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Resumen

Los citocromos P450 (CYP) son una super familia de enzimas hemooxigenasas de la fase | del
metabolismo que participan ampliamente en la biosintesis y metabolismo de moléculas
endogenas, asi como en biotransformacién de compuestos xenobio6ticos. Dentro de estas
enzimas, la isoforma CYP1ALl ha sido objeto de interés debido a su capacidad de metabolizar
compuestos cuyos metabolitos generados pueden ocasionar dafio a través de su interaccion
con componentes de las células como proteinas, lipidos y ADN, causando eventos mutagénicos
0 genotdxicos que pueden derivar en procesos carcinogénicos.

Con la finalidad de prevenir el dafio que estos eventos pueden ocasionar, se han buscado
compuestos capaces de inhibir la actividad del CYP1Al humano, de manera que se evite la
formacion de los metabolitos reactivos que esta enzima puede generar. Durante esta busqueda,
se ha enfocado hacia productos naturales tales como los flavonoides, debido al hecho de que
son compuestos que se consumen en los alimentos de la dieta diaria, y se ha reportado que
poseen propiedades de interés bioldgico y farmacolégico, entre las que se encuentran la captura
de radicales libres, efecto sobre sefiales de transduccion y efectos inhibidores o potenciadores
sobre enzimas que activan o detoxifican carcin6genos.

En el presente trabajo se probaron nueve flavonoides: quercetina, miricetina, luteolina, fisetina,
morin hidrato, kaempferol, 5-hidroxiflavona (5-HF), 3-hidroxiflavona (3-HF) y flavona, para
estudiar su capacidad de inhibir a la enzima recombinante CYP1Al1 humana obtenida a partir
de fraccion membranal de Escherichia coli. Al determinar la concentracion de estos compuestos
que inhibe el 50% de actividad de la enzima (Clso), se encontré que hay una relacion estructura-
actividad en cuanto a la potencia de inhibicion, pues se observa que entre menor nimero de
sustituyente OH tenga las molécula y segun su posicién, mayor sera la inhibicion que ejerzan
sobre la enzima; de tal manera que las moléculas mas pequefias resultaron ser las de mayor
potencia: 5-HF, 3-HF y flavona con valores de Clso de 0.03, 0.05 y 0.08 uM respectivamente.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se decidié realizar la caracterizacion bioquimica
del tipo de inhibicion que estos tres flavonoides ejercen sobre el CYP1A1 humano. A través de
estudios de cinética enzimatica utilizando una curva de concentraciones de cada flavonoide, se
determind que en los tres casos los compuestos actian como inhibidores no competitivos de
esta enzima, con valores de constante de inhibicion (Ki) de 69.48 + 2.44 nM para la 5-HF, 91.97
+ 5.52 nM parala 3-HF y 121.5 £ 9.06 nM para la flavona.

Para identificar la relacion que existe entre la estructura y la actividad de los compuestos con el
CYP1Al humano, se realizaron modelos in silico de acoplamiento molecular utilizando el
modelo cristalografico del CYP1Al human. Este estudio demostré que existen residuos de
aminoacidos conservados que parecen ser importantes para el reconocimiento y la orientacion
de los ligandos. Al realizar el modelo de acoplamiento molecular de los tres flavonoides con la
enzima, estos se unen en la cavidad del sitio activo y a la Phe224 que es uno de los residuos
conservado. Al parecer su anillo esta interactuando con el anillo de los flavonoides tal vez en




un enlace de tipo 11-1T; mientras que la porcion rotable de los compuestos se encuentra orientada
hacia el grupo hemo a una distancia entre 4.8 y 5 A en los tres modelos. También se llevé a
cabo el acoplamiento de los compuestos con la enzima unida a otro ligando (a-NF) para
identificar los sitios periféricos donde se unen a la enzima. Estos modelos muestran que los
flavonoides tienen preferencia por un sitio ubicado entre las hélices Ay K; y en esta posicion la
5-HF se encuentra formando un puente de hidrégeno con el residuo de GIn418 de la hélice K.

Finalmente se llevaron a cabo ensayos de mutagenicidad a través de la prueba de Ames
utilizando una “mezcla S9 humano” como sistema metabolizador. Estos resultados indicaron
gue 5-HF, 3-HF y flavona, no son compuestos mutagénicos por si solos, ni por activacion
metabdlica, demostrando que son relativamente seguros; aunque es necesario realizar mas
pruebas tanto in vitro como in vivo para determinar su potencial quimioprotector contra el cancer.




1. Introduccion

Frecuentemente estamos expuestos a distintos compuestos que se encuentran presentes en el
ambiente, ya sean de origen natural o antropogénico, muchos de los cuales son capaces de
causar efectos perjudiciales en el organismo. Estos compuestos ajenos al organismo se
conocen como xenobioticos y algunos de ellos son lipofilicos, lo que dificulta su eliminacion.

Con el fin de combatir la acumulacion y los efectos adversos que producen los xenobidticos en
el organismo, éste efectia mecanismos de biotransformacion, a traveés de los cuales dichos
compuestos se vuelven mas hidrofilicos, facilitando su excrecion. Este proceso ocurre en dos
etapas. La fase |, también llamada de funcionalizacion, comprende reacciones quimicas como
oxidacion, reduccion e hidrélisis que dan lugar a la formacién de grupos polares en la molécula
incrementando su hidrosolubilidad. Dentro de las enzimas que realizan estas reacciones se
encuentran las aldehido deshidrogensasas, azo y nitroreductasas, alcohol deshidrogenasas,
epoxido hidrolasas, mono amino oxidasas, flavin monoxidasas, esterasas no especificas y los
citocromos P450 (CYP) [1]. Los metabolitos resultantes no solo son mas polares que el
compuesto original, sino que también son capaces de participar en la fase Il del metabolismo.

En la fase I, el metabolito producto de la fase | o bien el xenobiotico directo, se conjuga con un
compuesto enddégeno como acido glucoronico, sulfato, metilo, acetilo, glutation o aminoéacidos.
El producto resultante es una molécula voluminosa y a menudo mas hidrofilica que el
compuesto original, lo que facilita su eliminacion del organismo [2]. Finalmente, los productos
resultantes son excretados en la orina y la bilis.

Aungue ambas fases tienen caracteristicas diferentes, es fundamental que estén acopladas
entre si, de modo que el metabolismo corresponda a un proceso de detoxificacion, evitando la
presencia de metabolitos intermediarios, ya que en ciertos casos las reacciones de la fase |
generan productos altamente electrofilicos con potencial de reaccionar con macromoléculas
como el ADN, lo cual puede generar severos dafios en el material genético derivando en
procesos carcinogeénicos [3].

AKR 8%
SULT 13% Otss COX 2%

2

NAT 7%

FMO 1%
P450 66%

Figura 1. Enzimas que contribuyen en la activacion de procarcinégenos. Flavin monooxigenasa (FMO), N-acetiltransferasa
(NAT), sulfotransferasa (SULT), Aldo-ceto reductasas (AKR), ciclooxigenasas (COX). Citocromo P450 (P450) Tomada de Rendi
y Guenguerich, 2012 [4].




El metabolismo tiene un papel importante en la modulacion de compuestos con propiedades
carcinogénicas, ya que muchos de ellos requieren la activacion a su forma electrofilica para
ejercer el dafio genotdxico capaz de iniciar procesos de carcinogénesis. Las enzimas de la fase
de funcionalizacion estan ampliamente involucradas en la activacion de este tipo de compuestos
[4], dentro de las cuales la superfamilia de los citocromos P450 tienen considerable participacion
(llustracion 1). Tomando en cuenta lo anterior, el estudio de esta superfamilia es clave para el
desarrollo de estrategias que combatan el cancer.

Visto de este modo el citocromo P450 juega un papel dual al actuar como enzima detoxificadora
de algunos compuestos perjudiciales; mientras que por otro lado se desempefia como activador
de compuestos promutagenos

1.1 Citocromo P450

Las proteinas citocromo P450 (CYP) son una superfamilia de enzimas hemoproteinas
implicadas en la transformacion de compuestos xenobidticos, asi como en la biosintesis y
metabolismo de moléculas enddgenas [5]. Cada miembro de la superfamilia exhibe distinta
actividad metabolica a través de la diversidad estructural de los sustratos que reconocen
(llustracion 2). Los CYP metabolizan alrededor del 80% de los farmacos que pasan por la fase
| del metabolismo, contribuyendo mas que el resto de las enzimas que participan en esta fase

[6].

Carcinogénesis Carcind rarmaco
arcinogeno . .
<] inactivo farmacos
- i ! Farmaco
Pro-carcinégeno — e I B quimiopreventivo
, S R , . I Precursor
Pro-farmaco ! :
L | : hormonal
| |
J v
. | Farmaco Hormona |
activado activa

Figura 2. Resumen de algunas de las diversas funciones de los CYP. Modificado de Dong et al, 2016 [7]




Los CYP son enzimas ancladas a membranas subcelulares como mitocondria y membrana
plasmatica, aunque se encuentran principalmente en reticulo endoplasmatico [6], y se estima
que en hepatocitos entre el 12-15% de esta membrana estéa formada por citocromos P450 [8].
También se ha reportado su presencia en otros 6rganos y tejidos extrahepaticos como rifidn,
préstata, piel, epitelio nasal, gdbnadas, cerebro, pulmén, pancreas y tracto gastrointestinal, entre
otros [9].

En humano se han reportado 57 isoformas con diferencias en especificidad catalitica asi como
en el tejido en que se expresan [10]. Estas proteinas son clasificadas de acuerdo a la similitud
gue presentan en la secuencia de residuos de aminoacidos y se dividen en familias, subfamilias
e isoformas segun la propuesta de Nelson y colaboradores (1996). Se agrupan en la misma
familia si poseen una similitud mayor a un 40% en su secuencia (independientemente de la
especie procedente) y se les designa un nimero; las subfamilias estan compuestas por aquellas
enzimas con al menos 55% de similitud y son denominadas con una letra, finalmente a las
enzimas individuales deben tener al menos un 3% de diferencia con el resto de las enzimas y
se les asigna un numero [11].

En cuanto a su peso molecular, este oscila entre 50 y 60 kDa. Estudios de cristalizacion de
diferentes CYP revelan que existe una elevada conservacion en la topologia y la estructura
tridimensional de estas enzimas [12]. La estructura general de ellas esta constituida por a-
hélices y hojas-B en la region que rodea al grupo hemo, mientras que los sitios de union a la
membrana y reconocimiento de sustrato son los que presentan mayor variabilidad [13]. Al
mostrar que la region catalitica de la enzima, es decir la del grupo hemo es conservada, refleja
un mecanismo comun de transferencia de electrones y protones, asi como de activacion de la
molécula de oxigeno [14].

Los miembros de la subfamilia CYP1A juegan un papel importante en el metabolismo de
xenobidticos, incluyendo la transformacion de contaminantes ambientales a metabolitos
reactivos, haciéndo relevante el estudio de las enzimas de esa subfamilia.

1.2 CYP1Al1

La isoforma CYP1AL1l es una enzima con interés médico y biolégico ya que es conocida por su
capacidad de metabolizar compuestos xenobidticos ya sea de origen natural o sintético
(llustracion 3) y se ha involucrado en la biotransformacion de compuestos procarcin0genos que
generan metabolitos reactivos capaces de interactuar con el ADN y generar aductos que
contribuyen con la mutagénesis y la formacion de tumores [15,16].

El gen del CYP1A1 humano consta de 6069 pares de bases, localizado en el locus CYP1A1-
CYP1A2 en el cromosoma 15024.1 [17], presenta baja expresién en higado y necesita de
agentes inductores para que dicha expresion sea cuantificable. Sin embargo, en organos
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extrahepéticos como pancreas, timo, prostata, intestino delgado, colon, Utero y glandulas
mamarias, se expresa de manera constitutiva [18].

Otros 23% _— CYP1A1 20%

Q

CYP3A4 10% | CYP1A2 17%

CYP2E1 11% o
CYP2A6 8% CYP1B1 11%

Figura 3. Porcentaje de participacion de algunas familias del citocromo P450 en la biotransformacion de compuestos
carcindgenos. Tomada de Rendi y Guenguerich, 2012 [4]

ElI CYP1A1 humano fue cristalizado por Walsh y colaboradores en 2013, la estructura se obtuvo
a una resolucion de 2.6 A en complejo con el inhibidor a-naftoflavona (llustracion 4), la cual
consiste en 512 residuos de amino acidos y posee un peso molecular de 58.16 kDa. Los
sustratos de esta enzima son generalmente compuestos planares que poseen anillos
heterociclicos aromaticos y poliaromaticos. En general los ligandos presentan una forma
alargada de 12.3 A de largo y 4.6 A de ancho como se muestra en la ilustracion 4B [19], medidas
que reflejan la cavidad del sitio activo del CYP1AL. Esta arquitectura aroméatica de los ligandos
es esencial para la formacién de un enlace 1-11 entre los sustratos y los residuos de fenilalanina,
en especial la Phe224 en la hélice F de la enzima, ademas permite una mayor flexibilidad en el
movimiento del sustrato, asi como su unidn y orientacion en el sitio activo de la enzima [20].




