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Resumen

En 2015 la OMS clasificé a la carne roja como probable carcinégeno para humanos
pues existe evidencia sugerente que relaciona su consumo con el cancer. Estudios
anteriores han puesto de manifiesto que el proceso de coccion de la carne genera
compuestos con actividad mutagénica notable debido a la presencia de compuestos
pertenecientes al grupo genérico de las aminas heterociclicas: MelQx, PhIP, 2,4-
DiMelQx. Este grupo de compuestos, junto con otros xenobidticos, son transformados
en la fase | del metabolismo por la enzima citocromo P450. Las aminas heterociclicas
son principalmente metabolizadas por la isoforma CYP1A2; el producto resultante es
una variedad de metabolitos, algunos de ellos altamente reactivos, capaces de formar
enlaces covalentes con biomoléculas incluyendo el DNA, con el potencial de generar
mutaciones que pueden resultar en cancer. Por lo anterior, se han estudiado
compuestos con potencial de inhibir el proceso metabdlico de la enzima como un
método de prevencion del cancer. En este trabajo se estudiaron 3 flavonoides
seleccionados por su capacidad de inhibir a la enzima CYP1Al: flavona, 3-
hidroxiflavona (3-HF), 5-hidroxiflavona (5-HF) con el fin de determinar su interaccion
con la segunda isoforma de la subfamilia denominada CYP1A2, a través de ensayos de
inhibicién enzimatica definiendo cuantitativamente la cantidad de flavonoide (inhibidor)
necesario para inhibir el 50 % de la actividad enzimatica (ICsp). También, se estudio el
efecto antimutagénico que poseen los flavonoides frente a las aminas heterociclicas
generadas en los procesos de coccion de la carne mediante la prueba de Ames,
utilizando fraccién S9 de higado de rata para mimetizar las condiciones metabdlicas de
los mamiferos. Los resultados de inhibicidbn enzimatica mostraron que la isoforma
CYP1A2 presenta una mayor sensibilidad hacia la 5-hidroxiflavona con una ICso de 355
nM. Al probar la MelQx en la prueba de Ames con la 5-HF, la mutagénesis inducida por
la amina fue inhibida Unicamente un 24% + 6% a una concentracion de 500 nM. Se
distingui6 que la inhibicion no aumenta linealmente con la concentracion del flavonoide.
Bajo las condiciones probadas, se identificé a los flavonoides 5-HF y flavona con un
efecto antimutagénico de moderado a potente contra la mutagénesis inducida por
el MelQx. Se proponen ensayos adicionales para establecer si estos flavonoides
pueden ser considerados para la prevencién de procesos de mutagénesis causados por
las aminas heterociclicas generadas en el proceso de coccion de la carne.
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Capitulo 1

1 INTRODUCCION

La exposicidn a agentes toxicos capaces de ocasionar dafio en el material genético
es inevitable. Diariamente estamos expuestos a una abundante cantidad de quimicos
en el ambiente, en nuestra dieta y en articulos de higiene personal. A estos compuestos
forAneos que entran al cuerpo pero que no estdn normalmente presentes en él y no
tienen un rol fisiolégico se les conoce como xenobiéticos®. En esta definicion también
se encuentran los farmacos, estimulantes sociales como la nicotina y el alcohol, entre

otros quimicos toxicos a los que estamos expuestos involuntariamente.

Los xenobidticos existen desde antes de la vida del ser humano en la tierra, y desde
entonces, la acumulacion de xenobioticos ha sido incompatible con la supervivencia.
Los mecanismos generales de proteccion contra xenobidticos comprenden: (i) la
prevencion de la entrada de los xenobidticos al torrente sanguineo u érganos evitando
su absorcién o distribucion, (ii) la eliminacién fisica (excrecion via urinaria, bilis, saliva,
piel, entre otros fluidos) y (i) la eliminacion quimica (metabolismo o
biotransformacién)*. En este dltimo caso, los xenobiéticos son modificados en el cuerpo
en productos, también llamados metabolitos, hacia compuestos que tienden a ser mas
solubles en agua, por ende, méas facilmente excretables. No obstante, algunos de estos
metabolitos pueden ser altamente reactivos, mas toxicos o mas lipofilicos que el
xenobiotico principal. Los metabolitos reactivos reaccionan espontdneamente con
biomoléculas como el DNA, dafidndolo y propiciando mutaciones que pueden
desencadenar la carcinogénesis®. Las reacciones causadas por metabolitos reactivos

son llamadas reacciones post-enzimaticas y tienen un gran significado toxicologico.

