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1. Abreviaturas
AA: Acido araquidénico
ALA: Acido o-linolénico
AP-1: Proteina activadora 1
ARE: Elemento de respuesta antioxidante
BBB: Barrera hematoencefalica
BHA: Hidroxibutilanisol
COX: Ciclooxigenasa
CYP2: Familia 2 de los citocromos P450
CYP2CI11: Proteina CYP2Cl11
CYP2J2: Proteina CYP2J2
CYP450: Citocromo P450
DHA: Acido docosahexaenoico
diHET: Acidos dihidroxieicosatrienoicos
EETs: Acidos epoxieicosatrienoicos
EPA: Acido eicosapentaenoico
EGFR: Receptores del factor de crecimiento epidérmico
ERK2: Proteina cinasa 2 regulada por sefial extracelular
FDA: Food and Drugs Administration
GH: Hormona del crecimiento

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GMS: Glutamato monosodico



GRAS: Generally recognized as safe
HETE: 4cidos hidroxieicosatetraenoicos
IKK: IkB quinasa

i.p. Administracion intraperitoneal
JAK2: Janus cinasa 2

JNKI1: Cinasa 1 N-terminal c-Jun

LNA: Acido linoleico

MAPK: Cinasa activada por mitégeno

Nrf2: Nuclear Factor Erythroid 2-related factor

PPAR-a: Receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma
PPAR-y : Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma
PUFA: Acido graso poliinsaturado

PXR: Receptor X de pregnano

sEH: Epoxido hidrolasa soluble

STAT5B: Transductor de sefales y activador transcripcional 5B



2. Resumen

Los citocromos P450 constituyen una red fascinante de hemoproteinas esenciales,
desempefiando un papel crucial en el metabolismo de diversas sustancias tanto endogenas
como exdgenas al organismo. Dentro de esta superfamilia, los CYP2 sobresalen como
epoxigenasas, catalizando la epoxidaciéon de sustratos especificos, con implicaciones
significativas en la sintesis de sustancias endogenas como el acido araquidénico (AA). Los
metabolitos resultantes, conocidos como acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), han
demostrado propiedades clinicas excepcionales, tales como capacidades antiinflamatorias,
vasodilatadoras, efectos antiapoptodticos y mejoras en condiciones de fibrosis. En este estudio,
se investigd el potencial modulador de dos aditivos alimentarios comunes, el
hidroxibutilanisol (BHA) y el glutamato monosddico (GMS), sobre las isoformas CYP2C11
y CYP2J3, responsables de la biotransformacion del AA. Tras administrar una Unica dosis de
estos aditivos alimentarios a ratas Wistar, se observaron cambios significativos en los niveles
de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 en el higado y en la corteza cerebral. Con el tratamiento
de BHA, se evidenci6é un aumento del 52% en los niveles de CYP2CI11 en el higado y un
incremento del 38.4% en la corteza cerebral. Contrariamente, ¢l GMS mostr6 una
disminucién del 52% en los niveles de CYP2CI11 en la corteza cerebral y una reduccion del
40% en los niveles de CYP2J3 en ambos tejidos. La investigacion también explord las
posibles vias de modulacion de CYP2, identificando la presencia de sitios de union para
factores de transcripcion como: Nrf2, AP-1, c-Jun y c-Fos en los promotores de CYP2CI11 y
CYP2J3 mediante el sofiware AliBaba 2.0. Dada la limitada informacion sobre los factores
que influyen en las isoformas que biotransforman el AA en EETs, la identificacion de
moduladores para CYP2CI11 y CYP2J3 presentes en la dieta comun es de gran relevancia
académica, por lo que los resultados de este trabajo no s6lo proponen una via molecular que
podria influir en la expresion de las isoformas del CYP450 y los efectos del GMS y BHA en
los EETs, sino que también sugiere nuevas oportunidades para utilizar estos aditivos
alimentarios en modelos animales para futuras investigaciones sobre la modulacion de los

CYP450 2J3 y 2C11.



3. Abstract
The cytochrome P450 enzymes constitute a fascinating network of essential hemoproteins,
playing a crucial role in the metabolism of various substances, both internal and external to
the organism. Within this superfamily, CYP2 stands out as epoxygenases, catalyzing the
epoxidation of specific substrates, with significant implications for the synthesis of
endogenous substances such as arachidonic acid (AA). The resulting metabolites, known as
epoxyeicosatrienoic acids (EETs), have showed exceptional clinical properties, including
anti-inflammatory, vasodilatory and antiapoptotic effects, as well as improvements in fibrotic
conditions. In this study, we investigated the modulatory potential of two common food
additives, hydroxybutyl anisole (BHA) and monosodium glutamate (GMS), on the isoforms
CYP2C11 and CYP2J3, responsible for the primary biotransformation of AA. After
administering a single dose of these food additives to Wistar rats, significant changes were
observed in the protein levels of CYP2C11 and CYP2J3 in the liver and cerebral cortex. With
BHA treatment, there was a 52% increase in CYP2CI11 levels in the liver and a 38.4%
increase in the cerebral cortex. On the other hand, MSG showed a 52% decrease in CYP2Cl11
levels in the cerebral cortex and a 40% reduction in CYP2J3 levels in both tissues. This
research also explored possible CYP2 modulation pathways, identifying the presence of
binding sites for transcription factors such as Nrf2, AP-1, c-Jun, and c-Fos in the promoters
of CYP2CI11 and CYP2J3 using Alibaba 2.0 software. Given the limited information on the
factors influencing the isoforms that biotransform AA into EETs, the identification of
modulators for CYP2C11 and CYP2J3 present in the common diet is of great academic
relevance, therefore, the results of this work not only propose a molecular pathway that could
influence CYP450 isoforms and the effects of GMS and BHA on EETs, but also suggest new
opportunities to use these food additives in animal models for future research on CYP2J3 and

CYP2C11 modulation.



4. Introduccion

4.1 Citocromos P450

Los citocromos P450 (CYP450) constituyen un extenso grupo de hemoproteinas que
desempefian un papel crucial en el metabolismo de diversos xenobioticos (sustancias ajenas
al organismo, como farmacos, aditivos alimentarios o contaminantes ambientales) y
endobioticos (compuestos endogenos o propios del organismo, como hormonas o 4acidos
grasos). Estas enzimas se distinguen por la presencia de un grupo hemo y por su capacidad
para catalizar la oxidacion de diversos compuestos, principalmente a través de reacciones de
monooxigenacion, reaccion en la que se introduce un atomo de oxigeno en el sustrato,
modificando su estructura quimica (Cook et al., 2016). Es importante destacar que algunas
familias de CYP450 también pueden llevar a cabo reacciones de reduccion, hidratacion,

epoxidacion e incluso hidrélisis (Wojciech & Wladyslawa, 2021).

En la década de los 70, la idea de que existieran mas de cinco isoformas de CYP450 generaba
escepticismo en la comunidad bioquimica. No obstante, en la actualidad, se han documentado
mas de 21,000 secuencias de CYP450 expresadas en todos los reinos de la vida, incluyendo

animales, plantas, hongos, protistas, bacterias y arqueas (Wojciech & Wladyslawa, 2021).

En el contexto humano, se han identificado 57 genes que codifican proteinas pertenecientes a
la familia CYP450, siendo algunas de ellas de gran importancia médica debido a su
participacion en el metabolismo de sustancias exogenas a las que estamos expuestos
(Pikuleva & Waterman, 2013). Ademas, se ha caracterizado la presencia de mas de 88 genes
en ratas y mas de 100 en ratones (Guengerich, 2019). En los mamiferos, podemos encontrar
presentes estas enzimas en la membrana de la mitocondria y en el reticulo endoplasmico. Sin
embargo, se reporta que son mas abundantes en el reticulo endoplédsmico liso (Goeptar et al.,

1995).
4.1.1 Descubrimiento de los CYP450

La aparicion de los CYP450 se remonta a 1954, cuando el cientifico Klingenberg, quien
investigaba el metabolismo de las hormonas esteroides en hepatocitos, identifico una proteina
CYP450 (Klingenberg, 2003). Sin embargo, fue aproximadamente una década mas tarde, en
1962, cuando Omura y Sato describieron su estructura y la designaron como P450. La
eleccion de la letra "P" se relaciona con su naturaleza de pigmento, mientras que el numero

450 hace referencia a la longitud de onda a la que absorbia (Omura & Sato, 1962) (Figura 1).



e Figura 1. Pico de absorcion a 450 nm.
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Un afio mas tarde, en 1963, Estabrook, Cooper y Rosenthal llevaron a cabo la primera
descripcion de la funcion enzimatica de los CYP450 al investigar la hidroxilacion de la
17-hidroxiprogesterona (Cooper et al, 1963; Estabrook et al., 1963). En trabajos
subsiguientes, este mismo grupo publico la participacion del CYP450 en la oxidacion de
varios farmacos, incluyendo la codeina, la monometil-4-aminopirina y la hidroxilacion de
acetanilida. Estas observaciones se realizaron en microsomas de higado de rata, marcando asi
la primera vez que se reconocié a los CYP450 como participantes en el metabolismo de
xenobiodticos (Cooper et al., 1965). Este descubrimiento marcé el comienzo de la
investigacion sobre multiples isoformas de los CYP450 en diversas especies, cada una con

afinidades distintas hacia sustratos de naturaleza quimica variada.
4.1.2 Caracteristicas generales de los CYP450

Los CYP450 desempefian una amplia variedad de funciones fisioldgicas y se encuentran
distribuidos en diversas ubicaciones celulares y en tejidos, mostrando también variabilidad en
solubilidades, tipos de proteinas con las que interactian para llevar a cabo reacciones
oxido-reduccién, asi como en sus sustratos. A pesar de estas diferencias, comparten

caracteristicas estructurales y propiedades similares (Piotr & Ilia, 2018).

En un andlisis de las dinamicas evolutivas de los CYP450, Parvez y colaboradores (2016)
sugirieron que todas estas enzimas se originaron a partir de un ancestro comun, el CYPS5I.
Por lo tanto, presentan secuencias de aminoacidos similares y comparten el mismo grupo

protésico de hierro (Fe - protoporfirina 1X), con una cisteina que se une al grupo hemo.



Ademas, utilizan un ciclo catalitico similar que implica la utilizacion de una molécula de O2,
generando un sustrato oxidado y una molécula de agua (Piotr & Ilia, 2018; Navarro et al.,
2019). La funcién primordial de los CYP450 radica en la conversion de xenobidticos en
moléculas mas polares y, por ende, més hidrosolubles, facilitando su excreciéon (Donato &

O’Connor, 2009).

Un sistema enzimatico completamente funcional relacionado a los CYP450 consta de una
isoforma de esta superfamilia asi como de sus proteinas asociadas, ya sea la citocromo P450
reductasa o el citocromo b5 reductasa. La primera es una flavoproteina encargada de
coordinar la transferencia de electrones desde el NADPH hacia los CYP450, y el citocromo
b5 es una hemoproteina relativamente pequefia que participa en la transferencia de
equivalentes reductores (Piotr & Ilia, 2018; Portal, 2013; Elahian et al., 2014).Como
consecuencia de estas reacciones, los CYP450 aceleran la eliminacion del organismo de gran
numero de farmacos y compuestos toxicos, pero también son responsables de la activacion de
toxinas o pre-carcindgenos. (Donato & O’Connor, 2009). Por lo que, estudiar los mecanismos
que regulan a los CYP450 resulta relevante para discernir entre las vias que activan sus

efectos benéficos de aquellas que activan sus efectos dafiinos en los seres vivos.
4.1.3 Clasificacion de los CYP450: Familia CYP2

Los CYP450 se clasifican por la similitud en las secuencias de pares de bases, se les asigna
un numero de familia (ej. CYP2), una letra para diferenciar las subfamilias (ej. CYP2C) y un
numero para establecer la isoforma (ej. CYP2C11) (McDonnell & Dang, 2013). En el &mbito
humano, la familia CYP2 se caracteriza por su amplitud y diversidad, estructurandose en 20
subfamilias. Entre las isoformas destacan CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2C11 y CYP2J3, entre otras. Estas enzimas presentan
diversas especificidades de sustratos, participando activamente en el metabolismo de
compuestos tan variados como farmacos, toxinas y contaminantes ambientales (Chen &
Wang, 2015). Los miembros de CYP2 se distribuyen en distintos tejidos del cuerpo; por
ejemplo, CYP2A6 se encuentra predominantemente en el higado, mientras que CYP2C9 esta
principalmente presente en el intestino, desempefiando un papel crucial en el metabolismo de
diversas sustancias en estos o6rganos (Chen & Wang, 2015). La localizacion especifica
permite que los CYP450 de la familia CYP2 contribuyan de manera significativa al
procesamiento y metabolismo de compuestos en sus respectivos tejidos (Donato &

O’Connor, 2009).
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4.1.4 Expresion de los CYP450 en el higado

En las primeras descripciones de los CYP450 se pensaba que estas enzimas eran Unicamente
hepaticas, pero esta idea se descartd al comprobar la presencia de isoformas practicamente en
todo el cuerpo humano; incluso algunas de ellas son exclusivamente extrahepaticas (Ding &
Kaminsky, 2003). Sin embargo, el higado se ha considerado por distintos autores como el
principal organo metabolizador de xenobioticos y endobidticos, debido a que en €l se
presenta la mayor acumulacion y variedad de CYP450. La expresion de estas enzimas esta
regulada por diversos factores tanto genéticos como ambientales; por ejemplo, algunas
enfermedades, polimorfismos, hormonas y factores externos al cuerpo humano como la
exposicion a compuestos provenientes de la dieta o contaminantes ambientales (Donato &

O’Connor, 2009).