A)

Grupo hemo

N-terminal

C-terminal

B)

Figura 4. Estructura tridimensional del CYP1A1 humano, en color azul se muestra el N-terminal, en rojo el C-terminal, en
bastones rosa el grupo hemo y en bastones rojos el ligando a-naftoflavona, figura creada con PyMOL, Molecular Graphics
System, vesion 1.3 Shrédinguer. LLC. B) Alineamiento de algunos sustratos de CYP1A1. Reflejan las dimensiones de la
cavidad de del sito activo de la enzima. Tomado de Liu et al., 2013 [19]

Por lo mencionado, se han reconocido a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs),
aminas heterociclicas y aminas aromaticas como sustratos exdgenos del CYP1A1l humano
[21,22,23]. Algunos de estos compuestos se encuentran en emisiones de combustibles fosiles,
alimentos carbonizados, humo de tabaco y otros productos resultantes de la combustion
incompleta de la materia organica [24]. Se ha descrito que los metabolitos resultantes de la
biotransfomacién de los HAP’s por el CYP1ALl son capaces de generar aductos en el DNA
dando lugar a eventos mutagénicos, asi como aberraciones cromosomicas que contribuyen al
proceso carcinogénico [25]. Por otro lado, se ha reportado que estos compuestos ademas de
ser sustratos del CYP1A1l también pueden fungir como inductores de la biosintesis de esta
enzima a través de la via candnica del receptor de hidrocarburos arilo (AhR). Dos de los
agonistas mejor conocidos de esta via son el benzo[a]pireno (Blalp) y la 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) [26].




El CYP1A1l también es capaz de metabolizar algunos farmacos como el omeprazol y el oltipraz
[27], asi como otros compuestos obtenidos de la dieta [20], al igual que compuestos enddgenos
teniendo como ejemplos el 17B-estradiol, el acido araquiddnico o la melatonina [28].

Estudios utilizando técnicas de microarreglos e inmunohistoquimica, han demostrado que el
CYP1A1 se expresa constitutivamente en células de tumor de mama. Esta expresion se ha
correlacionado con el grado y la progresion del cancer en varias lineas celulares, lo cual supone
que contribuye con la carcinogénesis, proliferacién, supervivencia o quimioresistencia de las
células con cancer [29].

1.3 Mecanismo catalitico del citocromo P450

La reaccion general para la mayoria de las oxidaciones dependiente de citocromos P450 es la
siguiente:

RH + O2+ 2e™ + 2H* -ROH + H20

Donde RH representa al sustrato y ROH al metabolito hidroxilado durante el curso de la
reaccion. Los CYP poseen un grupo prostético de hierro-protoporfirina IX que forman al grupo
hemo, éste es el centro catalitico de la enzima; un grupo tiol de una cisteina altamente
conservada se coordina con el hierro de manera opuesta al sitio de coordinacion con el oxigeno
[30].

En la ilustracion 5 se muestran las fases intermediarias del ciclo catalitico del CYP que
conducen a la hidroxilacion del sustrato (H-R); asi como los estados de oxidacion de hierro en
el grupo hemo del CYP durante este proceso. Se indica el ligando hemo proximal (cisteina
tiolada indicada como atomo de azufre S ligada al hierro) y como ligando distal una molécula
de agua.

En el primer paso (1) la unién del sustrato desplaza a la molécula de agua en el ligando distal;
(2) lo que ocasiona un cambio en el spin del hierro del hemo férrico de bajo a alto spin
provocando un potencial de hierro mas positivo favoreciendo la transferencia de electrones al
par redox (es decir el cofactor) para reducir al estado hemo férrico a hemo ferroso. (3) El hemo
ferroso une al oxigeno para formar el intermediario oxi-ferroso. (4) Se desprende el segundo
electron del par redox para formar peroxido férrico (5). La protonacion produce el compuesto
hidroperoxo-férrico. (6) Otra protonacion conduce a la ruptura del enlace O2 y la formacion de
una molécula de agua. (7) El intermediario restante es una especie oxi-ferril con un radical de
porfirina catiénica; es altamente reactivo y se denomina compuesto |, éste ataca al sustrato
cercano y efectda su hidroxilacién. (8) La salida del producto R-OH permite que el agua se
vuelva a unir para completar el ciclo [31].




Par Redox "9

Par Redox °*

(Compuesto 0)
6 5

Figura 5. Ciclo catalitico del citocromo P450 Modificado de Munro et al., 2007 [31].

1.4 Inhibicidon del CYP

Un inhibidor es aquel compuesto que disminuye o detiene la catélisis de una enzima uniéndose
a ésta e interfiriendo con la reaccion [32]. Los inhibidores se clasifican en dos grandes grupos:
el primero de ellos son los inhibidores de tipo irreversibles, los cuales actuan uniéndose a la
enzima tan fuertemente que queda bloqueada la actividad de ésta de manera permanente. El
segundo grupo son los inhibidores reversibles, los cuales también disminuyen la actividad de
una enzima al unirse, sin embargo, el complejo enzima-inhibidor puede disociarse, de tal
manera que la enzima nuevamente es funcional. Dentro de los inhibidores reversibles existen
cuatro mecanismos de inhibicién, los cuales son descritos a continuacion:




o« Inhibidores competitivos, son aquellos que compiten directamente con el sustrato normal
por el sitio de unién al sustrato de una enzima. Usualmente este tipo de inhibidor se
asemeja al sustrato, o bien, al estado de transicion. Este tipo de inhibidor reduce el nivel
de enzima libre disponible para la union al sustrato. La constante de afinidad (Km) parece
mayor, mientras que la velocidad maxima (Vmax) no se ve afectada. En el grafico de
Lineweaver-Burk esta inhibicién se observa como la interseccion de todas las lineas en el
eje de las ordenadas (figura 6).

A) [ B)

1/velocidad

% T~ 1/Vmax

LN 1/[sustrato]

1/Km

Figura 6. Inhibicién competitiva A) Grafico de Lineweaver-Burk B) Representacion del proceso de unién, C) Caricatura del
proceso de unién del inhibidor a la enzima. Modificado de Segel, 1976 [33]; Nelson y Cox, 2015 [32]

o Inhibidor acompetitivo, se une a un sitio distinto al sitio de unién al sustrato Unicamente
cuando se ha formado el complejo enzima-sustrato, pero no a la enzima libre,
presumiblemente distorsiona el sitio activo y hace que la enzima sea cataliticamente
inactiva. Produciendo un complejo sustrato-enzima-inhibidor. En este caso tanto la
constante de afinidad (Km) como la velocidad maxima (Vmax) disminuyen
proporcionalemnte, lo que permite que la relacibn Km/ Vmax se mantenga. En el grafico de
Lineweaver-Burk esta inhibicion se observa como lineas paralelas donde solo se mantiene
constante la pendiente (llustracion 7).

A) B) o
[1:

1/velocidad

@
(12 — ’9 —_—
+
[l E+S > ES— *E+P ’ ’ ®
+
/. K/ Vi | H »

AU .‘f”ll’Vmax ITl I &
< El
¢ L 4.' 1/[sustrato]

/K

Figura 7. Inhibicion acompetitiva A) Grafico de Lineweaver-Burk B) Representacion del proceso de unioén, C) Caricatura del
proceso de union del Inhibidor a la enzima. Modificado de Segel, 1976 [33]; Nelson y Cox, 2015 [32].

10



o Inhibidor mixto, se une tanto a la enzima sola, como al complejo enzima-sustrato [34]. La
afinidad por la enzima libre es diferente a la afinidad por el complejo enzima-sustrato, por

lo tanto varia tanto la Km como la Vmax sin proporcién alguna (llustracion 8
[

(0 E+S¢_ES—~E+P ‘ .9—>‘+.
[1s

7 | I

e T M I N
/ T e El+S<—EIS
E .‘_‘ 1/[sustrato]

-1/Km

1/velocidad

Figura 8. Inhibicion mixta A) Grafico de Lineweaver-Burk B) Representacién del proceso de unién, C) Caricatura del proceso
de unién del Inhibidor a la enzima. Modificado de Segel, 1976 [33]; Nelson y Cox, 2015 [32].

o Inhibidor no competitivo, al igual que el inhibidor mixto, este se une tanto a la enzima
libre, como al complejo enzima-sustrato en un sitio distinto al sitio activo [34], sin
embargo, la afinidad es la misma para ambos casos, de tal modo que la Vmax presenta
variaciones, mientras que la Km permanece constante (ilustracién 9)

[1]z
[”Z E+S <t ES —eE+P ’h—& "

[1]3

1/velocidad

~_J

7 N ) H
:- Km/Vmax Tll(l TlKI
e 1 N
El +STEIS
t 1/[sustrato]

-1/Km

Figura 9. Inhibicién no competitiva A) Grafico de Lineweaver-Burk B) Representacion del proceso de union, C) Caricatura del
proceso de union del Inhibidor a la enzima. Modificado de Segel, 1976 [33]; Nelson y Cox, 2015 [32].

1.5 Flavonoides y su interaccion con los CYP

Los flavonoides son moléculas de origen natural, compuestas por tres anillos polifendlicos
(llustracion 10), se clasifican segun los sustituyentes que tengan y difieren en los arreglos de
hidroxilo, metoxilo y conjugacion de glucosidos entre los anillos A, B y C [35,36]. La relativa
seguridad de estos compuestos ha llevado a que se utilicen como agentes terapéuticos tanto
en la medicina tradicional como moderna, de la misma manera como suplementos en la dieta
para prevenir enfermedades por a sus propiedades. Aunque la ingesta en la dieta de estos
compuestos varia segun el pais, se considera que oscila entre 23 mg y 1 g por dia [37]. Estos
compuestos provienen de la dieta en forma de O-glicésidos, por lo cual son considerados como
no absorbibles de forma directa, pero a través de microorganismos presentes en el colon, son
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hidrolizados a su forma de flavonoides libres, de esta forma pueden pasar a través de las
paredes del intestino. Hay principalmente dos sitios donde se lleva a cabo el metabolismo de
los flavonoides: en el higado y en el colon, a través de la microbiota que ademas de liberarlos
también los degradan a acidos fendlicos [35,36].

Actualmente se sabe que los flavonoides poseen diversas propiedades bioquimicas vy
farmacoldgicas, las cuales varian segun el nUmero y la posicion de los sustituyentes hidroxilo
y/o metoxilo que posee la molécula [38,39]. Una de las funciones biolégicas ampliamente
investigadas es su contribucion en la prevencién del cancer, la cual se atribuye a distintos
mecanismos implicados, entre los cuales se encuentra que atrapan radicales libres, modifican
enzimas que activan o detoxifican carcindgenos o inhibiendo estas enzimas [40,41].

Figura 10. Estructura basica de los flavonoides, donde Rn puede ser sustituido por un grupo hidroxilo (OH) o un grupo
metoxilo (OCH3)

Se ha documentado que estos compuestos interactian con los CYP en al menos tres formas:
() los flavonoides inducen la biosintesis de algunos CYP; (ii) ciertos flavonoides pueden ser
metabolizados por estos mismos Yy (iii) la actividad enzimatica de algunos CYP esta modulada
(ya sea inhibida o estimulada) por estos compuestos [42].

i. Los flavonoides pueden inducir directamente la expresibn de un gen via receptor
especifico o estabilizando el MRNA. Se ha reconocido que estos compuestos inducen la
expresion de CYP a través de la unién al receptor hidrocarburo aril (AhR), un factor de
transcripcion activado por ligando [41]. Un ejemplo de ello es la quercetina, capaz de
unirse a AhR incrementando la cantidad de mRNA de CYP1Al; por otro, lado el
kaempferol actia como antagonista de AhR inhibiendo la transcripcion del mismo gen 'y
la expresion de esta proteina impidiendo que compuestos activadores como el TCDD se
unan a este receptor para activarlo [43,44].

ii.  Algunos de los polifenoles metabolizados por CYP son gradualmente hidroxilados y/o O-
desmetilados, por ejemplo la galagina (3,5,7-trihidroxiflavona) es secuencialmente
hidroxilada a kaempferol (3,5,7,4 -tetrahidroxiflavona) y posteriormente a quercetina
(3,5,7,3",4 -pentahidroxiflavona) por un mecanismo dependiente principalmente del
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CYP1Al [45,46]. Por otra parte los CYP también llevan a cabo reacciones de O-
desmetilacion sobre estas moléculas, tal es el caso de la hespetina (5,7,3-
trihidroxyflavona-4"metoxifavona), donde esta reaccion se lleva a cabo en la posicion
4’por el CYP1Aly CYP1B1 [47].

iii. Finalmente, estos compuestos son capaces de modular la actividad de los CYP de dos
maneras, una de ellas es estimulando la actividad de las enzimas, tal es el caso de la a-
naftoflavona, la cual puede actuar potenciando la actividad del CYP3A4 , mientras que,
por otro lado, se sabe que este mismo flavonoide inhibe la actividad catalitica del
CYP1A1ly CYP1A2 [48,49].

