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1. Resumen 

La histamina es una amina biogénica que participa en una gran variedad de 

procesos fisiológicos, tales como la regulación de las respuestas inmune e 

inflamatoria, secreción de jugos gástricos, cognición, neurotransmisión, 

nocicepción, hematopoyesis, regeneración de tejidos, procesos de cicatrización, 

entre otras más. Se ha propuesto que la histamina podría participar en la 

regulación de la proliferación celular, a través de su interacción con citocromo 

P450 (CYP450) y modular su actividad. La presente investigación tuvo como 

objetivos principales, el determinar el efecto de distintas dosis de histamina (50, 

100, 1000 mg/Kg) en la expresión de 4 isoformas hepáticas de CYP450 en rata 

(CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2E1), las cuales se han visto inducidas en 

distintos modelos de inflamación; y hacer estudios de cinética enzimática. In vivo, 

la histamina incrementó los niveles de CYP450 totales, e indujo la expresión de 

CYP1A1 y CYP2E1. La inducción de ambas enzimas sucedió de manera diferente; 

en el caso de CYP1A1, se registraron incrementos en los niveles de RNAm, 

niveles de proteína y actividad enzimática, mientras que en el caso de CYP2E1, se 

sólo se registraron incrementos en los niveles de proteína y actividad enzimática, 

pero no se observó un efectó en los niveles de RNAm. Los CYP1A2 y CYP2B1 no 

presentaron alteraciones en su actividad y niveles de proteína, lo que demuestra 

que la histamina puede actuar de manera diferente en la inducción de isoformas 

de CYP450. Mediante estudios de oxidación de NADPH y cinética enzimática, 

realizados con microsomas hepáticos de rata y supersomas®, se demostró que la 

histamina no es sustrato de CYP1A1 y que actúa como un inhibidor de tipo mixto. 

En contraste, la oxidación de NADPH dependiente de la actividad de CYP2E1 

(observada en microsomas hepáticos de rata y supersomas®), en presencia de 

histamina, sugiere fuertemente que la histamina es un sustrato de CYP2E1. 
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2. Abstract 

It’s well-characterized that histamine mediates a broad spectrum of physiological 

activities, such as regulation of the immune and inflammatory responses, 

aminergic neurotransmission and brain functions, secretion of pituitary hormones 

and regulation of gastrointestinal and circulatory functions. Cytochrome P450 

(CYP450) has been considered as a non-classical histamine-bindind site and their 

interaction would modulate cell proliferation. However, little is known about 

histamine role in the regulation of expression and activity of CYP450 isoforms. 

Here we show that acute i.p. treatments with histamine (50, 100 and 1000 mg/Kg) 

induce total hepatic CYP450 in rats and increase messenger RNA, protein levels 

and activity of CYP1A1, as well as protein levels and activity of CYP2E1, but not its 

messenger RNA levels, whereas CYP1A2 and CYP2B1 were found unaffected. 

This suggests that histamine can differentially induce CYP450 isoforms. 

Furthermore, enzyme kinetics and NADPH oxidation assays carried with rat liver 

microsomes and Baculovirus overexpression systems (supersomes®), showed that 

histamine is not a substrate for CYP1A1, instead, activity measurements using the 

o-dealkylation of ethoxyresorufin, indicated that histamine is a mixed-type inhibitor 

of CYP1A1 in both microsomal systems. On the other hand, NADPH oxidation by 

CYP2E1 in the presence of histamine strongly suggested that it is a substrate for 

CYP2E1. These results demonstrated that histamine can differentially interact with 

CYP450 isoforms and suggests that these interactions are more complex than 

initially expected. Therefore, further studies should be done to understand the 

importance of histamine-CYP450 interactions and its possible implications on the 

cell physiology. 
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3. Antecedentes 

3.1 Histamina 

3.1.1 Importancia biológica 

La histamina (2-(4-imidazol) etilamina), es una amina biogénica de bajo peso 

molecular (111.14 g/mol), cuyo estudio en los sistemas biológicos se remonta 

hasta principios del s. XX, cuando los investigadores Barrer y Dale (1910) logran 

producirla sintéticamente y mediante estudios farmacológicos determinan su 

efecto vasodilatador en intestino de cobayos; 17 años más tarde se demuestra su 

presencia de forma natural en distintos tipos de tejido (Yellin, 1979). 

Químicamente es una molécula hidrofílica compuesta por un anillo imidazol y un 

grupo amino unidos por dos grupos metileno (Figura 1), es soluble en agua, 

alcohol y cloroformo, y presenta dos constantes de disociación ácida a 5.784 

(pKa1) y a 9.756 (pKa2). En los sistemas biológicos la histamina presenta dos 

configuraciones tautoméricas que definen la interacción con sus receptores, las 

cuales a pH fisiológico se encuentran predominantemente en forma de 

monocationes (Worth et al., 1990) (Figura 1). 
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Figura 1. En la naturaleza la histamina presenta dos formas tautoméricas, la forma proximal (π) y 
la forma distal (τ). Dichas conformaciones son importantes para su interacción con los receptores 
H, con los que se han reportado diferencias. A su vez el grupo amino de la cadena lateral, en 
solución puede encontrase en su forma protonada como monocatión, o bien como base libre; 
aunque en condiciones fisiológicas se encuentra predominantemente en la forma de monocatión 
(Worth et al., 1990). 

 
 



 

 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

La fuente principal de histamina en mamíferos son las células cebadas, las cuales 

después de sintetizarla la almacenan en vesículas especializadas; al igual que las 

neuronas histaminérgicas en el sistema nervioso central (ubicadas principalmente 

en el hipotálamo e hipocampo), células del epitelio gástrico, particularmente las 

células parecidas a las enterocromafines, también conocidas como parietales 

(enterochromaffin-like cells, ECL), células del epitelio bronquial, basófilos y 

eosinófilos. En contraste, los hepatocitos, linfocitos, células hematopoyéticas, 

monocitos/macrófagos, células de Merkel (piel), células C de la tiroides, células de 

Kupffer (hígado), algunas células del epitelio nasal, riñón, intestino, adenohipófisis, 

paratiroides e isletas pancreáticas, son ejemplos de células que producen 

histamina y la mantienen libre en el citoplasma, sin almacenarla (Kondo et al., 

1995; Tanimoto et al., 2004). 

Fisiológicamente la histamina es una molécula central en la regulación de las 

respuestas inmune e inflamatoria, proliferación y diferenciación celular, 

hematopoyesis, desarrollo embriológico, regeneración y cicatrización. En una 

inflamación aguda la histamina es liberada principalmente por basófilos y células 

cebadas, y su efecto es sumamente rápido a nivel de endotelio vascular, bronquial 

y músculo liso. En procesos patológicos como una respuesta alérgica, la liberación 

excesiva de histamina provoca síntomas como rinitis agudas, broncoespasmos, 

diarrea, pápulas dérmicas e incrementos en la temperatura corporal (Akdis y 

Blaser, 2003). Por otro lado, en una respuesta inflamatoria crónica, regula la 

función de macrófagos, células dendríticas, linfocitos T y B, proliferación de células 

epiteliales y endoteliales, producción de citocinas, expresión de moléculas de 

adhesión y antígenos de clase II del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC) (Dy y Schneider, 2004). 

En el sistema nervioso central (SNC), la histamina participa en procesos de 

cognición y memoria, regulación del ciclo circadiano, hibernación, energía y 

homeostasis endocrina. En mamíferos adultos, la mayoría de las neuronas 

histaminérgicas se ubican en la parte posterior del hipotálamo, particularmente en 
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el núcleo tuberomamilar (Anichtchik et al., 2000, Skaper et al., 2001). Se ha 

determinado que durante el desarrollo embrionario, los niveles de histamina se 

modifican significativamente en las etapas prenatales y postnatales, por lo que se 

ha propuesto que la histamina podría tener un papel relevante durante el 

desarrollo y maduración del cerebro (Panula et al 2000); por ejemplo, se ha 

determinado que en embriones de rata de entre 15 y 17 días, los niveles de 

histamina son muy altos. 

Por sus propiedades de mitógeno, desde hace mucho tiempo se propuso que la 

histamina podría participar en la regulación del ciclo celular, al igual que lo hacen 

algunas otras aminas biogénicas, como la espermina y espermidina (Kahlson and 

Rosengren, 1968). Al respecto, se ha observado que tumores, tejidos en 

regeneración, desarrollo embrionario del timo, del corazón, del riñón y del hígado 

presentan altos niveles de histamina (Heron et al, 2001). 

3.1.2 Metabolismo de la histamina 

La histamina es producida a partir de la descarboxilación del aminoácido L-

histidina, principalmente por la enzima histidina descarboxilasa (HDC) (E.C. 

4.1.1.22) (Fleming et al., 2004), aunque también se ha observado que en algunos 

casos puede ser producida por la enzima L-aminoácido aromático descarboxilasa 

(EC 4.1.1.28) (Lovenberg et al., 1962). La concentración intracelular y extracelular 

de la histamina puede variar por la influencia de factores que actúan a nivel de 

síntesis o degradación, como moléculas de regulación (señales de transducción 

que regulan la actividad de HDC, o bien la liberación de la histamina de fuentes 

celulares de almacenamiento), transportadores iónicos y catiónicos (de membrana 

plasmática e intracelulares), sistemas de compartimentalización (formación de 

vesículas secretoras), flujo iónico (p.e. liberación de Ca2+ de retículo 

endoplásmico) y niveles de histidina (Medina et al., 2005). La histamina 

extracelular (proveniente de la secreción de células especializadas, de la dieta o 

por uso terapéutico) es inactivada por acción de la enzima diamino oxidasa (EC 

1.4.3.6), la cual cataliza una desaminación oxidante en la histamina y produce 
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imidazol acetaldehído, el cual puede ser conjugado con ribosa (Schwelberger, 

2007). Por su parte la histamina intracelular, puede ser inactivada por la histamina 

N-metiltransferasa (EC 2.1.1.8), al conjugar un grupo metilo con el anillo imidazol 

de la histamina y producir la N-metilhistamina (Horton et al., 2005), que más 

adelante puede ser transformada en metilimidazol acetaldehído y metilimidazol-

ácido acético, por acción de una amino oxidasa (EC 1.4.3.4) y la aldehído 

deshidrogenasa NADP+, respectivamente (Anichtchik et al., 2000). Una segunda 

vía puede conducir a la acetilación de la histamina por la acción de 

aciltransferasas (EC 2.3.1) (Svensson y Tomilo, 1992) (Figura 2). La mayoría de 

los metabolitos producidos por la degradación de la histamina, poseen poca o nula 

actividad y son excretados en orina; sólo en algunos casos se ha obervado que la 

N-metilhistamina puede actuar como antagonista de la histamina al unirse al 

receptor H3. 

Estudios realizados tanto en humanos como en modelos animales, coinciden en 

que los principales sitios de degradación de la histamina se encuentran en el 

sistema nervioso central, pulmón, riñón e hígado (Horton et al., 2005; Ogasawara 

et al., 2006). En lo que se refiere a la histamina extracelular, su metabolismo 

depende en gran parte de su incorporación al interior de la célula (por mecanismos 

de transporte especializado) (Ogasawara et al., 2006), en donde su inactivación 

vía histamina N-metiltransferasa (enzima que se ubica en el citoplasma) produce 

aproximadamente el 50% del total de metabolitos derivados de la histamina 

(Ogasawara et al., 2006). En contraste, menos de un 25% de la histamina 

extracelular puede ser metabolizada por la enzima diamino oxidasa, que en 

mamíferos, incluyendo al humano, se encuentra soluble en el plasma y que puede 

activar a la histamina para su posterior conjugación con ribosa (Schwelberger, 

2007). En las células secretoras, por su parte, la histamina que es sintetizada en el 

citoplasma, es incorporada a vesículas de almacenamiento por medio de 

transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT). 
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Figura 2. La histamina presente en el organismo puede provenir de dos fuentes distintas: exógena, 
por el aporte de histamina presente en componentes de la dieta y por tratamiento terapéutico, y 
endógena, la que se encuentra en el torrente sanguíneo y plasma proveniente de células 
secretoras (extracelular), e intracelular, presente en el citoplasma, núcleo de linfocitos, hepatocitos 
y vesículas de almacenamiento en células cebadas, neuronas histaminérgicas, basófilos, etc. En el 
esquema se muestran las principales vías de síntesis y degradación de la histamina en el interior 
de la célula, así como la degradación vía desaminación oxidante por la acción de diamino oxidasas 
presentes en el plasma. Las banderillas en color gris, indican a las enzimas que se ubican tanto en 
el citoplasma, como en la membrana externa de la mitocondria. La histamina extracelular, ya sea 
de origen exógeno o endógeno, puede ingresar al interior de la célula por medio de transporte 
activo (transportadores de cationes orgánicos OCT); en el caso especifico de células secretoras, la 
histamina es incorporada a vesículas de almacenamiento por transportadores vesiculares de 
monoaminas VMAT. 

3.1.3 Receptores clásicos de la histamina 

El efecto pleiotrópico producido por la histamina en una gran variedad de procesos 

biológicos, sucede a través de su interacción con receptores que se ubican en la 

membrana plasmática; hasta el momento se han descrito 4 tipos diferentes 

conocidos como H1, H2, H3 y H4, los cuales además de presentar isoformas, 

también se expresan de manera diferencial en distintos tipos celulares. Estos 

receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G 

(GPCR) y son proteínas transmembranales, heptahélicas, con 7 porciones 

hidrofóbicas de entre 20 a 25 aminoácidos embebidos en la membrana plasmática 

(Smit et al., 1999). 

3.1.3.1 Receptor H1 

Los primeros receptores en ser clonados y de los que se obtuvo su estructura 

fueron H1 y H2 (Ash y Schild, 1996). El receptor H1 regula la mayor parte de los 

efectos producidos por la histamina, se expresa en neuronas, células de músculo 

liso, hepatocitos, condrocitos, endotelio, células dendríticas, monocitos, neutrófilos 

y linfocitos B y T. El gen que codifica para este receptor se localiza en el brazo 

corto del cromosoma 3, en la región 3p25 y consta de un solo exón. La proteína 

está compuesta por 486, 488 y 487 aminoácidos en rata, ratón y humano, 

respectivamente; en su dominio amino terminal se ubica un sitio de glicosilación y 

la región de unión para histamina se localiza en el dominio transmembranal 3 

(aspartato) y 5 (asparagina y lisina). La unión de la histamina con H1, activa a la 
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fosfolipasa C (PLC), para la producción de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-

diacilglicerol (DAG), los que a su vez activan cascadas de señalización 

dependientes de proteína cinasa C (PKC), que finalmente conduce a la 

movilización de calcio intracelular (Ca2
+) y la producción de óxido nítrico (NO•), 

ácido araquidónico (AA) y adenosina monofosfato cíclico (AMPc) (Smit et al., 

1999). H1 también activa a las fosfolipasas D y A2 y a factores de transcripción 

como NF-κB; el receptor H1 es uno de los más activos durante una respuesta 

alérgica y presenta polimorfismos en las poblaciones humanas (Figura 3). En 

modelos animales, particularmente en ratones knockout para el receptor H1, se 

han descubierto otras funciones importantes, pues estos ratones presentan 

anormalidades en los procesos de memoria, locomoción, nocicepción, 

aprendizaje, y además presentan un comportamiento agresivo. En cuanto a las 

respuestas inmune e inflamatoria se han observado fallas en las respuestas 

dependientes de linfocitos T y B. En cerebro, H1 participa en la regulación de los 

niveles de glucógeno en neuronas, células de la glía y en astrocitos (Smit et al., 

1999, Dy y Schneider, 2004). 

3.1.3.2 Receptor H2 

A diferencia del receptor H1, H2 puede suprimir muchos de los efectos fisiológicos 

producidos por la histamina. El gen de H2 se localiza en el cromosoma 5, y la 

proteína contiene 358 y 359 aminoácidos en rata o ratón y humano, 

respectivamente. Los sitios de unión para histamina se localizan en los dominios 3 

(aspartato) y 5 (treonina y aspartato); en ratas, por ejemplo, posee un sitio de 

glicosilación en la región amino terminal (Del Valle y Gantz, 1997). H2 también se 

expresa en diversos tipos celulares y participa en la regulación de la contracción 

muscular cardiaca y en la secreción de ácido gástrico. Al activarse, H2 puede 

acoplarse con la adenilato ciclasa o fosfoinositido de manera dependiente de GTP, 

y activar a PKA, o bien activar a c-Fos, c-Jun y la cinasa p70S6 vía PKC (Wang et 

al., 2000), que finalmente conducen a la liberación de AMPc (Figura 3). En 

hepatocitos, los receptores H1 y H2 pueden modular vías metabólicas como la 
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gluconeogénesis, ureagénesis y glucogenólisis (Imoto et al., 1985; García-Sáinz et 

al., 1985); ambos receptores también se encuentran relacionados con procesos de 

hepatoxicidad por lipopolisacáridos (LPS) (Masaki et al., 2005). 

3.1.3.3 Receptor H3 

El gen que codifica para el receptor H3 de humanos, se localiza en la región 

q13.33 del cromosoma 20, consta de 4 exones y 3 intrones (Bongers et al., 2007). 

Este receptor se encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso central 

y periférico, y actúa como receptor presináptico de liberación de histamina y de 

otros neurotransmisores como la dopamina, serotonina, noradrenalina, ácido 

aminobutírico y acetilcolina (Arrang et al., 2007). Las señales de transducción 

producidas a través de H3 involucran a proteínas Gi/o que conducen a la inhibición 

de AMPc, acumulación de Ca2+ y activación de la vía de cinasas de proteína 

activadas por mitógeno (Figura 3). 