En el higado, se ejecutan procesos fundamentales para desintoxicar y facilitar la eliminacion
de xenobiodticos, es decir, sustancias quimicas externas o ajenas al organismo. Estos procesos
se llevan a cabo mediante la conversion de compuestos liposolubles a compuestos
hidrosolubles, empleando enzimas pertenecientes a las fases I y II del metabolismo. La fase I,
incluye reacciones de oxidacion, las cuales son catalizadas por una diversidad de enzimas,
entre ellas, los CYP450 (Ates & Ortatatli, 2021). Estas enzimas desempenan un papel crucial
en la biotransformacion de sustancias, preparandolas para su posterior excrecion y

contribuyendo asi a la homeostasis del organismo.(Gibson & Skett, 2013).

En el higado, se encuentran el 70% de las isoformas de CYP450, mismas que participan
activamente en procesos fisioldgicos cruciales, como el metabolismo del colesterol y diversos
esteroides endogenos (Ates & Ortatatli, 2021). Ademas, desempefian un papel fundamental
en el metabolismo de la mayoria de los xenobidticos que ingresan al organismo. Las
isoformas de CYP450 hepaticas, principalmente clasificadas en las familias 1, 2 y 3, incluyen
al CYP3A4, que destaca por su elevada afinidad hacia sustratos y constituye la isoforma mas
abundante en el higado humano. Los miembros de la familia CYP2C, que representan entre el
30% y el 20% del total de las isoformas del CYP450 en el higado, también contribuyen
significativamente a las funciones metabolicas hepaticas (Donato & O’Connor, 2009;

Shimada, 1994).

Por otro lado, el higado es susceptible a enfermedades asociadas con la inflamacién, como

hepatitis, cirrosis, higado graso o incluso carcinomas hepatocelulares. Se ha observado que la
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presencia de los acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), producidos por ciertas isoformas de
CYP450, puede contribuir a mejorar dichas condiciones inflamatorias (Qin ef al., 2019; Diani
et al., 2014). Sin embargo, es importante sefialar que, en el caso de hepatocarcinomas, los
EETs también han sido asociados con la conferencia de propiedades no deseadas, como el
aumento de proliferacion y disminucion de la apoptosis (Giu et al., 2020). En este contexto,
resalta la relevancia de modular las isoformas de CYP450 responsables de la generacion de

EETs en este 6rgano, entre las cuales figuran enzimas clave como CYP2J3 y CYP2C11.

4.1.5 Expresion de los CYP450 en cerebro

Los CYP450 en cerebro se reportaron por primera vez en 1977 por Sasame y colaboradores,
quienes documentaron que el contenido total de CYP450 en cerebro era del 3%, poco en
comparacion con lo encontrado en higado. También encontraron que la actividad enzimatica
en el cerebro era 30 veces menor que en el higado (Sasame et al. 1977). Debido a las bases
anatomicas y fisiologicas que distinguen a estos dos organos, la regulacion de los CYP450 en

el cerebro es distinta a la que se puede encontrar en el higado.

El cerebro de los mamiferos estd compuesto por distintas células interconectadas, como las
neuronas o los astrocitos, que reciben sefales de células de todo el cuerpo, estas senales
activan factores de transcripcidon que pueden alterar la actividad enzimatica, incluyendo a los
CYP450. Otra diferencia que podemos encontrar entre estos dos 6rganos es la presencia de la
barrera hematoencefalica (BBB), misma que no permite la libre entrada de sustancias
encontradas fuera del sistema nervioso, excepto algunas areas libres de BBB localizadas
alrededor de los ventriculos cerebrales. Entonces, las diferencias en la sefalizacién de
neurotransmisores y la disponibilidad de sustancias endogenas y exogenas dan como
consecuencia una expresion y susceptibilidad diferenciada a la regulacion de CYP450 entre el

cerebro y el higado (Wojciech & Wladyslawa, 2021).

Se ha descrito en las neuronas la presencia de las isoformas CYP1A1, 2B, 2E1,2D6y 3A,y
en las células gliales se encuentra a CYP2D6 (Dutheil et al. 2009; Miksys & Tyndale 2013).
Recientemente, el grupo de Dutheil (2009) demostré que isoformas de la familia CYP2 se
expresan en el cerebro humano, siendo CYP2J2 una de las principales isoformas,
correspondiente al 20% de los CYP450 totales. En algunos estudios se ha comprobado que la

presencia de enzimas como los CYP450 en el cerebro pueden regular una amplia gama de
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procesos, como la neurotoxicidad y la respuesta a los medicamentos como analgésicos,
antidepresivos y antipsicoticos (Toselli et al. 2016; McMillan & Tyndale 2018), asi como el
metabolismo de sustratos endogenos como los acidos grasos, colesterol, hormonas y

precursores de neurotransmisores (Navarro et al., 2018).

Por otra parte, el cerebro no escapa a la presencia de enfermedades relacionadas con la
inflamacion, tales como la depresion, el Alzheimer, el Parkinson, entre otras. Se ha
informado que la presencia de los EETs, derivados de la actividad de ciertos CYP2, puede
mejorar estas condiciones inflamatorias (Peng et al., 2020; Sun et al., 2021; Pallas et al.,
2020). En particular, se ha destacado la importancia de modular las isoformas de CYP450
responsables de la produccion de EETs en este 6rgano, entre las cuales se incluyen enzimas
como CYP2J3 y CYP2CI11, ya que podria ofrecer una nueva vision para el desarrollo de

estrategias terapéuticas enfocadas en regular estos procesos metabolicos especificos.
4.1.6 CYP450 con actividad epoxigenasa: Familia CYP2

Algunos miembros de la familia CYP2 actian como epoxigenasas, es decir, catalizan la
epoxidacion de sustratos especificos. La epoxidacion es una reaccion quimica en la cual se
forma un éster ciclico de tres miembros llamado epdxido, que tiene un oxigeno en cada uno
de los carbonos del anillo (Lafargue et al., 2015). Estas enzimas desempefian un papel crucial
en diversos procesos biologicos, y algunas de ellas estan asociadas con el metabolismo de

compuestos endogenos y exogenos.

Se ha comprobado que la familia CYP2 juega un papel fundamental en la sintesis de
sustancias enddgenas, entre las cuales se encuentran el dcido araquidonico (AA), esteroides,
vitamina D y &cido retinoico (Donato & O’Connor, 2009; Zordoky & Aboutabl, 2008).
Recientemente, se identificaron dos subfamilias de CYP450 con actividad epoxigenasa,
CYP2C y CYP2J, ambas reconocidas por su capacidad para catalizar la epoxidacion de
acidos grasos poliinsaturados, generando metabolitos conocidos como acidos
epoxieicosatrienoicos (EETs). Como se mencion6 anteriormente, la generacion de EETs se ha
considerado como una estrategia terapéutica para abordar enfermedades vinculadas a

procesos inflamatorios (Wang et al., 2009).
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4.1.6.1 Isoforma CYP2J3

La isoforma CYP2J3 se encuentra presente en algunos roedores, siendo inicialmente
descubierta en conejos por Kikuta y colaboradores en 1991. Sin embargo, poco tiempo
después, Wu y su grupo de trabajo (1996) describieron el gen ortdlogo en humanos, conocido
como CYP2J2. Esta enzima ha captado la atencion no solo por su capacidad para metabolizar
aproximadamente el 3% de los fadrmacos, sino también por su participacion en la
biotransformacién de varios compuestos endogenos. En afos recientes, se ha vinculado con la
transformacion de sustancias como el AA, el &cido a-linoleico (ALA), el é&cido
eicosapentaenoico (EPA), el acido docosahexaenoico (DHA) y la vitamina D3 (Xu et al.,
2013; Lu et al., 2020). Este amplio espectro de sustratos sugiere un papel versatil y destacado

de CYP2J3 en procesos biologicos y metabdlicos relevantes para la salud.

Los metabolitos que se obtienen a través de esta biotransformacion del AA, los acidos EETs,
son de importancia clinica. Se ha reportado que tienen propiedades como vasodilatadores
(Sun et al., 2011; Imig, 2018), mejoran condiciones de fibrosis (Kim et al., 2021) y son
potentes antiinflamatorios (Shahabi et al., 2014; Chen et al., 2022). En este contexto, los
compuestos que incrementan la expresion de CYP2J3 podrian representar una estrategia
innovadora para aprovechar los efectos benéficos de los EETs en las células (Lee & Murray,

2010).

En las publicaciones recientes no se ha reportado que el CYP2J3 pueda modularse por
algunos inductores conocidos de otros CYP450 o que esta expresion se regule por vias
comunes de los CYP450 como el receptor de hidrocarburos de arilo (AhR), el receptor X de
pregnano (PXR), ni por los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR).
Sin embargo, se ha propuesto que CYP2J3 pueda regularse de manera indirecta por la
estimulacion de factores de transcripcion como la proteina activadora- 1 (AP-1), c-Jun, c-Fos

y Nrf2 (Lee & Murray, 2010; Yuan ef al., 2006).
4.1.6.2 Isoforma CYP2C11

Los miembros de la subfamilia CYP2C son responsables de metabolizar el 20% de los
farmacos mas comunes, asi como una variedad significativa de compuestos endogenos (Chen
& Goldstein, 2009). La isoforma CYP2CI1, presente exclusivamente en machos de ratas,
exhibe una mayor abundancia en el higado, desempefiando un papel destacado en la

regulacion del ciclo hormonal de la hormona del crecimiento (GH) y la testosterona (Choi &
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Waxman, 2000). La expresion de CYP2CI11 puede ser estimulada por estas dos hormonas,

dependiendo de la frecuencia, duracion y amplitud de las secreciones hormonales.

El CYP2CI11 participa en la biotransformacion de otros endobidticos como en la
hidroxilacion de esteroides endogenos, la epoxidacion del AA y la hidroxilaciéon de la
vitamina D (Barbosa et al., 2005; Choi & Waxman, 2000; Wei et al., 2018; Wojcikowski et
al., 2013). Se ha informado que la regulaciéon de CYP2CI11 por la GH ocurre a través de la
via de Janus cinasa 2 (JAK2) y el transductor de sefiales y activador transcripcional 5B
(STAT5B) (Choi & Waxman, 2000). Sin embargo, no se descarta la posible participacioén de
otras vias reguladoras, ya que se ha observado que JAK2 puede activar otras vias, como la via
de RAS, y generar la produccion de factores de transcripcion como c-Jun, Nrf2 y c-Fos

(Brkic et al., 2021).
4.1.7 Sustratos de los CYP450

Los citocromos P450 desempeiian un papel crucial en el metabolismo de una variedad de
sustratos tanto sustancias endogenas (propias del organismo) como sustancias exdgenas
(introducidas desde el exterior), como farmacos, toxinas, aditivos alimentarios y compuestos
quimicos. Dentro de los procesos del metabolismo, destaca la preeminencia del CYP3A4
como la principal isoforma, encargada de metabolizar diversos compuestos como
eritromicina, claritromicina y ciclosporina, dando lugar a metabolitos inactivos (Klyushova et
al., 2022). Sin embargo, no se puede pasar por alto la contribucion del CYP2 en estos
procesos metabolicos. Por ejemplo, el CYP2D6 desempefia un papel crucial en el
metabolismo de sustratos exdgenos como la codeina, fluoxetina y metoprolol, generando

morfina a partir de la codeina y desipramina a partir de la imipramina (Lewis et al., 2004).