1.6 Flavonoides como inhibidores del CYP1

La capacidad de los flavonoides como agentes blogueadores de la actividad de los CYP ha sido
ampliamente estudiada ya que puede ser utilizada como una herramienta importante para
combatir etapas iniciales de carcinogénesis. Esta propiedad de inhibir a los CYP se encuentra
estrechamente relacionada con su estructura. Existen evidencias indicando que particularmente
los flavonoides con grupos hidroxilo y metoxilo tienen un elevado potencial y alta selectividad
para inhibir enzimas de la familia CYP1; lo cual proyecta importantes implicaciones para la
prevencion del cancer, asi como otros efectos farmacolégicos y téxicos [50].

Se ha considerado que estas moléculas deben poseer una serie de requerimientos estructurales
para actuar como buenos inhibidores de esta familia, dentro de los cuales se encuentra 1)
poseer una conformacién planar, caracteristica atribuida al doble enlace entre el C2 y C3 del el
anillo C, 2) un grupo oxo en la posicion 4 del mismo anillo, 3) un grupo hidroxilo en la posicion
C3[47,51,52]. Estas particularidades son especificas para cada isoforma, por ejemplo, un grupo
metoxilo en la posicidn 4” eleva altamente la capacidad de estas moléculas para inhibir al
CYP1B1 [51,53]; mientras que un grupo hidroxilo en la posicion 5 incrementa la selectividad
para la inhibicién del CYP1A2 [54,55]. Se ha demostrado que la adicion de un grupo hidroxilo
en un esqueleto de 5,7-dihidroxiflavona contribuye a elevar la seleccion por el CYP1Al [20,
38]. Asi como otras caracteristicas ejemplificadas en la ilustracion 11.

La inhibicion de la actividad de 7-etoxirresorufina-O-deetilasa (EROD) es un ensayo bien
documentado para cuantificar el potencial de inhibicion de actividad de algunas enzimas CYP
(entre ellas las de la familia CYP1), en este caso por flavonoides. En el modelo se lleva a cabo
la reaccion de transformacion del sustrato 7-etoxirresorufina en resorufina, un compuesto que
emite fluorescencia cuantificable, lo cual resulta Gtil para cuantificar la actividad catalitica de la
enzima [25]. En el caso del CYP1ALl la actividad EROD es mas sensible con este sustrato que
con otros como la pentoxiresorufina y la metoxiresorufina.
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Un grupo metoxi en la posicién 4" eleva la capacidad de

La adicion de un grupo hidroxilo en un esqueleto de inhibicién de CYP1, especialmente CYP1B1.
5,7- hidroxiflavona en en anillo A, contribuye a una La introduccipon de un grupo 4'-hidroxil en la 5,7-hidroxiflavona
inhibicidn selectiva para CYPLAL. disminuye la eficiencia de inhibicidn para CYP1A2

La sustitucidn en la posicidn 8 de un grupo
hidroxilo disminuye la inhibicion de CYP1 .

Un grupo hidroxilo en la posicion €3
es importante para la inhibicion de
CYP1.

Un grupo hidroxilo en la posicion C5 resulta en
incremento en la actividad inhibitoria contra CYP1A1. 'O

La hidroxilacion y metoxilacion en las posiciones 5- y 7- -
muestra una inhibicin selectiva para CYP1B1.

El doble enlace endociclico vy el grupo carbonilo son
caracteristicas necesarias para la inhibicion de
CYP1.

Figura 11. Algunas caracteristicas de la relacion estructura actividad de los flavonoides como inhibidores de CYP1.
Modificado de Dong et al. 2016 [7]

Los flavonoides utilizados en este estudio son flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona,
guercetina, miricetina, luteolina, fisetina, kaempferol e hidrato de morina (ilustracion 12). Se
eligieron estas moléculas debido a la variedad que presentan en posicion y niumero de grupos
OH [53,56]; ademas de que cuentan con algunas de las caracteristicas que se han postulado
necesarias para la inhibicion del CYP1Al. La mayoria de estas moléculas se encuentran
presentes en la naturaleza, excepto la 3-HF, molécula de origen sintético.

Se ha reportado a la a-naftoflavona (un derivado sintético de flavonoides naturales) como un
potente inhibidor de varias enzimas CYP, entre ellas el CYP1A1 [48] y es por esto por lo que es
utilizado como un compuesto de referencia para comparar la potencia de inhibicién de los
flavonoides probados en este trabajo. Sin embargo, se ha demostrado que tiene efectos
perjudiciales como el incremento en el intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos de
individuos fumadores. Del mismo modo se ha sefialado como agente clastogénico al
coincubarse con microsomas de rata tratadas con TCDD en cultivos de células de ovario de
raton Chino y causar aberraciones cromosémicas [56,57], lo cual demuestra que no es un
compuesto viable para ser utilizado como agente quimioprotector contra el cancer.
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Fisetin Miricetin Luteolin

a-naftoflavona

Figura 12. Estructura quimica de los flavonoides probados en este trabajo: flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona,
guercetina, miricetina, luteolina, fisetina, kaempferol e hidrato de morina. La a-naftoflavona se utiliza como ejemplo de un
potente inhibidor ya conocido del CYP1A1.
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1.7 Mutagenicidad de flavonoides.

Como se ha mencionado anteriormente, los flavonoides se han caracterizado en general por
tener propiedades benéficas para la salud. Sin embargo, se han reportado efectos adversos,
tales como la mutagenicidad y la peroxidacion lipidica [59]. La mutagenicidad es la produccién
de alteraciones en la secuencia de nucleétidos del material genético (ADN) que da lugar a una
modificacion permanente de la constitucion hereditaria. Esta caracteristica de los flavonoides
depende del numero y de la posicion de los grupos hidroxilo en el anillo B. Por otro lado, las
reacciones de hidroxilacion mediadas por los CYP en estas moléculas también pueden
aumentar la genotoxicidad de las mismas.

En 1978, MacGregor y Jurd establecieron algunos requerimientos estructurales generales para
la mutagenicidad de estos fitoquimicos a través de un estudio en el cual consideraron la relacion
estructura-actividad de estos compuestos. Sugieren que la estructura de los anillos de
flavonoides deben poseer 1) un grupo libre hidroxilo en la posicion 3, II) un doble enlace en las
posiciones 2 y 3, Ill) un grupo ceto en la posicion 4 y V) una estructura que permita que el
proton del grupo 3-hidroxilo se tautomerice a un compuesto 3-ceto [56]. Posteriormente a través
de ensayo del Ames también se determinaron otras caracteristicas como la presencia de grupos
hidroxilo libres ya sea originalmente presentes o metabdlicamente formados, en las posiciones
3y 7 del anillo, asi como al menos un grupo hidroxilo en el anillo B (ver ilustracién 9) [60,61].

Se postula que la genotoxicidad de los flavonoides esta asociada con la formacion de especies
reactivas de oxigeno resultantes de la autooxidacion de estas moléculas. Un ejemplo de ello es
la quercetina, que puede oxidarse via enzimética o quimica a una especie de quinona de
caracter pro-oxidante, capaz de unirse de manera covalente al ADN [56,62].

1.8 Ensayo de mutagenicidad (prueba de Ames)

Las mutaciones, son cambios en la secuencia de nucleétidos que componen el ADN. Un evento
de mutagenicidad puede ser causado por agentes que generan cambios puntuales donde se
modifica, inserta o elimina una base. En el primer caso una base es sustituida por otra del mismo
tipo (transicion), o bien remplazada por una base diferente (transversion). Por otro lado, el
corrimiento de marco de lectura (“frameshift”) es el resultado de la adicién o eliminacion de
nucleétidos.

Diversos agentes quimicos pueden ser causantes de las mutaciones, y para ello existe pruebas
para determinar la seguridad de los compuestos. La prueba de Ames es un ensayo bacteriano
desarrollado por el Dr. Bruce Ames en 1975 [63], en el cual se determina el potencial
mutagénico de los compuestos utilizando como modelo cepas de Salmonella typhimurium,
caracterizadas porque cada cepa de prueba contiene un tipo diferente de mutacion en el operén
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de histidina, impidiendo que las bacterias sinteticen este aminoacido, es decir, son auxotrofas
de histidina (His"), esta mutacién es reversible ya sea de manera espontanea o inducida por un
agente quimico [64]. Adicionalmente, las bacterias cuentan con otras mutaciones que
incrementan su sensibilidad ante agentes mutagénicos:

o La mutacion en el gen rfa causa la pérdida parcial de la barrera de lipopolisacéaridos,
favoreciendo la permeabilidad a moléculas de mayor de tamafio que de manera normal
no entran a la bacteria [64].

o ElgenuvrB codifica para el sistema de reparacion por escision de bases; al ser eliminado
este sistema de reparacion, las bacterias son mas sensibles a las modificaciones
causadas en el ADN. Esta delecién implica al operdn de biotina, lo cual ocasiona que la
bacteria también presente deficiencia de esta vitamina [64,65].

« El plasmido factor R, pKM101 incrementa la via de reparacién por la DNA polimerasa
error-prone cuyo mecanismo tiende a errores; este sistema un sistema que se presenta
de forma normal en estos organismos a través de los genes mucAB. Este sistema
favorece la mutagénesis quimica y espontanea. Este plasmido sélo lo tiene algunas
cepas, entre ellas las de uso comun como: TA97, TA98, TA100y TA102 [64,66].

La prueba de Ames se fundamenta en que el compuesto mutagénico revertird la condicion
mutante de His™ a His*, reflejando el crecimiento bacteriano en placas con medio de cultivo
ausente de histidina. El resultado se considera positivo cuando el nimero de revertantes
inducidas es igual o superior al doble del nimero de colonias revertantes espontaneas del
control negativo.

La cepa TA98 detecta varios mutagenos que acttan por corrimiento del marco de lectura
o’frameshift”. Los mutagenos frameshift pueden estabilizar varias bases corridas que
usualmente ocurren en secuencias repetidas o “hot-spots” de DNA, resultando en una mutacion
gue reestablece el marco de lectura. El tipo de mutacién que posee en el operon histidina es la

hisD3052, esta mutacion se encuentra en el gen hisD el cual codifica para histidinol
—GCGCGCGC—
—CGCGCGCG—
sitio -1 de la mutacién frameshift. Este tipo de mutaciones, son revertidas por mutagenos como

el 2-nitrofluoreno y la daunomicina. El plasmido de factor R también le otorga resistencia a la
ampicilina a esta cepa [64,66].

deshidrogenasa, posee la secuencia , son 8 residuos repetidos de -GC- cerca del

Comunmente para hacer mas sensible esta prueba se emplea la adicion de un homogenado de
higado de rata (fraccion S9) tratadas con compuestos como el Aroclor 1254 o la B-naftoflavona
que favorecen la expresion de citocromos P450. Estas y otras enzimas de fase | y Il son capaces
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de biotransformar compuestos pro-mutagenos a su forma activa; debido a que las bacterias no
cuentan con los mismos sistemas metabdlicos que los mamiferos y otros vertebrados, resulta
una herramienta util para determinar aquellos compuestos que requieren activacion metabdlica
para ejercer su accion mutagénica [65,67].

1.9 Fraccion S9 de higado humano

Desde que se establecié el ensayo de Ames, se han desarrollado modificaciones para hacer
gue esta prueba sea mas sensible y de ser posible con mayor fidelidad hacia lo que ocurre en
los seres humanos; una de estas modificaciones ha sido la inclusion de la fraccion S9 humana
que sustituye a la fraccién S9 de ratas inducidas como sistema metabdlico. Esto se debe a que
existen importantes diferencias entre las enzimas humanas y las de rata, incluyendo cuestiones
de actividad como de afinidad a los compuestos, ademas de que la fraccion S9 humana puede
reflejar con mayor precision lo que ocurriria en los seres humanos [68,69].

La fraccion S9 es preparada a partir de un homogenado de higado en una solucién de 0.15 M
KCI, el sobrenadante se obtiene a través de centrifugaciéon a 9000 g, y contiene una parte
microsomal con proteinas citocromo P450, flavin monooxigeneasas (FMO), esterasas,
amidasas y epoxido hidrolasas, asi como enzimas de fase Il como la glucoroniltransferasa
(UGT). Pueden ser preparados a partir de un solo donador, o de una mezcla de donadores.
Para que estas enzimas tengan actividad catalitica es necesario adicionar cofactores con el
NADPH, necesario para la actividad del CYP [69,70].

Entre las desventajas de utilizar este relativamente nuevo sistema metabdlico, se encuentra la
dificultad para adquirir el material humano, la variabilidad en la actividad de los lotes de S9, ya
gue en el caso del S9 de rata, se obtiene de animales en condiciones controladas, cosa que no
sucede con los donadores humanos puesto que existen muchos factores como la edad, sexo,
peso, variabilidad genotipica, entre otras, que pueden afectar la capacidad para metabolizar
xenobidticos, asi como baja actividad enzimatica del S9 humano comparada con aquella del S9
de ratas inducidas [71].