3.1.3.4 Receptor H4 

El gen que codifica para el receptor humano H4 consta de tres exones, separados 

por dos largos intrones localizados en el cromosoma 18 en la región q11.2. Este 

receptor se encuentra acoplado a proteínas Gi/o (Figura 3) y presenta un 37 a 43% 

de homología con H3 (un 58% en la región transmembranal). H4 se expresa en 

considerablemente en células hematopoyéticas, neutrófilos, eosinófilos y células 

T, y presenta una expresión moderada en bazo, timo, pulmón, intestino delgado, 

colon y corazón. A la fecha lo que se sabe del papel fisiológico de H4 en la 

respuesta inmune, es que participa en la regulación de quimiotaxis y secreción de 

citocinas (de Esch et al., 2005; Dy y Schneider, 2004). 
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Figura 3. Los cuatro receptores de membrana plasmática reconocidos para histamina (H1, H2, H3, 
H4), pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G, los cuales presentan 7 
dominios transmembranales. En la figura se presenta el esquema general de un receptor para 
histamina en su forma activa y las vías de señalización principales, que se originan a partir de la 
activación de los receptores correspondientes. Acido araquidónico (AA), adenilato ciclasa (AC), 
adenosina monofosfato cíclico (cAMP), 1,2-diacilgilerol (DAG), retículo endoplásmico (ER), 
fosfolipasa A (PLA), fosfolipasa C (PLC), guanosina trifosfato (GTP), inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), 
óxido nítrico (NO•), proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK), proteína cinasa A (PKA), 
proteína cinasa C (PKC). (+) Indica que la vía es activada, (-) simboliza que la vía es inactivada. 

3.1.4 Inflamación y toxicidad 

Desde sus orígenes el hombre ha mantenido una estrecha relación con el 

ambiente que le rodea; en la modernidad, el crecimiento de las poblaciones 

humanas y el uso inadecuado de los recursos mantiene un grave impacto en su 

entorno, por la generación de contaminación. Una gran variedad de compuestos 

químicos, entre contaminantes ambientales (dispersos en el aire, agua o suelo), 

substancias a las que nos encontramos expuestos en el trabajo, en nuestro hogar, 

las que consumimos (alimentos ahumados, procesados o contaminados con 

toxinas) o las que usamos en la terapéutica (fármacos y drogas), pueden actuar 
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como tóxicos y tener un efecto nocivo en la salud humana, ya sea por provocar la 

muerte en algunos casos, o bien por participar en la etiología de distintas 

enfermedades, como malformaciones congénitas, anemia, desregulación 

hormonal, nefropatías, neuropatías, cardiopatías, alergias, leucemia y cáncer 

(Hodgson y Smart, 2001). Agentes químicos como insecticidas y pesticidas (DDT y 

organofosforados), compuestos orgánicos volátiles (cloroformo, benceno, tolueno, 

halotano, cloruro de vinilo) hidrocarburos aromáticos policíclicos (benzo[a]pireno, 

benzo[a]antranceno), micotoxinas (aflatoxina b1), nitrosaminas (N-

nitrosodimetilamina), dioxinas (TCDD) o el etanol, son sólo algunos ejemplos de 

substancias consideradas altamente tóxicas. 

Al ingresar al organismo, la mayoría de los compuestos químicos deben ser 

metabolizados para su excreción y evitar procesos de toxicidad y/o su 

acumulación en órganos y tejidos. El proceso de desintoxicación comprende tres 

fases principales: la fase I que consiste en reacciones de oxidación y reducción, 

que introducen una función química al compuesto, haciéndolo más polar. En la 

fase II (o de conjugación), los metabolitos de la fase I son conjugados con 

moléculas como carbohidratos, sulfatos y tioles, que los hacen todavía más 

solubles para su excreción de la célula y del organismo, a través de mecanismos 

especializados de transporte activo, agrupados en la fase III (o de excreción) 

(Margaret et al., 2002). La toxicidad de un xenobiótico no sólo depende de su 

naturaleza (características fisicoquímicas, hidrofobicidad, polaridad y estados de 

ionización), sino también de los procesos de biotransformación que siga, 

particularmente si en su metabolismo se forman compuestos intermediarios 

tóxicos (mucho más reactivos que el compuesto original) altamente electrofílicos, 

capaces de reaccionar y formar aductos (enlaces covalentes) con proteínas, DNA 

y otras biomoléculas (Liebler y Guengerich, 2005). Adicionalmente, la toxicidad de 

un compuesto o de una mezcla también se encuentra influenciada por factores 

inherentes al organismo como grupo étnico al que se pertenece, polimorfismos 

genéticos, etapas del desarrollo o crecimiento, género, estado de 
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salud/enfermedad, cáncer, dieta, estilos de vida, tratamientos terapéuticos, 

radiación, infecciones e inflamación (Figura 12) (Rushmore y Kong, 2004). 

En infecciones producidas por virus, bacterias, hongos y parásitos, se han 

detectado alteraciones en el metabolismo de xenobióticos, sobre todo a nivel de 

de la expresión y actividad de las enzimas encargadas de desintoxicar (Renton, 

2004; Aitken et al., 2006). En algunos estudios realizados con distintos modelos de 

inflamación, se ha observado que enzimas del metabolismo de xenobióticos como 

citocromo P450 (CYP450), se encuentran inducidas, y que esta inducción se 

encuentra relacionada con incrementos en la activación de compuestos 

mutagénicos y pro-carcinogénicos, al mismo tiempo que con mayor daño genético 

(Montero et al., 2003; Morgan, 2004; Aitken et al., 2006). Sin embargo, aún no 

queda del todo claro cómo es que una inflamación podría afectar a un proceso de 

desintoxicación, sobre todo cuando se tienen respuestas tan variadas, pues en 

otros casos también se ha observado inhibición de CYP450. Al respecto, nuevas 

propuestas han comenzado a surgir y se plantea que la relación inflamación-

metabolismo no se reduce a una correspondencia de causa-efecto, sino a una 

relación mucho más compleja, en la que ambos fenómenos se encuentran 

estrechamente vinculados. 
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Figura 4. En condiciones normales, se espera que cualquier compuesto químico que ingrese al 
organismo sea metabolizado para su excreción. Sin embargo, factores como un proceso 
inflamatorio pueden alterar estas funciones e incrementar o disminuir la toxicidad del compuesto. 
Dentro de estas consideraciones se incluyen la inducción de enzimas encargadas del metabolismo 
de xenobióticos, que puede conducir a la formación excesiva de compuestos intermediarios, 
altamente reactivos, que pueden producir daño al DNA y en tejidos, y que se relacionan con 
diversos tipos de patologías. 
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3.2 Citocromo P450 

3.2.1 Generalidades 

El sistema enzimático de Citocromo P450 (CYP450), también conocido como 

sistema de monooxigenasas microsomal o proteínas hemo tioladas (EC 1.14. 

14.1), es una superfamilia de genes de hemoproteínas ampliamente distribuida en 

organismos de todos los niveles de la clasificación biológica (Nelson et al., 1993). 

Su importancia radica en la versatilidad con la que pueden participar en distintos 

mecanismos enzimáticos, desde el procesamiento de fuentes de carbono en 

algunas bacterias (Janssen et al., 2005), mecanismos de defensa en algunas 

variedades de plantas (síntesis de metabolitos secundarios), metabolismo de 

eicosanoides (y otros derivados del ácido araquidónico, como prostaglandinas, 

leucotrienos, tromboxanos, prostaciclinas), metabolismo del colesterol y ácidos 

biliares, síntesis y metabolismo de hormonas esteroideas, aminas biogénicas, 

vitamina D3, hidroxilación del ácido retinoico y otros morfógenos. CYP450, 

además metaboliza más del 90% de los compuestos químicos exógenos que 

ingresan al organismo (xenobióticos), desde fármacos, drogas, cosméticos, tintes, 

componentes de la dieta, compuestos carcinogénicos y contaminantes 

ambientales, de ahí su importancia para la industria farmacéutica y en toxicología 

(Ortíz de Montellano, 2005). Otro aspecto importante, es que como parte de su 

actividad metabólica, se producen cantidades importantes de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) en la célula, particularmente H2O2 y anión superóxido O2
.-, 

compuestos reactivos que participan en la regulación del ciclo celular y en señales 

de transducción y que cuando se producen en exceso, actúan como mutágenos y 

carcinógenos (Caro y Cederbaum, 2004; Zangar et al., 2004). 
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Figura 5. a) Diferencia de espectro de CYP450. Se observa un pico máximo de absorción a 450 
nm, en microsomas hepáticos de rata, reducido con ditionita de sodio y burbujeado con CO. 
Espectro similar obtuvieron en 1964 los japoneses T. Omura y R. Sato, el pico observado a 420 
nm, corresponde a formas de CYP450 parcialmente desnaturalizadas, conocidas como CYP420. b) 
Una característica diacrítica de todas las isoformas de CYP450, es que su grupo prostético es una 
Protoporfirina IX, la cual se encuentra unida a la proteína por una unión no covalente entre el 
átomo de hierro y una cisteína. En esta figura se esquematiza la unión de CO al hierro del grupo 
hemo de CYP450, que confiere el pico característico observado a 450 nm. 

Los primeros estudios acerca de la estructura de CYP450, fueron realizados por 

Garfinkel y Klingenberg (1958), quienes por separado reportaron la existencia de 

un pigmento inusual en microsomas hepáticos (fracciones de membrana de 

retículo endoplásmico) reducidos con el agente reductor ditionita de sodio, el cual 

presentaba un pico máximo de absorción a 450 nm en la región UV del espectro, 

cuando se unía con monóxido de carbono (CO) (Lewis, 2001); 6 años más tarde 

los japoneses Tsuneo Omura y Ryo Sato (1964) purifican estas proteínas y 

confirman que la absorción a 450 nm era producida por una nueva clase de 

hemoproteínas, a las que denominaron citocromo P450. Una serie de estudios 

posteriores dejan en claro que las características espectrales de CYP450 se 

deben a la naturaleza hemoproteíca de su grupo prostético, la protoporfirina IX, la 

cual se encuentra unida a la proteína de manera no covalente por una cisteína (C) 

y un átomo de hierro (Fe), la cisteína cede un electrón de su azufre y forma un 

enlace S-Fe (Figura 5); el grupo hemo es similar al observado en citocromo b, 
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hemoglobina y mioglobina y la unión del hierro al azufre de la cisteína es una 

característica de todas las isoformas. 

Los CYP450 son proteínas globulares (Figura 6a), cuyo peso molecular oscila 

alrededor de los 57 kD (~ 500 a.a.) (Black, 1992); existen formas solubles 

presentes en distintas especies de bacterias (distribuidas en citosol) (Poulos et al., 

1987; Ortiz de Montellano, 2005; Janssen et al., 2005; McLean et al., 2006, 

Otyepka et al., 2006), mientras que en eucariontes se encuentran unidas 

principalmente a membranas celulares, en particular al retículo endoplásmico liso 

(Bar-nun, 1980), aunque también suelen ser localizadas en otros compartimentos 

celulares, como en envoltura nuclear, en aparato de Golgi, mitocondrias y 

membrana plasmática, adonde son transportadas desde el retículo endoplásmico; 

de hecho, su ubicación en la parte exterior de la membrana plasmática puede traer 

como consecuencia la generación de autoinmunidad (Yamamoto et al., 1985; 

Neve et al., 1996). Gran parte del conocimiento que se tiene sobre la estructura y 

arreglo tridimensional de CYP450, se ha obtenido a partir de estudios realizados 

con formas solubles de estas enzimas. La primer estructura cristalina de alta 

resolución en obtenerse, fue la de CYP450cam, isoforma que participa en el 

metabolismo del alcanfor en la bacteria Pseudomonas putida (Poulos et al., 1987). 

Sin embargo, con la aplicación de nuevas herramientas, como el modelado en 

computadoras y mutagénesis dirigida, actualmente se cuenta con 

aproximadamente 20 modelos de estructuras distintas de CYP450 de eucariontes, 

incluyendo algunas isoformas humanas, como CYP2C9 (Williams et al., 2003; 

Ortiz de Montellano, 2005). En general, la forma plegada se mantiene similar para 

todas las formas, de acuerdo con la clasificación CATH (CATH Protein Structure 

Classification, http://cathwww.biochem.ucl.ac.uk). A nivel molecular, CYP450 está 

constituido principalmente por hélices α (~ 12 hélices, identificadas con las letras A 

a la L), y contiene regiones altamente conservadas en la cercanía al grupo hemo, 

particularmente en las hélices I y L, el segmento F/G (formado por las hélices F y 

 
 



 

 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

G) y en el asa B/C que controlan el acceso al sitio activo de la enzima (Figura 6a, 

b) (CATH, 2007; Favia et al., 2006). 

Topológicamente los CYP450 presentan un dominio α, que contiene 

principalmente a hélices α, y al grupo hemo; y el dominio β, integrado en su 

mayoría por láminas β plegadas (Werck y Feyereisen, 2000; Favia et al., 2006) 

(Figura 6). Las regiones de mayor variabilidad que presentan las isoformas de 

CYP450, son las que se encargan de la interacción y reconocimiento de sustratos, 

y el acoplamiento con la enzima NADPH-CYP450 reductasa (la cual transfiere 

electrones a partir de la oxidación de NADPH, EC 1.6.2.4). Otras regiones 

conservadas son un grupo de prolinas (P) que se ubican en la región amino 

terminal y una asa conformada por las espirales A, C e I que definen un surco que 

delimita la transferencia de protones. Evolutivamente, CYP450 conserva a la 

cisteína que ancla al átomo de hierro de la protoporfirina IX (bolsa Cys) y la 

mantiene posicionada entre las hélices I y L; también son altamente conservadas 

en esta región, una fenilalanina (F) y una glicina (G) (Ortiz de Montellano, 2005; 

Werck- Reichhart & Feyereisen, 2000; Otyepka et al., 2006). 
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Figura 6. a) Estructura tridimensional de CYP2C9 de humano (Favia et al., 2006). b) Esquema 
topológico en el que se representa la estructura secundaria y terciaria del CYP102 de la bacteria 
Bacillus megaterium; se muestran los dominios α y β presentes y la región de unión al grupo hemo. 
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Las flechas representan láminas β plegadas y los cuadros en gris, a las hélices α (Werck- 
Reichhart & Feyereisen, 2000). 

La clasificación de la superfamilia de genes CYP450, comprende 3 categorías 

principales: familia, subfamilia e isoforma, que se basa en la construcción de 

árboles filogenéticos, dendrogramas, secuencia de aminoácidos y afinidad de 

sustratos. La abreviatura CYP es denominativo de pertenencia a la superfamilia 

citocromo P450, la asignación de un número arábigo indica la familia a la que 

pertenece, una letra mayúscula del alfabeto latino (A-Z) indica la subfamilia y 

finalmente un segundo número indica la isoforma; por ejemplo, CYP2E1 es la 

isoforma 1 de la subfamilia E, de la familia 2 de CYP450 (Nelson et al., 1993). El 

primer criterio de clasificación es la homología entre las isoformas de CYP450 que 

sería alrededor del 16% a nivel de superfamilia, > 40% a nivel de familia y > 55% a 

nivel de subfamilia; el criterio para clasificar isoformas, varía de acuerdo con cada 

subfamilia, pero básicamente se aplica el criterio de afinidad por sustratos (Nelson 

et al., 1993; Ortiz de Montellano, 2005; Otyepka et al., 2007). Con el secuenciado 

del genoma de varios organismos, a la fecha se han descrito aproximadamente 

807 genes distintos de CYP450, agrupados en 711 familias (International Centre 

for Genetic Engineering and Biotechnology, 2007), de los cuales se han descrito 

57 en humanos (Homo sapiens sapiens), 102 en ratón (Mus musculus), ~60 en 

rata (Rattus norvergicus), 54 en perro (Canis familiaris), 84 en la mosca de la fruta 

(Drosophila melanogaster), 74 en el nemátodo Caenorhabditis elegans, 3 en la 

levadura de la cerveza (Saccharomyces cerevisiae), 111 en el hongo Aspergillus 

nidulans y 323 en la planta del arroz (Chlamydomonas reinhardtii), por mencionar 

algunos (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). 