En cuanto a los sustratos endogenos, se destaca nuevamente la relevancia de la isoforma
CYP3A4, que participa en el metabolismo de compuestos fundamentales como la
testosterona, cortisol y progesterona. Este proceso conduce a la formacioén de productos de
metabolismo esenciales, tales como el 6B-hidroxicortisol y el 6B-hidroxitestosterona (Zhou,
2008). Por otro lado, los CYP2 asumen un papel destacado en el metabolismo de sustratos
endogenos cruciales, como el AA y el ALA, generando eicosanoides y epdxidos como
productos (Lewis et al., 2004). Esta capacidad del CYP2 para influir tanto en sustratos

enddgenos como exdgenos resalta su papel integral dentro del metabolismo en el cuerpo.
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4.1.7.1 Metabolismo de sustratos endégenos

Algunos miembros de los CYP450 principalmente los pertenecientes a la subfamilia CYP2
desempefian un papel crucial en el metabolismo de los 4cidos grasos de cadena larga,
contribuyendo asi al control en los niveles de lipidos en el organismo. Estos acidos grasos
endogenos, como el AA y el ALA, son sometidos a reacciones de epoxidacién por los
CYP450, generando productos metabdlicos como los eicosanoides y epoxidos que
desempefian funciones regulatorias en la respuesta inflamatoria y participan en la

sefalizacion celular (Brown & Falck, 2013).

4.1.7.1.1 Metabolismo del acido araquidonico

El AA es un 4cido graso poliinsaturado de 20 carbonos con cuatro dobles enlaces en las
posiciones 5, 8, 11 y 14 (Figura 2). Se encuentra como parte de los fosfolipidos de las
membranas y es uno de los acidos grasos poliinsaturados mas abundantes en el tejido humano

(Martin et al. , 2016)

Figura 2. Estructura del acido araquidonico, fosfolipido
tetrainsaturado, con dobles enlaces en las posiciones 5,

8,11y 14.

Acido araquidéanico [AA)

A mediados del siglo XX, se descubrid que este acido graso tetrainsaturado se sintetiza a
partir del ALA, que se obtiene de la dieta a través de alimentos como semillas, pescados,
aceites vegetales, aves, huevos, entre otros (Bazinet & Layé, 2014). El AA ha llamado la
atencion debido a las vias en las que se ve involucrado, también por ser parte de los
fosfolipidos membranales, teniendo un papel importante en la fluidez y estructura de la
membrana celular, ademas por ser sustrato de algunas enzimas que forman metabolitos
bioldgicamente activos como las prostaglandinas, los leucotrienos, EETs y algunos

endocannabinoides (Martin et al., 2016)
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Los metabolitos del AA cominmente se dividen en dos grupos: prostaglandinas y
leucotrienos, que se asocian con las vias enzimdticas de la ciclooxigenasa (COX) y la
lipoxigenasa (LOX) respectivamente. Sin embargo, existe una tercera via que se ha descrito
mas recientemente, la via a través de los CYP450 con actividad epoxigenasa (Colombero et

al., 2020) (Figura 3).

La biotransformacion del AA a través de los CYP450 nos da como resultado los EETs que
tienen relevancia clinica por sus propiedades antiinflamatorias, proliferativas, antiapoptoticas,
disminuyen la fibrosis, entre otras. Las isoformas relacionadas con este proceso son
pertenecen a las subfamilias CYP2C y CYP2J, quienes biotransforman al AA en cuatro
acidos epoxieicosatrienoicos regioisoméricos: 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET y 14,15-EET
(Colombero et al., 2020). Los EETs son rapidamente hidrolizados por la epoxido hidrolasa
soluble (sEH) formandose asi los acidos dihidroxieicosatrienoicos (diHET). El proceso de
hidroxilacion implica la adicién de un grupo hidroxilo (-OH) a la estructura de epoxido
presente en los EETs. Esta transformacion bioquimica tiene varias implicaciones funcionales.
Por ejemplo, los diHETs son generalmente menos activos bioldgicamente que los EETs, y
esta conversion puede reducir la actividad antiinflamatoria de los EETs. (Colombero ef al.,

2020).
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Figura 3. Vias involucradas en el metabolismo del acido araquidonico. El acido araquidénico (AA) se
metaboliza principalmente por tres vias: la ciclooxigenasa (COX) que da como resultado la
produccion de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos; la via de la lipoxigenasa (LOX) por
medio de la cual se obtienen leucotrienos, HETE y lipoxinas; la via de los CYP450 epoxigenasas,
relacionada con la produccion de 4 acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), las isoformas participantes
en este proceso se sefialan entre paréntesis. La epoxido hidrolasa soluble (sEH) hidroliza a los EETs

en acidos dihidroxieicosatrienoicos (diHET).
4.1.7.1.1.1 Acidos epoxieicosatrienoicos (EETs)

El AA sirve como sustrato para las enzimas del sistema CYP450. En esta via metabolica, se
generan dos tipos de metabolitos: los acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE), producidos
por las isoformas de la familia CYP4, y los EETs, cuya obtencion esta a cargo de la familia

CYP2 (Panigraphy et al., 2011; Colombero et al., 2020) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la biotransformacion del 4cido araquidonico por la via de los CYP450. El
acido araquidonico (AA) es metabolizado por isoformas de CYP450, dando como resultado la
obtencion de dos metabolitos distintos. Miembros de la subfamilia CYP4 hidroxilan al AA, a partir de
esta reaccion se forman los acidos hidroxieicosatetraenoicos HETE (20-HETE), éstos son degradados
por la ciclooxigenasa (COX) a 20-hidroxi prostaglandina (20-OHPGE?2). Por otro lado, isoformas de
la subfamilia CYP2 con actividad epoxigenasa biotransforman al AA en acidos epoxieicosatrienoicos
EETs (5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET y 14,15-EET), estos metabolitos tienen una vida media corta
debido a que son rapidamente hidroxilados por la epdxido hidrolasa (sEH) a metabolitos menos

activos biologicamente los acidos dihidroxieicosatrienoicos (DiHETS).

La relevancia clinica de los 4cidos epoxieicosatrienoicos fue puesta en evidencia por Sun y
colaboradores (2021) ya que demostraron efectos antiinflamatorios de los EETs a través de la
regulacion de la via de sefializacion de NF-kB. Estos mismos autores demostraron la
expresion diferencial de EETs, asi como de la enzima que los metaboliza, la sEH en un
modelo de Alzheimer en ratones. Los EETs también han sido vinculados con la capacidad de
reducir la fibrosis pulmonar, segin el informe de Kim y sus colaboradores (2021). Este
estudio reveld una expresion diferencial de los EETs en biopsias de pacientes con fibrosis

pulmonar, destacando una mejora significativa de la enfermedad al estimular la presencia de
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los EETs en un modelo animal. Esta informacion adquiere una relevancia en la actualidad,
especialmente considerando la fibrosis que se ha identificado como una secuela resultante de
la enfermedad del Covid-19 y el gran numero de casos registrados en los anteriores afios. Los
EETs también provocan vasodilatacion, lo cual estd siendo objeto de estudio para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la hipertension, insuficiencia cardiaca e
insuficiencia cerebrovascular (Xi et al, 2011). Sin embargo, se han reportado también
algunos posibles efectos adversos resultantes de la presencia de estos metabolitos. Ademas de
su capacidad para estimular la proliferacion de células cancerosas, también se reportd que
favorecen la migracion de células de cancer de mama (Lu et al., 2018) y la resistencia al
cisplatino que es un medicamento ampliamente utilizado en las quimioterapias (Sun et al.,

2021; Kim et al., 2021; Xu et al., 2011, Luo et al., 2018).

Por la informacién publicada en los ultimos afios, se sabe que los EETs son de gran
importancia para la comprension de algunas enfermedades, asi como para la mejora de otras.
Hasta la fecha, existe una escasa cantidad de informacién disponible sobre los factores y
condiciones que pueden modular la expresion de los EETs, lo que subraya la importancia
critica de comprenderlos, asi como los mecanismos moleculares subyacentes. Se ha
propuesto la posibilidad de modular los efectos de los EETs en tres niveles diferentes. En
primer lugar, mediante la administracion de EETs exogenos, se enfrenta el desafio de su
rapida hidroxilacién, lo que resulta en la pérdida de su actividad bioldgica. Una estrategia
para superar esta limitacion implica la inhibicion selectiva de la enzima sEH, con el objetivo
de prolongar la vida media de estos metabolitos. Ademas, una propuesta innovadora
considera la posibilidad de modular los niveles de la enzima CYP450, especificamente de la

familia CYP2.
4.1.8 Factores que modifican la expresion de los CYP450

La expresion de los CYP450 esta sujeta a cambios que son influenciados por diversos
factores, tanto enddgenos como exdgenos. Entre los factores identificados que pueden
modificar la expresion y actividad de los CYP450 se encuentran los polimorfismos genéticos,
las fluctuaciones hormonales, la presencia de enfermedades, las interacciones farmacologicas,

la exposicion a estimulos ambientales como el humo del tabaco y las elecciones dietéticas.

Diversos estudios han revelado que ciertos alimentos y sustancias poseen la capacidad de

afectar la expresion o actividad de la enzima CYP2. Entre estos, se encuentran los vegetales
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cruciferos como el brocoli, que contiene el sulforafano, un compuesto que puede modular la
actividad del CYP2B6 y CYP2D6 (Vanduchova et al., 2016). Asimismo, los citricos, ricos en
flavonoides, han sido asociados con la alteracion de las enzimas del CYP450 (Santes et al.,
2020). El té verde, reconocido por sus propiedades antioxidantes, contiene catequinas que
pueden influir en la expresion de algunas enzimas del CYP450, entre ellas los CYP1A2, 2C9,
2D6 y 3A4 (Satoh et al., 2016). La circuma, con su componente activo la curcumina,

también ha mostrado efectos sobre la actividad de estas enzimas (Mashayekhi et al., 2021).

A nivel celular, diversos estimulos, tales como la composicion de la dieta, tienen la capacidad
de desencadenar intrincadas cascadas de sefializacion que influyen directamente en la
expresion génica. Dentro de este complejo molecular, los factores de transcripcion funcionan
como elementos cruciales reguladores de la actividad de ciertos genes, como aquellos
relacionados con la familia de enzimas CYP450. Estos factores de transcripcion coordinan la
transcripcion génica al unirse a secuencias especificas del DNA, modulando asi la sintesis de
proteinas clave para el metabolismo de diversos compuestos (Manikandan & Nagini, 2018;

Peter & Dubuis, 2000).

4.1.8.1 Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de alterar los niveles de expresion génica,
uniéndose al DNA en una secuencia especifica llamada “motivo” encontrada en el promotor
del gen. Se conoce que algunos endobidticos y xenobidticos pueden estimular procesos
celulares que desencadenan en la liberacion de algunos factores de transcripcion, mismos que
al migrar al nicleo y unirse a sus motivos correspondientes, pueden promover el inicio de la

transcripcion de genes y asi la sintesis de algunas proteinas (Lambert ez al., 2018).

En el contexto de las enzimas del CYP450, se han identificado factores de transcripcion que
juegan un papel crucial en su regulacion. Estos factores de transcripcion pueden inducir o
inhibir la expresion de CYP450 en respuesta a estimulos especificos como compuestos
quimicos, farmacos, aditivos alimentarios o contaminantes ambientales. Muchos de estos
factores de transcripcion participan en la respuesta adaptativa del organismo a xenobioticos,
siendo el factor de transcripcion nuclear 2 (Nrf2) un ejemplo asociado con la respuesta
antioxidante y la induccidon de enzimas, incluyendo algunas isoformas de CYP450 (Luan et

al., 2022).
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4.1.8.1.1 Factor de transcripcion Nrf2

El factor 2 relacionado con el factor nuclear 2 (Nrf2) es una proteina esencial que desempefia
el papel de factor de transcripcion en la regulacion de enzimas pertenecientes a las fases [ y 11
del metabolismo de xenobiodticos. En la fase I, las enzimas como los CYP450, catalizan
reacciones de oxidacion, reduccion, hidrélisis y reacciones de epoxidacion, transformando
compuestos quimicos en formas mas solubles para su eliminacion (Lu ef al., 2016). Mientras
tanto, las enzimas de la fase II participan en la conjugacion de estos metabolitos con
moléculas enddgenas, aumentando su hidrosolubilidad y facilitando su excrecion (Lu ef al.,
2016). Nrf2 ha demostrado ser fundamental en la induccidn de diversas isoformas del sistema
CYP450, facilitando estas transformaciones metabodlicas a través de la interaccion con la
secuencia especifica en el DNA denominada ARE por sus siglas en inglés Antioxidant
Response Element, lo que subraya su relevancia en la respuesta adaptativa celular ante

estimulos ambientales y quimicos (Shen & Kong., 2009).