El uso de S9 humano en ensayo de mutagenicidad también es valioso porque demuestra que
las enzimas de higado humano estan jugando un papel critico al momento de activar
promutagenos o detoxificarlos. Y el hecho de utilizar enzimas de higado humano los posibles
riesgos genotoxicos en el mismo modelo, ademas de que, se pueden comparar variaciones en
la magnitud de mutagenicidad medida con S9 humano, S9 de rata inducida y S9 de rata no
inducida [70,72,73].
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2. Planteamiento del problema

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) son unos de los compuestos con mayor
presencia en el ambiente, pues derivan del humo de tabaco, productos de la combustion de
gasolina y diésel, alimentos carbonizados y otros productos resultantes de la combustion
incompleta de la materia organica. Estos compuestos son metabolizados principalmente por la
familia de CYP1A y sobre todo la isoforma CYP1Al. Se ha descrito que el resultado de la
interaccion del CYP1Al y los HAP’s pueden ser metabolitos capaces de generar aductos en el
DNA, causando eventos mutagénicos y aberraciones cromosOmicas que contribuyen con el
proceso carcinogénico.

La identificacién de moléculas de origen natural capaces de inhibir enzimas involucradas en el
metabolismo y activacion de carcindégenos, tales como el CYP1A1 abre la posibilidad de contar
con farmacos que podrian prevenir cancer.

Los flavonoides son fitoquimicos que han demostrado tener efectos inhibitorios sobre los
citocromos P450, y entre estos compuestos, se ha descrito que las flavonas poseen mas
especificidad por la subfamilia CYP1A [50]

Con base en estos antecedentes, se proponen nueve flavonoides tanto de origen natural como
sintético: flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona, quercetina, miricetina, luteolina, fisetina,
kaempferol e hidrato de morina, los cuales difieren entre si en la cantidad y posicion de
sustituyentes OH en su esqueleto. Aquellos que sean los mejores candidatos con un mayor
potencial de inhibicion para el CYP1Al y con bajo o nulo efecto mutagénico, podran ser
propuestos como agentes quimiopreventivos de cancer.

Ante la posibilidad de que estos flavonoides funcionen como agentes quimioprotectores y el
CYP1A1 como un blanco terapéutico, resulta relevante definir el tipo de inhibicion que estos
compuestos llevan a cabo sobre la enzima.

Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones se han realizado con metabolismo de
roedores, por lo que trabajar con enzimas del metabolismo humano abre nuevas posibilidades
en la investigaciéon de mutagenos y carcinébgenos ambientales y muestra de manera mas fiel el
comportamiento que podria tener esta interaccion entre los flavonoides y el CYP1A1l en los
humanos.
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3. Hipotesis

La potencia de inhibicion de los flavonoides estara dada en funcion de la cantidad de
sustituyentes OH en su estructura. Estos inhibidores son semejantes a los sustratos del
CYP1A1, los cuales no cuentan con sustituyentes OH en su estructura. Por tanto, asumimos
que, dentro de los flavonoides probados, aquellos con menor nimero de grupos OH, ejerceran
mayor inhibicion sobre el CYP1Al1 humano. Ya que la estructura de los flavonoides probados
se asemeja a la de los sustratos del CYP1AL, la inhibicion ejercida sera de tipo competitiva, de
tal modo que los inhibidores se uniran al sitio activo.

4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Identificar a los flavonoides con una mayor potencia de inhibicion de CYP1Al1 humano y una
baja o nula mutagenicidad.

4.2 Objetivos Particulares

o Inducir al CYP1Al1 humano recombinante en cultivo de Escherichia coli DH5a
transformada con el plasmido apropiado.

o« Obtener la fraccion membranal bacteriana.

o Medir la actividad del CYP1A1 humano en la fraccion membranal bacteriana mediante el
ensayo EROD.

o Determinar la Clso de 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona, flavona, quercetina, miricetina,
luteolina, fisetina, kaempferol e hidrato de morina sobre CYP1A1.

o Caracterizar la cinética enzimatica de los flavonoides que resultaron tener mayor
potencial de inhibicion.

o Determinar in silico, mediante estudios de acoplamiento molecular, las interacciones del
sustrato e inhibidores con el CYP1Al humano de los flavonoides que resultaron tener
mayor potencial de inhibicion.

o Determinar la capacidad mutagénica de los flavonoides que resultaron tener mayor
potencial de inhibicion mediante la prueba de Ames con y sin mezcla S9 humanao.
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5. Metodologia

5.1 Expresion del CYP1A1 humano en E. coli

Para obtener la proteina CYP1Al humana necesaria para esta investigacion, se utilizaron
bacterias construidas y donadas por Dr. Peter Guengerich de la Universidad de Vanderbilt en
Tenesse, EUA. Dichas bacterias corresponden a Escherichia coli DH5a que poseen el vector
pcW donde fue insertado el gen que codifica para CYP1A1 humano [74].

Se realiz6 el cultivo de células E. coli DH5a transformadas que sobreexpresan CYP1A1 en
medio soélido Luria Bertani (LB) suplementado con ampicilina (200 pg/mL) y se incubaron
durante 24 h 37 °C. Posteriormente se toma una colonia aislada con la cual fue inoculada en
10 mL de medio liquido LB suplementado con ampicilina (100 ug/mL) y se dejo crecer a 37 °C;
transcurridas 16 h se inocularon en 1 L de medio TB suplementado con ampicilina (100 pg/mL),
tiamina (1 mM) y elementos traza (6.75 mg/L de FeCls, 1mg/L de ZnCl2, 1 mg/L de CaClz, 1
mg/mL de CuClz y 25 pL de HCI concentrado), se incubaron durante 5 h a 30 °C en agitacion
de 150 rpm. Transcurrido el tiempo se adicionaron los inductores isopropil B-D-tiogalactésido
(IPTG) a una concentracion final de 1 mM y &cido delta aminolevulénico (ALA) a una
concentracion final de 0.5 mM y se continud la incubacion durante 20 h a 30 °C, 150 rpm.

5.2 Obtencion de la fraccion membranal de E. coli

Para la obtencion de la fraccion membranal el cultivo se centrifugd a 4 000 g durante 15 min a
4 °Cy fue colectada la biomasa. El boton resultante se resuspendio en amortiguador A (solucién
0.1 M de Tris-acetato, pH 7.6, conteniendo 0.5 M de sacarosa y 0.5 mM de EDTA), con 5 mL
de amortiguador por cada 100 mL de cultivo, posteriormente se diluyo dos veces con aguay se
adiciono la lisozima hasta una concentracion final de 0.1 mg/mL, se agité ligeramente y se
incubd en hielo durante 30 min para efectuar la hidrélisis de membranas.

Nuevamente se centrifugd a 40 000 g durante 14 min a 4 °C para recuperar los esferoplastos y
el botdn resultante se resuspendié nuevamente en amortiguador B (solucién de fosfato de
potasio 0.1 M, pH 7.4, conteniendo acetato de magnesio 6 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM y
glicerol 20% v/v) en una proporcion de 2 mL de amortiguador por cada 100 mL de cultivo. Se
adicionaron los inhibidores de proteasas hasta concentraciones finales de 1 mM de
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 2 uM de leupeptina, 1 uM de bestatina y 0.04 U/mL de
aprotinina.
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A continuacion, las células se lisaron utilizando un sonicador de aguja al 70% de su capacidad
maxima, a intervalos de 1 min durante 10 minutos.

Finalmente, el lisado se centrifugd a 10 000 g durante 20 min a 4 °C, recuperando el
sobrenadante que fue sometido a una ultima centrifugacion de 100 000 g por 90 min. Se
recupero el botén y se resuspendié en el minimo volumen posible de amortiguador B, por ultimo,
se almacen¢ a -80 °C

5.3 Determinacion de la actividad enzimatica

Los ensayos de actividad enzimatica se llevaron a cabo mediante la capacidad de O-deetilasa
gue posee el CYP1ALl. El sustrato utilizado fue 7-etoxirresorufina que es metabolizado por el
CYP1AL1 por accién EROD (etoxirresorufina O-deetilasa) y tiene como producto la resorufina
compuesto cuantificable mediante fluorescencia a una longitud de onda de excitacién de 530
nm y una longitud de emisién de 590 nm [75].

Se realiz6 una curva patron mezclando 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 o 1000 pmoles de resorufina
en amortiguador de Tris-base 50 mM y cloruro de magnesio 25 mM pH 7.6 en un volumen final
de 200 pL.

La reaccion enzimatica se llevdé a cabo en una placa de 96 pozos con una mezcla de
amortiguador de Tris-base 50 mM vy cloruro de magnesio 25 mM pH 7.6, 50 uM de 7-
Etoxirresorufina disuelto en DMSO, 40 ug de fraccion membranal y en su caso, una curva de
concentracion de cada flavonoide disuelto en DMSO.

La mezcla se incub6 durante 3 min a 37 °C. A continuaciéon, se comienzodla reaccion enzimatica
al adicionar 50 uM de NADPH disuelto en amortiguador. El volumen final de la mezcla de
reaccion fue de 200 pL.

La formacion del producto se evallo cada 20 s durante 15 min a 37 °C en el fluorometro Synergy
H4. Las mediciones se realizaron a una longitud de onda de excitacién de 530 nm y una longitud
de onda de emisién de 590 nm.

Para determinar la actividad enzimatica con cada concentracion de inhibidor se realizaron
triplicados, expresando los resultados en porcentaje respecto a la actividad del control. Cada
punto es el promedio de tres experimentos independientes con su respectivo error estandar.
Para establecer la Concentracion Inhibitoria Media Clso, se determina la concentracion de
inhibidor que disminuye la actividad enzimatica al 50%, a través del analisis de las curvas de
concentracion-efecto utilizando el programa GraphPad Prism 6 para Windows. Se realizo el
ajuste no lineal de datos a la siguiente ecuacién para un inhibidor parcial [76].

22



.. Actividad maxima—Actividad minima .. ;-
Actividad respecto al control = I + Actividad minima
14+
CI50

Donde:

Actividad maxima es la actividad enzimética respecto al control a la concentracién de inhibidor
mas baja probada. Actividad minima es la actividad enzimética respecto al control a la
concentracion de inhibidor mas alta probada. [I] corresponde a la concentracién del inhibidor.
Clso es la concentracion inhibitoria media.

5.4 Determinacion de la cinética enzimatica

Los ensayos de actividad enzimatica se llevaron a cabo mediante la capacidad de O-deetilasa
gue posee el CYP1AL. El sustrato utilizado fue 7-etoxirresorufina.

La cinética enzimatica de CYP1AL1 se llevo a cabo en una mezcla de amortiguador pH 7.6 (Tris-
base 50 mM y cloruro de magnesio 25 mM), diferentes concentraciones de 7-etoxirresorufina
(0.15, 0.32, 0.42, 1.25, 2.50, 3.75, 5, 10 uM) disuelto en DMSO y 40 pg de fraccion membranal.

Para la cinética de inhibicion se emplearon las siguientes concentraciones de los flavonoides
gue resultaron ser los inhibidores mas potentes. Para la 5-hisroxiflavona: 45, 90, 180y 270 nM;
para la 3-hidroxiflavona: 30, 60, 90 y 120 nM y para la flavona 40, 80, 160 Y 420 nM.

Se realizaron triplicados para las determinaciones de la actividad enzimatica para cada
concentracion de inhibidor en presencia de diferentes concentraciones de sustrato. Los
resultados son expresados en pmol de resorufina formada por minuto por mg de proteina (pmol
resorufina/min*mg proteina).

La determinacion de los parametros cinéticos Vmax, Km y Ki se realiza a través del programa
GraphPad Prism 6, version para Windows; se realizé un ajuste por regresion no lineal de los
datos de velocidad inicial de reaccion en funcion de la concentracion de sustrato en ausencia o
presencia de diferentes concentraciones de inhibidor con las siguientes ecuaciones:

e Michaelis-Menten

_ Vmax * [S]
Vo = Km + [9]
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e Inhibicién competitiva

Vmax * [S]
o ]
Km (1 + E) +[S]
e Inhibicidén no competitiva
Vmax * [S]
o 1] 1]
Km (1+ﬁ)+ [s] (1+ﬁ)
¢ Inhibicién acompetitiva
Vmax * [S]
o 1] 1]
Km (1 +K_1C) + [S](1 + K_lu)
e Inhibicién mixta
Vmax * [S]
V., =
° [1] (1]

Donde:

v, €s la velocidad inicial de reaccion.

[S] es la concentracion de sustrato

[I] indica la concentracién del inhibidor (flavona, 3-hidroxiflavona o 5-hidroxiflavona)
Kic es la constante de inhibicion de la enzima libre

Kiu indica la constante de inhibicién del complejo enzima-sustrato.

Fue asignado como el modelo de inhibicion preferente aguel que mostré mayor coeficiente de
relacion y menor valor absoluto de la suma de errores al cuadrado derivados del ajuste no lineal,
y fue ilustrado con el grafico de dobles reciprocos.
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5.5 Evaluacion in silico de la interaccion del CYP1A1 con los flavonoides

Las estructuras quimicas de los ligandos se tomaron de la base de datos ChemSpider de la
Real Sociedad de Quimica, posteriormente se ajusté el formato en el programa OpenBabel.