3.2.2 Ciclo catalítico de CYP450 

La oxidación de compuestos orgánicos por CYP450 es un proceso sumamente 

complejo, que incluye probablemente 9 pasos independientes, en los que la 

proteína sufre cambios conformacionales. Estudiar el ciclo catalítico en general no 

ha sido fácil, al menos en las formas de la enzima existentes en eucariontes, 

donde se ha observado que el anclaje y el ambiente hidrofóbico proporcionado por 
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la membrana lipídica es importante en la actividad de estas enzimas; sin embargo, 

algunas aproximaciones se han alcanzado con las formas solubles de algunas 

bacterias, con modelos computarizados, mutagénesis dirigida, con estudios en el 

estado pre-estacionario, espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) 

(Guengerich, 2002; Kempa et al., 2005) y en modelos cinéticos y de mecánica 

cuántica (Wang et al., 2006). La transferencia de electrones a partir del NADPH es 

realizada por la enzima accesoria NADPH-CYP450 reductasa (NCR). Esta enzima 

es del tipo diflavina reductasa, de aproximadamente 75 a 80 kD, que consta de un 

cofactor FAD (Flavina adenina dinucleótido) y FMN (Flavina mononucleótido) 

(Munro et al., 2001; Murataliev et al., 2004). La oxidación del NADPH (Figura 7) y 

la incorporación de O2 (Figura 8), son procesos cruciales en la actividad de 

CYP450; recientemente se ha determinado la importancia de las interacciones 

proteína-proteína para el acoplamiento de NCR con las distintas isoformas de 

CYP450. 
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Figura 7. Esquema general de la transferencia de electrones del NADPH hacia los sitios activos 
FAD (Flavina adenina dinucleótido) y FMN (Flavina mononucleótido) de la enzima NADPH-CYP450 
reductasa. 1) Transferencia de electrones a FAD (e-), oxidación de NADPH, reducción de FAD 
(FADH2). 2) Transferencia del primer e- a FMN. 3) Oxidación de FMN, primer sálida del primer e- 
hacia CYP450 (Oxidación de Fe2+ a Fe3+ de la protoporfirina IX). 4) Oxidación de FAD, 
transferencia de segundo e- a FMN. 5) Oxidación de FMN, sálida de segundo e- hacia CYP450, 
formación de complejo hierro-oxo, rompimiento de enlace O—O, formación de agua. 6) Sálida de 
NADP+ (Murataliev et al., 2004). Las flechas en doble sentido, indican reversibilidad en cada paso. 
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El átomo de hierro del grupo hemo de CYP450 es fundamental en el proceso de 

oxidación de un compuesto. En estado basal, el hierro se encuentra en su forma 

férrica (Fe3+) unido a una molécula de agua (sexto ligando), al ingresar un sustrato 

a la bolsa catalítica de la enzima, se puede producir un cambio de espín del átomo 

de hierro (generalmente de un alto a bajo espín). El hierro contiene 5 electrones 

distribuidos en los cinco orbitales 3d (dxy, dxz, dx2-y2, dz2), los cuales pueden ser 

perturbados en su estado energético por la presencia de un sustrato; y provocar 

cambios a un bajo espín, en donde un electrón se encuentra desapareado (Poulos 

y Raag, 1992).  

CYP450 puede catalizar numerosas reacciones de oxidación, tales como 

hidroxilaciones aromáticas, alifáticas, oxigenación heteroatómica, desalquilación y 

epoxidación (Lewis, 2001), a través de procesos de óxido-reducción en los que se 

activa oxígeno molecular (O2). Estas enzimas incorporan uno de los átomos de 

oxígeno a un sustrato y el otro lo reducen a agua (H2O); el proceso comprende 

una serie de pasos intermedios que pueden ser limitantes (la velocidad con que 

ocurre alguno de los pasos, es igual a la kcat de la reacción) (Guengerich, 2000), 

que pueden resumirse en los siguientes: 

1) En general, el ciclo catalítico de CYP450 inicia con la unión de una 

molécula de un sustrato al sitio catalítico de la enzima, lo que produce 

cambios en el espín del átomo de hierro. 

2) La interacción sustrato-CYP450, también produce cambios 

conformacionales en CYP450, derivado de una reducción en el potencial 

redox de la enzima en aproximadamente 100 mV (Wang et al., 2006), lo 

que favorece su acoplamiento con la enzima NADPH-CYP450 reductasa, la 

cual le transfiere un electrón de un agente reductor (NADPH en retículo 

endoplásmico) y promueve la reducción de CYP450, que basalmente se 

encuentra en su estado férrico (Fe3+) a su estado ferroso (Fe2+). 
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3) La unión de oxígeno molecular al hemo ferroso, forma un complejo 

dioxígeno con CYP450. 

4) La entrada de un segundo electrón produce una protonación en el hierro y 

produce un complejo hidroperóxido. 

5) La protonación y el rompimiento heterocíclico de uniones O-O, conduce a la 

producción concurrente de una molécula de agua, para formar un 

intermediario reactivo hierro-oxo (Paso 6, figura 8). 

6) Finalmente el átomo de oxígeno del complejo hierro-oxo es transferido al 

sustrato, para formar un producto oxidado, por lo que una vez que el 

producto se ha disociado de CYP450 el ciclo está completo (Fig. 8). 
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Figura 8. Ciclo catalítico general de CYP450. Debido a que algunos de los pasos intermedios no 
han sido determinados experimentalmente, este esquema es considerado por muchos como un 
paradigma, sin embargo, estudios realizados en el estado pre-estacionario y por cristalografía con 
rayos X (realizados con formas solubles de CYP450 bacterianas) han permitido la caracterización 
de los pasos 1 a 5, cuyas condiciones limitantes son la entrada de O2 y el suministro de electrones. 
El ciclo inicia con la interacción de un sustrato (RH) y culmina con la disociación de un producto 
oxidado (ROH) de CYP450 (Guengerich, 2002). 
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3.2.3 Mecanismos que regulan la inducción de CYP450 

Mucho del conocimiento que se tiene acerca de la regulación de CYP450, 

proviene de su participación en el metabolismo de compuestos químicos 

exógenos, por lo que a CYP450 se le considera como uno de los principales 

sistemas de defensa del organismo en procesos de desintoxicación. Esta 

respuesta adaptativa, como Ortiz de Montellano lo describe (2005), surge en 

primera instancia, de la necesidad que tiene un organismo por aprovechar dicho 

compuesto, o bien, de lograr su excreción cuando no le sirve; la regulación puede 

ser considerada primaria, cuando estos compuestos incrementan la expresión de 

CYP450, ya que la mayoría son sustratos de estas enzimas, o bien secundaria, 

cuando son los metabolitos los que la provocan. La regulación de CYP450 sucede 

principalmente a través de dos mecanismos muy complejos: a nivel transcripcional 

la respuesta es orquestada en la célula por medio de receptores que actúan en el 

núcleo, como los receptores nucleares (NR) (Figura 9), o el receptor de aril 

hidrocarburo (AhR) (Figura 11), y a nivel post-transcripcional, por estabilización del 

RNA mensajero (RNAm) y/o por la estabilización de la enzima. 
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Figura 9. Diversos compuestos endógenos y exógenos pueden modular la expresión de distintas 
isoformas de CYP450, al interaccionar con receptores que pueden inducir la transcripción de estas 
enzimas. La inducción puede ser directa, cuando el compuesto por sí mismo actúa como agente 
inductor, o bien de manera indirecta, cuando el inductor es un metabolito producido durante una 
reacción (Honkakoski et al., 2000). 
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3.2.3.1 Receptores nucleares 

Los receptores nucleares son factores de transcripción dependientes de la unión 

de ligandos, de los cuales hasta el momento se han descrito más de 100 genes 

distintos (Honkakoski y Negishi, 2000; Wang y LeCluyse, 2003; Kininis et al., 

2007); inicialmente reconocidos como elementos de respuesta a hormonas (por la 

unión con cortisol, aldosterona, estradiol, progesterona, testosterona, vitamina D y 

tiroxina), estos receptores presentan una estructura definida por varios dominios 

funcionales. En la región amino terminal se encuentra el primer dominio de trans-

activación (AF-1), posteriormente el dominio de unión a DNA (DBD), que es una 

región altamente conservada; le sigue el dominio de unión a ligando (LBD) y 

finalmente, en la región carboxilo terminal, se ubica un segundo dominio de 

activación (AF-2) (Figura 10). El dominio LBD, es uno de los más importantes a 

nivel de activación, ya que además de ser blanco de una gran variedad de 

ligandos, también representa un sitio de unión a co-activadores y co-represores, 

por lo que puede regular la localización celular del receptor (Shi Y, 2007). 
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Figura 10. Un receptor nuclear está compuesto por dos sitios de activación, AF-1 y AF-2. Un sitio 
de unión a ligandos (LDB) y uno de dimerización (DBD), los cuales pueden ser blanco para 
activadores y represores. En la activación del receptor, se considera determinante la unión del 
ligando, lo que puede producir que el receptor dimerize con otros receptores, o incluso forme 
complejos poliméricos; un ejemplo de ello es la heterodimerizacion del receptor activado por 
proliferadores de peroxisomas (PPAR) y el receptor X de retinoides (RXR) (Savas et al., 1999). 

Diversos tipos de compuestos químicos, al igual que los estrógenos y hormonas 

esteroideas, pueden interaccionar con los receptores nucleares y controlar la 

expresión de distintos grupos de genes, entre ellos CYP450 y otras enzimas del 

metabolismo de xenobióticos. La activación inicia con la unión de un ligando al 
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receptor, lo que provoca que el complejo receptor-ligando se una a regiones 

promotoras ubicadas en distintos sitios del genoma, conocidas como elementos de 

respuesta a hormonas y xenobióticos (HRE, XRE); posteriormente, inicia el 

reclutamiento de proteínas co-activadoras que permiten la apertura de la 

cromatina, y estabilizan y activan a la RNA polimerasa II (Pol II) (Kininis et al., 

2007). Miembros de las familias CYP3A y CYP2 pueden ser inducidas por 

compuestos como rifampicina, clotrimazol, pregnenolona, carbonitrilo y 

fenobarbital vía activación del receptor X de pregnano (PXR) y del receptor de 

androstano constitutivo (CAR) (Savas et al., 1999). El receptor activado por 

proliferadores de peroxisomas (PPAR) participa en la inducción de miembros de la 

familia CYP4. Tanto CAR, PPAR y PXR son receptores que pueden 

heterodimerizar con el receptor X de retinoides (RXR) para unirse a elementos de 

respuesta y activar la transcripción de genes. Otros receptores como el de 

estrógenos (ER), puede participar en la inducción de CYP1A, CYP1B y CYP2D; el 

de glucocorticoides (GR), en la inducción de CYP1A1, CYP1B, CYP2B y CYP3A; 

el factor nuclear de hepatocitos (HNF-4), induce CYP2A, CYP2C y CYP2D; el 

receptor de ácido retinoico (RAR), actúa sobre CYP1A, CYP2C, CYP3A4 y 

CYP26; el receptor para vitamina D, puede activar CYP2D, CYP3A4, CYP27B1 y 

CYP24, por mencionar sólo algunos ejemplos (Delescluse et al., 2000; Kliewer et 

al., 2002; Wang y LeCluyse, 2003; Ortíz de Montellano, 2005; Jurutk et al., 2005; 

Wang et al., 2007). 

3.2.3.2 Receptor de aril hidrocarburo (AhR) 

El receptor de aril hidrocarburo (AhR), es una proteína soluble de 

aproximadamente 280 kD (Hoffman et al., 1991), que regula la inducción de genes 

como CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A8, CYP2S1, CYP2W1, glutatión s-

transferasa (GST), 3-aldehído deshidrogensa, NADPH quinona oxido-reductasa, 

UDP-glucuronosil transferasa, inhibidores y activadores de plasminógeno e 

interleucina 1β (Sogawa y Fujii-Kuriyama, 1997). Los primeros estudios realizados 

acerca del mecanismo de funcionamiento del AhR, tienen que ver con su 
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capacidad de responder a la exposición con 3-metilcolantreno y 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD). AhR heterodimeriza con el translocador 

nuclear del receptor de aril hidrocarburo (Arnt); ambas proteínas se encuentran 

estructuralmente relacionadas, ya que poseen regiones homólogas de estructura 

básica de hélice-vuelta-hélice (bHLH) y PER-Arnt-SIM (PAS) (Kawajiri et al., 

2007). Las regiones bHLH y PAS, son dominios que se encuentran altamente 

conservados en distintos factores de transcripción; de hecho, la región PAS 

mantiene secuencias de aminoácidos altamente conservadas con la proteína del 

ritmo circadiano (PER) y la proteína single-minded por su nombre en inglés (SIM) 

de Drosophila, y Arnt de humano, de ahí la abreviatura de PAS (Jackson et al., 

1986; Hoffman et al., 1991; Nambu et al., 1991; Takahata et al., 1998). AhR puede 

localizarse tanto en el citosol, como en el núcleo; de hecho contiene señales de 

localización nuclear (NLS) ubicadas en la región bHLH, y señales de exportación 

al núcleo en las regiones bHLH y PAS. En ausencia de ligando, AhR se encuentra 

asociado en complejo con proteínas chaperonas como Hsp90, p23, y ARA9 (XAP2 

o AIP); la unión de Hsp90 en NLS, mantiene a AhR en el citosol (Figura 11) 

(Kazlauskas et al., 2001). 

La unión con un ligando favorece la disociación de AhR de las proteínas 

chaperonas y esto permite que el receptor sea exportado hacia el núcleo, en 

donde se asocia con Arnt; una vez que el complejo AhR-Arnt se encuentran en el 

núcleo se unen a regiones de secuencias consenso conocidas como elementos de 

respuesta a xenobióticos (XRE) (5´-TNGCGTG-3´) (Delescluse et al., 2000). La 

interacción del complejo AhR-Arnt con XRE y la región promotora, produce 

cambios en la cromatina, y continúa con la interacción de factores de 

reclutamiento generales (GTF) como CBP/p300, SRC-1, NcoA-2, p/CIP y la 

proteína RIP140; lo que también conduce a la activación de la enzima RNA 

polimerasa II (Pol II) para iniciar la transcripción de genes (Figura 11) (Beischlag et 

al., 2002; Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005; Kawajiri et al., 2007). AhR puede ser 

activado por una gran variedad de compuestos químicos endógenos y exógenos, 

tales como TCDD, 3-metilcolantreno, benzo(a)pireno, benzoflavonas, alcaloides, 
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aminas aromáticas, omeprazol, bilirrubina, indoles, triptófano, ácido araquidónico, 

y algunas prostaglandinas (PGG2) (Denison et al., 2002). 
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Figura 11. El receptor de aril hidrocarburo (AhR) es una proteína citosólica, que una vez que ha 
sido activada por un ligando es translocada al núcleo, en donde se une el translocador nuclear de 
AhR (Arnt); el complejo AhR-Arnt se une a secuencias consenso del DNA, conocidas como 
elementos de respuesta a xenobióticos (XRE). La interacción con XRE, provoca cambios en la 
cromatina, rompimiento de nucleosomas e inicia el reclutamiento de proteínas co-activadoras y 
acetilasas, lo que activa a la enzima RNA polimerasa II (Pol II) para iniciar la transcripción genética 
(Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005; Kawajiri et al., 2007). La acción de AhR puede ser suprimida por la 
unión con su represor (AhRR) y su posterior degradación vía ubiquitin-26S proteosoma (Ma y 
Baldwin, 2002; Ma, 2007). 

3.2.3.3 Estabilización de RNAm y proteína de CYP450 

A nivel post-transcripcional se ha observado que diversos compuestos químicos 

pueden incrementar los niveles de algunas isoformas de CYP450, por 

mecanismos que conducen a la estabilización de RNA mensajero, o la 

estabilización de proteínas (Song et al., 1987; Koop y Tierney, 1990; Novak y 

Woodcrott, 2000). Se ha observado que la estabilización de RNAm producida por 

algunos compuestos químicos, tiene que ver con la producción de algunas 
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proteínas, como la ribonucleoproteína A1 (hnRNP A1) que pueden unirse a las 

regiones 3´-UTR del RNAm (región 3´ de aproximadamente 70 nucleótidos que no 

se traduce) y protegen las colas de Poli A (colas poli-adeniladas) que finalmente 

conducen a la estabilización del RNAm (Raffalli-Mathieu et al., 2002; Su y Ding, 

2004). Las isoformas de CYP450 que se ha observado pueden ser inducidas por 

este mecanismo, comprende a miembros de la familia CYP2A, a las isoformas, 

CYP11B1 y CYP11B2 de humanos, y en otros mamíferos como en rata y ratón 

(Raffalli-Mathieu et al., 2002; Li et al., 2006; González, 2007). 

La inducción de isoformas de CYP450 por estabilización de proteína, se ha 

observado ampliamente con CYP2E1. Compuestos como el etanol, piridina, 

pirazol e isoniazida, pueden incrementar de 2 a 8 veces los niveles de la enzima 

en hígado y cultivos de hepatocitos; sin que se aumenten los niveles de RNAm de 

CYP2E1 (Ryan et al., 1985; Johansson et al., 1998; Palakodety et al., 1998; Kim y 

Novak, 1990; Zangar et al., 1993). Este fenómeno se ha confirmado cuando en 

presencia de inhibidores de la transcripción, compuestos como la piridina, 

incrementan los niveles de proteína de CYP2E1 (Kim y Novak, 1990), y se ha 

sugerido que dicha estabilización sucede por la alteración en la degradación de la 

enzima (Eliasson et al., 1988). Diversos estudios han demostrardo que 

compuestos como el etanol, imidazol, 2-propanol y DMSO, se unen al sitio activo 

de CYP2E1 y mantienen estables los niveles de la enzima. La vida media de 

CYP2E1 en microsomas hepáticos de rata oscila alrededor de 6 a 7 hrs, pero el 

tratamiento con etanol produce que la enzima se mantenga estable hasta 38 hrs, 

lo cual está relacionado con la disminución en la ubiquitinación de la enzima y su 

posterior degradación vía proteosoma (Roberts et al., 1995; Goasduff y 

Cederbaum, 2000). 