La proteina Nrf2 comprende siete dominios Neh, el primero (Nehl) se ha descrito como el
mas conservado en diferentes especies, lo que podria sefialar su importancia en la actividad
transcripcional. En Nehl se localiza la region CNC-bZIP, la cual es necesaria para la union al
DNA, asi como para la dimerizacion de Nrf2 con otras proteinas (Tonelli et al., 2018). La
activacion de la transcripcion de genes mediada por Nrf2 es un proceso complejo, en
condiciones homeostaticas se puede encontrar a Nrf2 en el citosol unido a la proteina Keapl.
Sin embargo, en condiciones de estrés, Keapl es secuestrada y Nrf2 queda libre para
translocarse al nucleo, ahi puede formar homodimeros o heterodimeros con pequefias
proteinas como c-Jun, c-Fos u otras pertenecientes a la familia bZIP. Estos complejos

proteicos se unen a los promotores de genes especificos para desencadenar su transcripcion

(Shen & Kong., 2009) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema representativo del ciclo de Nrf2, un mecanismo crucial en la respuesta celular al
estrés oxidativo. En condiciones normales (imagen de la izquierda), Nrf2 se encuentra inactivo en el
citoplasma unido a la proteina Keapl. Sin embargo, cuando las células experimentan condiciones de
estrés oxidativo, Keapl libera a Nrf2, permitiendo su translocacion al nucleo celular. Para entrar al
ntcleo Nrf2 necesita ser fosforilada, principalmente por alguna proteina de las vias de cinasas GSK-3,
MAPK, PI3K y PERK. En el ntcleo, Nrf2 se une al sitio ARE, activando la expresion de genes
antioxidantes y detoxificadores que protegen la célula contra especies reactivas de oxigeno y otras
sustancias. Después de cumplir su funcion, Nrf2 se desactiva y se degrada, cerrando el ciclo y

manteniendo la homeostasis redox en la célula.

Es conocido que algunos xenobidticos pueden promover que Keapl se disocie de Nrf2, asi
como desencadenar la activacion de diferentes vias de sefializacion. Por ejemplo, Lee &
Murray (2010) demostraron en células HepG2 que el hidroxibutilanisol (BHA) aumentaba la
expresion del mRNA y los niveles de proteina de CYP2J2 acompafiada de la presencia de
heterodimeros conformados por Nrf2 y c-Jun (Lee & Murray, 2010). En otro estudio se
demostrd que un componente activo derivado de la canela, el cinamaldehido, que es utilizado
como aditivo alimentario en la industria, ejerce cambios en multiples vias de sefializacion
incluidas PPAR, AMPK, PI3K/IRS-1, RBP4-GLUT4 y ERK/INK/p38MAPK,
TRPA1-grelina que pueden desencadenar la liberacion de Nrf2, promoviendo su actividad
como factor de transcripcion (Zhu et al., 2017). Estos estudios revelan que los aditivos

alimentarios ejercen una influencia significativa en las isoformas de la familia CYP2,
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participando activamente en la modulacion de la biotransformacion del AA. Este proceso se
desencadena mediante la liberacion de Nrf2, y simultdneamente, implica la activacion de

otras vias metabolicas.
4.1.8.1.2 Factores de transcripcion AP-1

Dentro de la familia de proteinas bZIP se encuentra el complejo proteico AP-1 (proteina
activadora-1) que actlia como factor de transcripcion de algunos genes diana, entre los
reportados hay genes de CYP450. AP-1 esta conformado por homodimeros y heterodimeros
de proteinas que pertenecen a Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra2), Maf
(c-Maf, MafB, MafA, MafG/F/K y Nrl) y subfamilias ATF (ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF,
JDP1, JDP2) (Shaulian & Karin., 2022). Los dimeros formados pueden regular una gran
cantidad de funciones fisiologicas como la proliferacion, muerte, supervivencia y
diferenciacion celular, esto lo hacen mediante la regulacion positiva de ciertas vias de
sefializacion. Por ejemplo, las cascadas de proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK),

las cascadas de la cinasa 1 N-terminal c-Jun (JNK) y p38 (Shaulian & Karin., 2022).

Se ha reportado que la presencia de los miembros de AP-1 se regulan por diversos factores,
tales como la presencia de citocinas, algunos factores de crecimiento, neurotransmisores,
hormonas, estrés fisico o quimico dado por la presencia de xenobioticos (Shaulian & Karin.,
2022). Estudios previos han relacionado a AP-1 en la regulaciéon de CYP2J2 en células
HepG2 bajo tratamiento con algunos aditivos alimentarios, como el BHA, demostrando la
importancia de la proteina c-Jun principalmente (Lee & Murray, 2010). Otro estudio
publicado por Makia y colaboradores (2012) demostr6 el aumento de los niveles de proteina
y de mRNA de c-Jun y c-Fos en higado de raton y células Hepalclc7, tratadas con BHA
(Makia & Karin., 2002). Estos estudios permiten pensar que es posible la modulacion de
genes de la familia CYP2 a través de dimeros que incluyen al factor de transcripcion AP-1,

induciendo la expresion de estas proteinas por medio de la exposicion a aditivos alimentarios.
4.1.8.2 Aditivos alimentarios

Los aditivos alimentarios son cualquier sustancia que se afiade intencionalmente a los
alimentos, productos de higiene bucal o fArmacos, con el fin de proporcionarles propiedades
como: reducir la oxidacion y con ello la pérdida del color, ayudar a mejorar su conservacion,
edulcorantes, texturizantes o bien potenciadores del sabor. Es importante hacer notar que

estas sustancias no afiaden valor nutricional al alimento (Amchova et al, 2015). La
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alimentacion universal se ha visto modificada a partir del siglo XX debido a la conservacion
y procesamiento de los alimentos. A pesar de que la industrializacion de la comida ha sido
conveniente para la humanidad al protegernos de algunas enfermedades infecciosas, asi como
lograr que los alimentos perduren en buenas condiciones por un mayor tiempo, no se han
reconocido todos los efectos que algunos aditivos alimentarios puedan tener en nuestro

metabolismo (Gerasimidis et al., 2020).
4.1.8.2.1 Glutamato monosodico (GMS)

El glutamato monosddico (GMS) es el aditivo mas utilizado en todo el mundo, se afiade a los
productos alimentarios para proporcionar un sabor Unico que se describe como “umami” en
japonés, esta palabra no tiene una traduccion exacta al espafiol pero podria describirse como
“sabroso” (Chakraborty, 2019). De acuerdo con el Department of Health and Human Services
(DHHS, 2012) el GMS es una forma sintética de acido glutdmico, que es uno de los
aminoacidos mas abundantes en la naturaleza, se utiliza como aditivo alimentario (E621) en

forma de proteina hidrolizada o como sal monosodica purificada.

El GMS es utilizado ampliamente en la industria alimentaria como potenciador del sabor.
Entre los productos que lo pueden contener se encuentran: frituras como papas y nachos,
frutos secos, sopas en polvo, sazonadores, pastillas de caldo, concentrados de carne, salsas,
soja, condimentos, aceitunas, encurtidos, patés, cremas, quesos untables, pizzas, embutidos,
salchichas, sushi, surimi, conservas de mar, panes tostados, arroz precocido, fideos
instantaneos, también se usa en productos dietéticos con el fin de evitar el consumo anadido
de sal (Ibafiez & Irigoyen., 2003). La FDA (Food and Drugs Administration) ha clasificado al
GMS como seguro GRAS (Generally Recognized As Safe) y la Union Europea como un
aditivo alimentario con el codigo HS 29224220 y el nimero E621 (Walter & Lupien., 2000).

Se ha reportado que el glutamato monosoddico puede alterar actividades y niveles de
expresion de algunos CYP450 en higado e intestino, tales como CYP2AS, CYP2EI, CYP3A,
CYP2C y CYP2D (Tomankova et al, 2015). En otro estudio publicado por Du y
colaboradores (2020) se demostré en un modelo de ratones obesos inducidos con GMS el

aumento significativo del mRNA de Nrf2, asi como su translocacion al nticleo.
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4.1.8.2.2 Hidroxibutilanisol (BHA)

El hidroxibutilanisol (BHA) es un aditivo alimentario de origen sintético, es utilizado en la
industria farmacéutica y alimentaria como antioxidante y conservador. El BHA no se degrada
a altas temperaturas por lo que se aplica a productos horneados y/o fritos. Entre los alimentos
que lo pueden contener se encuentran: frituras, mantecados, polvorones, bebidas lacteas,
salsas, mayonesas, frutos secos, galletas, cereales y chicles, también se usa en alimento para
mascotas para crear aromas artificiales y en la industria farmacéutica en multivitaminicos
(Ibafiez & Irigoyen., 2003). De acuerdo con la FDA 2022, el BHA con el numero E320 es

seguro para agregar directamente a los alimentos de consumo humano.

Se ha descrito que el antioxidante fendlico BHA tiene importantes actividades bioldgicas
como la modulacion de la sintesis de macromoléculas y la inducciéon de enzimas de fase II.
Un estudio realizado en células HepG2, muestra un aumento en la concentracion de proteina
y expresion de mRNA de CYP2J2, asi como de los factores de transcripcion bZIP, Nrf2 y
c-Jun dependientes de la dosis del antioxidante (Lee & Murray, 2010). En otro articulo
publicado por Yu & Kong (1997), se muestra que el BHA puede activar diferentes MAPK, la
proteina cinasa 2 regulada por sefial extracelular (ERK2) y (JNK1).

5. Antecedentes

En afios recientes, las isoformas del CYP450 encargadas de metabolizar el AA han adquirido
relevancia significativa debido a la generacion de los EETs. Se ha atribuido a estos
metabolitos la capacidad de actuar como vasodilatadores (Sun et al., 2011; Imig, 2018),
mejorar condiciones de fibrosis (Kim et al., 2021), exhibir propiedades antiinflamatorias
(Shahabi et al., 2014; Chen et al., 2022), y mostrar propiedades antiapoptoticas (Chen et al.,
2022). La obtencion de los EETs requiere la participacion especifica de las isoformas de la
familia 2 del CYP450. Sin embargo, los EETs son metabolitos inestables, rapidamente
hidroxilados sEH. Una estrategia para superar esta limitacion implica la inhibicion selectiva
de la sEH, con el objetivo de prolongar la vida media de estos metabolitos, en este contexto,
destaca un planteamiento reciente que considera la posibilidad de modular los niveles de la
enzima CYP2. Esta aproximacion podria abrir nuevas vias para controlar la generacion de
EETs vy, por ende, influir en procesos fisioldgicos clave. La exploracion de estas estrategias

no solo enriquece nuestra comprension del metabolismo de los EETs, sino que también tiene
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implicaciones significativas para el desarrollo de terapias dirigidas a mejorar diversas

condiciones de salud asociadas con estos metabolitos.

Un estudio conducido por Lee & Murray (2010) revel6 un incremento en la concentracion de
proteina y mRNA de CYP2J2, este efecto fue ocasionado por el aditivo alimentario BHA en

células HepG2, una linea celular obtenida a partir del tejido hepatico de un paciente con
carcinoma hepatocelular (Figura 6). El BHA se encuentra presente en una amplia variedad de

productos consumidos comunmente por la poblaciéon humana, incluyendo alimentos para
otros mamiferos como perros y gatos. No obstante, aun no se ha demostrado sus efectos en la
concentracion de CYP450 epoxigenasas en un modelo in vivo que involucre células no
cancerosas. La falta de informacion destaca la importancia de explorar como el BHA podria
afectar sistemas bioldgicos mas representativos, asi como la importancia de evaluar su

influencia en enzimas CYP450 epoxigenasas.
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Figura 6. Efectos dosis y tiempo dependientes de los niveles de proteina de CYP2J2 con el

tratamiento con BHA en células HepG2. Tomada de Lee & Murray, (2010).

Otro aditivo alimentario de relevancia es el GMS, reconocido por su contribucion a la
percepcion del quinto sabor "umami". Este aditivo es ampliamente consumido a nivel global,
siendo especialmente popular en poblaciones asidticas. Un estudio llevado a cabo por Liu y
colaboradores (2017) documentd un notable aumento en la expresion del mRNA de CYP2J2
en ratas neonatas expuestas al GMS (Figura 7). Se ha establecido que, en animales con pocos
dias de vida, la exposiciéon al GMS puede tener efectos duraderos en la secrecion de la
hormona de crecimiento (GH). No obstante, la falta de datos documentados sobre los efectos

del GMS en la concentracion de CYP2 en un modelo in vivo de ratas adultas deja
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interrogantes abiertas. Se especula que el GMS podria actuar como un inductor de CYP450
con actividad epoxigenasa, potencialmente incrementando la concentracion de EETs en las
células y, por ende, afectando diversos procesos fisioldégicos como: la disminucion de

procesos inflamatorios en diferentes afecciones.
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Figura 7. Incremento de los niveles de mRNA de CYP2J3 observado en la corteza frontal (FC),
hipocampo (HC), cerebelo (CB) y tronco encefalico (BS), tras el tratamiento con GMS en ratas Wistar

neonatas (dosis durante 1, 3, 5 y 7 dias de nacidos). Tomada de Liu y colaboradores (2017)

Aunque la informacién bioquimica sobre el AA ha ido en aumento de manera constante, la
cantidad de informes sobre los moduladores de los CYP2 es insuficiente. La investigacion
relacionada con los EETs ha dependido en gran medida de inhibidores de la sEH, mientras
que se ha prestado escasa atencion a la posibilidad de modular a los CYP450 responsables de

su generacion.
6. Planteamiento del problema

Se han identificado diversas funciones de la familia CYP2, asi como numerosas respuestas
fisiologicas relacionadas con los metabolitos derivados de la biosintesis del AA. Entre los
miembros de esta familia, CYP2J3 y CYP2CI11 se destacan por su alta expresion en el
cerebro y el higado, respectivamente, y su capacidad para metabolizar tanto fdrmacos
comunes como una variedad de compuestos endogenos. A pesar de estas funciones
conocidas, no existen suficientes reportes acerca de la regulacion y las vias de sefializacion

implicadas en el control de CYP2J3 y CYP2CI11.
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En este estudio, se busco ampliar el conocimiento sobre la modulacion de CYP2J3 y
CYP2CI11 en el higado y la corteza cerebral de ratas. Ambos miembros de la familia CYP2
en ratas comparten una notable similitud en la secuencia de aminoacidos con CYP2J2 y
CYP2CI11 en humanos (mas del 70%). Utilizando un modelo in vivo, se investigaron los
efectos inductores de dos aditivos alimentarios presentes en la dieta humana, especificamente
el glutamato monosddico e hidroxibutilanisol, en los niveles de proteina de CYP2J3 y
CYP2CI11. Se especula que estos aditivos activan los factores de transcripcion Nfr2 y AP-1,y
su evaluacion en este contexto proporcionara una comprension mas detallada de la regulacion

de estas enzimas cruciales en el metabolismo de compuestos endogenos y exdgenos.