A través de la base de datos Protein Data Bank se obtuvo la estructura tridimensional del
CYP1A1l que cuenta con el codigo PDB 418V.pdb (ilustracion 4A), y empleando el programa
programa PyMOL Molecular Graphics System, vesion 1.3 Shrédinguer. LLC. se modificé para
eliminar el ligando con el cual fue co-cristalizado, asi como para adecuar la molécula para llevar
a cabo el acoplamiento molecular.

Con el programa AutoDockTools (ADT) version 1.5.6, se realiz6 la incorporacién de todos los
atomos de hidrégeno no polares y la asignaciéon de las cargas Gasteiger a la proteina y a los
ligandos, generando los archivos.pdbqt correspondientes. A partir de estos, utilizando el
programa AutoDockVina [77], se llevd a cabo la obtencion de los archivos que contienen las
conformaciones tridimensionales de los ligandos con las macromoléculas, donde se eligieron
aquellas que presentaron las energias de union calculadas mas negativas.

Los célculos son hechos para proteina fija y ligando flexible empleando el algoritmo genético
lamarckiano. El sitio de acoplamiento para el CYP1A1 humano se establecio con las siguientes
dimensiones del centro en X: -20.056, Y: 39.099, Z: -35,592 A, con un espaciamiento de 1.0 A,
tamafio de X: 60, Y: 46, Z: 54 A.

Se utilizaron los programas de PyMOL (Schrddinger, LLC) y LigPlot (EMBL-EBI) para el andlisis
de los resultados del acoplamiento molecular y la preparacion de las figuras correspondientes.

5.6 Prueba de mutagenicidad

Se utiliza la cepa TA98 de Salmonella typhimurium en la prueba de Ames, la cual fue donada
por el Dr. Bruce Ames de la Universidad de California, Berkely, C.A. USA. Se empleé la
Quercetina (QT) como control positivo de mutagenicidad, y como sistema enzimatico de
activacion metabdlica se utiliza S9 de higado humano comprado de Moltox. Lote: 3827; mezcla
de higado de cinco donadores masculinos.

25



5.6.1 Verificacion de marcadores genotipicos

De un cultivo de reserva congelado a -80 °C, se tom0 una muestra y se sembr6 en una caja
Petri con medio solido Nutrient Broth suplementada con ampicilina (25 ug/mL), y se incubo
durante 72 h a 37 °C. Una vez que han crecido, se seleccionaron 5 colonias aisladas y cada
una es sembrada en un tubo con 5 mL de medio Nutrient Broth No.2 OXOID liquido
suplementado con ampicilina (25 pg/mL) durante 16 h a 37 °C con agitacion constante de 150
rpm.

o Requerimiento de histidina: Con un aplicador
de madera se inocularon las 5 colonias
seleccionadas en dos cajas Petri que
contiene medio minimo de Voguel-Bonner,
una de ellas suplementada con 320 uL de
una solucién de Histidina 0.1 M/ Biotina 0.5
mM. Para verificar que poseen la mutacién Medio minimo Medio minimo
hisD3052 las bacterias deben crecer solo en + Histidina
la caja con el medio suplementado con histidina.

o Presencia del pldsmido: Con un aplicador de
madera se inocularon las 5 colonias
seleccionadas en dos cajas Petri que
contiene medio NB, wuna de ellas
suplementada con ampicilina (25 pg/mL).
Para verificar la presencia del plasmido

. Medio NB Medio NB
pKM101 las bacterias deben crecen en + Ampicilina
ambas cajas, mostrando resistencia a la
ampicilina.

o Sensibilidad al cristal violeta: En una caja Petri con medio
NB se colocé una linea de cristal violeta (0.1%) que cruce la
caja, una vez seca se siembran en lineas las 5 colonias
seleccionadas, de manera que cada una cruce la linea de
cristal violeta transversalmente. Para cerciorarse de la
presencia del marcador rfa, se debe observar un halo de
inhibicidn de crecimiento bacteriano en la periferia de la linea
de cristal violeta.
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o Sensibilidad a la luz UV: Con un aplicador de madera se
siembro una linea recta de cada cultivo en una caja Petri
con medio NB, se cubrio con papel aluminio una seccion
perpendicular a las lineas de cultivo y posteriormente la
caja es irradiada con luz UV (longitud corta) a una
distancia de 20 cm, durante 15 seg, el papel se va
recorriendo cada 15 segundos, de tal forma que queden
con 60, 45, 30, 15 y 0 segundos acumulados de
irradiacion. Para corroborar la presencia del marcador
uvrB, debe haber inhibicidon de crecimiento en las secciones con mayor exposicion a la
luz UV.

o Frecuencias espontanea: Se colocaron 100 uL de cultivo bacteriano en un tubo con 2 mL
de agar de superficie, previamente suplementado con Histidina 1 Mm /Biotina 0.5 mM a
45 °C. Se homogenizé agitando suavemente y fue vertido en una caja de medio minimo
Voguel-Bonner. Se incubé a 37 °C durante 48 y se contaron las colonias revertantes.

Para realizar el ensayo de Ames, se selecciond el cultivo que presento6 las mejores respuestas
en los marcadores.

5.6.2 Ensayo de Ames

Para realizar la prueba de mutagenicidad se coloc6 un cultivo de 10 mL de medio Nutrient Brot
No.2 OXOID liquido adicionando ampicilina (25 pug/mL) durante 16 h a 37 °C con agitacion
constante de 150 rpm.

En un tubo ependorff de 2 mL se agregaron 100 uL de Salmonella typhimurium; los controles
contenian 10 uL de Quercetina (15 nmol) con y sin 500 pyL de S9 humano. Los tratamientos
contenian 100 pyL de Salmonella typhimurium 10 pL de 5-HF, 3-HF y flavona disueltos en DMSO,
el primero a concentraciones de 0.001, 0.01, 0.1 y 1 ymol, mientras que la 3-HF y la flavona a
0.01, 0.1, 1y 5 umol, los tres probados con y sin activacion metabdlica de S9 de higado humano
500 pL, en un volumen final de 1 mL con una mezcla de amortiguador de fosfato. La mezcla fue
preincubada durante 20 minutos a 37 °C con agitaciéon de 150 rpm. Una vez transcurrido el
tiempo la mezcla fue vertida en tubos que contienen 2 mL de agar de superficie, se agitaron
suavemente y se vertieron en cajas Petri con medio minimo suplementadas con Histidina 0.1
mM/ Biotina 0.5 Mm, una vez que ha polimerizado el agar de superficie las cajas fueron
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incubadas a 37 °C durante 48 h y transcurrido el tiempo las colonias fueron contadas de forma
manual.

Cada caja Petri se observo a través del microscopio optico para ver el crecimiento de fondo y
verificar que los compuestos no tuvieran efecto toxico en S. typhimurium.

5.6.3 Andlisis estadistico

Los ensayos se realizaron por duplicado, cada uno contenia triplicado de cada tratamiento., se
utilizé el programa estadistico GrapPhad Prism. Como prueba estadistica de empleé el analisis
de varianza (ANOVA) de una via y la como post hoc la prueba de Tuckey con una p< 0.05 para
diferencias entre tratamientos. Los resultados se expresan como el promedio de dos
experimentos independientes + desviacion estandar (D.E).
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6 Resultados

6.1 Efecto de distintos flavonoides sobre la actividad del CYP1A1 humano.

Los resultados de la actividad del CYP1A1 humano en presencia de los nueve flavonoides
probados, muestran que estos compuestos ejercen inhibicién de tipo dosis-dependiente sobre
la actividad de la enzima. Particularmente la flavona, 3-hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona
muestran un alto potencial de inhibicién respeto a los otros flavonoides, ejerciendo su accién a
concentraciones menores a 10 uM, como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Efecto de la flavona, 3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona, quercetina, miricetina, luteolina, fisetina, kaempferol e
hidrato de morina, sobre la actividad de CYP1A1 humano recombinante. Cada punto es el promedio de tres experimentos
independientes con su respectiva desviacion estandar.

6.2 Concentracion inhibitoria media (Clso) de distintos flavonoides sobre CYP1A1
humano.

Se calculo la concentracion inhibitoria media (Clso) de los flavonoides probados, para determinar
cudles compuestos presentan mayor potencial como inhibidores del CYP1Al1 humano. Estos
resultados se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1 Concentracién inhibitoria media de nueve flavonoides sobre CYP1A1 humano.

Compuesto Clso (uM) = D.E. Posicion de OH Estructura
OH O
Morin hidrato 102.50 £20.58 | C; Cs, C7, C', C4 Ho Q o XHZO
Fisetina 76.95£1200 | C, Cy Cs Cy %
. . ) ) O I OH
Myricetina 43.56 £7.87 | C3, Cs, C7, C3', C4, Laeas oH
CS, OH "
Quercetina 24.44 + 6.06 Cs, Cs, C7, C4', C5 Ho » ) on
OH O =
Luteolina 9.15+3.18 Cs, C7. Ca", Cs~ o> Aot
7 oH
OH O -
Z OH
Kaempferol 6.90 + 1.25 Cs, Cs, C7, C4’ oS
5 OH
a-naftoflavona 0.29 +£0.138 Anillo D |
OO s
[¢]
Flavona 008+0021 | . 1) >
(o]
. . OH
3-hidroxiflavona | 0.05 + 0.007 Cs ] o
OH O I
5-hidroxiflavona | 0.03 + 0.005 Cs O . ®

*Los resultados de la a-naftoflavona se obtuvieron anteriormente en el laboratorio y se afiaden Gnicamente
con fines comparativos, en esta investigacion solo se probaron los nueve flavonoides mencionados
anteriormente.

La Clso mas baja se observa con 5-hidroxiflavona, seguida de 3-hidroxiflavona y flavona con
concentraciones de 35, 51 y 88 nM respectivamente. Como se muestra en la tabla 1, estas son
las moléculas probadas mas pequefias, dichos compuestos contienen solo uno o ningun grupo
OH en su estructura. Por otro lado, los compuestos con mayor niamero de grupos OH resultaron
ser menos efectivos como inhibidores del CYP1A1 humano.
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Estos resultados indican que la estructura de los flavonoides influye en la potencia de inhibicion
del CYP1A1 humano, mostrando que a menor numero de grupos OH, hay mayor potencia de
inhibicién.

6.3 Determinacién del efecto de flavona, 3-HF y 5-HF sobre la actividad
enzimatica de CYP1A1 humano

Con el objetivo de determinar los parametros cinéticos de Vmax y Km del CYP1A1 humano, se
realizé un ajuste no lineal a la ecuacidon de Michaelis-Menten de la velocidad de reaccion inicial
de la enzima, en funcién de la concentracion de sustrato 7-etoxirresorufina (figura 14). Los
valores cinéticos obtenidos fueron una Vmax de 167.1 + 5.2 pmol/min*mg proteina y una Km
de 0.59 £ 0.07 puM.
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Figura 14. Grafico de velocidad inicial de reaccion del CYP1A1 humano vs concentracion de etoxirresorufina. Se realizé un
ajuste por regresion no lineal a la ecuacién de Michaelis-Menten.

Con base en los resultados anteriores, se realiz6 la cinética enzimética en presencia de los
compuestos con los que se obtuvieron las ICso mas bajas. En la figura 15 se representa el
resultado de este ensayo que muestra el efecto inhibitorio sobre el CYP1A1 humano, de los tres
flavonoides probados en distintas concentraciones: 45, 90 180 y 270 nM para 5-hidroxiflavona,
30, 60 90 y 120 nM para la 3-HF y finalmente 40, 80, 160 y 240 nM para la flavona. Del mismo
modo se realizd una regresion no lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten de los datos
obtenidos para determinar los parametros cinéticos de Vmax, Km y Ki para cada caso.
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Figura 15. Izquierda: Graficos de velocidad inicial de reaccion del CYP1A1 en ausencia y presencia de los distinto inhibidores.
Derecha: Graficos de Lineweaver-Burk (dobles reciprocos), muestran la interseccion de las rectas en los ejes del grafico. A)
Efecto inhibitorio de la 5-hidroxiflavona, B) Efecto inhibitorio de la 3-hidroxiflavona, C) Efecto inhibitorio de la flavona sobre la
actividad del CYP1A1 humano.
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Del ajuste de datos a las ecuaciones de velocidad inicial comparando los diferentes tipos de
inhibidor (competitivo, acompetitivo, no competitivo y mixto), se determiné el tipo de inhibicion
gue presenta cada uno de los flavonoides probados que se muestra en las tablas 2 y 3 junto a
los parametros cinéticos determinados para cada compuesto.

Tabla 2. Ajuste global de los parametros cinéticos de los tres flavonoides provados con el CYP1A1 humano.