3.2.4 Cinética enzimática 

El estudio de las enzimas se remonta hasta mediados del siglo XIX, época en la 

que la inquietud por conocer la fuerza vital que mantiene y transforma a los 

constituyentes de nuestro organismo (Berzelius 1779-1848) y las observaciones 
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sobre la fermentación alcohólica realizadas por Pasteur (1822-1895), fueron 

algunos de los hechos que permitieron acuñar el término de enzima, como 

catalizador biológico (Segel, 1975). Desde principios del siglo XX, la purificación 

de distintos tipos de enzimas y el análisis de su actividad por medio de modelos 

matemáticos, han permitido el desarrollo de la cinética enzimática como una 

herramienta que nos permite conocer diversas características de una enzima, 

como mecanismos de acción (el orden en el que un sustrato se une, o un producto 

abandona a la enzima), especificidad por uno o varios sustratos, comportamiento 

de la enzima en distintas condiciones experimentales (tipo de amortiguador, 

concentración de sales, pH, temperatura, etc.), así como las alteraciones que 

pueden ocurrir en presencia de inhibidores o activadores (Segel, 1975). Los 

estudios de cinética enzimática también pueden ser utlizados para establecer 

posibles interacciones que suceden in vivo, por ejemplo la farmacocinética y 

farmacodinámica que sigue un fármaco, o la toxicocinética y toxicodinámica en el 

caso de compuestos tóxicos (Shou, 2002). La cinética más simple que una enzima 

puede seguir, es la que se acopla al modelo matemático plateado por Henri-

Michaelis-Menten, en honor de Víctor Henri (1872-1940), Leonor Michaelis (1875-

1949) y Maud Leonora Menten (1879-1960). Este modelo supone que la velocidad 

inicial de una reacción es directamente proporcional a la concentración de la 

enzima en una preparación, pero que se incrementa de una forma no lineal, 

conforme se incrementa la concentración de un sustrato hasta alcanzar una 

velocidad máxima (Figura 12a) (Segel, 1975). El modelo también hace otras 

suposiciones, como que la enzima actúa de forma unireactante (transformación de 

un solo sustrato a la vez), que la enzima reacciona rápidamente con el sustrato y 

forma el complejo enzima-sustrato (ES), que la enzima libre (E), el sustrato (S) y el 

complejo ES se encuentran en equilibrio y que la velocidad en la cual ES se 

disocia a E+S es mucho más rápida que la velocidad en que ES se disocia a E y P 

(producto) (Figura 12b). 
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Figura 12. a) Representación teórica de la cinética enzimática de una enzima que se ajusta al 
modelo de Michaelis-Menten. En este modelo la velocidad inicial de la reacción es proporcional a la 
concentración de la enzima, y alcanza un nivel de saturación conforme se incrementa la 
concentración del sustrato, velocidad máxima (Vmax). El gráfico se obtuvo a partir de valores 
teóricos de Km y Vmax, en análisis de regresión no lineal, utilizando el programa de Origin version 5. 
b) Esquema de una reacción en el equilibrio rápido. E enzima, S sustrato, ES complejo enzima-
sustrato, P producto, K1, K-1, Kp constantes de disociación. 

3.2.5 CYP450 e inflamación 

En la últimas 3 décadas se ha determinado que diversos tipos de infección 

(virales, bacterianas, micóticas y parasitarias) producen alteraciones en la 

expresión, niveles de proteína y actividad enzimática de distintas isoformas de 

CYP450, lo cual se ha relacionado con factores producidos como parte de las 

respuestas inmune e inflamatoria (Morgan, 1997) (Figura 13). Por ejemplo, en 

hámsters infectados con Opisthorchis viverrini se registraron incrementos en la 

expresión de CYP2A5, la cual metaboliza aflatoxina B1 (Kirby et al., 1994); 

resultados similares se obtuvieron en un modelo de infección con Fasciola 

hepatica en ratón en donde también se registró una inducción de CYP2A5 

(Montero et al., 1999). En un modelo de infección con cisticercos de Taenia 

taeniformis en hígado de rata, también se registraron incrementos en los niveles 

de CYP450 totales y en los niveles de proteína y actividad enzimática de las 

isoformas CYP1A1, CYP2A1 y CYP2B1 debidas a la infección (Montero et al., 
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2003); esos incrementos estuvieron relacionados con incrementos en daño 

genotóxico. 

En estudios realizados tanto in vivo como in vitro, se ha encontrado que 

sustancias como TNFα, IL-1α, IL-6, INFγ, INFβ y especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno, comúnmente producidos durante una respuesta inmune e inflamatoria, 

pueden afectar los niveles de RNAm, proteína y actividad enzimática de distintas 

isoformas de CYP450 (Dinarello, 1989; Morgan, 1997). 
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Figura 13. Factores intrínsecos (flechas en gris) y extrínsecos (flechas en negro) a un organismo 
pueden afectar la expresión de distintas isoformas de CYP450. Muchos autores coinciden en 
considerar a CYP450 como un grupo de enzimas importante en el mantenimiento de la 
homeostasis celular, por su capacidad de responder a distintos tipos de estímulos, tanto 
endógenos, como exógenos (Nebert 1991). Dentro de este grupo de estímulos, se encuentra el 
efecto que cualquier tipo de infección, a través de una respuesta inflamatoria, puede producir sobre 
CYP450. 

3.2.6 CYP450 e histamina 

Desde hace mucho tiempo se había propuesto que la histamina podría tener un 

papel importante en la regulación de la proliferación celular (Kahlson y Rosengren, 

1968). Con diversos estudios se ha demostrado que esta función se encuentra 
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regulada por la interacción de la histamina con sitios de unión intracelulares, 

denominados HIC (sitios de unión intracelular de histamina, diferentes a los 

receptores H de membrana plasmática) (Brandes et al., 1990; 1992), que más 

adelante se identificaron como sitios ubicados en la cromatina, núcleo y retículo 

endoplásmico (Brandes et al., 1997; Brandes et al., 1998; LaBella et al., 2000; 

Brandes et al., 2000). 

Mediante estudios de diferencia espectral con microsomas hepáticos de rata y 

humano, se determinó que la mayoría de los sitios HIC ubicados en retículo 

endoplásmico, correspondían a CYP450. En la interacción de la histamina con 

CYP450, se forma una coordinación del átomo de hierro (en su estado Fe3+) con el 

anillo imidazol de la histamina y genera un espectro de “tipo II” (cambios 

espectrales que se definen por la presencia de un pico máximo de absorción de 

425 a 435 nm, y uno minímo de 390 a 405 nm) (Schenkman et al., 1967; 

Schenkman et al., 1981; Brandes et al., 1998; Dávila-Borja et al., 2007), lo que 

también se ha observado con isoformas purificadas de CYP3A4, CYP2D6 y 

CYP1A1 de humano (Brandes et al., 2000). Derivado de estos estudios se ha 

planteado que el efecto modulatorio de la histamina en la proliferación celular, 

podría deberse a que esta amina afecta la actividad de CYP450 y produce un 

desbalance en la concentración de sus ligandos endógenos; ya que se ha 

observado que la histamina puede competir con otras aminas biogénicas, como la 

espermina y espermidina por la unión con CYP450, y con otros compuestos, como 

la testosterona, androstenediona, progesterona, α y β estradiol, entre muchos más 

(Brandes et al., 1998; LaBella et al., 2002). 

 
 



 

 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

4. Planteamiento del problema 

A pesar de que los estudios de diferencia espectral demuestran la interacción de 

la histamina con CYP450 (Brandes et al., 1990; 1992; 1997, 1998, 2000; Labella et 

al., 2000; 2002), aún no existen evidencias acerca del efecto que podría tener la 

histamina en los perfiles de expresión de distintas isoformas de CYP450. Como ya 

se ha comentado anteriormente, en diversos estudios realizados en humanos y 

con modelos animales se ha observado que una infección o un estímulo 

inflamatorio pueden producir alteraciones en la expresión de algunas isoformas de 

CYP450, en tejidos como el hígado u otros órganos como pulmón, bazo y gónadas 

(Aitken et al., 2006); pero hasta el momento no se ha caracterizado que la 

histamina sea uno de los causantes de esos efectos. En el presente estudio se 

hizo la suposición de que la histamina podría interactuar diferencialmente con 

CYP450 y nos propusimos estudiar de manera particular el efecto de la histamina 

en la expresión de isoformas de CYP450 involucradas en procesos de toxicidad y 

carcinogénesis química como CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1 y CYP2E1, las cuales 

ya se habían encontrado inducidas en modelos de inflamación/infección en ratas 

(Montero et al., 2003). 
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5. Hipótesis 

La histamina podría participar en la regulación de la expresión de algunas 

isoformas de CYP450 relevantes para el metabolismo de tóxicos, en hígado de 

rata. 

6. Objetivos 

General 

Determinar si distintas dosis de histamina pueden afectar la expresión en hígado 

de rata, de isoformas de citocromo P450 importantes en el metabolismo de 

xenobióticos. 

Particulares 

a) Determinar en un modelo de rata in vivo, el efecto de una serie de 

concentraciones de histamine administradas intraperitonealmente, sobre 

los niveles de CYP450 hepáticos. 

b) Determinar niveles de CYP450 totales. 

c) Determinar niveles de RNA mensajero de CYP1A1 y CYP2E1 

d) Determinar niveles de proteína CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP2E1. 

e) Determinar la actividad enzimática de CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP2E1. 

f) Determinar si la histamina es un sustrato endógeno de CYP450. 
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8. Material y Métodos 

8.1 Reactivos 

Histamina (HA), NADPH, etoxirresorufina (ER), metoxirresorufina (MR), 

pentoxirresorufina (PR), resorufina, ciclohexanol (CH), dimetil sulfóxido (DMSO), 

ditionita de sodio (Na2S2O4), 4-nitrofenol, 4-nitrocatecol, N-nitrosodimetilamina 

(NDMA), benzo(a)pireno (B(a)P), EDTA, DTT, Triton X-100, 3,3-diaminobenzidina 

y segundo anticuerpo (IgG) de cabra, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. 

(Saint Louis, MO). Anticuerpos policlonales, elaborados en cabra para CYP1A1/2, 

CYP2B1/2 y CYP2E1 de rata y microsomas obtenidos de sistemas de sobre-

expresión en células de insecto infectadas con Baculovirus (supersomas®) de 

CYP1A1 y CYP2E1 de rata, fueron obtenidas de BD-Gentest (Woburn, MA, USA). 

8.2 Tratamientos 

Ratas Wistar macho de entre 260 y 315 g de peso corporal, se mantuvieron en 

cajas de polipropileno, en ciclos de 12 h luz/sombra y con alimento ad libitum. Se 

organizaron grupos de cinco animales, tres de los cuales fueron sometidos a un 

tratamiento agudo con dosis de 50, 100 y 1000 mg de histamina por Kg de peso 

corporal, respectivamente (mg/Kg), por inyección intraperitoneal, en una sola dosis 

por día, durante 3 días; un cuarto grupo, utilizado como control, se trató con el 

vehículo (NaCl 10% i.p.). Para estudios de cinética enzimática con microsomas 

hepáticos, un grupo de 5 animales fue tratado con 2.5% (v/v) de ciclohexanol (CH) 

en agua de beber por 4 días, para inducir CYP2E1 en hígado (Escobar-Garcia et 

al., 2001) y un segundo grupo se trató intraperitonealmente con benzo(a)pireno 

(B(a)P), disuelto en aceite de maíz (10 mg/kg de peso corporal), durante 3 días 

para inducir CYP1A1 (Badary et al., 2003). En todos los tratamientos, los animales 

se sacrificaron por dislocación cervical. 
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8.3 Inducción de CYP450 por histamina 

8.3.1 Preparación de microsomas 

La fracción S9 fue preparada de acuerdo con el procedimiento descrito por Maron 

y Ames (1983). Al realizar la extracción del hígado y considerar su peso en fresco, 

cada órgano por individuo fue homogenizado y centrifugado a 9,000 g durante 10 

min, a 4°C, en una solución de KCl 0.15 M (3 ml/g de peso de hígado), se 

recuperó el sobrenadante (fracción S9). 10 ml de S9 fueron centrifugados a 

100,000 g por 60 min, a 4°C, posteriormente el botón se resuspendió en 10 ml de 

amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M (pH 7.4), 0.25 M de sacarosa (Graham 

y Higgins 1993) y se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones. Finalmente 

los microsomas (fracciones de membrana de retículo endoplásmico) se 

resuspendieron en 3 ml de amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M (pH 7.4), 

EDTA 1 mM, DTT 0.1 mM, y 20% de glicerol (v/v). La concentración de proteínas 

microsomales se determinó espectrofotométricamente a 595 nm, de acuerdo con 

el método de Bradford (Bradford 1976). 

8.3.2 Determinación de CYP450 totales 

La cuantificación de CYP450 totales se realizó de acuerdo con el método descrito 

por Omura y Sato (1964). Se utilizó 1 mg de proteína microsomal por ml de 

amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M  (pH 7.4), EDTA 1.0 mM, 20% de 

glicerol (v/v) y 0.4 % de Tritón X-100 (v/v). Las muestras fueron procesadas de la 

siguiente manera: 2 mg de proteína microsomal fueron divididas en partes iguales 

en dos tubos, con las que se recorrió una línea base de 400 a 500 nm; una de las 

muestras fue saturada con monóxido de carbono (CO) (1 burbuja/seg) durante 1 

min, y posteriormente ambas fueron reducidas con una pizca de ditionita de sodio 

(Na2S2O4); con ambas muestras se obtuvo la diferencia de espectro de CYP450, 

en un espectrofotómetro de doble haz, marca Camspec M350. Para el cálculo del 

contenido de CYP450 totales, se utilizó el coeficiente de extinción molar 91 mM-1 

cm-1 (Omura and Sato 1964). 
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8.3.3 Obtención de RNA total 

Para la obtención de RNA total, dos gramos de tejido fueron almacenados en 

nitrógeno líquido (~195°C). Muestras de 100 a 200 mg fueron homogenizadas en 

un 1 ml de TRIzol® y centrifugadas a 12,000 g durante 10 min, una vez que el 

material insoluble fue removido, se agregaron 200 μl de cloroformo, las muestras 

se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12,000 g, 

durante 15 min a 4°C. A la fase acuosa resultante se le agregaron 500 μl de 

alcohol isopropílico para precipitar el RNA a 12,000 g (10 min, 4°C); el botón 

obtenido (RNA) fue resuspendido en un 1 ml de etanol al 75% (v/v, agua libre de 

nucleasas) y se centrifugó de nuevo a 7,500 g durante 5 min a 4°C, 

posteriormente el etanol fue retirado y se dejó secar el botón, para finalmente 

resuspenderlo en 30 μl de agua libre de nucleasas. Se verificó la integridad de 

RNA total al observar la presencia de subunidades ribosomales 28s y 18s en gel 

de agarosa y la concentración se determinó espectrofotométricamente a 260 nm, 

la pureza se obtuvo a partir del cociente entre los valores de absorbencia a 260 y 

280 nm (A260/A280). Todas las muestras se ajustaron a una concentración final de 

100 μg/μl y se almacenaron en alícuotas de 50 μl a 4°C (Chomczynski y Sacchi, 

1987; Chomczynski, 1993). 

8.3.4 Transcripción reversa-PCR 

Para convertir RNAm total en DNA complementario (cDNA), se utilizaron 500 ng 

de Oligo dT12-18, 500 ng de RNA total, 0.1 mM de mezcla de dNTPs (2’-

desoxinucleósidos 5’-trifosfato; dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y agua libre de 

nucleasas en un volumen de 18 μl. Las muestras fueron calentadas a 65°C 

durante 5 min, posteriormente se agregaron 4 μl de amortiguador 5X first-strand 

(Tris-HCl 250 mM, pH 8.3, KCl 375 mM, MgCl2 15 mM) y 2 μl de DTT 0.1 M y se 

incubó a 37°C por dos min en un volumen de 22 μl, finalmente se agregaron 200 

unidades (U) de enzima M-MLV transcriptasa reversa (Kotewicz et al., 1985), 

obteniéndose un volumen final de 25 μl. Las muestras se incubaron a 37°C, 
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durante 50 min y se detuvo la reacción al calentar a 70°C durante 15 min; el 

producto final de la reacción es el cDNA. 

8.3.5 Amplificación de CYP1A1 y CYP2E1 por PCR 

Para la amplificación de CYP1A1 y CYP2E1 se utilizaron 250 ng de cDNA 

(obtenido de las reacciones de la transcripción reversa), en amortiguador de Tris-

HCl 0.5 M pH 8.3, ficoll 5% (p/v), albúmina sérica bovina 0.25% (p/v), 1 mM de rojo 

de cresol, 1 mM MgCl2. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: se 

utlizaron 500 nM de oligonucleótidos para amplificar un fragmento de las 

secuencias de CYP1A1 (Morris y Dávila, 1996) y CYP2E1 (Lindros et al., 1997; 

Sidorova et al., 2005), y 250 nM para ciclofilina (Cavicchioli et al., 1991; Morris y 

Dávila, 1996) (Tabla I); 2 U de Taq-DNA polimerasa y 0.1 mM de mezcla de 

dNTPs, en un volumen final de 25 μl por reacción. Las reacciones de PCR se 

llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler® gradient 5331 (Eppendorf) e 

iniciaron con un primer paso de 94°C por 2 min, y ciclos de 94°C de temperatura 

de desnaturalización por 30 s, 54°C de temperatura de alineación por 1 min, 72°C 

de temperatura de extensión por 1 min y un paso final de 2 min a 72°C. El número 

de ciclos óptimo de amplificación de CYP1A1 fue de 29 y de 25 para CYP2E1, la 

región dinámica de amplificación se ubicó entre 26 y 32 para CYP1A1, de 20 a 28 

para CYP2E1 y de 20 a 32 para ciclofilina. La ciclofilina se utilizó como control de 

expresión (gen de mantenimiento). Debido a que las isoformas CYP1A2 y 

CYP2B1 no presentaron alteraciones en su actividad y niveles de proteína, por 

efecto de la histamina; en el presente estudio no se determinaros sus niveles de 

RNAm. 