7. Hipotesis
Ya que algunos promotores de los genes que codifican para CYP2 presentan sitios de union
para los factores de transcripcion Nfr2 y AP-1, al estimular su activacion con glutamato
monosodico (GMS) e hidroxibutilanisol (BHA), esto se traducira en una modulacion en los
niveles de proteina de los CYP2J3 y 2C11 en corteza cerebral e higado de ratas tratadas con

estos compuestos.

8. Objetivo general
e Analizar la modulaciéon de CYP2J3 y CYP2CI1 en la corteza cerebral e higado de

ratas sometidas a tratamientos con una sola dosis de GMS y BHA.

9. Objetivos particulares

e Cuantificar los niveles de proteina de CYP2J3 y CYP2CI11 en la corteza cerebral y en
el higado después del tratamiento con BHA y GMS mediante Western blot.

e Identificar si existen sitios de union para los factores de transcripcion AP-1 y Nrf2 en
el promotor de CYP2J3 y CYP2C11 utilizando herramientas bioinformaticas.

e Proponer posibles las vias involucradas en la modulacion de CYP2J3 y CYP2Cl11
después de la exposicion a BHA y GMS.
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10. Estrategia experimental
10.1 Condiciones éticas

El presente estudio se realiz6 bajo la aprobacion del Comité Interno para el Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM.
Para llevar a cabo los experimentos descritos se utilizaron como modelo experimental a 20
ratas macho Wistar. Los animales fueron sacrificados de acuerdo con el protocolo de ética
aprobado por la comision para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas, con numero de folio: 6332.

Los desechos biologicos se procesaron segun lo descrito en la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, “Proteccion ambiental -Salud ambiental- Residuos peligrosos

bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo”.
10.2Tratamiento de los animales

Se obtuvieron 20 ratas macho Wistar de 200 g del Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, se dividieron en cuatro grupos, cada uno con 5 ratas. Durante el proceso de
experimentacion las ratas permanecieron en un cuarto con temperatura controlada (22-25°C),
con un ciclo de 12 horas luz y oscuridad, con acceso libre a agua y alimento. Todos los
tratamientos se siguieron durante 24 horas. La eutanasia se realizd con guillotina y se
disectaron el higado y el cerebro de todos los animales. Estos 6rganos se congelaron a -80°C

hasta su uso.
Tratamientos:
Todos los tratamientos se aplicaron via intraperitoneal (i.p.).

Grupo I) se les administr6 GMS 4 mg/kg (Sigma-Aldrich G1626 Lot # SLVV5817) diluido

en solucion salina estéril (Pisa Flexoval B.P).
Grupo II) control del grupo I, se trataron con solucion salina estéril (Pisa Flexoval B.P).

Grupo III) se les administro 32 mg/kg de BHA (Sigma-Aldrich W218208 Lot # MKCG0079)
disuelto en aceite de maiz (Sigma-Aldrich-C8267).

Grupo 1V) control del grupo 111, se trataron con aceite de maiz (Sigma-Aldrich-C8267).
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10.3 Obtencion y cuantificacion de proteinas totales

10.3.1 Obtencion de la fraccion S9 de higado y corteza cerebral

Los tejidos se descongelaron gradualmente a diferentes temperaturas (-80°C a -20°C y luego
a 4°C) durante 20 minutos cada vez, manteniendo la cadena de frio sobre hielo y utilizando
material esterilizado. En el caso del cerebro, una vez descongelado, se disectd la corteza

cerebral.

Posteriormente, los tejidos se pesaron en papel aluminio, se colocaron en un vaso de
precipitado con pinzas y se multiplicé su peso por tres. Esto determind la cantidad de
solucion amortiguadora TrissHCl 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6 (con inhibidores de

proteasas) y KCI 0.15M necesaria para procesar el cerebro y el higado respectivamente.

Posteriormente, los tejidos fueron triturados para crear una mezcla homogénea utilizando un
pistilo de teflon. Esta mezcla homogénea se transfirid a tubos para centrifugar y se sometio a
una centrifugacion de 15 minutos a 10,000 rpm a 4°C utilizando un rotor Beckman Coulter
80 Ti. Tras la centrifugacion, se recuperd el sobrenadante (Fraccion S9), que es la porcion
liquida resultante y contiene componentes solubles como enzimas. Esta fraccion se transfirid
a tubos estériles de 50 ml, se incubd en hielo seco y posteriormente se congel6 a -80 °C para

su almacenamiento hasta su utilizacion.
10.3.2 Obtencion de microsomas de higado y corteza cerebral

Para obtener microsomas, se utiliz6 material previamente esterilizado y se mantuvo la cadena
fria. Los tubos de la fraccion S9 se descongelaron y se tomaron 6 ml de cada uno, luego se
sometieron a ultracentrifugacion a 100,000 g durante 1 hora a 4°C (Beckman Coulter Rotor
80 Ti). Después, se desechd el sobrenadante, se afiadieron 6 ml de amortiguador de sacarosa
0.25 M para resuspender el botén, se homogeneizaron y se sometieron nuevamente a
ultracentrifugacion. Se desecho el sobrenadante, y a las muestras de higado se les agreg6 2 ml
de un amortiguador de fosfatos de potasio 1M, mientras que a las muestras de cerebro se les
afiadi6 amortiguador RIPA. Los botones se resuspendieron, homogeneizaron y asi se obtuvo
la fraccion microsomal. Luego, se transfirieron a tubos de 2 ml, se tomaron alicuotas de 100

ul, se enfriaron en hielo seco y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

31



10.3.3 Cuantificacion de proteinas totales: método de Bradford

Los microsomas de higado se sonicaron dos veces durante 10 segundos, con pausas en hielo
de 30 segundos entre cada sonicacidon. Estas sonicaciones fueron necesarias porque los
microsomas de higado se obtuvieron antes de la pandemia de Covid-19. En cambio, los
microsomas de cerebro no fueron sonicados debido a la presencia de detergentes en el
amortiguador RIPA. La cuantificacion de proteinas se llevo a cabo utilizando la técnica de
Bradford, que utiliza un colorante llamado azul de Coomassie. Esta técnica, cominmente
usada para determinar la concentracion de proteinas se realizd segun las instrucciones del

proveedor, con cada muestra analizada en cuadruplicado.
10.4 Inmunodeteccion por Western Blot

10.4.1 Preparacion de muestras
Se realizaron calculos para tomar 30 pg de proteina total de microsomas hepaticos y de la
corteza cerebral, respectivamente. Se mezclo el amortiguador de carga con los microsomas en
una proporcion 1:1, se homogeneizé con una micropipeta, se calentd durante 5 minutos en

bafio maria, se enfrié en hielo (4-8°C) y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

10.4.2 Preparacion de geles

Antes de preparar los geles, se mont6 todo el equipo y se limpiaron los vidrios de 1.5 mmy
los peines correspondientes a este grosor. El gel de poliacrilamida separador, preparado al
11%, se homogeneizo y se vertio entre los vidrios. Después de verterlo, se afiadieron 150 pl
de isopropanol para evitar burbujas. Una vez solidificado el gel separador, se absorbi6 el
isopropanol restante con papel filtro. Luego, se vertid el gel concentrador al 6% y se
colocaron los peines antes de que solidificara para formar los pozos. Después de que el gel se
solidifico por completo, se retiraron cuidadosamente los peines y se verifico que no hubiera
dafios en los geles. (Ver cantidades exactas para la preparacion de los geles en la seccion de

Anexo)
10.4.3 Electroforesis, transferencia y bloqueo

Electroforesis
Se prepard el equipo y se llen6 la cdmara con amortiguador de corrida 1X (Tris base, glicina,

SDS 10%, agua mili Q; ver cantidades en la seccion de Anexo). Se descongeld el marcador
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de peso molecular y las muestras de microsomas con amortiguador de carga,
homogeneizandolas con el vortex antes de cargarlas en los pozos del gel de poliacrilamida.
Después de cargar el gel, se cerrd la cdmara y se conecté a la fuente de poder. La
electroforesis se realizd a 60 V durante una hora, luego se aumentd a 100 V y se dejé correr

durante una hora mas.
Transferencia

Se prepard el amortiguador de transferencia 1X que contiene Tris base, glicina, metanol
absoluto y agua Milli-Q (véase cantidades en Anexo), se vacid un poco del mismo en una
bandeja y se desmontaron con delicadeza los geles con las proteinas separadas. En el mismo
amortiguador se humedecieron las esponjas y el papel filtro correspondiente para armar los
cassettes, asi como la membrana de nitrocelulosa de 0.45 mm, se eliminaron las burbujas y se
ensamblo el equipo para realizar la transferencia. La cdmara se conect6 a la fuente de poder
por una hora con 15 minutos a 100 V a 4°C. Al terminar la transferencia, se desmontd el
equipo, las membranas fueron tefiidas con rojo Ponceau y se mantuvieron en agitacion por 10
minutos, se retird el colorante y se enjuagaron las membranas con un poco de agua
desionizada, para asegurar una buena transferencia. Tomando en cuenta el peso molecular de
los CYP450 a evaluar (55 kDa para CYP2C11 y 58 kDa para CYP2J3), las membranas se
cortaron en dos secciones, la correspondiente al CYP450 y al gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH), para su posterior bloqueo y exposicion a anticuerpos.

Bloqueo

Se prepard albumina al 5% para bloquear las membranas, y estas se mantuvieron en agitacion
constante durante 1 hora a 4°C para asegurar una completa saturacion y bloqueo de sitios de

union no especificos de los anticuerpos.
10.4.4 Incubacion con anticuerpos

Al finalizar el bloqueo de las membranas se realizaron 3 lavados con Tween-TBS 0.3% de 10
minutos cada uno con agitacion constante. Pasado el tiempo, cada membrana se expuso a su
anticuerpo primario correspondiente (anti-CYP2C11 1:5000; anti-CYP2J2 1:1000;
anti-GAPDH 1:1000) y se mantuvieron en agitacion constante toda la noche a 4°C. Las
concentraciones de los anticuerpos empleados se determinaron a partir de las

recomendaciones del proveedor.