En octubre de 2015, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC

por sus siglas en inglés) de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifico a la
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carne roja como probablemente carcinogénico para humanos pues existe evidencia que
relaciona su consumo con el cancer. Estos resultados se dieron a conocer a través de
un comunicado de prensa® donde se resumen los resultados de un estudio que analiza
en conjunto los datos de estudios clinicos realizados por un grupo de 22 expertos de 10
paises en donde tomaron en cuenta mas de 800 investigaciones epidemioldgicas. No
obstante, el primer manifiesto de agentes causantes de mutaciones contenidas en la
carne se presento en 1975, hace mas de 40 afios, por un grupo de investigacion en el
Centro Nacional de Cancer en Tokio®. Desde entonces, diversos estudios han
demostrado que el proceso de coccion de la carne genera compuestos con actividad
mutagénica notable debido a la presencia de compuestos pertenecientes al grupo
genérico de las aminas heterociclicas (AHCs)**®. La mutagenicidad se refiere a la
induccidon de cambios permanentes en la secuencia de DNA de un organismo, que
puede derivar en un cambio hereditario en la caracteristicas de los sistemas vivos’. El
grupo de las aminas heterociclicas y varios otros xenobidticos no son mutagénicos per
se, sino que, al ser transformados, se activan para ejercer sus efectos mutagénicos.
Esta transformacién quimica es principalmente llevada a cabo por la segunda isoforma
de la subfamilia CYP1 denominada CYP1A2 perteneciente al mayor grupo de enzimas
metabolizadoras de xenobibticos, el citocromo P450 (CYP). Ciertos productos
resultantes de la actividad enzimatica de CYP1A2 son metabolitos altamente reactivos,
capaces de formar enlaces covalentes con biomoléculas incluyendo el DNA induciendo
mutaciones que pueden resultar en cancer. Sin embargo, a su vez, en la dieta también
se han identificado componentes capaces de contraponerse a los efectos de los
mutagenos, llamados antimutdgenos. Los flavonoides son un grupo diverso de
compuestos presentes en el reino vegetal y han sido reconocidos por su capacidad de
inhibir al grupo de enzimas encargadas de activar metabdlicamente a las aminas
heterociclicas. El entendimiento de las enzimas involucradas en el metabolismo y
activacion de mutagenos se ha convertido en una inquietud global puesto que abre la

posibilidad de contar con tratamientos para la prevencion del cancer.

En esta tesis se estudiaron 3 flavonoides flavona, 3-hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona

con el fin de determinar su interaccion con la segunda isoforma de la subfamilia

% https://www.iarc.fr/en/media-centre/pr/2015/pdfs/pr240_E.pdf
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denominada CYP1A2, a través de ensayos de inhibicibn enzimatica definiendo
cuantitativamente la cantidad de flavonoide (inhibidor) necesario para inhibir el 50 % de
la actividad enzimatica (ICso). Después, se estudidé el efecto antimutagénico que
poseen estos frente a las aminas heterociclicas generadas en los procesos de coccion
de la carne mediante la prueba de Ames y finalmente, se determind si este efecto era

dependiente de la concentracién del flavonoide.