CYP1A1
CYP2E1

Ciclofilina

Sentido Antisentido Tamaño del productoOligonucleótido

5´-CTGGTTCTGGATACCCAGCTG-3´ 5´-CCTAGGGTTGGTTACCAGG-3´ 331

5´-CTCCTCGTCATATCCATCTG-3´ 5´-GCAGCCAATCAGAAATGTGG-3´ 473

5´-CTTCGACATCACGGCTGATGG-3´ 5´-CAGGACCTGTATGCTTCAGG-3´ 265

Secuencias de oligonucleótidos usados para RT-PCR

CYP1A1
CYP2E1

Ciclofilina

Sentido Antisentido Tamaño del productoOligonucleótido

5´-CTGGTTCTGGATACCCAGCTG-3´ 5´-CCTAGGGTTGGTTACCAGG-3´ 331

5´-CTCCTCGTCATATCCATCTG-3´ 5´-GCAGCCAATCAGAAATGTGG-3´ 473

5´-CTTCGACATCACGGCTGATGG-3´ 5´-CAGGACCTGTATGCTTCAGG-3´ 265

Tabla I
Secuencias de oligonucleótidos usados para RT-PCR
Tabla I
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Para determinar la cantidad relativa de cDNA amplificado, se realizaron 

electroforesis en gel de agarosa al 3% (p/v) en amortiguador Tris 40 mM, EDTA 

0.5 M, ácido acético 0.11 % (v/v), pH 8.0 (TAE); posteriormente se realizó una 

tinción con bromuro de etidio 0.005 % (v/v TAE) y se utilizó un marcador de DNA 

de 50 pares de bases. Las imágenes de geles se tomaron con una cámara Kodak 

DC 120 y el análisis de bandas se realizó con el software 1D Image Analysis 

(Kodak Digital Science). La intensidad de las bandas es expresada en unidades 

relativas (obtenidas de dividir la intensidad de las bandas de CYP1A1 y CYP2E1 

entre los valores de intensidad de la amplificación del gen de mantenimiento 

celular ciclofilina). 

8.3.6 Actividad catalítica de CYP1A1, CYP1A2 y CYP2B1 

La actividad de CYP1A1, CYP1A2 y CYP2B1 se realizó de acuerdo con los 

métodos descritos por Burke et al., (1985). Las actividades de cada enzima se 

determinaron fluorométricamente a partir de la o-desalquilación de etoxirresorufina 

(1 μM), metoxirresorufina (5 μM) y pentoxirresorufina (5 μM) respectivamente. 

Cada reacción se realizó con amortiguador Tris-HCl 50 mM, MgCl2 25 mM (pH 

7.6), 500 μM de NADPH y el sustrato respectivo, las muestras fueron incubadas a 

37ºC durante 3 min, posteriormente se agregaron 200 μg de proteína 

microsomal/ml para iniciar la reacción; se siguió la formación de resorufina durante 

3 min, cada 15 seg, en un fluorómetro Versa Fluor TM de Bio-Rad, utilizando las 

longitudes de onda de 520 nm de excitación y 585 nm de emisión. La actividad 

correspondiente a cada enzima fue estimada a partir de una curva estándar de 

concentraciones conocidas del producto resorufina (5-50 pmoles/ml). 

8.3.8 Actividad de CYP2E1 

La actividad de CYP2E1 se determinó al medir espectrofotométricamente la 

formación de 4-nitrocatecol, a partir de la hidroxilación de 4-nitrofenol (Reinke and 

Moyer 1985). 2 mg de proteína microsomal fueron diluidos en amortiguador de 

TRIS-HCl 0.5 M, MgCl2 0.25 M, con 4-nitrofenol 0.25 mM (pH 7.6) e incubados a 
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37°C, durante 5 min; posteriormente se inició la reacción al agregar 500 μM de 

NADPH e incubar a 37°C por 10 min. Las reacciones fueron detenidas al agregar 

0.5 ml de 0.6 N de ácido perclórico, se retiró el excedente de proteína por 

centrifugación a 9000 g durante 10 min; 1 ml de sobrenadante se mezcló con 0.1 

ml de 10 N de NaOH y finalmente la cantidad de 4-nitrocatecol formado se obtuvo 

a 510 nm en un espectrofotómetro de doble haz luminoso, Camspec M350. La 

actividad específica de CYP2E1 se calculó a partir de curvas estándar de 4-

nitrocatecol (5-50 nmol/ml). 

8.3.9 Electroforesis y análisis densitométrico de proteínas 

En la detección inmunoespecífica de CYP1A1/2, CYP2B1/2 y CYP2E1 (Western 

blot), se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 7.5 % (SDS-

PAGE), con 5 μg (CYP1A1/2, CYP2B1/2) y 0.05 μg (CYP2E1) de proteína 

microsomal; posteriormente se transfirió a membranas de nitrocelulosa de 

0.45mm, y se bloquearon con leche descremada al 5% en amortiguador de 

fosfatos-cloruro de sodio (PBS) durante una noche, a una temperatura de 4°C 

(Guengerich et al., 1982). Las membranas fueron incubadas con anticuerpos 

primarios anti CYP1A1/2, CYP2B1/2 o CYP2E1 por separado durante 1 h a 

temperatura ambiente y posteriormente, con un segundo anticuerpo anti-IgG 

biotinilado y estreptavidina conjugada con peroxidasa. El revelado de las bandas 

de proteína se obtuvo al agregar 3´3-diaminobencidina (0.05% p/v) y peróxido de 

hidrógeno (0.002% v/v). Las imágenes correspondientes fueron tomadas y 

procesadas con un BioRad Fluor-S Max MultiImager y analizadas con el software 

Quantity One 1-D version 4.4.1 (Bio-Rad); la intensidad de las bandas detectadas 

para cada isoforma se expresó en unidades de densidad óptica relativas, 

obtenidas a partir del cociente de la intensidad neta, entre la intensidad de 

controles de carga respectivos (5 pmoles de CYP450 de supersomas®). 

 
 



 

 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

8.4 Estudios de cinética enzimática 

Los estudios de cinética enzimática para CYP1A1 y CYP2E1 se realizaron con 

microsomas hepáticos inducidos para estas enzimas con benzo(a)pireno y 

ciclohexanol respectivamente, y con supersomas®. 

8.4.1 inhibición de la actividad de CYP1A1 y CYP2E1 por histamina 

Para determinar si la histamina podía competir con sustratos conocidos de 

CYP1A1 y CYP2E1, se utilizaron diferentes concentraciones de histamina en 

ensayos enzimáticos con microsomas hepáticos y supersomas® (Tabla II). Se 

obtuvieron los valores de las concentraciones inhibitorias al 50% (IC50), utilizando 

el gráfico de Dixon ([histamina] vs 1/velocidad) (Segel, 1975) a partir de las 

reacciones de o-desalquilación de la etoxirresorufina CYP1A1, la hidroxilación de 

4-nitrofenol y oxidación de N-nitrosodimetilamina (NDMA) por CYP2E1. 

Tabla II 

Concentraciones usadas en la cinética enzimática de CYP1A1 y CYP2E1, en microsomas 
hepáticos de rata y supersomas®. 
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8.4.2 Oxidación de NADPH 

Para establecer si la histamina podía ser metabolizada por CYP1A1 y CYP2E1, se 

utilizó como indicador la oxidación de NADPH, tanto por microsomas hepáticos, 

como por supersomas®. 2.2 mM de histamina y 0.2 mg/ml de microsomas 

inducidos con B(a)P, fueron incubados a 37°C por 3 min en amortiguador TRIS-

HCl 0.5 M, MgCl2 0.25 M (pH 7.6); las reacciones fueron iniciadas al agregar 100 

μM de NADPH, para un volumen final de 1 ml. La oxidación de NADPH se midió 

espectrofotométricamente a 340 nm, en celdas de metacrilato de 1 cm de 

trayectoria óptica, cada 15 s, durante 3 min (Senler et al., 1985). La actividad 

enzimática en términos de oxidación de NADPH, fue calculada considerando su 

coeficiente de extición molar de 6.22 mM-1 cm-1 en 340 nm (Horecker y Kornberg, 

1948). Con los supersomas® de CYP1A1, se usó una concentración de 3.2 mM de 

histamina y un 1 pmol/ml de proteína. La oxidación de NADPH dependiente de 

histamina fue comparada con la dependiente de ER (1μM) por CYP1A1, los 

valores de velocidad de la reacción fueron corregidos a partir de la substracción de 

la oxidación de NADPH independiente de sustrato. 

Para CYP2E1 se utilizó 1.2 mM de histamina y 0.2 mg/ml de microsomas 

inducidos con CH, o 25 pmoles/ml de supersomas® de CYP2E1; las muestras 

fueron procesadas de manera similar a lo ya descrito para CYP1A1, excepto que 

la oxidación de NADPH se midió flurométricamente a longitudes de 340 nm de 

excitación y 460 nm de emisión en un fluorómetro marca Versa-Fluor Bio-Rad. La 

oxidación de NADPH dependiente de histamina fue comparada con la observada 

para N-nitrosodimetilamina (NDMA) (2 mM), y corregidas con los valores de 

oxidación de NADPH inespecífica, en ausencia de sustrato (Horecker y Kornberg, 

1948). La actividad específica se obtuvo al considerar curvas estándar de NADPH 

(12.5 -200 nmol/ml). 

8.4.3 Oxidación de NADPH dependiente de la concentración de histamina 

Distintas concentraciones de histamina fueron utilizadas para determinar oxidación 

de NADPH en supersomas® de CYP2E1 (Tabla II). 25 pmoles/ml de proteína 
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diluidos en amortiguador TRIS 0.5 M, MgCl2 0.25 M (pH 7.6) e histamina, fueron 

incubados a 37 ºC durante 3 min, posteriormente las reacciones se iniciaron al 

agregar 100 μM NADPH para obtener un volumen final de 2 ml. La oxidación de 

NADPH se midió fluorométricamente a 340 nm de excitación y 460 nm de emisión. 

Los parámetros cinéticos Km y Vmax se obtuvieron del análisis de regresión no 

lineal a partir de datos experimentales, utilizando la ecuación de Michaelis-Menten 

en el software Origin versión 5. En el análisis cinético también se incluyó la 

presentación de los datos experimentales en el gráfico de Lineweaver-Burk (Segel, 

1975). 

8.4.4 Cinética de inhibición de CYP1A1 por histamina 

Para determinar el tipo de inhibición producida por histamina en la actividad de 

CYP1A1, se realizaron diversos ensayos de velocidad inicial con microsomas 

hepáticos de ratas tratadas con B(a)P y con supersomas® de CYP1A1 (Tabla II). 

En la o-desalquilación de etoxirresorufina a resorufina, se determinó que CYP1A1 

presentó para ambos sistemas una cinética enzimática de tipo Michaelis-Menten. 

La Inhibición de la formación de resorufina por histamina, se midió 

fluorométricamente a las longitudes de onda de 520 nm de excitación y 585 nm de 

emisión (Burke et al., 1994). Los parámetros cinéticos Km, Vmax, Ki y α se 

obtuvieron a partir del análisis de regresión no lineal, con datos experimentales y 

utilizando la ecuación de inhibición mixta de Michaelis-Menten con el software 

Origin versión 5. Los datos de inhibición también son presentados para su análisis 

en gráficos de Lineweaver-Burk y Hanes (Segel, 1975). 

8.4.5 Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos son expresados 

como promedio ± desviación estándar. Las comparaciones por grupo fueron 

analizadas mediante la prueba t de student con valores de P < 0.05. 
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9. Resultados 

9.1 Inducción de CYP450 totales por histamina 

El objetivo del presente trabajo fue el de estudiar la posible regulación de la 

histamina sobre isoformas de CYP450 importantes en el metabolismo de 

xenobióticos, las cuales ya se han observado inducidas en procesos inflamatorios 

(Montero et al. 2003; Tindberg et al. 1996). El tratamiento agudo con 50, 100 y 

1000 mg de histamina, por kilogramo de peso corporal (mg/Kg), produjo 

incrementos en los niveles de CYP450 totales de microsomas hepáticos de rata 

(Figura 14). Los máximos niveles de inducción se alcanzaron en las dosis de 100 y 

1000 mg/Kg de histamina y no se observaron incrementos en las ratas tratadas 

con 50 mg/Kg de histamina, en relación con las ratas del grupo control (vehículo 

NaCl 10% i.p). 
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Figura 14. En los tratamientos con las dosis de 100 y 1000 mg/Kg, la histamina produjo un 
incremento de 2.5 veces por encima de los niveles basales de CYP450 totales de microsomas 
hepáticos de rata; en cambio las ratas tratadas con la dosis de 50 mg/Kg no presentaron cambios, 
en comparación con el grupo control. * indica que es significativamente diferente (P < 0.05). 
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9.2 CYP1A1 

La histamina también produjo incrementos significativos en los niveles de RNAm 

(Figura 15) y de la proteína del CYP1A1 hepático (Figura 16). En contraste, la 

actividad de la enzima sólo se incrementó con las dosis de 100 y 1000 mg/Kg de 

histamina (Figura 17). CYP1A1 es una de las isoformas de CYP450 que presenta 

variabilidad interindividual en distintos mamíferos; en humanos se expresa 

principalmente en pulmón, y en hígado sólo se ha observado incrementada 

cuando existe exposición a PAH´s. En ninguno de los parámetros evaluados sobre 

la expresión de CYP1A1 se observó un efecto dependiente de la concentración de 

la histamina y en los niveles de RNAm y actvidad enzimática los incrementos 

máximos se registraron en las dosis de 100 y 1000 mg/Kg (Figuras 15, 16, 17); 

aunque la diferencia entre ambas dosis fue de un orden de magnitud, el efecto 

producido sobre CYP1A1 no fue significativamente diferente, lo que indica que la 

histamina al inducir a CYP1A1 alcanza niveles de saturación mas allá de la dosis 

de 100 mg/Kg (Figuras 15, 16, 17 ). 
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Figura 15. La histamina produjo incrementos de 1.14, 1.5 y 1.4 veces mayores que los niveles de 
expresión basal de CYP1A1 en hígado de rata, con las dosis de 50, 100 y 1000 mg/Kg de 
histamina. En la figura se aprecian las unidades de densidad óptica (U.D.O.) relativas, los cuales 
se obtuvieron al tomar como referencia las U.D.O. de ciclofilina como control de expresión a partir 
de las imágenes en gel de agarosa de los productos de la amplificación por PCR de DNA 
complementario de CYP1A1 y ciclofilina, obtenidas de RNA mensajero. En la parte inferior de la 
figura se presenta una imagén representativa. * indica que es estadísticamente diferente (P< 0.05). 
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Figura 16. La histamina incrementó los niveles de proteína de CYP1A1. En la figura se presentan 
las U.D.O. relativas que señalan las diferencias en niveles de proteína de CYP1A1 con los distintos 
tratamientos. En anticuerpo usado contra CYP1A1 presenta reactividad con la isoforma CYP1A2, 
lo cual puede distinguirse por las diferencias en movilidad en el inmunoblot. Las bandas superiores 
corresponden a CYP1A1 (59.4 kD) y las inferiores a CYP1A2 (59.3 kD). 
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Figura 17. A diferencia de la expresión y niveles de proteína, la histamina incrementó la actividad 
de CYP1A1 sólo en las dosis de 100 y 1000 mg/Kg. 
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9.3 CYP2E1 

A diferencia de CYP1A1, CYP2E1 no presentó variaciones significativas en sus 

niveles de expresión por efecto de la histamina (Figura 18). En contraste, la 

histamina indujo 1.2 veces los niveles de proteína de CYP2E1 en hígado de rata 

(Figura 19) y no se observó un efecto por la dosis de histamina, pues el 

incremento en los niveles de proteína fue igual en todas las dosis. Con respecto a 

la actividad, el CYP2E1 presentó su máxima inducción (2.5 veces) en la dosis de 

50 mg/Kg; en las dosis de 100 y 1000 mg/Kg de histamina se observaron 

incrementos de 1.4 y 1.2 veces, respectivamente (Figura 20). CYP2E1 es una 

isoforma que se expresa constitutivamente en hígado de rata, pero puede ser 

inducible por etanol, acetona y compuestos orgánicos volátiles (VOC). 
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Figura 18. CYP2E1 no presentó variaciones en sus niveles de expresión por efecto de la 
histamina. En el gráfico se presentan las unidades de densidad óptica (U.D.O.) de CYP2E1 
obtenidas a partir de considerar la expresión de la ciclofilina, como control de expresión. También 
se presenta la imagen de un gel representativo, en el que se observan las bandas 
correspondientes a CYP2E1 y ciclofilina. 
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Figura 19. La histamina indujo 1.2 veces la cantidad de proteína CYP2E1 en todos los 
tratamientos. En el gráfico se presentan las unidades de densidad óptica (U.D.O.) obtenidos a 
partir del cociente entre las bandas correspondientes a proteínas microsomales de hígado de rata 
(56.6 kD) entre las U.D.O. de bandas correspondientes a cantidades conocidas de CYP450 de 
supersomas® (no presentadas). * Indica que es estadísticamente diferente (P < 0.05). 
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Figura 20. La histamina incrementó la actividad de CYPE1 en 2.5, 1.4 y 1.2 veces, 
respectivamente. La actividad se obtuvo a partir de la formación de 4-nitrocatecol. 
*Estadísticamente diferente (P < 0.05). 

En contraste, CYP1A2 y CYP2B1 no presentaron variaciones en sus niveles de 

proteína, por efecto de la histamina (Figuras 21 y 22). Resultados similares se 

observaron con la actividad enzimática, aunque en el caso específico de CYP2B1 

se observó una disminución no significativa en su actividad (Figura 22). 
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Figura 21. CYP1A2 no presentó variaciones en su actividad y niveles de proteína por efecto de la 
histamina. (Ver imagén de inmunoblot en figura 16). 
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Figura 22. CYP2B1 no presentó variaciones significativas en su actividad por efecto de la 
histamina. Resultados similares se observaron en sus niveles de proteína. En la figura se aprecia la 
imagen de las bandas de CYP2B1 detectadas por inmunoelectrotransferencia, la banda superior 
corresponde a CYP2B2 (55.92 kD) y la inferior a CYP2B1 (55.93 kD). 
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9.2 Estudios de unión y cinética enzimática 

9.2.1 CYP1A1 

Diversos estudios acerca de la inducción de distintas isoformas de CYP450, han 

revelado la existencia de al menos 3 mecanismos diferentes, que incluyen la 

inducción a través de receptores nucleares, estabilización de RNA mensajero y 

estabilización de proteína. En la mayoría de los casos se ha observado que el 

agente inductor actúa al mismo tiempo como sustrato de CYP450 (Nebert 1991). 