33



Al siguiente dia se lavaron las membranas 3 veces con Tween-TBS 0.3% por 10 minutos cada
lavado para retirar el excedente del anticuerpo primario y se expusieron a su respectivo
anticuerpo secundario (anti-mouse 1:10000; anti-rabbit 1:5000). La determinaciéon de las
concentraciones de los anticuerpos secundarios se llevd a cabo mediante investigaciones
previas realizadas en el laboratorio. Las membranas con los anticuerpos se mantuvieron por
una hora en agitacion constante a 4°C. Finalmente las membranas se lavaron 2 veces con

Tween-TBS 0.3% y 1 vez con TBS 1X.
10.4.5 Revelado de membranas y cuantificacion relativa de proteinas

Para llevar a cabo la reaccion de quimioluminiscencia se utiliz6 Luminol (Western blotting
detection reagent, Amersham™ ECL™) utilizando una proporcion 1:1 del reactivo A y B.Las
imagenes se recopilaron en un fotodocumentador Kodak GEL Logic 1500 y cada imagen se
respaldo en un formato tif. La cuantificacion relativa de las proteinas se realizd con el
software Imagel] que es capaz de cuantificar la intensidad de las bandas. Se realizaron 3
repeticiones para las muestras de higado y cerebro de cada CYP450 evaluado, pero se

presentan en este trabajo las imagenes mas representativas.
10.5 Analisis de secuencias de promotores: CYP2J3y CYP2CI11

Se llevo a cabo una busqueda exhaustiva de los sitios de union para factores de transcripcion
especificos, como c-Jun, c-Fos, AP-1, y Nrf2, dentro de los promotores de los genes CYP2J3
y CYP2CII de rata. Esta busqueda se realiz6 utilizando secuencias de hasta 4,500 pares de
bases antes del inicio de la transcripcion, las cuales fueron obtenidas de fuentes publicadas en
PubMed. Ademas, se utilizoé el programa de libre acceso AliBaba 2.1 de BIOBASE para
analizar y confirmar la presencia de posibles sitios de union en las regiones promotoras de

intereés.
10.6 Analisis estadistico

Se empled una prueba de t de Student para comparar los niveles de proteina entre los grupos
de control y tratados. Previamente, se evalu6 la normalidad de los datos utilizando la prueba
de Shapiro-Wilk y se analiz6 la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Fisher. En
todos los casos, los datos demostraron provenir de una distribucién normal, con varianzas

homogéneas. Se consider6 significancia estadistica cuando el valor de p < 0.05.
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11. Resultados

11.1 Inmunodeteccion por Western Blot de CYP2C11 y CYP2J3

11.1.1 Los niveles de proteina de CYP2C11 aumentan en microsomas hepaticos

por el tratamiento con BHA

Después de 24 horas de la administracion de BHA (i.p.) el higado fue recolectado y se

analizaron los niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 mediante Western Blot (Figura 8

A- B) Los niveles de CYP2C11 aumentaron después de una sola dosis de BHA (este aumento

fue del 52% comparado con el control) (p=0.0003). Por otra parte, como se aprecia en la

Figura 8 C-D, los niveles de proteina de CYP2J3 (la isoforma homoéloga de CYP2J2 en

humanos) no mostraron cambios después del tratamiento con BHA (p=0.06).
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Figura 8. Niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 en el higado después de la administracion

con BHA: A) niveles de expresion proteica de CYP2CI11 en el higado de ratas tratadas con BHA (32

mg/kg); B) membranas de inmunodeteccion mediante Western Blot, se detecta a CYP2CI11 y el
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control de carga GAPDH en higados de animales tratados con BHA y sus respectivos controles; C)
niveles de expresion proteica de CYP2J3 en el higado luego del tratamiento con BHA y los
correspondientes grupos de control (32 mg/kg); D) membranas de inmunodeteccion mediante Western
Blot, se detecta CYP2J3 y GAPDH en las muestras de los animales tratados con BHA o vehiculo. La
n para cada grupo experimental fue de 5 ratas Wistar, cada ensayo fue replicado en cinco ocasiones.
Los datos estan representados como las medias = EEM. Se utiliz6 t de Student para determinar las

diferencias significativas (¥***p<0.05).

11.1.2 Los niveles de proteina de CYP2C11 aumentan en corteza cerebral por el

tratamiento con BHA

En las muestras de cerebro de rata se encontré que con el tratamiento con BHA (32 mg/kg)
los niveles de proteina de CYP2C11 aumentaron un 38.4% comparado con su control
(p=0.00001; Figura 9 C-D). Por el contrario, los niveles de proteina de CYP2J3 no mostraron

cambios significativos en la corteza cerebral (p=0.4472).
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Figura 9. Niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 en la corteza cerebral después de la
administracion con BHA: A) niveles de expresion proteica de CYP2CI11 en la corteza cerebral de
ratas Wistar después del tratamiento con BHA (32 mg/kg), el grupo control indica muestras sin
tratamiento; B) membranas de inmunodeteccion mediante Western Blot, se detecta a CYP2C11 luego
de administrar el tratamiento con BHA y el control de carga GAPDH; C) niveles de expresion
proteica de CYP2J3 en la corteza cerebral después de aplicar el tratamiento con BHA (32 mg/kg); D)
membranas de inmunodeteccion mediante Western Blot, detecta a CYP2J3 y a GAPDH, en dos
grupos, las ratas tratadas con BHA y los respectivos controles con ausencia del tratamiento. La n para
cada grupo experimental fue de 5 ratas Wistar, cada ensayo fue replicado en tres ocasiones. Los datos
estan representados como las medias + EEM. Se utilizé la prueba t de Student para determinar las

diferencias significativas (***p<0.05).

11.1.3 Las concentraciones de proteina de CYP2C11 en tejido hepatico experimentan una

reduccion subsiguiente al tratamiento con GMS

Se determind que los niveles de CYP2C11 del higado disminuyen significativamente (38%)

después del tratamiento con GMS comparado con su control (p<0.05, Figura 10 A-B); por
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otra parte, los niveles de proteina de CYP2J3 no mostraron cambios posteriores al tratamiento

con GMS (p=0.5820, Figura 10 C-D).
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Figura 10. Niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 en higado posterior al tratamiento con
GMS: A) niveles de expresion proteica de CYP2CI1 en higado de ratas Wistar después del
tratamiento con GMS (4 mg/kg); B) membranas de inmunodeteccion mediante Western Blot, se
detecta a CYP2Cl1en tejido hepatico de animales tratados con GMS, sus correspondientes controles,
que indican ausencia del tratamiento con GMS y su respectivo control de carga GAPDH; C) niveles
de expresion proteica de CYP2J3 en higado después del tratamiento con GMS (4 mg/kg); D)
membranas de inmunodeteccion mediante Western Blot, detecta a la isoforma CYP2J3 y GAPDH de
animales con y sin el tratamiento con GMS. Se utilizaron 5 ratas Wistar en cada grupo experimental
(n=5), y se repitié cada inmunodeteccion en cinco ocasiones.Los datos estan representados como las
medias + EEM. Se utilizo la prueba t de Student para determinar las diferencias significativas

(**%p<0.05).
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11.1.4 Reduccion en los niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 en la corteza

cerebral posterior al tratamiento de GMS

Se observd una disminucion del 52% en los niveles de CYP2C11 en la corteza cerebral
después del tratamiento con GMS, en comparacion con el grupo de control (p=0.0074, Fig.
11 A-B). Se evidenci6 una reduccion del 40% en los niveles de proteina de CYP2J3 luego del
tratamiento con GMS (p=0.5820, Figura 11 C-D).
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Figura 11. Niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3 en tejido de corteza cerebral después de
la administracion del tratamiento con GMS: A) los niveles de expresion proteica de CYP2C11 en
la corteza cerebral de ratas Wistar, después del tratamiento con GMS a una dosis de 4 mg/kg, se
comparan con el grupo de control no tratado; B) membranas de inmunodeteccion mediante Western
Blot, se identifica a CYP2C11 y a GAPDH, en muestras de animales con y sin la administracion de
GMS; C) niveles de expresion proteica de CYP2J3 en la corteza cerebral posterior el tratamiento con
GMS (4 mg/kg); D) membranas de inmunodeteccion mediante Western Blot, se identifica a CYP2J3

y GAPDH en muestras tratadas con GMS y sus respectivos controles, en ausencia al tratamiento. Se
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utilizaron 5 ratas Wistar en cada grupo experimental (n=5), y se repitié cada inmunodeteccion en 3
ocasiones. Los datos estan representados como las medias + EEM. Se utilizo la prueba t de Student

para determinar las diferencias significativas (***p<0.05).
11.2 Analisis de secuencias de los promotores de CYP2J3y CYP2Cl11

11.2.1 Deteccion de sitios de union para AP-1 en los promotores de CYP2J3 y
CYP2C11

AP-1, o proteina activadora-1, un factor de transcripcion clave que incluye miembros de las
familias Jun y Fos, desempefia un papel esencial en la regulacion génica y procesos celulares.
En genes especificos como CYP2J3 y CYP2CII, la presencia de AP-1 en sus promotores
afecta la actividad de estas enzimas, influyendo en el metabolismo de compuestos enddgenos
y exogenos (Ung et al., 2021). Ademas, AP-1 puede ser modulado por aditivos alimentarios,
afiadiendo complejidad a la regulacion génica y sugiriendo posibles efectos en la actividad

enzimatica de CYP2J3 y CYP2CI11 (Pinkus et al.,1996).

Se realizd un andlisis bioinformatico con el programa AliBaba 2.1 en el que se busco la
existencia de sitios de union para el complejo AP-1 dentro de los promotores de CYP2J3 y
CYP2CII: Se introdujeron al programa 4500 pares de bases antes del sitio de inicio de la
transcripcion de este gen. Al analizar los resultados se encontraron 12 sitios de union para
este complejo en el gen CYP2CI11 y 13 sitios de unidn en el promotor del gen CYP2J3. Cabe
recalcar que entre las proteinas que conforman a AP-1 se encuentran c-Jun y c-Fos, por lo
que al realizar el analisis algunos de estos sitios de union de AP-1 se traslapan con alguna de

las dos proteinas anteriormente mencionadas (Figura 12).
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CYP2C11 AP-1

5 {a]
1576—=1585 TACTATTGATTGGTCEATCACATCATGTATTTCTTCCTCACTCCTAAAAAGTAAACCAGG
1974—»=1983 TTATGACCTCCATTTTAGTGTTETEACACATGTGATCCCCCAAACAGAAACATACAAAT
2228—=2237 GATTAGGCTGAATCARGACCAAATCATGTTACACAATAAGTAAATGTTCTTGAACCCATA
2908—=2817 TTGGAGAGGCCTGGAGTTTACTTCCCACTATETGTCABGTGGCTTAGCGCGCGLGEG0GE
3519—=3528 ACTTTGACAAATATCATCCTGGTTACTTTGGCAAAGTCCEEATEAGTCATTACCACTTGA
3521-—=3530 ACTTTGACAAATATCATCCTGGTTACTTTGGCAAAGTCGCCATEAGTEATTACCACTTGA
3594—=3603 CAACTGTCAACCTGGATAAATTATCCACCTTCCTEAGEEAGEACACACCTCTCAATEE
3796—»=3B05 TGTTCTGGTGGCTTAARGTCACTICAGAGGTTAATTAAATGCAAACATTTTCCATGAARA
4108—=4118 AAAGGTACCTTTATTATATGAGCTAATTACATEACTTAATTGGTGAGTAATCATGGCTAA
4122—4131 AAAGGTACCTTTATTATATGAGCTAATTACATGACTTAATTECTGAGTAATCATGGCTAA
4273—=4282 TGATCTTTGGATAAGATGATTTACTAGATTAGCCCTGAGTTTAGATTGTATGTTGAAACT
4395—=4404 GCCTTAGTTGGCTCATBETBABECACACCTGCCCACATCTCCCCCTTCTCCCCTCCCOCE

=
43854404 4122 4131 3798 3808 3521 3538 29082817 1974 1383 I 3
4273 4282 . 4188 4118 3534 3883 Cits gl 2228 2237 1976 1%Es
B CYP2J3 AP-1
(s) (3)
142—=151 GAGAACTCAAGAGAGTTTAGTGTGEBATICABCCGACTTGTGAGTATGTATCTCAAAGAA
238—=247 AAACATGTTTTCCTTTBAATACTCAAGAACACCAGGCATTTTATGGACAACTGAACATATTT
899—308 TTTGTCCAGCAAAACTCTCAATTAACATAGATGGAGAAACCAAGATATTCCTTGACAAAAL
1017—=1026 CATTGTCTAATTTATTTTATCATGACACCTCAAACAACAAAGGGACAATTTAGCAGAGGAA
1735—=1744 GCAAGGGGCCTCCTAGTEATEETICAGAGTGAGGTGCTCAAAGAGATACTAGCCCAGAGA
2242—=-2251 AGCTTCCACTTCAGTGGAATAATTCTGACGAATCTGAGAGGTCATGGCTGATCTGGAGTG
3024—=3033 CAGAATGCTAACATTCCCTTTTTCEATEATETCACTCCTOTGECCAAAAGCAGTTCCTCA
3158—=3167 GAAAAACTACTACTGGTCTCAAAATAAAAAGTTCAATTAAATGAGTOTTAATGCTGCTTT
3469—=3478 GTCAATATGAGCACTGATTCTGTAGCAGCAAGCACGGGGCTTCCATGOCTOTOTGTCAGE
3536—=3543 AATGAGAGAATGAGCGGGTCIBTBACTETTACCTCTGTTTIGGAGACTCTCTTCCTACTGTT
3537—»3548 GAATGAGCGGGTCTCTEAGTETTACBTCTGTTTTGGAGACTCTCTTCCTACTGTTGGCTTAC
4129—=4138 CTAGATTAAAATGTBTATGACTARACTGACCAGGGATTAGAAATGGGACGGAGARAGD
4951—=4960 TTCTAGAAGCTACAGGAAGTGGCCETEBEEACETCCCTCAGCCTCAGTTCAGATTCTCAT
=

4129—4138

3158-3187 2242-2251 1017—-1828

238—247 I 3

3536-3545

4951—4980 3537-3546 3469-3478  3824-3033 1735-1744 839308 142~151

Figura 12. Sitios de union para AP-1 en los promotores de CYP2J3 y CYP2C1I. Se llevo

a cabo la identificacion de sitios de union para AP-1 en la region promotora de CYP2J3 y
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CYP2CI1. Utilizando el software de libre acceso AliBaba 2.1 (BIOBASE), se llevo a cabo la
busqueda empleando 4,500 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion
ATG. Se encontraron 12 posibles sitios de unioén para AP-1 para el gen CYP2CII (A)y 13

para el gen CYP2J3 (B). Estos sitios se resaltan con anaranjado en las figuras A y B.