CI 50 Vmax Tipo de
Compue (UM) Estructura Km (uM) (pmol/min* Ki (nM) inhibicion
sto mg prot)
Control Control 0.59+0.07 167.1+5.20
5-HF 0.051 Mejor No
ajuste 0.9696 0.618 £0.04 169.1+3.21 69.48+2.44 Competitiva
3-HF 0.035 Mejor No
ajuste 0.9073 0.645+0.05 168.1+4.59 91.97+5.52 Competitiva
Flavona 0.088 0 Mejor No
] ajuste 0.8711 0.711+0.08 164.9+5.85 121.5+9.06 Competitiva
0 X
l >

En la figural5 se presentan los gréficos de Lineweaver-Burke o dobles reciprocos, en donde el
intersecto de las lineas en el eje de las absisas es igual a -1/Km, mientras que la interceccion
de las linas en el eje de la ordenadas es igual a 1/Vmax. La interseccion de las lienas entre si,
en el eje de la ordenada indica una inhibicion de tipo no competititva, donde el valor de la Vmax
disminuye. mientras que la Km es constante, es decir que estos flavonoides no afectan la
afinidad de la enzima por el sustrato, mientras que la velocidad maxima de reaccion se ve
disminuida.
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Tabla 3. Ajuste individual de los parametros cinéticos de los tres flavonoides provados con el CYP1A1 humano.

Conc. Vmax
Compuesto  Clso Estructura Tipo de Inhib.  (pmol/min*
(UM) inhibicién (nM) mg prot)
Control 167.1 +5.20 0.59 + 0.07
45 104.4+3.76  0.60£0.08
No 90 7744 +4.44  0.84+0.16
0.051 Competitiva  0-969  69.48 + 2.44
5-HF 180 43.31 +2.33 0.56 +0.12
270* 38.42+3.28  0.70+0.21
30 122.4+754  0.63%0.14
No 90 105.3+7.05 0.77£0.18
0.035 Competitivo  9-907 91,97 +552
3-HF 60 80.74 + 5.41 0.64 +0.16
120*  83.92 £5.50 0.73 +0.17
40 1095+5.63  0.71+0.13
0
No 80 95.96 + 5.59 0.92 +0.17
0.088 Competitivo 9871 1215+ 9.06
Flavona . | . pettiv 160  7990+647 0096+ 0.24
|
P 240  79.65+8.34  0.88+0.30

6.4 Evaluacion in silico de las interacciones de a-naftoflavona con el CYP1A1l

humano

Para determinar que el acoplamiento molecular se llevara a cabo del mismo modo que en el
modelo cristalizado, se realizé el control utilizando como sustrato a-naftoflavona (a -NF),
molécula con la cual el CYP1A1l humano fue co-cristalizada originalmente. Resultado de esto
encontramos que a-NF se une en el mismo sitio que en la enzima cristalizada, asi como en la
misma posicion, lo que indica que el modelo y el programa funciona correctamente. El anillo B
de la a-NF se encontr6 orientado hacia el Fe del grupo hemo, a una distancia de 4.8 A como lo
muestra la linea amarilla punteada de la ilustracion 15, mientras que el anillo A esta formando
un enlace de tipo 11-11 con el anillo de la Phe 224 (en verde) de la hélice F, tal como lo reportan
Walsh y colaboradores [78].
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Figura 16. Modelo de interaccion del a -NF en la cavidad del sitio activo del CYP1Al humano, a la izquierda se muestra la
representacion molecular obtenida a través del programa PyMol (Schrédinger, LLC), en magenta el grupo hemo, en azul
metalico el a -NF.

Como lo muestra el panel izquierdo de la ilustracién, todos los residuos de aminoécidos con los
cuales interacciona el a -NF son no polares, por lo tanto, refleja un carécter hidrofébico en la
cavidad del sitio activo de la enzima.

La energia de union obtenida de este acoplamiento es de -15.4 kcal/mol lo cual indica una
interaccién ligando-enzima favorable.

6.5 Evaluacion in silico de las interacciones entre 5-HF, 3-HF, flavona y otros
ligandos con el CYP1A1 humano

Se llevé a cabo el acoplamiento molecular de la 7-etoxiresorufina con el CYP1A1 humano para
verificar que el sustrato se uniera al sitio activo en el modelo, e identificar las interacciones con
los residuos de aminoacidos circundantes. El resultado de este acoplamiento muestra una union
energéticamente favorable para la interaccion de esta molécula en el sitio activo de la enzima
de -10.5 kcal/mol, hecho fundamental para que la reaccién de catalisis a resorufina se lleve a
cabo. Del mismo modo, se observa que las interacciones en su mayoria son con residuos de
aminoacidos de cadena lateral no polar, en su mayoria fenilalaninas (llustracion 16). Estos
resultados concuerdan con el trabajo realizado por Santes-Palacios en 2015 [79].
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Figura 17. Modelo de interaccion del 7-etoxiresorufina en la cavidad del sitio activo del CYP1A1 humano, a la izquierda se
muestra la representacion molecular obtenida a través del programa PyMol (Schrédinger, LLC), en magenta el grupo hemo, en
plateado la 7-etoxiresorufina.

Posteriormente se realizd el mismo procedimiento para 5-HF, 3-HF y flavona, asi como para
B[a]p, ya que este ultimo es un ligando del CYP1A1 humano interesante para comparar, debido
a sus efectos biologicos. El resultado de estas pruebas de acoplamiento es que los flavonoides
se unen tanto al sitio activo como a otras regiones de la enzima, siendo la zona del sitio activo
la que presenta mayor energia de unién en todos los casos.

El arreglo espacial de 5-HF, 3-HF y flavona que se obtuvo con el acoplamiento molecular en el
sitio activo, es muy similar al que se observa con el ligando con que se co-cristalizoé (a-NF). La
porcién rotable de estas moléculas se encuentra interaccionando con el grupo hemo de la
enzima a una distancia entre 4.8 y 5 A, mientras que las zonas mas voluminosas se encuentran
en la parte distal, como se muestran en la figura 18.1. La energia de union es muy similar entre
la 5-HF, 3-HF y flavona, siendo de -12.4, -12.5 y -12 .2 kcal/mol respectivamente.

En la figura 18.1 y 18.2 se muestra la imagen de los modelos que tuvieron la energia de unién
mas baja, lo que indica el mejor acomodo espacial.
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Figura 18.1 Modelos de interaccion del 5-HF (superior) y 3-HF (inferior) en la cavidad del sitio activo del CYP1A1 humano, a
la izquierda se muestra la representaciéon molecular obtenida a través del programa PyMol, en magenta el grupo hemo, en
azul claro la 5-HF y en naranja la 3-HF, la linea punteada amarilla representa la distancia entre el Fe del hemo y la porcién
rotable de los flavonoides, en verde se observa el anillo de la fenilalanina (Phe 224).
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Figura 18.2 continuacion Modelos de interaccion del Flavona (superior) y B[a]p (inferior) en la cavidad del sitio activo del
CYP1A1 humano, a la izquierda se muestra la representacion molecular obtenida a través del programa PyMol, en magenta
el grupo hemo, en amarillo la Flavona y en verde el B[a]p, la linea punteada amarilla representa la distancia entre el Fe del
hemo y la porcién rotable de los flavonoides, en verde se observa el anillo de la fenilalanina (Phe 224).

Por otro lado, aunque el B[a]p se une de manera similar a los compuestos anteriores, entre el
Fe del hemo y el anillo de éste existe mayor distancia que con los otros compuestos, siendo
ésta de 5.7 A. También se observa que interactGa con mayor nimero de residuos que los
flavonoides, lo cual explica que tenga una energia de union mas favorable de -15.3 kcal/mol,
resultando un ligando potente para el CYP1A1 humano.
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En la Tabla 4 se muestran los resultados arrojados por el programa Autodock Vina [77]. El
modelo de 5-hidroxiflavona fue el que presenté menos modos de unién, no asi la flavona que
muestra siete modos de union. A pesar de ello, las energias de union no tienen una variacion.

Tabla 4. Datos de acoplamiento molecular de 5-HF, 3-HF y flavona con el CYP1A1 humano.

Resultados de Docking Molecular

5-HF 3-HF Flavona

Modo | Afinidad Distanciadel mejor  Afinidad Distancia del mejor Afinidad Distancia del mejor

de (kcal/mol) modelo (kcal/mol) modelo (kcal/mol)  modelo

unién Rmsdl.b Rmsdu.b Rmsdl.b  Rmsdu.b Rmsdl.b  Rmsdu.b
1 -12.4 0.000 0.000 -12.5 0.000 0.000 -12.2 0.000 0.000
2 -11.4  1.738 2.616 -12.4 1.013 5.432 -12.2 1.633 6.289
3 -12.3 1.336 6.041 -12.2 1.347 5.615
4 -12.0 1.861 3.469 -11.9 1.486 3.020
5 -11.7 1.410 5.246 -11.8 1.816 3.235
6 -11.4 1.480 5.892
7 -11.1 2.049 3.656

Rmsd |.b: Desviacion media cuadratica en relacion con el enlace superor

Rmsd u.b: Desviacion media cuadratica en relacidon con el enlace inferior

Al analizar las energias de union de todos los compuestos, se puede observar la a-NF y el B[a]p
son los ligandos que presentan la energia de unién mas negativa, es decir, la mas favorable.
Aunado a esto, cabe destacar que éstas son las moléculas que poseen mayor numero de
interacciones con los aminoacidos del sitio; por el contrario, la 7-etoxiresorufina es el ligando
gue presentd menor nimero de interacciones, asi como la energia de union menos favorable.
Los flavonoides probados poseen una energia de union muy similar entre ellos.

Al comparar el numero de residuos que interaccionan con los ligandos, podemos encontrar que
algunos de ellos son recurrentes, se obseva que hay al menos siete residuos en comun que
comparten interaccion con todas las moléculas: Phe258, Gly316, Phe224, 11e386, Ala317,
Asp313 y Phel23. Esto sugiere que deben ser importantes para el reconocimiento molecular
del ligando. Los flavonoides probados comparten al menos siete de los ocho residuos con los
gue interaccionan

En la Tabla 5 se presentan los resultados de los acoplamientos moleculares mencionados de
modo comparativo.
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Tabla 5. Comparacion del acoplamiento molecular para los tres flavonoides con la inhibicion mas potente y algunos ligandos del CYP1A1 humano.

Compuesto a-Naftoflavona  7-Etoxirresorufina 5-Hidroxiflavona  3-Hidroxiflavona Flavona Benzo[a]pireno

Modelo de
acoplamiento
molecular

Modelo de
interaccion
con residuos
de
aminoacidos
de CYP1A1l
humano

Energia de

union -15.4 -10.5 -12.4 -12.5 -12.2 -15.3
estimada

(kcal/mol)

llel1l5, Phe258, Phel23, Phe258, Serl22, Ala31l7, Phe258, Phe258, Leu312, Phe258, Leu496, Phe224,
Residuos de  Serl22, Phe224, Leud496, Gly316, Leu312, Asp313, Leu312, Gly316, Serl22, Phel23, Thr321, Phel23,
aminoacidos  Asp320, Asp313, Leu3l2, Phe224, Phe224, Gly316, Phel23, Asp313, Ala317, 11e386, Leu321, Phe258,
que Phe319, Ala317, 11e386, Ala317, Phel23, 11e386, Ala317, lle386, Gly316, Phe224 Phe319, Gly316,
interaccionan Asn222, 11e386, Phe258 Phe224 Asp313 Asp320, Ala317
Phel23, Gly316
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Por otro lado, con base en los resultados de la cinética enzimatica, tomando en cuenta que el
modelo de inhibicion preferido es de tipo no competitivo, también se realizo6 el acoplamiento
molecular empleando la molécula del CYP1A1 humano acoplada al ligando a-NF para identificar
otros sitios a los que se pudieran unir los flavonoides.

El resultado de este acoplamiento es que todos los flavonoides se unen preferentemente al
mismo sitio periférico de la enzima con orientaciones muy similares entre las cadenas Ay K. De
nueva, cuenta la mayoria de los aminoacidos con los que interactiian son no polares contando
principalmente con glicinas, tal como lo muestra la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacion del acoplamiento molecular para los tres flavonoides mas potentes con el CYP1Alhumano unido al

ligando a-NF.

Compuesto

Modelo de
acoplamiento
molecular

5-Hidroxiflavona

3-Hidroxiflavona

Flavona

Modelo de
interaccion
con residuos
de
aminoacidos
de CYP1A1l
humano

Energia de
unién estimada
(kcal/mol)

-7.2

-7.3

-7.1

Residuos de
aminoacidos
que

interaccionan

Asp 417, GIn 413,
GIn 68, Ser 64,
Trp 412, Leu 61,
Arg65, GIn 418

Leu 61, His 416,
Asp 417, GIn 68,
GIn 418, Ser 64,
Arg 65, Trp 412

Arg 65, Leu 61,
Trp 412, Gln 68,
Ser 64, GIn 413,
Gln 418, Asp 417
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Un resultado interesante de este acoplamiento es que el modelo de la 5-HF muestra que se da
la formacion de un puente de hidrégeno de 3.3 A entre el grupo OH del flavonoide y la GIn418
de la cadena K, evento que no ocurre en los modelos con los otros dos compuestos. Este
resultado podria ser la explicacion de que en los ensayos de cinética enzimatica la 5-HF sea el
compuesto con mayor potencia de inhibicién para el CYP1A1 humano, en reaccion con los otros
dos probados que no muestran interacciones de este tipo.