Previamente ya se había descrito la interacción de la histamina con CYP450 

(Brandes et al., 1998), sin embargo, aún no se conocía el efecto que podría tener 

en la expresión de estas enzimas. Debido a la inducción de CYP1A1 y CYP2E1 

producida por histamina, un objetivo adicional del presente trabajo fue el de 

determinar el tipo de interacción de la histamina con ambas enzimas, mediante 

estudios de cinética enzimática y de oxidación de NADPH, realizados tanto con 

microsomas hepáticos inducidos para CYP1A1 con benzo(a)pireno (B(a)P) e 

inducidos con ciclohexanol (CH) para CYP2E1, así como con microsomas sobre-

expresados para cada enzima (supersomas®). 

Se determinaron las concentraciones inhibitorias del 50% (IC50) producidas por 

distintas concentraciones de histamina sobre la actividad de CYP1A1, a partir de 

la O-desalquilación de la etoxirresorufina; los valores obtenidos fueron de 2.2 y 3.2 

mM con microsomas (Figura 23) y con supersomas® (Figura 24), respectivamente 

(Tabla III). 

Tabla III. Valores de IC50 obtenidos a partir de la inhibición de la actividad de CYP1A1 y CYP2E1, 
por histamina. 

Microsomas Tipo de reacción Sustrato IC50

Microsomas de hígado de rata, 
inducidos con B(a)P
Supersomas® de CYP1A1

Microsomas de hígado de rata, 
inducidos con CH

O-desalquilación

O-desalquilación

Hidroxilación

Etoxirresorufina

Etoxirresorufina

4-nitrofenol

2.2 mM (± 0.06 )

3.2 mM (± 0.08 )

1.2 mM (± 0.2)

Los valores de IC50 fueron calculados a partir de un gráfico de Dixon (1/velocidad vs [histamina]).

Microsomas Tipo de reacción Sustrato IC50

Microsomas de hígado de rata, 
inducidos con B(a)P
Supersomas® de CYP1A1

Microsomas de hígado de rata, 
inducidos con CH

O-desalquilación

O-desalquilación

Hidroxilación

Etoxirresorufina

Etoxirresorufina

4-nitrofenol

2.2 mM (± 0.06 )

3.2 mM (± 0.08 )

1.2 mM (± 0.2)

Los valores de IC50 fueron calculados a partir de un gráfico de Dixon (1/velocidad vs [histamina]).  
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IC50 por histamina en microsomas hepáticos de rata y 
supersomas® de CYP1A1 
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Figura 23. Para determinar los valores de concentraciones inhibitorias del 50% (IC50) sobre la 
actividad de CYP1A1 de microsomas hepáticos, se usaron distintas concentraciones de histamina 
(Tabla II). a) Curva de inhibición de la actividad de CYP1A1 en la o-desalquilación de 
etoxirresorufina. b) Gráfico de Dixon (1/velocidad vs [histamina]) a partir del cual se obtuvo el valor 
de IC50. 
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Figura 24. a) Curva de inhibición de la actividad de CYP1A1 en supersomas®. b) Gráfico de Dixon, 
a partir del cual se obtuvo el valor de IC50 en supersomas®. Se usaron las mismas concentraciones 
de histamina que se usaron con microsomas hepáticos. 
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La actividad de CYP450 depende de la transferencia de electrones por la enzima 

NADPH-CYP450 reductasa (Figura 7 y 8), en donde el NADPH es oxidado a su 

forma NADP+ al ceder los electrones. Las concentraciones obtenidas de los 

valores de IC50 se utilizaron para determinar oxidación de NADPH dependiente de 

CYP450 en presencia de histamina, con el fin de determinar si esta amina es un 

sustrato de CYP1A1. Sin embargo, la histamina no favoreció la oxidación de 

NADPH, lo que indica que la histamina no es metabolizada por CYP1A1 (Figura 

25a y b). 

Oxidación de NADPH dependiente de microsomas 
hepáticos de rata y supersomas® de CYP1A1, en 

presencia de histamina 
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Figura 25. Para determinar si la histamina es un sustrato de CYP1A1, se utilizó como indicador de 
actividad a la oxidación de NADPH en presencia de histamina 2.2 mM y 3.2 mM, con microsomas y 
supersomas® respectivamente. a) Oxidación de NADPH de microsomas hepáticos de rata, 
inducidos para CYP1A1 con B(a)P. b) Oxidación de NADPH de supersomas® de CYP1A1. En 
ambas gráficas se observa la oxidación de NADPH dependiente de etoxirresorfina (ER) como 
control de la actividad de CYP1A1. Adicionalmente se consideró la oxidación de NADPH 
espontánea, en presencia del solvente utilizado para histamina (Tris HCl, 50 mM, pH 7.6) y 
etoxirresorufina (DMSO). 

Al determinar que la histamina no es un sustrato de CYP1A1, el siguiente paso fue 

caracterizar el tipo de inhibición que produce en la actividad de la enzima. 

Utilizando la o-desalquilación de la etoxirresorufina, en la que CYP1A1 cataliza la 

producción de resorufina, se obtuvo el modelo cinético de CYP1A1 en microsomas 

hepáticos de rata y supersomas®; en ambos casos se observó que CYP1A1 

presenta una cinética del tipo Michaelis-Menten (Figura 26 y 27). Los parámetros 

cinéticos fueron Km de 0.77 y 0.35 μM con microsomas y supersomas®, 

respectivamente y valores de Vmax de 0.011 μmoles/min/mg de proteína y 0.02 

μmoles/min/pmol de CYP450, respectivamente. 
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Cinética de CYP1A1 (o-desalquilación de 
etoxirresorufina) de microsomas hepáticos de rata 
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Figura 26. CYP1A1 presenta una cinética de tipo Michaelis-Menten en microsomas hepáticos de 
ratas tratadas con B(a)P. El modelo, tal y como se aprecia en el gráfico; alcanza un punto de 
saturación que depende de la cantidad de enzima disponible para asociarse con un sustrato, en 
este caso la etoxirresorufina. El valor de la constante de disociación Km fue de 0.77 μM y de 
velocidad máxima Vmax 0.011 μmoles/min/mg de proteína. En la gráfica los puntos (□) 
corresponden al promedio de datos experimentales, con sus desviaciones estándar 
correspondientes. La línea corresponde al ajuste obtenido del análisis no lineal con el software 
Origin versión 5. 
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Cinética de CYP1A1 en supersomas®
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Figura 27. De manera similar a lo observado con microsomas hepáticos, CYP1A1 presenta una 
cinética de tipo Michaelis-Menten en supersomas®. Los parámetros obtenidos fueron Km 0.35 μM y 
Vmax 0.02 μmoles/min/pmol de CYP450. En el gráfico se presentan los promedios de datos 
experimentales (□) y sus desviaciones estándar correspondientes, la línea corresponde al ajuste 
realizado con el modelo no lineal de la ecuación de Michaelis-Menten. 
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En concentraciones mayores a 12.5 mM de histamina, la actividad de CYP1A1 fue 

totalmente inhibida, ya que se produjeron incrementos en el pH de la solución. En 

microsomas hepáticos, así como con supersomas® de CYP1A1, la histamina 

actuó como un inhibidor de tipo mixto, los valores de Ki y α fueron de 1.6 mM y 7 

con microsomas y 3.4 mM y 4 en supersomas® (Figura 28a,b y 29a y b). El valor 

de α indica que la unión de la histamina con la enzima produce un incremento de 7 

y 4 veces en la Km por el sustrato, esto es, que la afinidad por el sustrato 

disminuye en 7 y 4 veces. Para ambos sistemas microsomales, la histamina 

presentó el mismo mecanismo de inhibición, y sugiere que la histamina afecta la 

transformación de la etoxirresorufina a resorufina por CYP1A1, confirmando que la 

histamina no es sustrato de CYP1A1, ya que en un mecanismo de inhibición mixta 

el inhibidor se une a un sitio en la enzima que involucra sólo parcialmente al sitio 

activo. 
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Cinética de inhibición de CYP1A1 por histamina 
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b) 

Figura 28. a) Análisis no lineal (Software Origin versión 5) obtenido a partir de datos 
experimentales de cinética enzimática de CYP1A1 en microsomas hepáticos de rata, para un 
modelo de inhibición mixta producido por la histamina. b) Gráfico de Hanes (etoxirresorufina 
μM/velocidad vs etoxirresorufina μM). La intersección de las líneas en el tercer cuadrante del plano 
confirma que el tipo de inhibición producida por histamina en la actividad de CYP1A1, es mixta. 
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Figura 29. a) Modelo no lineal de la inhibición producida por histamina en la actividad de CYP1A1 
de supersomas® obtenido con datos experimentales (Software Origin versión 5). b) Gráfico de 
Lineweaver-Burk (1/velocidad vs 1/etoxirresorufina μM). La intersección de las líneas en el 
segundo cuadrante, confirma que el tipo de inhibición producida por histamina en la actividad de 
CYP1A1, también es mixta. 
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Tabla IV. Tipo de cinética enzimática de CYP1A1 en microsomas hepáticos de ratas (inducidos con 
B(a)P) y supersomas®, y valores de los parámetros cinéticos obtenidos de datos experimentales. 
Adicionalmente se presenta el tipo de inhibición producida por histamina en ambos sistemas, las 
constantes de inhibición y las ecuaciones que representan cada modelo. 

SISTEMA MICROSOMAL
MODELO CINÉTICO

TIPO DE INHIBICIÓN PRODUCIDO 
POR HISTAMINA

Microsomas de hígado de rata, 
inducidos con B(a)P

Supersomas® de CYP1A1

Michaelis-Menten Mixta

Mixta

V  =

Km 0.77 μM

Michaelis-Menten

PARÁMETROS CINÉTICOS

Vmax 0.011 μmoles/min/mg
de proteína

Km 0.35 μM

Vmax 0.02 μmoles/min/pmol
de CYP450

Ki 1.6 mM

α 7

Ki 3.4 mM

α 4

Ecuación
Vmax * [S]

Km + [S]

V  =
Vmax * [S]

Ki
1 +

[I]

α Ki
1 +

[I]
Km + [S]

Km :   constante de disociación 

Vmax : velocidad máxima

Ki :     constante de inhibición

[S]:      concentración de sustrato

[I]:       concentración de inhibidor

V  :       velocidad

α:      factor que modifica el valor Km, 
cuando el inhibidor se une a la enzima

Nota: el valor de α, para una inhibición 
mixta es mayor a 1

SISTEMA MICROSOMAL
MODELO CINÉTICO

TIPO DE INHIBICIÓN PRODUCIDO 
POR HISTAMINA

Microsomas de hígado de rata, 
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V  =

Km 0.77 μM
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PARÁMETROS CINÉTICOS

Vmax 0.011 μmoles/min/mg
de proteína

Km 0.35 μM

Vmax 0.02 μmoles/min/pmol
de CYP450

Ki 1.6 mM

α 7

Ki 3.4 mM

α 4

Ecuación
Vmax * [S]

Km + [S]

V  =
Vmax * [S]

Ki
1 +

[I]

α Ki
1 +

[I]
Km + [S]

Km :   constante de disociación 

Vmax : velocidad máxima

Ki :     constante de inhibición

[S]:      concentración de sustrato

[I]:       concentración de inhibidor

V  :       velocidad

α:      factor que modifica el valor Km, 
cuando el inhibidor se une a la enzima

Nota: el valor de α, para una inhibición 
mixta es mayor a 1  

La inhibición de la actividad de CYP1A1 por histamina es reversible y no afecta los 

niveles de holoproteína (proteína activa). Para determinar le reversibilidad en la 

inhibición, se utilizó la concentración de 12.5 mM de histamina, ya que 

previamente se había determinado que concentraciones mayores producían 
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cambios significativos en el pH de la solución (datos no presentados). En esta 

concentración la histamina inhibió en un 86% la actividad de CYP1A1 microsomal, 

posteriormente, después de centrifugar a 9000 g y reactivar la reacción, al 

resuspender los microsomas en amortiguador de Tris-HCl 50 mM, MgCl2 25 mM, 

pH 7.6, agregar NADPH (500 μM) y etoxirresorufina (1 μM); el CYP1A1 recuperó 

su actividad en 79% (Figuras 30 y 31). 

Utilizando la misma concentración de histamina, también se determinó que no se 

afectan los niveles de proteína activa de CYP450 (microsomas hepáticos de rata, 

inducidos con B(a)P). El método que se utilizó, fue el anteriormente descrito por 

Omura y Sato (1964): un mg de proteína microsomal/ml de solución se burbujeó 

con CO (monóxido de carbono) en ausencia y presencia de histamina (12.5 mM). 

La diferencia de espectro obtenida de las mediciones entre 400 y 500 nm, no 

mostró diferencias en el espectro de absorción de CYP450, y los niveles de 

CYP450 totales y la fracción de P420 (especies de CYP450 parcialmente 

desplegadas que presentan un máximo de absorción a 420 nm) fueron muy 

similares (Figura 31). 
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Figura 30. a) La histamina inhibió en un 76% la actividad de CYP1A1 en microsomas hepáticos de 
rata. b) Después de centrifugar a 9000 g, la actividad de CYP1A1 se recuperó en un 79%. ER 
etoxirresorufina (5 μM). * Estadísticamente diferente (P < 0.001). 
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b) c) 

Figura 31. La histamina no altera el espectro de absorción de CYP450, ni los niveles de 
holoproteína. a) Espectro de absorción de CYP450 en presencia de CO (línea gruesa) y 12.5 mM 
de histamina-CO (línea delgada). Se observa el pico máximo de absorción a 450 nm, y un pico 
mínimo a 420 nm, que corresponde a especies parcialmente desplegadas de CYP450. b) Niveles 
de CYP450 totales. c) Niveles de P420 totales. 
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9.2.2 CYP2E1 

Al estudiar CYP2E1, la histamina compitió con el 4-nitrofenol, un sustrato clásico 

de CYP2E1, e inhibió su metabolismo (Figura 32). La IC50 fue 1.2 mM (Tabla III); y 

dicha concentración se usó para determinar si la histamina producía oxidación de 

NADPH dependiente de CYP2E1, tanto en microsomas hepáticos de ratas 

tratadas con ciclohexanol (inducidas para CYP2E1), como con supersomas® de 

CYP2E1. En ambos casos, la histamina produjo oxidación de NADPH, lo que 

sugiere que la amina biogénica es un sustrato de esta enzima (Figura 33). Cabe 

mencionar que en el caso de microsomas hepáticos no fue posible diferenciar la 

oxidación de NADPH espontánea (en ausencia de sustrato), de la dependiente de 

N-nitrosodimetilamina (NDMA) e histamina (datos no presentados); lo cual se debe 

a que en microsomas hepáticos de distintos mamíferos, CYP2E1 oxida NADPH en 

ausencia de sustrato. En supersomas® de CYP2E1 al incrementar las 

concentraciones de histamina, se observó que la oxidación de NADPH presenta 

una curva típica Michaelis-Menten, lo que sugiere que la histamina es 

metabolizada por CYP2E1 (Figura 34). Los valores de los parámetros cinéticos 

fueron Km de 2 mM y Vmax de 0.1 nmol/min/pmol de CYP450 en supersomas® de 

CYP2E1. En supersomas®, el sistema se encuentra enriquecido con citocromo b5, 

lo que permite un mejor acoplamiento en la transferencia de electrones desde el 

NADPH hacia CYP2E1 (como aceptor de electrones) por la enzima NADPH-

CYP450 reductasa, y lo hace dependiente de la presencia de un sustrato 

(Guengerich y Johnson, 1997). 
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Figura 32. a) Se muestra la curva de inhibición de la actividad de CYP2E1 en supersomas®. b) 
Gráfico de Dixon, a partir del cual se obtuvo el valor de IC50. 
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Figura 33. La oxidación de NADPH por supersomas® de CYP2E1 en presencia de histamina indica 
que la amina es metabolizada por esta enzima. La oxidación de NADPH por histamina es similar a 
la observada en presencia de N-nitrosodimetilamina (NDMA), un sustrato típico de CYP2E1. En el 
gráfico también se observa que la oxidación espontánea en ausencia de sustrato es nula, lo que 
apoya que la oxidación de NADPH observada sea dependiente de la presencia de un sustrato. 
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Figura 34. a) La oxidación de NADPH por supersomas® de CYP2E1, es dependiente de la 
concentración de histamina y presenta una cinética de tipo Michaelis-Menten. b) Gráfico de 
Lineweaver-Burk (1/velocidad vs 1/histamina mM), las constantes Km de 2 mM y Vmax de 0.1 
nmol/min/pmol de CYP450 se obtuvieron mediante el análisis de datos experimentales en un 
modelo de regresión no lineal (software Origin version 5). 
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10. Discusión 

