se define como la capacidad de una
sustancia quimica (ya sea por estimulacién directa, por respuesta estimulatoria
sobrecompensadora (81) y/o por sinergismo (82)), para inducir efectos opuestos
en dosis contrarias. Sucede pues, que comunmente se obtiene un efecto
estimulatorio y/o beneficioso a dosis bajas y uno inhibitorio y/o téxico a dosis altas,
0 vice versa. La hormesis puede presentarse in vivo, al observar que en dosis
subtbxicas se detonan mecanismos de estrés celular ligero. Las rutas horméticas
impulsadas por fitoquimicos pueden abarcar la activacibn de cinasas,
desacetilasas, canales idnicos y factores de transcripcion que inducen la expresion
de genes que codifican para enzimas antioxidantes, detoxificantes de las fases | y
II, proteinas chaperonas, factores neurotroéficos, y otras proteinas citoprotectoras.
Por ejemplo las rutas sirtuina-FOXO, NF-kB y Nrf-2/ARE; siendo esta ultima la
mas involucrada con los prenilflavonoides (83). No obstante, en el presente
proyecto solo se experimento in vitro. Por lo que la hormesis que explicaria los
resultados obtenidos seria por mecanismos de alosterismo; i.e. en la dependencia
entre sustrato y efector, éste segundo puede ser activador a bajas

concentraciones e inhibidor en concentraciones altas (84).

Un agente hormético puede ejercer una accién funcional al receptor al alterar
sutiimente cémo el ligando ortostérico ejerce sus efectos; afectando la afinidad o
constante de disociacion del ligando ortostérico por su sitio de union primario o
alterando la habilidad del ligando ortostérico para estabilizar/inducir
conformaciones activas del receptor. La modulacion alostérica también puede
mediar acciones horméticas al inducir un cambio en la homeostasis
estequiométrica del ligando-receptor. Un inhibidor alostérico puede conducir al
decremento parcial o total de la eficacia funcional del receptor,
independientemente del ligando disponible; o lo contrario, activadores alostéricos

gue favorecen la funcion del ligando ortostérico (85).
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En otras palabras, la cinética atipica no Michaeliana correspondiente a la curva
bifasica, puede resultar de efectos homo y heterotropicos. Cooperatividad
funcional homotropica y heterotropica, es la perturbacion de actividad de la enzima
con respecto a la molécula del sustrato por la union de otra molécula del mismo o
diferente tipo, respectivamente. Es decir, los efectos homotropicos se deben a que
el ligando actua tanto como sustrato y efector, mientras que los heterotrépicos es
por parte de un ligando que altera las interacciones del CYP con el otro ligando, ya
sea activando o inhibiendo la formacién del producto. Un efector es aquella
molécula que al unirse con la proteina, afecta su actividad biol6gica. Por ejemplo,
un efector puede activar el metabolismo de un ligando A, y ese mismo inhibir o no
tener efecto sobre el metabolismo de un ligando B, para ese mismo CYP. Ademas
una sola molécula efectora puede pasar de ser un activador en concentraciones
bajas, a ser un inhibidor en concentraciones altas. La cinética atipica no
mendeliana con patrones alostéricos complejos se revela por el comportamiento
del efector, que no solo depende de que sea 0 no una molécula especifica, sino
del sustrato a ser metabolizado (28), de los radios estequiométricos entre sustrato
y efector, de cambios en la regio y estereoespecificidad de las transformaciones
cataliticas, de la presencia de iones metalicos, de la incorporacion membranal, de
la formacion de homo- y hetero-oligobmeros y de las interacciones con pares
redox (29). Esos procesos cinéticos atipicos pueden ser agrupados en cinco
categorias: activacion, autoactivacion, inhibicién parcial, y curvas de saturacion
bifasicas. Activacion es el aumento en la velocidad de la reaccidn en presencia de
otro compuesto. Autoactivacion (por efecto homotrépico) ocurre cuando el
activador es por si mismo el sustrato. Inhibicion parcial significa que las
concentraciones de saturacion del inhibidor, no inhiben por completo el
metabolismo del sustrato. Inhibicidon por sustrato ocurre cuando el aumento en la
concentracion de sustrato decrementa la tasa del metabolismo de la enzima. La
curva bifasica ocurre cuando una enzima tiene un componente con bajo Km y
Vmax y otro con alto (30). Adicionalmente, cooperacion positiva se define como el

incremento de afinidad de unién en un sitio cuando el otro estd ocupado; y
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cooperatividad negativa cuando el segundo evento de union esta desfavorecido.