Leu61

Figura 19. Modelo de interaccion de la 5-HF (azul) con el CYP1A1 humano, en el panel derecho se muestra la representacion
molecular obtenida a través del programa PyMol (Schrédinger, LLC), donde en color naranja se representa la hélice Ky en azul
fuerte la hélice A, la linea punteada representa el puente de hidrogeno entre el sustituyente OH de la 5-HF y la GIn 418. En el
panel izquierdo se muestran las interacciones obtenidas a través del programa LigPlot (EMBL-EBI), donde se muestra de
manera clara el puente de hidrégeno, asi como los residuos con los que esté interactuando este flavonoide.

En latabla 5 se muestra los resultados de este segundo acoplamiento arrojados por el programa
Autodock Vina [77]. Los compuestos presentan mas formas de union que en el modelo anterior,
aunque las energias de unién son mas bajas, incluso en la 5-HF que presenta un puente de
hidrégeno. Esto podria deberse a que interactiian en una zona superficial de la proteina y no
en una cavidad como lo es el sitio activo. Los resultados arrojados por el programa LigPlot
(EMBL-EBI) muestran que los compuestos interactian con menor niumero de residuos que en
el sitio activo.
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Tabla 7. Datos de acoplamiento molecular de 5-HF, 3-HF y flavona con el CYP1A1 unido al a-NF.

Resultados de Docking Molecular

5-HF 3-HF Flavona

Modo  Afinidad Distanciadel mejor Afinidad Distancia del mejor Afinidad Distancia del mejor

de (kcal/mol) modelo (kcal/mol) modelo (kcal/mol)  modelo

union Rmsdl.b Rmsdu.b Rmsdl.b  Rmsdu.b Rmsdl.b  Rmsdu.b
1 -7.2 0.000 0.000 -7.3 0.000 0.000 -7.1 0.000 0.000
2 -7.1 46,938  48.114 -7.3 1.103 5.432 -7.0 46.996 48.166
3 -7.0 47.412  49.243 -7.1 46.930 48.165 -7.0 46.889 48.086
4 -6.9 1.298 2.532 -7.0 47.051 48.192 -7.0 2.898 4.553
5 -6.9 1.467 6.168 -6.9 32.397 33.193 -6.9 46.967 48.066
6 -6.7 32.766  34.662 -6.9 46.718 47.873 -6.8 1.755 5.735
7 -6.7 34.071 36.122 -6.7 17.520 19.022 -6.7 32.439 33.280
8 -6.7 31.888  33.840 -6.6 29.963 30.824 -6.5 47.177 48.266
9 -6.6 30.964  32.642 -6.5 17.447 19.610 -6.5 26.030 28.480

Rmsd |.b: Desviaciéon media cuadratica en relacion con el enlace superor

Rmsd u.b: Desviacién media cuadratica en relacién con el enlace inferior

6.6 Efecto del S9 humano en la cepa TA98 y como activador metabdlico de la

QT.

Para poder utilizar el S9 humano como activador metabdlico, primero se probé si esta mezcla
ejercia algun efecto mutagénico por si sola en la cepa TA98 de S. typhimurium. Los resultados
indicaron que, aunque se ve un ligero aumento en el niumero de colonias revertantes utilizando
S9 humano, no existen diferencias significativas. Segun el Sistema de Monitoreo Ambiental
(EPA por sus siglas en inglés) de Estados Unidos, para determinar que un compuesto esta
actuando como agente mutagénico, éste debe aumentar al menos al doble el numero de
revertantes que el control [80].

Para verificar que el S9 humano funcionara como sistema metabdlico efectivo para activar
compuestos promutagénicos, se incubd con quercetina (QT): flavonoide conocido por sus
propiedades mutagénicas en S. typhimurium al ser coincubado con un sistema metabdlico como
el S9 de rata.

Los resultados indicaron que al coincubar QT (15 nmol) con mezcla S9 humano aumentan el
namero de colonias revertantes de manera significativa, en comparaciéon con los tratamientos
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so6lo con QT o solo con S9 humano, los cuales no tuvieron diferencias significativas respecto al
cultivo de S. typhimurium sola; mostrando que el S9 humano funciona correctamente como un
activador metabdlico de compuestos promutagénicos.

Por otro lado, al coincubar QT con mezcla S9 de rata el nimero de revertantes también aument6
significativamente, incluso con mayor numero de revertantes que el cultivo de QT con S9
humano. La razon de este comportamiento puede deberse a que el S9 de rata utilizado, es un
homogenado de animales tratados con compuestos como Aroclor 1252 y R-naftoflavona, que
sobreexpresan a los CYP, mientras que el S9 humano es obtenido de donantes con una
expresion basal de las diferentes isoformas expresadas en este 6rgano.

Efecto mutagénico de la QT con la activacion metabdlica de 59
humano y de rata.
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Figura 20. Efecto mutagénico de la QT sin activacion metabdlica y con activacion de S9 de rata y S9 humano, probado en la
cepa TA98 de S. typhimurium. Cada barra del grafico es el resultado del promedio de colonias revertantes de His* de seis
experimentos independientes + la desviacion estandar. * y **** indican diferencias significativas con el control sin QT, S9
humano ni S9 de rata, con una p < 0.05.
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6.7 Resultados de evalucion de la mutagenicidad de 5-HF, 3-HF y Flavona con y
sin activacion metabdlica de S9 humano a través del ensyao de Ames

Una vez probado que la mezcla S9 de humano funcionaba como activador metabdlico, se
realizaron ensayos con 5-HF, 3-HF y flavona, para evaluar si estos compuestos son posibles
promutagénos que se puedan activar con enzimas del metabolismo humano.

La 5-HF se probo6 en concentraciones de 1, 0.1, 0.01 y 0.001 nmol/placa, con y sin activacion
metabdlica de S9 humano. Los resultados indican que este compuesto no ejerce mutagenicidad
dosis-dependiente en ninguno de los dos casos. Se observa un comportamiento lineal en los
dos tratamientos (llustracion 21). Las cajas de cultivo fueron observadas al microscopio 6ptico
para verificar que hubiera crecimiento de fondo; lo cual indica que no hay toxicidad por parte de
los compuestos.

Efecto mutagénico de la 5-HF sobre la cepa TA98 con y sin
activacion metabdlica de S9 humano
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Figura 21. Efecto mutagénico de la 5-hidroxiflavona sobre la cepa TA98 de S. typhimurium con activacion metabélica de S9
humano (linea roja) y sin activacion (linea amarilla) en la prueba de Ames. Cada punto en el grafico es el resultado del
promedio de colonias revertantes de His* de dos experimentos independientes por triplicado + la desviacién estandar.
*Diferencias significativas con el control (O nmol de 5-HF) con una p < 0.05.

La 3-HF se probo6 en las concentraciones de 0.01, 0.10, 1.0 Y 1 nmol/placa. De igual manera,
ninguna de ellas tuvo efecto mutagénico con la cepa TA98 de S. typhimurium en ambos
tratamientos, es decir, con y sin activacion metabolica de S9 humano (llustracion 22). Del mismo
modo que la 5-HF, en las cajas de cultivo vistas al microscopio Optico no se observa efecto
toxico en la cepa.
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Efecto mutagénico de la 3-HF sobre la cepa TA98 con vy sin
activacion metabdlica de S9 humano
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Figura 22. Efecto mutagénico de la 3-hidroxiflavona sobre la cepa TA98 de S. typhimurium con activacion metabélica de S9
humano (linea azul) y sin activacion (linea amarilla). Cada punto en el grafico es el resultado del promedio de colonias
revertantes de His* de dos experimentos independientes por triplicado + la desviacion estandar. *Diferencias significativas con
el control (O nmol de 5-HF) con una p < 0.05.

Finalmente, se realiz6 la prueba de mutagénesis con la flavona en las concentraciones de 0.01,
0.10, 1.0 Y 1 nmol/placa, no existiendo diferencias significativas entre el control y los
tratamientos, asi como tampoco las hay entre los cultivos con S9 humano y sin éste. Del mismo
modo que los dos ensayos anteiores, en las cajas de cultivo vistas al microscopio 6ptico, no
mostraron efecto toxico en la cepa.

Efecto mutagénico de la Flavona sobre |la cepa TA98 con y sin
activacion metabdlica de S9 humano
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Figura 23. Efecto mutagénico de la flavona sobre la cepa TA98 de S. typhimurium con activacion metabdlica de S9 humano
(linea anaranjada) y sin activacion (linea amarilla). Cada punto en el gréafico es el resultado del promedio de colonias
revertantes de His* de dos experimentos independientes por triplicado * la desviaciéon estandar. *Diferencias significativas con
el control (0 nmol de 5-HF) con una p < 0.05.
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7. Discusion

Se presume que los flavonoides consumidos en la dieta, poseen diversos atributos de interés
biolégico y farmacologico, entre ellos el potencial antioxidante, el efecto que tienen sobre
sefiales de transduccion y el efecto inhibidor o pontenciador de actividad de algunas enzimas
[41,53]. Estas caracteristicas han sido ampliamente estudiadas ya que juegan un papel
significativo en el efecto quimioprotector de estos compuestos contra el cancer.

Se ha evaluado el efecto de algunos flavonoides como potenciales inhibidores de enzimas
involucradas en el proceso de carcinogénesis como el CYP1A1l debido a su semejanza con la
estructura de algunos de sus ligandos (HAP y aminas arométicas, encontrados en emisiones
de combustibles fosiles, alimentos carbonizados y humo de tabaco, entre otros productos) [24];
la gran mayoria de estos ensayos se han realizado con enzimas provenientes de rata [45 — 47].
Sin embargo, existen diferencias importantes en las estructuras y la afinidad de los ligandos
entre las isoformas de rata y humano. Estas ezimas difieren en un 21% en su secuencia de
aminoacidos, incluyendo el sitio activo de la enzima; diferencia que puede resultar un factor
importante al momento de interpolar a humanos los resultados obtenidos en modelos animales.
En la figura 25 del Apendice |, se muestran las diferencias entre las isoformas del CYP1Al
humano y de rata. [79], [81].

En este trabajo se probaron nueve flavonoides con diferente nimero y posicion de grupos OH
en su estructura, para determinar cuéles de ellos eran inhibidores potentes del CYP1A1 humano
involucrado en el metabolismo de compuestos xenobidticos procarcinogénicos, y establecer si
existe una relacion entre la potencia de inhibicion y la estructura de estos polifenoles. Esto se
realizd bajo la hipo6tesis de que a menor nimero de grupos OH, habria mayor afinidad por la
enzima, basandose en que la a-naftoflavona, un derivado sintético de flavonoides naturales, es
un potente inhibidor del CYP1A1, aunque se ha demostrado que éste compuesto posee efectos
adversos como el aumento en el intercambio de cométidas hermanas en linfocitos, y causar
aberraciones cromosOmicas en células de ovario de raton[56,57].

En los ensayos in vitro, utilizando fraccion membranal de Escherichia. coli que sobreexpresa al
CYP1Al humano, se determind que las Clso de mayor potencia las presentaron aquellos
flavonoides que tienen menor nimero de sustituyentes OH; destacando la 5-HF, 3-HF y flavona.
Los dos primeros poseen Unicamente un grupo OH en la posicion 5 y 3 respectivamente,
mientras que el Ultimo carece de culaquier grupo. Las potencias de inhibicion que estos
compuestos presentaron fueron de 0.03 £ 0.005 pM para la 5-HF, 0.05 + 0.007 pM para la 3-
HF y 0.08 + 0.021 uM para la flavona (Tabla 1). Ensayos reportados en microsomas de
linfoblastoides B que expresan al CYP1A1 humano indican concentraciones de 3-HF, 5-HF y
flavona en el mismo orden de magnitud de para determinar la ICso de la actividad MROD en
esta enzima [50].
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Dado que los compuestos que presentaron la inhibicion mas potente, son de origen natural y
se encuentran en plantas como la primula sp, y dlonisya sp, para el caso de la 5-HF [82], [83],
asi como las artemisia y blumea para la flavona [84], [85], se procedi6 a realizar la
caracterizacion bioquimica del tipo de inhibicibn que estos compuestos ejercen sobre el
CYP1Al humano. Se determind que la enzima de humano CYP1A1l recombinante expresada
en la fraccion membranal de E. coli, presenta una cinética de tipo michaeliana con los siguientes
parametros: Vmax de 167.1 + 5.2 pmol/min*mg proteina y una Km de 0.59 + 0.07 uM. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Guo et. al. [74]. Al comparar estos parametros
con los obtenidos por Santes-Palacios en 2015, se observa una Vmax de 92 + 1 pmol/min*mg
proteina y una Km de 0.13 £ 0.001 uM obtenidos a partir de supersomas de células de insectos
infectados con baculovirus [79], encontramos que los pardmetros obtenidos en el presente
trabajo se encuentran en el mismo orden de magnitud que los determinados por Santes-
Palacios.