Diversos estudios han demostrado que la histamina puede regular la proliferación 

celular a través de su interacción con CYP450 (Brandes et al., 1990; Brandes et 

al., 1992; Brandes et al., 1997; Brandes et al., 1998; LaBella et al., 2000; Brandes 

et al., 2000); y se ha propuesto que dicha interacción modula la actividad catalítica 

de estas enzimas, afectando los niveles homeostáticos de endobióticos que 

regulan la expresión de genes y el crecimiento celular, incluyendo a los mismos 

genes de CYP450 (Brandes et al., 1997). En el presente estudio, la inyección 

intraperitoneal de histamina incrementó los niveles hepáticos de CYP1A1 y 

CYP2E1 en rata; los estudios realizados in vitro demuestran que la histamina 

interacciona con ambas enzimas, de manera similar a como ya se ha reportado 

para algunas isoformas humanas y CYP450 totales (Brandes et al., 1990; Brandes 

et al., 1992; Brandes et al., 1997; Brandes et al., 1998; LaBella et al., 2000; 

Brandes et al., 2000), lo que demuestra que la histamina es un ligando endógeno 

para CYP450. La inducción de CYP1A1 es de relevancia toxicológica, debido a 

que esta enzima participa en la activación metabólica de una gran variedad de 

carcinógenos químicos como el benzo(a)pireno y el dimetilbenzo(a)antraceno 

(Lewis et al., 2001), los cuales están ampliamente relacionados con la generación 

de daño genotóxico y cáncer pulmonar en humanos. A nivel endógeno, CYP1A1 

se encuentra expresado en niveles muy bajos en hígado de rata y participa en el 

metabolismo de estradiol, testosterona y bilirrubina; además, existen reportes de 

alteraciones hormonales ligadas a la inducción de esta enzima (Bittar and 

Jefcoate, 1996). CYP1A1 puede inducirse por compuestos como el 3-

metilcolantreno, el cual puede incrementar más de 20 mil veces la actividad de 

CYP1A1 y más de 1000 veces sus niveles de RNAm (Sidorova et al., 2005); 

resultados similares se han obervado con la dioxina TCDD (Okino et al., 2007) y 

benzo(a)pireno (Cheng et al 2007) (Tabla V). Por su parte CYP2E1 es una de las 

enzimas de Fase I (metabolismo de xenobióticos) que participa en el metabolismo 

de compuestos orgánicos volátiles como el benceno, tetracloruro de carbono 

(CCl4), cloroformo, estireno y cloruro de vinilo (Caro and Cederbaum 2004; Jesek 
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2005), y constituye una fuente importante de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

en hepatocitos, en los que produce aproximadamente el 30% del total de estos 

factores (Mates y Sánchez-Jímenez, 2000). En cuanto a funciones endógenas, a 

CYP2E1 se le ha relacionado con el metabolismo de cuerpos cetónicos 

provenientes del metabolismo de carbohidratos, y más recientemente se le ha 

propuesto un papel importante en el mantenimiento de los estados de 

óxido/reducción de la célula (Zangar et al., 2004). A diferencia de CYP1A1, 

CYP2E1 es una enzima que se expresa de manera constitutiva en hígado de 

humano y rata, en donde presenta una abundancia relativa del 7% del total de 

CYP450 en ese órgano (Masimirembwa et al., 1999). CYP2E1 es inducible de 2 a 

3 veces por compuestos como la acetona, ciclohexanol, etanol, benceno y pirazol 

(Tabla V) (Roberts et al., 1995; Escobar-García et al., 2001). 

La inducción producida por histamina sobre CYP1A1 fue moderada, en 

comparación con la observada por compuestos exógenos (Tabla V) (Sidorova et 

al., 2005; Okino et al., 2007; Cheng et al., 2007), pero es similar a la producida por 

inductores endógenos como triptófano, hemo y bilirrubina, observada en distintos 

modelos de estudio (Heath-Pagliuso et al., 1998; Sinal y Bend, 1997), así como a 

la reportada en un modelo de inflamación en hígado de rata (Montero et al., 2003), 

lo que apoya la propuesta de que la histamina es un inductor natural de CYP1A1. 

También se observó que cada parámetro evaluado mostró diferentes valores de 

inducción; por ejemplo, en las ratas que fueron tratadas con la dosis de 100 mg/Kg 

de histamina, se observaron incrementos de 1.5 veces en los niveles de 

trancripción, 1.1 veces en los niveles de proteína y 3 veces en la actividad (Figuras 

15 a 17), en comparación con los animales del grupo control. Este comportamiento 

ya se ha observado también en estudios de inducción de CYP1A1 por compuestos 

exógenos, como el anteriormente descrito con 3-metilcolantreno y otros más 

(Sidorova et al., 2005; Rodríguez-Antona et al., 2001). 

 
 



 

 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

Kukielka y  Cederbaum, 19952-3 vecesN.D.N.D.Intraperitoneal
150 mg/Kg

Pirazol

González-Jasso, et al., 20031.4 veces2.0 veces2.2 vecesIntraperitoneal
5 mmoles/Kg

Benceno

Howard et al., 20011.9 veces1.9 vecesS.D.3 g/KgEtanol

González-Jasso, et al., 20033.2 veces2.5 vecesS.D.Oral
5% (v/v) agua de beber

Acetona

Micu et al., 2003N.D.1.5 vecesN.D.Subcutánea
0.1–1.0 mg/Kg

Nicotina

Kim et al., 20071.6 veces0.6 veces0.6Intraperitoneal
500 mg/Kg

Acetaminofen

INDUCCIÓN DE CYP2E1 EN HÍGADO DE RATA

Sidorova et al., 20055.5 vecesN.D.11.8 vecesOral
15 mg/Kg

Menadiona (análogo de la vitamina K3)

Montero et al., 20032.1 vecesN.D.N.D.Infección/inflamación en hígado

Chaty et al., 20075.4 vecesN.D.2.2 vecesGástrica
21 μg/Kg

Mezclas de PAH´s

Sidorova et al., 200520,000 
veces

N.D.1000 vecesIntraperitoneal
25 mg/Kg

3-metilcolantreno

Harrigan et al., 2006N.D.N.D.6600 vecesIntraperitoneal
50 mg/Kg

Benzo(a)pireno

ReferenciaActividadProteínaRNAmVía de 
exposición/dosis

Inductor

INDUCCIÓN DE CYP1A1 EN HÍGADO DE RATA

Tabla V. Patrones de inducción producidos por distintos compuestos químicos in vivo, sobre los 
parámetros de expresión CYP1A1 y CYP2E1 en hígado de rata, registrados en diferentes estudios.

N.D. Se refiere a que en dicho estudio no fue determinado

S.D. Se refiere a que en el parámetro estudiado no se registraron diferencias estadísticamente significativas, en comparación con 
un grupo control. 

Kukielka y  Cederbaum, 19952-3 vecesN.D.N.D.Intraperitoneal
150 mg/Kg

Pirazol

González-Jasso, et al., 20031.4 veces2.0 veces2.2 vecesIntraperitoneal
5 mmoles/Kg

Benceno

Howard et al., 20011.9 veces1.9 vecesS.D.3 g/KgEtanol

González-Jasso, et al., 20033.2 veces2.5 vecesS.D.Oral
5% (v/v) agua de beber

Acetona

Micu et al., 2003N.D.1.5 vecesN.D.Subcutánea
0.1–1.0 mg/Kg

Nicotina

Kim et al., 20071.6 veces0.6 veces0.6Intraperitoneal
500 mg/Kg

Acetaminofen
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Sidorova et al., 20055.5 vecesN.D.11.8 vecesOral
15 mg/Kg

Menadiona (análogo de la vitamina K3)

Montero et al., 20032.1 vecesN.D.N.D.Infección/inflamación en hígado

Chaty et al., 20075.4 vecesN.D.2.2 vecesGástrica
21 μg/Kg

Mezclas de PAH´s

Sidorova et al., 200520,000 
veces

N.D.1000 vecesIntraperitoneal
25 mg/Kg

3-metilcolantreno

Harrigan et al., 2006N.D.N.D.6600 vecesIntraperitoneal
50 mg/Kg

Benzo(a)pireno

ReferenciaActividadProteínaRNAmVía de 
exposición/dosis

Inductor

INDUCCIÓN DE CYP1A1 EN HÍGADO DE RATA

Tabla V. Patrones de inducción producidos por distintos compuestos químicos in vivo, sobre los 
parámetros de expresión CYP1A1 y CYP2E1 en hígado de rata, registrados en diferentes estudios.

N.D. Se refiere a que en dicho estudio no fue determinado

S.D. Se refiere a que en el parámetro estudiado no se registraron diferencias estadísticamente significativas, en comparación con 
un grupo control.  

En los experimentos con CYP2E1, la inducción de los niveles de proteína y 

actividad producidos por el tratamiento con histamina fueron comparables con los 

observados en presencia de inductores exógenos como el etanol y ciclohexanol 

(Tabla V) (Escobar-Garcia et al., 2001; Caro and Cederbaum 2004). En ninguno 

de los parámetros evaluados sobre la inducción de CYP450 totales, CYP1A1 y 

CYP2E1, se observaron variaciones dependientes de la dosis de histamina 

(Figuras 14 a 20), lo que contrasta con la inducción por compuestos químicos 

exógenos, en donde la mayoría de las veces se obtienen respuestas dependientes 

de la dosis. De hecho, en el caso de CYP450 totales y la actividad de CYP1A1, el 

rango de inducción obtenido entre las dosis de 100 y 1000 mg/Kg de histamina, no 

fue significativamente diferente entre sí, a pesar de que la diferencia entre las dos 

dosis es de un factor de 10, por lo que se piensa que el efecto de la histamina en 

la inducción de CYP450 alcanza niveles de saturación (Figuras 14, 17). En los 

resultados de inducción de CYP2E1 se observó otro tipo de comportamiento. Por 

 
 



 

 
Doctorado en Ciencias Biomédicas 

ejemplo, los incrementos en los niveles de proteína fueron 1.2 veces para los tres 

tratamientos (50, 100 y 1000 mg/Kg) (Figura 19); en cambio, se registró mayor 

variación en la actividad, en donde CYP2E1 presentó un incremento máximo (2.5 

veces) en la dosis más baja de histamina (50 mg/Kg) (Figura 20). Los incrementos 

en las dosis de 100 y 1000 mg/Kg no fueron significativamente diferentes entre sí, 

y fueron menores que los de la dosis más baja (1.4 y 1.2 en 100 y 1000 mg/Kg 

respectivamente), pero diferentes del grupo control (Figura 20). 

En lo que inicialmente han planteado Nebert, Brandes, LaBella y colaboradores, 

en cuanto a que la histamina puede modular la actividad de CYP450 (Nebert, 

1991; Brandes et al., 1990; Brandes et al., 1992; Brandes et al., 1997; Brandes et 

al., 1998; LaBella et al., 2000; Brandes et al., 2000), nuestros resultados también 

indican que la histamina participa en la regulación de la expresión de isoformas 

como CYP1A1 y CYP2E1. Lo cual también se apoya en estudios, en los que 

ambas enzimas se han visto inducidas en ratones knockout para histidina 

descarboxilasa, lo que sugiere un papel importante de la histamina en la 

regulación de CYP1A1 y CYP2E1; estos ratones presentan, además 

desregulación hormonal (Pap et al., 2002; Tamási et al., 2003). Aunque la 

inducción de CYP1A1 por histamina sucedió a nivel transcripcional, aún no 

podemos decir que esto haya sucedido a través de la interacción de la histamina 

con el receptor de aril hidrocarburo, o bien con receptores nucleares. Por lo que 

toca a CYP2E1, se ha reportado que el principal mecanismo de inducción de la 

enzima es por estabilización de su proteína; en este sentido se ha planteado que 

CYP2E1 podría presentar, además de su sitio activo, uno o más sitios de unión 

para ligandos, que podrían bloquear mecanismos de degradación de la enzima 

como ubiquitinación y fosforilación. El etanol, por ejemplo, incrementa la vida 

media de CYP2E1 que normalmente oscila alrededor de 6 a 7 hrs, hasta 38 hrs, y 

también inhibe la ubiquitinación del CYP2E1 y su posterior degradación por 

proteosoma en retículo endoplásmico (Roberts et al., 1995; Goasduff y 

Cederbaum, 2000). La estabilización de CYP2E1 por un sustrato no ha sido fácil 

de elucidar, pues la imposiblidad de contar con formas cristalinas de la enzima, y 
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en general de CYP450 en eucariontes, no ha favorecido el estudio de la 

interacción con sustratos y otros ligandos. 

Es ampliamente reconocido que un proceso de inflamación puede producir la 

inducción de algunas isoformas de CYP450, de hecho, CYP1A1 y CYP2E1 se han 

visto inducidas en procesos inflamatorios, tanto en hígado de rata, como en 

cultivos celulares de astrocitos (Montero et al., 2003; Tindberg et al., 1996). Hasta 

el momento se han descrito 57 genes distintos de CYP450 en humanos, 109 en 

ratón y aproximadamente 60 en rata (Ortiz de Montellano, 2005; ICGEB, 2007); en 

el presente estudio, los incrementos registrados en los niveles de CYP450 totales 

producidos por la histamina en hígado de rata (Figura 14), sugieren que otras 

isoformas de CYP450 podrían estar siendo inducidas. Adicionalmente, la falta de 

efecto sobre las isoformas CYP1A2 y CYP2B1 (Figuras 21 y 22), sugiere una 

interacción diferencial de la histamina al inducir a CYP450. 

También se ha observado que en inflamaciones crónicas, la respuesta de CYP450 

varía con respecto al tiempo que dura la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, 

CYP2A1 (Cyp2a5 en ratón) se induce en las primeras etapas de la infección, pero 

alcanza niveles normales en infecciones de varios meses (Montero et al., 2003). 

En contraste, CYP1A1 y CYP2B1 se inducen después de varios días de infección 

(Montero et al., 2003), lo que sugiere que la inducción diferencial de estas enzimas 

responde a variaciones en la concentración de algunos mediadores de la 

inflamación en relación con el tiempo. En el presente estudio, la máxima inducción 

de CYP1A1 producida por histamina, se alcanzó en las dosis de 100 y 1000 

mg/Kg, mientras que la inducción de CYP2E1 se obtuvo con la dosis menor (50 

mg/Kg), lo que es acorde con lo anteriormente descrito (Figura 17 y 20). 

El mecanismo por el cual la histamina podría participar en la regulación de 

CYP450 aún no es claro, a pesar de que los resultados obtenidos en el presente 

estudio sugieren que puede seguir los mecanismos clásicos de inducción por 

inductores. Sin embargo, no se puede descartar un efecto que podría derivar de la 

interacción de la histamina con sus respectivos receptores; en nuestro estudio no 
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se pudo determinar si la inducción de CYP1A1 y CYP2E1 podía suceder por este 

mecanismo, pues el uso de antihistamínicos, como la terfernedina (H1) y 

cimetidina (H2) mimetizaron el efecto de la histamina sobre CYP450, pues ambos 

indujeron a CYP1A1 y CYP2E1 en hígado de rata (datos no presentados). Estos 

resultados coinciden con otros estudios en los que también se ha reportado que 

distintos tipos de antihistamínicos inducen a CYP450, y que inclusive compiten 

con otros ligandos por CYP450, incluyendo a la histamina (Pasanen et al., 1986; 

LaBella et al., 1992, Hamelin et al., 1998). Por lo anterior resulta un tanto complejo 

el evaluar si el efecto producido por la histamina en la expresión de ambas 

enzimas se debe a la producción de mensajeros intracelulares como consecuencia 

de la activación de los receptores de histamina. De hecho, CYP1A1 y otras 

isoformas como CYP2A1 (Cyp2a5 en ratón) se han visto inducidas por efecto de la 

producción de AMPc, activación de MAP cinasas y a proteína cinasa C; 

mensajeros que también son producidos como parte de la activación de los 

receptores H1 y H2, los cuales también se encuentran expresados en hígado 

(Cheng et al., 1996; Imoto et al., 1985; García-Sáinz et al., 1985, Vitala et al., 

2001) (Figura 34). 
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Figura 34. Modelo teórico en el que se plantean los posibles mecanismos de inducción de CYP450 
por histamina. Al incrementarse la concentración intracelular de histamina, CYP2E1 podría 
inducirse para modular sus niveles y promover su catabolismo. La interacción con otras isoformas 
como CYP1A1, al inhibir su actividad, sugiere que la histamina podría regular el metabolismo de 
algunos compuestos endógenos que son sustratos de CYP450. Se plantea que la histamina induce 
a CYP450 mediante tres mecanismos posibles, 1) por estabilización de proteína, como ya se 
observó con CYP2E1. 2) Por activación de la transcripción, vía receptor de aril hidrocarburo (AhR), 
o bien receptores nucleares (NR). 3) Por vías de señalización derivadas de la activación de 
receptores de histamina. AADC L-aminoácido aromático descarboxilasa, AhR receptor de aril 
hidrocarburo, AMPc adenosina monofosfato ciclíco, ER retículo endoplásmico, HDC histidina 
descarboxilasa, MAPK proteínas cinasas activadas por mitógeno, NR receptores nucleares, OCT 
transportador de cationes orgánicos, PKA proteína cinasa A, PKC proteína cinasa C, XRE 
elementos de respuesta a xenobióticos. 

El principal mecanismo de inducción descrito para CYP1A1 sucede a través de la 

activación del receptor citoplasmático de aril hidrocarburo (AhR) (Figura 11); dicho 

receptor también participa en la regulación de la expresión de algunas citocinas 

pro-inflamatorias, como IL-1β y enzimas como la ciclooxigenasa (Sogawa et al., 

1997). Diversos estudios han propuesto que la inflamación producida por algunos 

compuestos químicos, como los hidrocarburos aromáticos policíclicos, sucede por 
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la activación de este receptor y su acción sobre la expresión de mediadores de la 

inflamación. Sin embargo, en el caso específico de la inducción de CYP1A1 por 

histamina, es necesario comentar que en el estudio de la modulación de esta 

enzima por compuestos imidazólicos, no se ha demostrado que la inducción 

suceda por la vía de AhR, y se ha propuesto que dicha inducción podría suceder 

por la activación de receptores nucleares, lo que posiblemente suceda con la 

histamina. De hecho se ha observado que CYP1A1 puede inducirse por vías que 

involucran la activación de los receptores nucleares RAR y RXR, aún por ligandos 

típicos de AhR, como TCDD y B(a)P (Delescluse et al., 2000). 