Una tercera, es la modulacion alostérica silenciosa, cuyo efecto es neutral (31).

El comportamiento sinérgico (efectos no aditivos por la accion simultanea de dos
sustratos) se observa por la cooperatividad homotrépica o heterotropica. Esta esta
documentada para receptores de membrana mono y oligoméricos, donde el
segundo o tercer efector alostérico puede unirse con menor afinidad que el
primero, pero la respuesta funcional del receptor cambia drasticamente soélo
después del evento de union de este segundo o tercer ligando; i.e. el primer
ligando se une con gran afinidad, pero refleja un espectro silencioso, porque la
respuesta funcional fuerte depende de la unién de los posteriores. Como se refirio
en el parrafo anterior, este comportamiento alostérico se complica al alterar las
propiedades de los pasos cataliticos, como la variacion de la estequiometria del

sustrato, observado en algunos citocromos (32)(33).

En la literatura se reporta este comportamiento bifasico para CYP1A2, por los
flavonoides quercetina y naringenina. En bajas concentraciones, éstos estimularon
las actividades de EROD y MROD, mientras que en altas lo inhibieron (86).
Interesantemente, la naringenina tiene una zona de flavanona como la 8-PN; con
la excepcion de que carece el grupo prenilo en la posicion del C-8.
Semejantemente, se ha comunicado que los flavonoides pueden actuar como
moduladores alostéricos positivos 0 negativos, promoviendo o reduciendo la
activacion de GABA (87). Los prenilflavonoides (en el orden 8-PN>IXH>XH),
efectian modulacién positiva sobre los receptores GABAa en concentraciones
micromolares bajas (88). Asimismo, la epigallocatequina gallate (EGCG) en los
receptores GABAa, a bajas concentraciones actia como un segundo modulador
del farmaco diazepam (primer modulador), pero inhibe la accion de éstos en
concentraciones altas (89). Flavonoides como la epigallocatequina, también tienen
la capacidad de unirse al sitio ortostérico de la P-glicoproteina (P-gp), y asi en

concentraciones bajas, estimular su actividad de transporte e inhibir en
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concentraciones altas (90). Finalmente, se conoce que la actividad de CYP3A4

por ejemplo, aumenta a bajas dosis del polisacarido lentinano, y viceversa (91).
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CONCLUSIONES

En este trabajo se propuso medir la inhibicion de actividad de los
citocromos CYP1Al y CYP1A2, por parte de liofilizados de tres cervezas
representativas del mercado nacional; del tipo ale, lager y sin alcohol.
Considerando el factible mecanismo de genoproteccién por la obstaculizacién de
activacion de promutagenos, los resultados de esta investigacién son de utilidad
para posteriores ensayos de mutagenicidad de Ames.

La cerveza tipo ale, de coloracion café intenso fue la que inhibi6 mas
potentemente a ambos CYPs. Con una IC50 de 1.032 mg/mL para el CYP1Al y
una IC50 de 0.48 mg/mL para CYP1A2, la explicacion posible es mediante el
acarreamiento de los prenilflavonoides atorados dentro de las estructuras de las
melanoidinas. La mayor concentracion de estos polifenoles consecuentemente
llevd a una mayor inhibicion. La cerveza sin alcohol por otro lado, fue la menos
potente con una IC50 de 5.12 mg/mL para CYP1Al y una IC50 de 12.23 mg/mL
para CYP1A2; debido a que parte de su procesamiento en la remocion de alcohol,

dificilmente evita también que se remuevan los prenilflavonoides.