11.2.2 Identificacion de sitios de union para c-Jun en los promotores de CYP2J3 y

CYP2C11

La proteina c-Jun es esencial dentro de la familia de factores de transcripcion AP-1 y tiene un
papel esencial en la regulacion de la expresion génica y la respuesta a senales celulares. Se ha
demostrado que este factor de transcripcion es capaz de regular la transactivacion del gen
humano CYP2J2, mismo que es homodlogo del gen de rata reportado en esta investigacion
CYP2J3 (Marden & Murray, 2005). Se ha evidenciado la susceptibilidad de c-Jun a la
influencia de aditivos alimentarios, como el BHA, lo cual anade complejidad al marco de la
regulacion génica y sugiere la posibilidad de alteraciones en la funcidon enzimatica de estas

moléculas esenciales (Lui et al., 2017).

Al realizar la busqueda de los sitios de unién para c-Jun, bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas, se encontraron siete secuencias de union para c-Jun en el
promotor del gen CYP2CII (Figura 13 A). Por otro lado, para el gen CYP2J3 el programa

proporcion6 unicamente tres sitios de union (Figura 13 B).
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A CYP2C11 c-Jun

5 3
2228—»=2237 GATTAGGCTGAATCAAGACCAAATCATGTTACACAATAAGTAAATGTTCTTGAACCCATA
2808—»2917 TTGGAGAGGCCTGGAGTTTACTTCCCACTATGTBTCAGCTGGCTTAGCGCGCGCGLGLE
3519—=3528 ACTTTGACAAATATCATCCTGGTTACTTTGGCAAAGTCGECATCAGTCATTACCACTTG
3521—=3530 ACTTTGACAAATATCATCCTGGTTACTTTGGCAAAGTCGGCATGAGTCATTACCACTTGA
3583—=-3602 AATTATGGACGTTGETCAGCCAGCAGACACGTGTCAATGCAGCAAAAAACAAGAGTGGA
4388—=4337 GCCTTAGTTGGETCATECTGAGGCACACCTGCCCACATCTCCCCCTTCTCCCCTCCEE
4591—4600 GGAGAAGAGGCAGGCCAGGAATATGTGGAGABGATCACAGAGGACTTGAGAGGAAAGARG
g- 4388 4397 3521 3530 2908 2917 I 3

4531 4300 3593 3802 3513 3528 2228 2237
B CYP2J3 c-Jun

5 3
1737—=17486 AAGGGGCCTCCTAGTCATGCTTCAGAGTCAGGTGCTCAAAGAGATACTAGCCCAGAGA
3532—=3541 CAGAGAATGAGCGBETCTCTGACTCTTACGTCTGTTTTGGAGACTCTCTTCCTACTGTTGGE
4952—43861 TTCTAGAAGCTACAGGAAGTGGCCCTGGGGACCTGCCTCAGCCTCAGTTCAGATTCTCAT
5 I 3

4952—4861 3532—3541 1737—1748

Figura 13. Sitios de union para c-Jun en los promotores de CYP2J3 y CYP2CI11. Fueron
examinados los sitios de union de c-Jun en la region promotora de CYP2J3 y CYP2CII. La
busqueda se ejecuto a través del software AliBaba 2.1 (BIOBASE), utilizando una region de
4,500 pares de bases rio arriba del ATG como punto de partida. A) Se encontraron 7 posibles
sitios de unidn para c-Jun para el gen CYP2CI1. B) Se encontraron 3 sitios de unién para
c-Jun dentro del promotor del gen CYP2J3. Los sitios se resaltan en morado, tanto en A como

en B.
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11.2.3 Deteccion de sitios de union para c-Fos en los promotores de CYP2J3 y

CYP2C11

Entre las proteinas pertenecientes a la familia de factores de transcripcion AP-1 se destaca
c-Fos, misma que desempeiia un papel fundamental en la regulacion génica de muchas
enzimas como lo son los CYP450. Anteriormente Gruebele y colaboradores (1996)

describieron que c-Fos y c-Jun estan vinculados a la activacién metabdlica de los CYP450.

En el analisis de sitios de union para la proteina c-Fos se encontraron tres sitios de unién en el
promotor de CYP2C1I (Figura 14A). Sin embargo, para el promotor de CYP2J3 el programa

localiz6 unicamente dos secuencias de union de esta proteina (Figura 14B).

A CYP2C11 c-Fos
5° 3
2913—»2922 TTGGAGAGGCCTGGAGTTTACTTCCCACTATGTBTCAGBTBBOTTAGCGCGCGCGCGLGE
3520—=3529 ACTTTGACAAATATCATCCTGGTTACTTTGGCAAAGTCGGEATGAGTCATTACCACTTGA
4387—4388 GCCTTAGTTBGCTCATGCTGAGGCACACCTGCCCACATCTCCCCCTTCTCCCCTCCCCCE
S 3520 3529 | 3
4387 4396 2813 2922
B CYP2J3 c-Fos
5 3’
1737—17486 CAAGGGGCCTCCTAGTCATGCTTICAGAGTGAGGTGCTCAAAGAGATACTAGCCCAGAGAT
3532—=3541 AGAATGAGCGBBTCTCTBACTCTTACGTCTGTTTTGGAGACTCTCTTCCTACTGTTGGCTTA
5 | l =
3532—3541 1737—1746

Figura 14. Sitios de union para c-Fos en los promotores de CYP2J3 y CYP2Cll. Se

efectu6é una busqueda de los sitios de union de c-Fos en la region promotora de CYP2J3 y
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CYP2CI1l1. Se emple¢ el software AliBaba 2.1 (BIOBASE) para la busqueda, utilizando una
region de 4,500 pares de bases aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion ATG.A) Se
encontraron 3 posibles sitios de unidon para c-Fos para el gen CYP2CI1I. B) Se encontraron 2
sitios de union para c-Fos dentro del promotor del gen CYP2J3.Los sitios se resaltan en

verde.
11.2.4 Identificacion de sitio de union para Nrf2 en el promotor de CYP2C11

La interaccion entre Nrf2 y CYP450 se centra en la capacidad reguladora de Nrf2 sobre
isoformas especificas del sistema enzimatico CYP450. Nrf2, un factor de transcripcion clave
en la respuesta al estrés oxidativo, influye en la expresion de ciertas isoformas de CYP450,
incluyendo CYP2J2. Este ultimo desempefia un papel crucial en la produccion de EETs, lo

que a su vez modula importantes efectos fisioloégicos (Zhang et al.,2023).

Al realizar la blisqueda de los sitios de union para Nrf2, Gnicamente se encontré una
secuencia de union en el promotor del gen CYP2CII (Figura 15), para el gen CYP2J3 el

programa no proporciond ningun resultado dentro de las 4,500 pares de bases proporcionadas

al software.
CYP2C11 Nrf2
5S¢ 3
3519—=3528 ACTTTGACAAATATCATCCTGGTTACTTTGGCAAAGTCGGCATGAGTCATTACCACTTGA
57 | 3
35189 3528

Figura 15. Sitio de union para Nrf2 en el promotor de CYP2C11. La region promotora de
CYP2J3 y CYP2CI11 fue analizada para detectar sitios de union de Nrf2. La exploracion se
realizd empleando el software AliBaba 2.1 (BIOBASE), utilizando una regién de 4,500 pares
de bases rio arriba del ATG como area de interés. Se encontr6é un sitio de union para Nrf2

para el gen CYP2C11 (se resalta en amarillo), no se encontrd ninguno para CYP2J3.
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12. Discusion
12.1 Tratamiento con BHA

Recientemente, se ha descrito que los EETs presentan diversas propiedades clinicas
importantes, incluyendo notables capacidades antiinflamatorias, vasodilatadoras, efectos
antiapoptoticos y el mejoramiento de condiciones de fibrosis. A pesar de estos hallazgos,
persiste una notable carencia de informacion acerca de los factores que podrian incidir en las
enzimas CYP450, responsables de la biotransformacion del AA en EETs, particularmente en
miembros de la familia CYP2. (Sun et al., 2021; Kim et al., 2021; Xu et al., 2011, Luo et al.,
2018). Es por ello que este estudio se centr6 en la posible modulacion de CYP2CI11 y
CYP2J3, principales isoformas responsables de la formacion de los EETs, por medio de la
ingesta de aditivos alimentarios sintéticos que estan presentes en la dieta de la poblacion

mundial humana.

Se propuso como un posible modulador a un antioxidante sintético el BHA debido a
investigaciones anteriores donde se presentaba como un inductor de la isoforma CYP2J2,
tanto en niveles de proteina como en niveles de mRNA en células HepG2 (Lee & Murray.,
2010). En la presente investigacion se reporta que una sola dosis de BHA basté para
incrementar mas del 52% de los niveles proteicos de CYP2C11 en el higado en un modelo in
vivo de rata Wistar. Sin embargo, dicha dosis no modulé significativamente los niveles de
proteina de la isoforma CYP2J3 (homodloga de CYP2J2) (Figura 8). Es posible que esta
diferencia se deba a los modelos utilizados, asi como la frecuencia en la dosis aplicada de
BHA. En el actual trabajo de tesis se administr6 una unica vez via intraperitoneal a un
modelo in vivo (32 mg/kg). Sin embargo en el estudio publicado por Lee y Murray (2010)
donde se describen diferencias en los niveles de proteina y mRNA de CYP2J2 bajo el
tratamiento con BHA, se administr6 una concentracion de 100 uM a las 6, 12, 18, 24 y 42
horas, proponiendo que la frecuencia de consumo puede ser un factor importante para el
incremento de isoformas pertenecientes a la familia CYP2. Asi mismo, la disponibilidad de
este aditivo alimentario es distinta al pasar por las barreras fisiolégicas que presenta un
organismo como lo son las ratas Wistar comparado con la disponibilidad que puede tener el
compuesto en las células HepG2 al exponerlas al BHA en combinacion con su medio de

cultivo.
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Debido a que en higado se encontr6 un incremento de CYP2C11 del 52%, se decidi6 evaluar
la corteza cerebral, ya que se ha reportado que la produccion de EETs por CYP 2J3 y 2C11
puede ser beneficiosa para la mejora de algunas enfermedades originadas en el cerebro como
Parkinson y Alzheimer (Sun et al, 2021; Pallas et al., 2020), también se ha reportado
recientemente que aumentar la concentracion de EETs puede aliviar el dolor cronico causado
por un accidente cardiovascular (Liu et al., 2021); asi mismo, se ha visto que la produccion
de los metabolitos de los CYP450 con actividad epoxigenasa pueda ser beneficiosa para
mejorar la memoria en trastornos como el TDAH y la depresion (Peng et al., 2020; Liu et al.,
2020), trastornos que han adquirido gran importancia actualmente por el incremento en las
poblaciones que los padecen. El comportamiento en los niveles de proteina mostré que la
dosis administrada de BHA también ocasiond un aumento en los niveles de CYP2C11 de un
44% en la corteza cerebral (Figura 9), demostrando que los efectos de este aditivo alimentario
pueden influir atn estando presente la barrera hematoencefalica. Este hallazgo es importante
ya que estamos vislumbrando que un antioxidante consumido en la dieta podria tener efectos
en la regulacion de estas enzimas productoras de potentes anti inflamatorios y marca un
antecedente para realizar futuras investigaciones respecto al consumo del BHA para evaluar
si pasando por el proceso de digestion y metabolismo se pueden observar los efectos en el

incremento de esta isoforma de CYP450.