La interacción de la histamina con CYP450, podría estar relacionada con el 

mantenimiento de los niveles de histamina intracelular, y CYP2E1 participaría en 

su inactivación. Pero al mismo tiempo, la histamina estaría participando en la 

regulación, no solo de la expresión de isoformas de CYP450, sino también de su 

actividad, al competir con sustratos endógenos, lo cual dependería de la 

concentración; de esta manera se explicaría que al incrementarse los niveles de 

histamina intracelular, CYP450 se induzca en respuesta a los incrementos de 

histamina. Por ejemplo, se ha caracterizado que los niveles intracelulares de la 

histamina se incrementan durante el proceso de proliferación, no sólo por la 

inducción en la actividad de HDC, sino también porque se libera la histamina que 

se mantiene unida en algunos sitios de la cromatina nuclear, pero hasta el 

momento no se había caracterizado el efecto en la expresión de CYP450 (Brandes 

et al., 2000). 

La histamina ocupa un papel central en la regulación de las respuestas inmune e 

inflamatoria (Dy and Schneider 2004). Los principales sitios de degradación de la 

histamina se ubican en el sistema nervioso central, pulmón, riñón e hígado (Horton 

et al., 2005; Ogasawara et al., 2006), en todos estos tejidos se ha descrito la 

presencia de distintas isoformas de CYP450, entre las cuales se encuentran 

CYP1A1 y CYP2E1, aunque el hígado es el órgano que presenta la mayor 

abundancia de CYP450. Las vías comunes de degradación de la histamina, 
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comprenden reacciones de metilación, acetilación y desaminación oxidante 

(Figura 2). El metabolismo de la histamina por CYP2E1, representaría una nueva 

vía de inactivación de la histamina a nivel intracelular. Pues los resultados de 

oxidación de NADPH observados en el presente estudio para CYP2E1, tanto con 

microsomas hepáticos, como con supersomas®, en presencia de histamina; 

sugieren fuertemente que esta amina es un sustrato para CYP2E1. Lo cual 

también se apoya en resultados obtenidos a partir de estudios de HPLC, por el 

químico Javier Belmont, en este laboratorio; en donde se demuestra que existe 

desaparición de la histamina por acción catalítica de CYP2E1 en microsomas 

hepáticos de rata y supersomas® de CYP2E1 (Dávila-Borja et al., 2007). Además, 

la inducción de CYP1A1 y CYP2E1 producida por la histamina, puede tener 

relevancia fisiológica, particularmente en condiciones donde los niveles de la 

amina se encuentren elevados, tales como en una respuesta alérgica, por 

componentes de la dieta, por un proceso inflamatorio, proliferación celular, durante 

el embarazo, tumorigénesis, carcinogénesis, angiogénesis e inmunoterapias 

(Hellstrand et al., 1998; Falus et al., 2001; Dy and Schneider 2004). A nivel 

molecular, la interaccion de isoformas de CYP450 con un sustrato presenta 

variaciones significativas por la composición de los residuos de aminoácidos que 

definen el ambiente hidrofóbico alrededor de su grupo hemo (sitio activo), lo que 

se traduce en diferencias de afinidad por un sustrato entre las distintas isoformas. 

En los estudios de cinética enzimática con CYP1A1 y CYP2E1, realizados con 

microsomas hepáticos de rata y supersomas®, se determinó que ambas enzimas 

presentan diferencias significativas en su afinidad por la histamina (Tabla III y IV); 

estos resultados coinciden con los observados en estudios espectrales realizados 

con microsomas hepáticos de rata, en los que se reportaron diferentes constantes 

de disociación (Kd), de 0.00014, 0.018 y 2.3 mM, que se propuso que 

correspondían a diferentes isoformas de CYP450 (Brandes et al., 1998); 

posteriormente se demostró que esos sitios de unión correspondían a tres de las 

isoformas más abundantes en hígado (Brandes et al., 2000). Las constantes de 

inhibición (Ki) obtenidas en nuestros estudios de cinética enzimática con CYP1A1, 
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fueron de 1.6 mM en microsomas hepáticos de rata, con una IC50 de 2.2 mM 

(Tabla III); estas concentraciones se encuentran dentro del rango de las 

reportadas para estudios espectrales (Brandes et al., 1998; Dávila-Borja et al., 

2007). Aunque cabe mencionar que las diferencias encontradas en estudios 

previos, podrían deberse también a variaciones en las condiciones experimentales 

usadas. Por ejemplo, en los estudios de diferencia espectral hechos por Brandes 

(1998) se usaron microsomas hepáticos de rata no inducidos en soluciones con 

pH de 8.5 (Brandes et al., 2000) y este pH puede modificar la carga eléctrica de la 

histamina (pKa1 de 5.78, pKa2 de 9.75), lo que podría reflejarse en las diferencias 

de afinidad observadas. Pero mas allá de las condiciones experimentales, es claro 

que la interacción de la histamina con CYP450 es de relevancia fisiológica para la 

célula, ya que se ha descrito que dicha interacción es importante en la 

proliferación de hepatocitos (Brandes et al., 1990; Brandes et al., 1992; Brandes et 

al., 1997). Además, como ya se ha discutido anteriormente, la histamina puede 

inducir de manera distinta a CYP1A1 y CYP2E1, y mantiene diferencias de 

afinidad in vitro por ambas enzimas, y por otro lado, los niveles de histamina en 

hígado oscilan alrededor de 233 μg/g (2.1 mM) (Fogel et al., 1990). Por todo lo 

anterior, consideramos que las interacciones de la histamina con CYP450 son 

factibles en condiciones fisiológicas de la célula. De hecho, las constantes de 

disociación obtenidas en el presente estudio son del rango de la concentración 

reportada en hígado. Sin embargo, otras variables podrían afectar la interacción 

de la histamina con CYP450, tales como la expresión específica de un tejido y los 

niveles de proteína y actividad de distintas isoformas de CYP450; en este mismo 

sentido, los niveles de histamina varían de acuerdo con cada tipo de tejido. Por 

ejemplo, se han reportado concentraciones de 1.47 μM en suero, 5.3 nM en el 

hipotálamo de humano, 1 nM en el tálamo y 1.7 nM en el septum (Lintunen et al., 

2001; Karavodin et al., 2003), lo que sugiere que la interacción de la histamina y 

CYP450 podría presentar diferencias significativas en tejidos extrahepáticos, como 

de hecho se observó en tejidos de corteza cerebral en donde la histamina no 

ejerció ningún efecto en los niveles de expresión, proteína y actividad de CYP1A1 
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y CYP2E1 (datos no presentados). Las principales fuentes de histamina en el 

sistema nervioso central se ubican en las neuronas histaminérgicas, células 

especializadas encargadas de producir, almacenar y liberar a la histamina. Una 

vez que la histamina es producida por acción de HDC en estas células, es 

incorporada a vesículas por acción de transportadores VMAT y ahí puede ser 

almacenada por varios días. Aunque hasta el momento no se ha detectado 

específicamente la presencia de isoformas de CYP450 en este tipo neuronas 

(Meyer et al., 2007), se propone que la interacción de la histamina con CYP450 en 

estas células tendría que suceder mucho antes de que la amina sea incorporada a 

las vesículas de almacenamiento; lo mismo aplicaría para otros tipos celulares que 

almacenan histamina, como las células ECL en el sistema digestivo. 

Anteriormente, se ha observado que CYP1A1 y CYP2E1 pueden ser inducidos por 

imidazoles (Navas et al., 2003; Eliasson et al., 1988), los cuales en algunos casos 

pueden ser metabolizados al mismo tiempo por CYP450, o inhibir su actividad 

(Rogerson et al., 1976). Otros estudios no pudieron determinar si la histamina 

podía ser metabolizada por CYP450; por ejemplo, Morris et al., (1989) demostró 

que la histamina no es metabolizada por CYP2D6. La histamina afecta la actividad 

de CYP1A1 y produce una inhibición de tipo mixto (Figuras 28 y 29), es decir, que 

la histamina al unirse a CYP1A1 no impide la unión con la etoxirresorufina y se 

forman 2 complejos ternarios CYP1A1-ER y CYP1A1-HA-ER que son 

catalíticamente activos, pues también conducen a la formación del producto 

resorufina (Figura 36). Al unirse la histamina con CYP1A1, modifica la afinidad de 

la enzima por la etoxirresorufina (Km), lo cual está representado en la figura 36 por 

el factor α; sin embargo, también se observa que este factor puede modificar al 

mismo tiempo la afinidad de CYP1A1 por la histamina, representado por el valor 

de Ki. En una inhibición de tipo mixto el valor de α siempre es mayor a 1. También 

se determinó que la histamina inhibe la actividad de CYP1A1 de manera reversible 

y que no afecta los niveles de la proteína activa (Figuras 30 y 31). 
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Figura 36. Esquema teórico en equilibrio rápido, en el que se representa el tipo de inhibición 
producida por la histamina sobre la actividad de CYP1A1. En una inhibición de tipo mixto, la unión 
del inhibidor, en este caso la histamina, no impide la unión de la enzima con su sustrato, por lo que 
existe formación de un producto. Como se observa en la figura, son dos los complejos productivos, 
CYP1A1-ER y CYP1A1-HA-ER, que conducen a la formación de resorufina. Al unirse la histamina 
con CYP1A1, modifica la afinidad de la enzima por la etoxirresorufina (Km), lo cual está 
representado en la figura por el factor α; sin embargo, también se observa que este factor puede 
modificar al mismo tiempo la afinidad de CYP1A1 por la histamina, representado aquí por el valor 
de Ki. En una inhibición de tipo mixto el valor de α, siempre es mayor a 1. ER etoxirresorufina, HA 
histamina, R resorufina. 

Por lo que toca a CYP2E1, se determinó que la histamina es un sustrato para esta 

enzima, ya que se observó una oxidación importante de NADPH en presencia de 

histamina, comparable a la oxidación observada con otros sustratos, tales como 

N-nitrosodimetilamina (NMDA) (Figuras 33). Estos resultados concuerdan con los 

obtenidos con estudios de HPLC (Dávila et al., 2007), en los que se reporta el 

metabolismo de histamina por CYP2E1 en supersomas® de rata. También se 

demostró que la oxidación producida por CYP2E1 en presencia de histamina, es 

dependiente de la concentración y presenta una cinética de tipo Michaelis-Menten, 

las constantes Km y Vmax fueron de 2 mM y de 0.1 nmol/min/mg de proteína 

respectivamente (Figura 34), y el valor de IC50, de 1.2 mM (Tabla III). De manera 

similar a como se ha propuesto para CYP1A1, las constantes calculadas apoyan 

la propuesta de que el metabolismo de histamina por CYP2E1, podría suceder en 

condiciones fisiológicas dentro en la célula. 

Finalmente es importante considerar que CYP450 es una superfamilia de enzimas 

con un papel central en la activación metabólica de una gran variedad de 
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compuestos químicos, como fármacos, drogas, compuestos carcinógenos, y en 

general, en procesos de desintoxicación. Pero estas enzimas también ocupan un 

papel preponderante en la regulación de la homeostasis y el control de los niveles 

de compuestos endógenos que participan en procesos importantes de la célula 

(Nebert, 1991; Brandes et al., 2000). La inactivación de compuestos tóxicos por 

CYP450, se ha propuesto como un mecanismo adaptativo que busca proteger al 

organismo del daño producido por un agente exógeno (Ortiz de Montellano, 2005); 

en este sentido, funciones similares se han descrito para una respuesta 

inflamatoria y el sistema inmune. La relación entre ambos procesos aún no es 

clara, pero nuestros resultados sugieren que ambos podrían mantenerse en 

constante comunicación a través de la generación de mensajes químicos, en 

donde la histamina podría ser uno de estos mensajeros. Esto también se apoya en 

el hecho de que distintos tipos de compuestos químicos pueden producir 

inflamación, y que este estímulo puede estar relacionado con su toxicidad (Ganey 

et al., 2001; Luster et al., 2001). El acetaminofén o paracetamol (N-(4-hidroxifenil) 

etanamida), es un analgésico que produce inflamación en hígado, por la 

generación de NO•, quimiocinas y activación de células de Kupffer. Los pesticidas 

organofosforados que actúan a nivel del sistema nervioso central (SNC), además 

de originar alergias, también producen inflamación crónica en vías respiratorias e 

inmunotoxicidad (Li, 2007). Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs), 

como el benzo(a)pireno, son compuestos que producen inmunosupresión y 

estimulan la producción de citocinas pro-inflamatorias IL-1β, IL-8, IFNγ y TNFα 

(Dalton et al., 2002; Lecureur et al., 2005). Adicionalmente se ha reportado que los 

compuestos orgánicos volátiles (VOC´s) incrementan los niveles de histamina en 

plasma (Kimata, 2004). De manera general se piensa que la inflamación producida 

por un agente químico, podría estar relacionada con la generación de daño tisular 

y la producción de necrosis, lo que podría iniciar la fijación de macrófagos en 

células endoteliales y epiteliales adyacentes, las cuales serían estimuladas para 

producir factores de la inflamación, como histamina, IL-1, TNFα y ROS (Luster et 

al., 2001). 
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11. Conclusiones 

1. In vivo, la histamina incrementó los niveles de CYP450 en hígado de rata. 

2. La histamina indujo a CYP1A1 y CYP2E1, pero no a CYP1A2 y CYP2B1. 

3. La inducción observada en los niveles de transcripción de CYP1A1, pero no 

de CYP2E1, sugiere que la histamina induce por mecanismos diferentes a 

ambas enzimas. Posiblemente por la activación de la transcripción de 

genes en el caso de CYP1A1, y por estabilización de proteína en el caso de 

CYP2E1. 

4. El incremento en los niveles de CYP450 totales, sugiere que otras 

isoformas podrían ser inducidas por histamina. 

5. La respuesta en la inducción de CYP450 totales, CYP1A1 y CYP2E1, no 

fue dependiente de la dosis de histamina. 

6. La histamina no es sustrato de CYP1A1; en cambio, actúa como un 

inhibidor de tipo mixto de su actividad. 

7. Se sugiere que la histamina es un sustrato de CYP2E1. 

8. CYP2E1 presentó mayor afinidad por la histamina que CYP1A1. 

9. Los parámetros cinéticos obtenidos para ambas enzimas, sugireren que la 

interacción de la histamina con CYP1A1 y CYP2E1 podría suceder en 

condiciones fisiológicas; ya que las constantes de disociación obtenidas 

corresponden a los niveles de histamina detectados en hepatocitos. 

10. Se sugiere que esta CYP2E1 podría participar en el mantenimiento de los 

niveles intracelulares de la histamina. A su vez, la histamina al interaccionar 

con isoformas como CYP1A1 e inhibir su actividad, podría controlar los 

niveles de ligandos endógenos de CYP450. 
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12. Perspectivas 

I. En el presente estudio se demostró que la histamina puede inducir e 

interactuar diferencialmente con distintas isoformas de CYP450. A la 

fecha se han descrito 57 genes de CYP450 en humanos, de las cuales 

aproximadamente 22 se expresan en hígado (Ortiz de Montellano, 

2005), por lo que sería importante el estudiar las interacciones que se 

podrían producir entre la histamina y otras isoformas de CYP450. Por 

ejemplo, CYP2A6 (CYP2A1 en rata), que es una de las enzimas que 

se ha visto inducida en distintos modelos de inflamación, y que 

también se le ha relacionado con hepatocarcinogénesis en 

poblaciones humanas, o isoformas de la familia CYP3A, que son de 

las más abundantes en hígado de humanos, rata y ratón. 

II. Los estudios de oxidación de NADPH y HPLC, demuestran que la 

histamina es metabolizada por CYP2E1 (Dávila et al., 2007). Es 

importante determinar el metabolito que se estaría produciendo por la 

degradación de la histamina, dependiente de CYP2E1. 

III. CYP450 presenta diferencias de expresión tejido-específicas. De 

manera similar, existen diferencias en la concentración de histamina 

en distintos tipos de tejido, lo que hace importante caracterizar el tipo 

de interacciones entre la histamina y distintas isoformas de CYP450, 

así como su efecto en la expresión de estas enzimas. 

IV. En hepatocitos de humano y rata se ha reportado la presencia de los 

receptores H1 y H2 para histamina. El mecanismo general de vías de 

señalización para estos receptores, comprende la producción de 

AMPc, Ca2+ y la activación de MAP cinasas, la mayoría de los cuales 

pueden participar en la inducción de CYP450. En el presente estudio 

no fue posible caracterizar el efecto producido por la interacción de la 

histamina con ambos receptores, ya que los antagonistas utilizados 
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(terfenedina y cimetidina), mimetizaron el efecto sobre CYP450. Por 

esto es recomendable el estudio en modelos knockout para ambos 

receptores, o modelos en los que se utilicen inhibidores de vías de 

señalización. 

V. Determinar mediante estudios de radioligando y marcadores de la 

transcripción de genes, si existe interacción entre la histamina y los 

receptores de aril hidrocarburo (AhR) y nucleares. 

VI. Estudiar en modelos animales y cultivos celulares, las consecuencias 

fisiológicas (desregulación hormonal, producción ácido araquidónico, 

etc.) y toxicológicas (mayor producción de especies reactivas de 

oxígeno y activación de compuestos mutagénicos) que podría 

ocasionar la interacción de un exceso de histamina con distintas 

isoformas de CYP450. 
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