Asimismo, se explico la razon por la cual la ausencia de comportamiento
monofasico dosis-dependiente se obtuviera del CYP1A2. Ya que aunque la
cerveza lager fuese la mas estable y tuviese una IC50 semejante a la que tuvo con
el CYP1Al, se puede apreciar la tendencia de inestabilidad propio del efecto TDI.
Ese fendmeno probablemente surgié por la competencia de sustrato; al tener el
CYP1A2 capacidad para metabolizar el inhibidor IXH y obtener el 8-PN, un

metabolito inhibitorio mas potente.
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Finalmente, los resultados mostraron una estimulacion del CYP1A2 por
parte de la cerveza sin alcohol. Recordando que las concentraciones de
prenilflavonoides de dicho liofilizado son bajas, ello nos permitiria proponer como
explicacion la posibilidad de que estos polifenoles funcionen como efectores
alostéricos que desencadenan el fenbmeno hormético bifasico observado.
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APENDICE

Seccion i. Ciclo catalitico CYP450.
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Figura 6. Ciclo catalitico CYP450. Fuente: Paul R. Ortiz de Montellano. (2015). Cytochrome P450.

Structure, Mechanism, and Biochemistry. Springer International Publishing. p. 49.
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Seccidn ii. Métodos de produccion en la cerveza sin alcohol.

Nombre

Descripcién

Restriccion de la formacion de alcohol

Fermentacién

interrumpida

Remocioén de la levadura.

Contacto con frio

La fermentacioén se lleva a temperaturas bajas.

Cepa especial de

Levaduras que producen poco alcohol. Ej.
Saccharomyces rouxii spp. es ineficaz en la

degradacion de maltosa.

levadura
Cepas mutantes. Ej. Saccharomyces ludwigii a la cual
se le eliming la alcohol deshidrogenasa.
Las levaduras estan atadas a un acarreador como
Levadura

inmovilizada o

bioreactores

DEAE-celulosa. Se posiciona en el reactor donde el
mosto fluye. Se induce mayor biomasa por unidad en

menor tiempo.

de alcohol

emocion

R

Tratamiento térmico

e Evaporacion al vacio
e Destilacion al vacio

e Destilacion con centrifugacion

Extraccion

e Extraccion con solventes (COz supercritico)

e Por adsorcion.

Procesos de

membrana

¢ Nanofiltracién

e Osmosis reversa

e Destilacion osmoética

e Dialisis

e Pervaporacion (membranas semipermeables

selectivas)

Cuadro 2. Resumen de los métodos para la produccion de cerveza sin alcohol. Fuente: No. 68 en

la bibliografia.
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Seccidn iii. Esquema de produccion de la cerveza.

*MALTHOUSE *BREWHOUSE

MALTING MILLING BREWING
*Barley—»*Malt —p Malt & Water *
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<
Malt Grist — | Mashing|—*p.| Lautering |—p | Wort [—p|  Wort
Boiling Clarification
Aeration *
& Coolin
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DISPENSE BIOLOGICAL STABILISATION/PACKAGING *Yeast

Flash pasteuriser

*
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/ Filtration || Fermentation
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N ~="
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Figura 7. Esquema de produccion de la cerveza. Fuente: Mamvura, T. A., lyuke, S. E., Cluett, J. D.,

& Paterson, A. E. (2011). Soil Films in the Beverage Industry: A Review. Journal of the Institute of
Brewing, 117(4), 608-616. doi;:10.1002/j.2050-0416.2011.tb00511.x
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Seccion iv. Compuestos bioactivos clave del IUpulo.

OH

cyclization
HO OH ——
() T
~0 o0
Xanthohumaol Isoxanthohumol
(XH) 32% (1X) 0.99%
gut bacteria, gut bacteria,
CYP1A2Z CYP1AZ
OH ! OH OH
cyclization g cyclization
——
—— HO i D|'|| — HO.
OH O OH O OH O
6-Prenylnaringenin Desmethyl 8-Prenylnaringenin
(6-PN}) 1.2% xanthohumol {8-PN}) 0.33%

Figura 8. Compuestos bioactivos clave del lipulo. Fuente: Wang, S., Dunlap, T. L., Howell, C. E.,
Mbachu, O. C., Rue, E. A,, Phansalkar, R., ... Bolton, J. L. (2016). Hop (Humulus lupulus L.) Extract
and 6-Prenylnaringenin Induce P450 1A1 Catalyzed Estrogen 2-Hydroxylation. Chemical Research
in Toxicology, 29(7), 1142-1150. doi:10.1021/acs.chemrestox.6b00112
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