En el articulo publicado por Lee & Murray (2010) identificaron a BHA como inductor de
CYP2J2 en células HepG2 y describieron la posible relacion con los factores de transcripcion
bZIP, c-Jun y Nrf2. En otro estudio se propuso que el estrés oxidativo mediado por CYP2E1
bajo el tratamiento de BHA (100 uM) puede translocar a Nrf2 al nucleo a través de la
regulacion positiva de la via PKC/MEK, lo que resulta en la induccion de CYP2A6 en una
linea celular de monocitos (U937) (Jin & Kumar., 2012). Por otra parte, Yuan y
colaboradores (2006) demostraron mediante experimentos de dosis-respuesta y de evolucion
temporal que BHA aumentaba la acumulacion de Nrf2 y, al mismo tiempo, disminuye el
nivel de su proteina secuestradora Keapl, también que el tratamiento con BHA aumenta los
niveles de fosforilaciéon de ERK1/2 y JNK1/2. Cabe recalcar que ademas de la modificacion
directa en la proteina Keapl para interrumpir la union de Keapl/Nrf2, se ha propuesto la
activacion de varias cascadas de sefializacion de cinasas, incluidas la PI3K, PKC y la via de
MAPK para controlar la liberacién de Nrf2 de la uniéon de Keapl y su translocacion nuclear
(Shen & Kong., 2009). Por lo que en el presente estudio se realizé una busqueda de los sitios

de union para el complejo proteico AP-1, los factores de transcripcion que lo comprenden
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(c-Jun y c-Fos), asi como el factor de transcripcion Nrf2 en los promotores de CYP2J3 y
CYP2CII1. Se encontraron 12 sitios de unioén para AP-1, 7 sitios de union para c-Fos y 3 para
c-Jun en el promotor del gen CYP2C11, asi como 13 sitios de unioén para AP-1, 3 para c-Juny
2 para c-Fos en el promotor de CYP2J3 y inicamente se encontrd un sitio de unidn para el
factor de transcripcion Nrf2 en el promotor de CYP2C11 (Figuras 12-15). Lo anterior podria
proponer como posible explicacion de la modulacion de CYP2CI11 por el tratamiento con
BHA en un modelo in vivo se da mediante la uniéon de Nrf2, c-Jun y c-Fos a la secuencia
promotora del gen CYP2C1I. Ademads, la union de estos tres factores de transcripcion no es
posible sin la modulacion de vias de sefializacion de quinasas estimuladas por el tratamiento

con BHA (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de la posible activacion de vias de sefalizacion de quinasas bajo el
tratamiento con BHA para la modulacion de CYP2C11 a través de la induccion de factores de
transcripcion bZIP. Se propone que el BHA puede incrementar los niveles proteicos en el citosol de
la quinasa PKC. La proteina PKC puede fosforilar a la proteina JNK y asi estimular la produccion del
factor de transcripcion c-Jun, mismo que puede formar dimeros o heterodimeros con c-Fos y de esta
manera unirse a los sitios de unién en la secuencia promotora del gen CYP2CII. Por otra parte el
incremento de PKC por BHA puede estimular la fosforilacion de ERK, a su vez la disociacién de

Nrf2/Keapl, permitiendo la entrada de Nrf2 al nucleo y su unién a la secuencia promotora del gen
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CYP2CI1I. A través de la union de estos factores de transcripcion se puede incrementar la proteina de
CYP2C11 misma que podra biotransformar al AA en EETs que son metabolitos con relevancia

clinica.
12.2 Tratamiento con GMS

En el presente estudio también se decidié administrar al modelo animal con GMS, el aditivo
alimenticio més consumido en el mundo, para comprobar la posible regulacion de isoformas
CYP2CI11 y CYP2J3, mismas que se han reportado estan importantemente involucradas en la

sintesis del AA en EETs.

Se habia documentado con anterioridad que en modelos animales neonatos el GMS bloquea
por completo la secrecion de la GH y puede suprimir algunas isoformas de CYP450 incluido
el CYP2CI11 (Banerjee ef al., 2015). Sin embargo, no hay informacion literaria que demuestre
qué pasa cuando se someten animales adultos a GMS (i.p.), ni la regulaciéon de enzimas

relacionadas con la produccion de EETs.

En este estudio bajo una sola dosis de GMS (4 mg /kg) a ratas Wistar adultas, se midieron los
niveles de proteina de CYP2C11 y CYP2J3. Los resultados demostraron que los tratamientos
con GMS disminuyen la produccién de la isoforma CYP2C11 en higado un 38% (Figura 10).
También se observa la disminucion del 40% de los niveles de proteina de CYP2J3 y del 52%
de la isoforma CYP2CI1I1 en la corteza cerebral (Figura 11). Esos hallazgos son importantes
ya que es el primer reporte que se tiene de la modulacion de isoformas de CYP450
productoras de los EETs tras una dosis de GMS en un modelo in vivo adulto. No obstante, se
requieren mas experimentos para evaluar una disminucion en los metabolitos del AA. Sin

embargo este estudio proporciona antecedentes para suponer una baja en su expresion.

Un estudio realizado por Liu y colaboradores (2017) demostré que el GMS puede inhibir la
via de senalizacion de MAPK (ERK1/2, p38 y JNK), a su vez puede modular los niveles
proteicos cerebrales de CYP2J y la produccion de EETs. Se sabe que la via de sefalizacion
MAPK afecta directamente la produccion de factores de transcripcion Nrf2 y c-Jun. Al
realizar la busqueda de sitios de union a estos factores de transcripcion en los promotores de
los genes CYP2J3 y CYP2CII se encontro 1 sitio de union para Nrf2, 12 para AP-1, 7 sitios
de unién para c-Fos y 3 para c-Jun en el promotor del gen CYP2C11, asi como 13 sitios de
union para AP-1, 3 para c-Jun y 2 para c-Fos en el promotor de CYP2J3 (Figuras 12-15). Con

base en estos hallazgos en el presente estudio se propone para investigaciones futuras que la
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regulacion negativa de CYP2C11 y CYP2J3 se debe a una inhibicion de la via de
senalizacion MAPK (ERK1/2, p38 y JNK), dado por la ya reportada obstruccion del GMS en
la liberacion comin de la GH, misma que es ligando de los receptores del factor de

crecimiento epidérmico (EGFR) (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de la posible inhibiciéon de la via de sefializacion de MAPK bajo el
tratamiento con GMS para la regulacion negativa de CYP2CI11 a través de la inhibiciéon de
factores de transcripcion bZIP. El GMS puede obstruir con la liberacion de la GH lo que podria
provocar la regulacion negativa de la via MAPK, con ello el mantenimiento del complejo Nrf2/Keapl,
asi como la inhibicion de la translocacion al nticleo de c-Jun, por lo que la cantidad proteina de
CYP2C11 y CYP2J3 se mantendria a la baja, asi mismo la biotransformacion de AA y la produccion
de EETs.

Este estudio proporciona una perspectiva sobre la regulacion de las proteinas involucradas en
el metabolismo del AA para la sintesis de EETs, especificamente las isoformas CYP2J3 y
CYP2C11 del CYP450. Destaca como novedad la evaluacion de los efectos de una dosis de
GMS y BHA en los niveles de proteina de CYP2 en un modelo in vivo adulto (i.p.). Los
resultados indican que el tratamiento con BHA incrementa estos niveles en el higado y la
corteza cerebral de CYP2C11, mientras que GMS los reduce, tanto para CYP2CI11 como para

CYP2J3, este ultimo no mostr6 modificacion en tejido hepatico. Estos hallazgos son
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relevantes dada la amplia utilizacion global de estos aditivos alimentarios, especialmente
considerando el extenso uso del GMS en poblaciones asiaticas y su creciente consumo a nivel
mundial debido a su popularizacion cultural. Ademas, es importante mencionar que el BHA
es consumido no solo por humanos, sino también por otras especies, lo que amplia la

implicacion de estos resultados incluyendo su impacto en diferentes organismos.

Se propone la realizacion de investigaciones adicionales para examinar detalladamente los
efectos en los niveles de proteina y actividad de CYP2 tras la ingestion gastrointestinal y
considerando la frecuencia cronica asociada al consumo habitual de estos aditivos
alimentarios. Aunque este estudio presenta una perspectiva exploratoria, se enfatiza la
necesidad de llevar a cabo estudios mas exhaustivos para determinar la prudencia o no en el
consumo de aditivos alimentarios, considerando los hallazgos que relacionan los EETs,
metabolitos de CYP2, con beneficios para ciertas enfermedades, mencionadas en el presente
escrito. A pesar de estas asociaciones positivas, también se ha relacionado a los EETs con
procesos cancerosos, ya que pueden desencadenar procesos adversos, como la proliferacion
celular, la resistencia a medicamentos y la metastasis en células cancerosas. Por otra parte,
este estudio propone al BHA y GMS como potenciales moduladores de CYP2C11 y CYP2J3,
estableciendo un precedente para un nuevo modelo animal que podria catalizar
investigaciones adicionales y mas especificas en la modulacion de estas enzimas,

proporcionando asi valiosos precedentes para futuras investigaciones en el campo.

13. Conclusiones

En este estudio, se evidencié un aumento en los niveles de proteina CYP2C11 en el higado y
la corteza cerebral mediante el tratamiento con una unica dosis de BHA en un modelo in vivo.
De manera contraria, se observo una regulacion negativa de la proteina CYP2CI11 en los
mismos tejidos tras la administracion de una sola dosis del aditivo alimentario GMS, ademas
de una disminuciéon de CYP2J3 en la corteza cerebral. Ademas, se identificaron sitios de
union para los factores de transcripcion AP-1, c-Jun, c-Fos y Nrf2 en los promotores de
CYP2J3 y CYP2CI1, sugiriendo que la modulacion de estas enzimas podria ocurrir a través

de la interaccion de BHA y GMS con miembros de la via de las MAPK.

Dada la limitada informacion sobre los factores que influyen en las isoformas que

biotransforman el AA en EETs, la identificacion de moduladores para CYP2C11 y CYP2J3,
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presentes en la dieta de la mayoria de la poblacion es de gran relevancia académica. Los
hallazgos de este trabajo no solo proporcionan indicios para investigar mds sobre los
mecanismos moleculares subyacentes en la modulacion de estas isoformas de CYP450, los
efectos del consumo de GMS y BHA en las propiedades bioldgicas de los EETs, sino que
también abren nuevas posibilidades para utilizar estos aditivos alimentarios como modelos de

modulacion de los CYP450 2J3 y 2C11 en futuras investigaciones.
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15. Anexo

Reactivos para la preparacion del gel separador pH 8.8

Gel separador (pH 8.8) 11% (para 1 gel) 11 % (para dos geles)
Agua Milli-Q 4.1 ml 8.2 ml

Tris 1.5 M pH 8.8 2.5ml 5 ml

SDS 10% 100 pl 200 pl

Solucion de acrilamida 3.66 ml 7.32 ml

Persulfato de amonio al 10% 50 ul 100 pl

TEMED 10 pl 10 pl
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Reactivos para la preparacion del gel concentrador pH 6.8

Gel concentrador (pH 6.8) para 2 geles
Agua Milli-Q 6.1 ml

Tris 1.5 M pH 6.8 2.5ml

SDS 10% 100 pl
Solucion de acrilamida 1.3 ml
Persulfato de amonio al 10% 50 ul
TEMED 10 ul

Amortiguador TRIS 1.5 M pH 8.8: Ajustar pH antes de aforar a 100 mL

TRIS BASE |18.17 g

Agua Milli-Q {100 ml

Amortiguador TRIS 1.5 M pH 6.8: Ajustar pH antes de aforar a 100 mL

TRIS BASE [6.05¢g

Agua Milli-Q {100 ml

SDS 10%

SDS | Agua Milli-Q

10g para 100 ml

5¢ para 50 ml

25¢g para 25 ml




Acrilamida: Filtrar con filtro de 0.45 micras y almacenar a 4 °C en oscuridad

Acrilamida 300¢g
Bis acrilamida 0.8 ¢
Agua 100 ml

Persulfato de amonio 10 %

Para preparar 500 pl
Persulfato
50 mg
500 pl agua Milli-Q

Amortiguador de carga

Amortiguador de carga o

buffer Laemmli

Para preparar 10 ml

Tris 0.5 N pH 6.8 2.5ml
SDS al 10 % 4 ml
2 Mercapto- etanol 200 ul
Glicerol 2 ml
Pyronina una pizca
Azul de bromofenol una pizca
Agua Milli-Q 1.3 ml
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Buffer de corrida 10 X: Aforar a 1 litro

Buffer de corrida 10 X |ParalL
Tris base 302 ¢
Glicina 144 ¢
SDS 10 % 100 ml (10g)
Agua Milli-Q aforar

Buffer de transferencia 10 X: Aforar a 1 litro, ajustar el pH 8.1 -8.5

Buffer de transferencia 10 X |[ParalL

Tris base 303 ¢
Glicina 144.15 ¢
Agua Milli-Q aforar

Buffer de transferencia 1 X: Es importante seguir ese orden porque se precipita

Orden Reactivo Cantidad
1° Metanol absoluto 200 ml
2° Agua mili Q 700 ml
3° Buffer de transferencia 10 X {100 ml




TBS 10 X: El volumen final es de 1 L se debe aforar, ajustar el pH a 7.6 y filtrar

Solucién Concentracion | Cantidad
Tris Base 200 mM 242 ¢
Na Cl 1.37 mM 80¢g
HCI 38 mM 38 ml
TTBS 1X

TBS 10 X 100 ml

Agua Milli-Q 900 ml

Tween - 20 1ml
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