Estas diferencias en los parametros pueden deberse a que las enzimas provienen de diferente
origen, es decir, bacterias y células de insecto. Se ha reportado que existen diferencias en los
sistemas de expresion procariota y eucariota, donde la NADPH:oxidoreductasa tiene mayor
abundancia en los supersomas de insecto que en la fraccion membranal de bacteria, a pesar
de que la expresion de la enzima CYP1A1l humano sea la misma en ambas; lo mismo ocurre
con la citocromo bs y su reductasa (NADP:citocromo bs reductasa) cuyos niveles son menores
gue la NADPH:oxidoreductasa en los sistemas bacterianos [86]. En ese estudio se demuestra
gue ambos sistemas difieren en la reaccion de catalisis de B[a]p, encontrando la formacion de
siete metabolitos en el sistema de supersoma, mientras que con la expresion en bacterias solo
se encuentran cinco de estos, reflejando la diferencia catalitica de los sistemas segun el origen
[86].

La composicion lipidica de la membrana juega un papel importante en la actividad de la enzima
ya que afecta su orientacion y su ensamble como proteina membranal [87]. Se ha descrito que
el CYP1Al se encuentra localizada preferentemente en regiones de la membrana
desorganizadas, las cuales presentan altos niveles de acidos grasos insaturados, mientras que
CYP1A2 se localiza en regiones ordenadas ricas en colesterol, esfingomielina y acidos grasos
saturados Construcciones quiméricas de CYP1Al y CYP1A2 probadas en células HEK293T
muestran que el CYP1A1 que contiene parcialmente el N-terminal del CYP1A2 tiene preferencia
por regiones ordenadas de la membrana. Mientras que el CYP1A2 con N-terminal parcial del
CYP1A1l ya no se localiza en regiones ordenadas [88], [89].

Continuando con la determinacion del tipo de inhibicidn, se encontré que en los tres casos las
moléculas actian como inhibidores de tipo no competitivo de la enzima. Esto indica que se
pueden unir tanto a la enzima libre, como al complejo enzima sustrato, manteniendo la misma
afinidad en ambas formas de modo que no se afecta la Km, mientras que la Vmax de la enzima
se observa disminuida. No se hallaron antecedentes del tipo de inhibicion que estos compuestos
ejercen en citocromos de humano o rata. Esto muestra la innovacion del trabajo y el aporte de
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estos estudios, ya que el conocimiento de compuestos capaces de inhibir a esta enzima, sobre
todo de origen humano, es un campo de investigacion en crecimiento, enfocado a la busqueda
de agentes quimiopreventivos de enfermedades como el cancer.

En correspondencia con los valores obtenidos de Clso, la 5-HF se mostré como el inhibidor mas
potente de los tres compuestos con una Ki de 69.48 + 2.44 nM, reflejando una fuerte unién de
este compuesto con la enzima, seguido de la 3-HF con 91.97 £ 5.52 nM y flavona con 121.5 +
9.06 nM. Tanto los resultados de Clso como los de cinética, sugieren que la estructura de estas
moléculas esta estrechamente ligada con su actividad biolégica; para complementar los
estudios in vitro, se decidio realizar modelos in silico de las interacciones entre la enzima y estos
compuestos inhibidores.

Al analizar los modelos de acoplamiento molecular, observamos que existen residuos
recurrentes que, al parecer, debido a la polaridad que poseen favorecen las interacciones con
estos flavonoides en la cavidad de sitio activo. EI hecho de que varios de estos residuos se
conserven en el acoplamiento de los tres compuestos, indica que son relevantes para el
reconocimiento y la orientacion de los mismos. En ensayos utilizando como sustratos
naringenina y dihidroxibergamotina reportan la participaciéon de varios residuos que en el
presente trabajo se encontro interactian con los flavonoides probados [81]. Tal es el caso de la
Phe224, la cual fue un residuo conservado que probablemente esta formando un enlace -1
entre su anillo aromatico y el de los flavonoides, tal como ocurre con el ligando a-NF [78][81].
También encontramos que a mayor numero de residuos interactuando con el ligando, la fuerza
de unién es mas potente. Esto se observa en los modelos con los diferentes ligandos que se
probaron, siendo los de mayor fuerza de unién y mayor nimero de interacciones la a-NF y B[a]p,
seguidos de los tres flavonoides y finalmente la 7-etoxiresorufina. Los tres flavonoides
presentan una orientacion en la cavidad del sitio activo similar a la que se observa con la a-NF,
donde la porcion rotable de estas moléculas se encuentra orientada hacia el grupo hemo a una
distancia entre 4.8 y 5 A en todos los casos.

Por otro lado, también se realizé un acoplamiento molecular donde la enzima ya estuviera unida
a un sustrato (a-NF) para ilustrar la inhibicién no competitiva. En esos modelos de acoplamiento
los flavonoides se unen en un sitio periférico de la enzima entre las hélices A y K, en el cual
interactian con menor numero de residuos. Debido a que este sitio no es una cavidad, esto se
reflejado en una menor fuerza de union a la enzima. Sin embargo, también se conservan
residuos que parecen ser importantes para el reconocimiento de la molecular. En este modelo
de acoplamiento, se encontr6 que la 5-HF esta formando un puente de hidrégeno de 3.3 A entre
el grupo OH de la posicion 5 y GIn418 de la hélice K; esto concuerda con los resultados
obtenidos en los ensayos cinéticos, donde este compuesto fue el que presentdé mayor potencia
de inhibicion de la enzima.

Para complementar estos estudios se decidio realizar pruebas de mutagenicidad a través de la
prueba de Ames. Como una primera forma de asegurarse que estos flavonoides pueden
utilizarse de forma segura como agentes quimioprotectores sin riesgos perjudiciales como la
mutagenicidad tanto del compuesto por si mismo, como de metabolitos formados por su
biotransformacion en el higado.
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Para estos ensayos se utilizé la fraccion S9 de higado humano como sistema metabolizador
con el fin de tener una respuesta cercana a lo que ocurre en el cuerpo humano. Se empleé la
cepa TA98 de Salmonella typhimurium como cepa de prueba, mientras que para el control
positivo se eligié la QT porgue es un flavonoide que se sabe tiene poca mutagenicidad por si
solo y requiere ser biotransformado metabdlicamente a su forma activa para ejercer mayor
efecto mutagénico. De esta forma también se pudo determinar que la mezcla de S9 humano
esta actuando correctamente como sistema metabolizador. En la ilustracion 20 se muestra que
al coincubar QT con mezcla S9 humano aumenta el nimero de colonias revertantes de S.
typhimurium, demostrando que esta mezcla funciona correctamente como un activador
metabdlico de compuestos promutagénicos.

Al realizar estas pruebas de mutagenicidad con los flavonoides seleccionados, los resultados
indican que ninguno de los tres compuestos ejerce mutagenicidad dosis-dependiente, asi como
tampoco lo hacen al ser coincubados con el sistema metabdlico S9 humano. Estos resultados
indican que los flavonoides probados: 3-HF, 5-HF y flavona, no son agentes mutagénicos ni
promutagénicos en este sistema de prueba, a pesar de que cuentan con algunas caracteristicas
gue se ha reportado como necesarias para tener esta actividad, tales como el doble enlace en
la posicion 2 y 3, el grupo ceto en la posicion 4, asi como poseer un grupo libre hidroxilo en la
posicion 3 (en el caso de la 3-HF)[7], [47], [51]-[53].

Por otro lado, se ha reportado que algunos flavonoides tienen un efecto protector ante agentes
mutagénicos. Estudios anteriores muestran que algunos flavonoides pueden suprimir
fuertemente la mutagenicidad de aminas heterociclicas como la 3-amino-1-metil-5H-piridol[4,3-
b] indole (Trp-P-2), el cual es un producto formado durante los procesos de coccion de algunos
alimentos (como carnes, pescados y alimentos ricos en proteinas o derivado del humo de
tabaco), a través de la inhibicion de la enzima CYP1ALl, principal enzima involucrada en la
biotransformacion de este compuesto a su forma activa. De 17 flavonoides probados por
Kanazawa y colaboradores, la flavona resulté tener el mejor efecto antimutagénco contra el Trp-
P-2, con una ICso de 0.29 uM [90]. Una vez mas esos resultados concuerdan con lo que se
encontrd en el presente trabajo, demostrando que los flavonoides son potentes agentes con las
caracteristicas necesarias para ser propuestos como agentes quimioprotectores ante agentes
xenobioticos.
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8 Conclusiones

Los flavonoides ejercen un efecto sobre el CYP1A1 humano con una relacion de estructura-
actividad; demostrando que los compuestos con menor nimero de grupos OH en su estructura
son los inhibidores més potentes de esta enzima.

La 5-HF, 3-HF y flavona son los compuestos probados en este trabajo con mayor fuerza de
inhibicion del CYP1A1 humano con Ki de 69.48 + 2.44 nM, 91.97 + 5.52 nMy 121.5 + 9.06 nM
respectivamente y los tres presentan inhibicion de tipo no competitiva.

Por su parte, los modelos in silico muestran que existen residuos de aminoacidos que se
conservan durante la interaccion con estos diferentes ligandos, sefialando relevancia para el
reconocimiento y la orientacion molecular. En la cavidad del sitio activo la Phe224 juega un
papel importarte ya que al parecer su anillo forma enlaces con los anillos de los flavonoides
modelados; mientras que fuera del sitio activo se unen preferentemente entre las hélices Ay K
donde también hay residuos conservados durante las tres interacciones; en el caso de la 5-HF
destaca la GIn418 de la hélice K ya que el modelo predice la formacion de un puente de
hidrogeno con este flavonoide.

Los estudios de mutagenicidad demostraron que estos compuestos no son agentes
mutagénicos, mientras que la literatura indica que tienen una poderosa actividad antimutagénica
ante agentes pro-mutagenos que son metabolizados a su forma activa principalmente por el
CYP1Al.

Este trabajo sugiere que la 5-HF, 3-HF y la flavona en concentraciones nanomolar, son
compuestos que pueden ser propuestos como buenos candidatos para actuar como agentes
guimioprotectores. Aunque aun hace falta realizar estudios para profundizar en los efectos que
pueden tener, se ve una luz del potencial que estos compuestos tienen para prevenir ciertos
tipos de cancer.
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9 Perspectivas

AuUn hace falta camino por recorrer en esta investigacion, realizar estudios tanto in vitro como in
vivo en diferentes sistemas experimentales aportaria conocimiento sobre el panorama de los
beneficios que estos compuestos pueden ofrecer a la salud humana y en cuestiones de
guimioprevencion.

En estudios in vitro:

e En bacterias realizar ensayos de la antimutagenicidad que presentan estos compuestos
ante agentes promutagénicos metabolizados por el CYP1A1l, tales como HAP y aminas
aromaticas para complementar los datos que se encontraron en literatura.

e En lineas celulares de cancer se puede estudiar el efecto que tienen estos compuestos
directamente en la modulacion de enzimas CYP, como la expresion de mRNA,
cuantificacion proteica y actividad de estas, asi como la modulacién de algunos
marcadores tumorigénicos.

En estudios in vivo:

e En ratones se podria evaluar la funcion quimioprotectora de estos compuestos, en un
sistema completo, seria interesante ver los efectos de una dieta con estos compuestos
antes, durante y después de la exposicion a pro-carcinégenos metabolizados por el
CYP1A1 como el B[a]p, asi como la observaciéon de cortes histopatolégicos que revelen
el estado de los érganos con el tratamiento.
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Apéndice |

En la figura 24 se muestra un grafico de la actividad del CYP1A1 humano recombinante
obtenido a partir de fraccion membrana, se realizé este ensayo exploratorio para determinar la
cantidad apropiada de proteina que presenta la mejor actividad en las condiciones de los
ensayos. Con base en esto, se seleccioné la concentracion de 40 ug de proteina para los
ensayos subsecuentes.
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Figura 24. Actividad enzimética de CYP1A1 humano recombinante expresada en pmol/min, a diferentes cantidades de proteina,
utilizando como sustrato 7-etoxiresorufina 50 uM, amortiguador Tris base 50 mM y cloruro de magnesio 25 mM con un pH de
7.5. Depues de incubar durante 3 min a 37 °C, se adiciono NADPH 50 pM, teniendo un volumen final de mezcla de reaccion de
200 pL.

A través de un andlisis de las secuencias de las enzimas del CYP1Al1 humano y de rata, se
encontré que poseen un 77.5% de identidad y un 88% de similitud (Figura 25 panel superior).
Por otra parte, la estructura del CYP1A1 de rata aiin no ha sido cristalizada, sin embargo, en
2015 Santes-Palacios realiz6 un modelo computacional de esta enzima, y la compar6 con la
estructura cristalizada del CYP1Al humano. La prediccion de estos modelos es que las
estructuras de ambos CYP son similares, aunque sugiere la presencia de modificaciones en la
proximidad de las hélices y asas hacia el grupo hemo, tal como se muestra en la figura 25 panel
inferior [79].
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Figura 25. Alineacion de secuencias de aminoacidos de CYP1A1 humano (Query) y de rata (Subjct). Los recuadros rojos,
indican los residuos que forman parte del sitio catalitico (Panel superior). Transposicién de la estructura cristalizada del
CYP1A1 humano (color rojo) con el modelo de rata (color verde), en azul se esquematiza el grupo hemo de las enzimas.
(Tomadas de Santes-Palacios, 2015 [79])
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