La tesis comprende 6 capitulos. El segundo capitulo est4d dedicado a brindar la
fundamentacion tedrica mas relevante que conduce a la pregunta de investigacion,
donde se dan a conocer los xenobidticos y la transformacion bioquimica que llevan a
cabo, primero introduciendo al grupo de enzimas del citocromo P450 por su papel clave
en el metabolismo de xenobidticos, después a las aminas heterociclicas como
responsables de la iniciacién de procesos carcinogénicos y a los flavonoides como las
moléculas que pueden contraponerse a los efectos de los mutagenos, asi mismo se
discutiran aspectos imprescindibles para el entendimiento de su metabolismo. En el
tercer capitulo se describe la metodologia experimental empleada para comprobar la
hipétesis planteada. En el cuarto y quinto se presentan y discuten los resultados
obtenidos. Para finalizar, en el sexto se exponen las principales conclusiones a las que

se arribd y se resumen algunas perspectivas del trabajo presentado en esta tesis.



Capitulo 2

2 Marco tedrico
2.1 Metabolismo de xenobiodticos

Termodindmicamente hablando, los organismos mantienen niveles bajos de
entropia extrayendo energia a partir de un flujo permanente de materia entrando como
compuestos fisioldgicos y saliendo como desechos y calor. Los productos de desecho
resultantes del metabolismo fisiolégico presentan un mayor contenido entrépico que los
compuestos que entran, por lo que ya no tienen valor para el organismo y deben ser
excretados. Asi, el proceso de disposicion de cualquier sustancia que entra al
organismo sigue 4 pasos fundamentales: absorcion, distribucion y/o almacenamiento,
metabolismo y excrecién. Los procesos de absorcion, distribucion y excrecion exhiben
interacciones débiles y reversibles en el rango de 10 a 60 kJ mol™. En contraste, las
reacciones metabdlicas son interacciones fuertes y ocurren en el rango aproximado de
200 a 400 kJ mol™. El metabolismo es el resultado de un sistema adaptativo complejo.
La evolucion ha favorecido a partir de mutaciones aleatorias la aparicion de enzimas
capaces de reconocer, inactivar y excretar facilmente compuestos sin valor energético
para el organismo, entre ellos, xenobidticos potencialmente perjudiciales de enorme
diversidad quimica. Sin embargo, estas reacciones tienen la posibilidad de formar
enlaces covalentes con proteinas, acidos nucleicos o lipidos de membrana de manera
irreversible, formando productos o metabolitos, mas toxicos, mas lipofilicos o mas
reactivos que el xenobiotico principal. En este dltimo caso, el metabolismo del
xenobidtico principal resulta en un producto que puede formar aductos de DNA

induciendo el proceso de mutagénesis.



Las enzimas se clasifican en seis clases en base a las reacciones que se catalizan®: (i)
oxidoreductasas, que catalizan reacciones de oxidorreduccion; (ii) Transferasas, que
se transfieren al grupo de un donante a un aceptador; (iii) Hidrolasas, que catalizan la
escision hidrolitica de enlaces C-O, C-N, C-C, y algunos otros enlaces; (iv) Liasas, que
segmentan enlaces C-C, C-O, C-N, C-S, y otros enlaces por eliminacion; (v)
Isomerasas, que catalizan cambios geométricos 0 estructurales dentro de una
molécula; (vi) Ligasas, que catalizan la union de dos moléculas junto con la hidrélisis de
un enlace de pirofosfato en ATP. La gran mayoria de las enzimas que actian sobre los
xenobidticos pertenecen a oxidorreductasas, hidrolasas y transferasas, que se
expresan en el higado a niveles comparativamente altos que en otros érganos®. Sin
embargo, la gran mayoria de enzimas metabolizadoras de xenobidticos se localizan
intracelularmente. EIl reticulo endoplasmico (RE) es la ubicacion de las enzimas
metabolizadoras de xenobiéticos mas importantes'®, como los citocromos P450,

glutation transferasas y glucuroniltransferasas.

El proceso metabdlico de cualquier sustancia que entra al organismo ocurre en dos
etapas: la fase |, en la que ocurren reacciones de funcionalizacién, y la fase Il, donde
ocurren reacciones de conjugacion. Las reacciones que ocurren en la fase Il pueden
ocurrir antes o incluso sin que ocurra la fase I'. En este trabajo el término
funcionalizacién implica la creaciéon de grupos funcionales o la modificacion de los
existentes e incluye reacciones como las de 6xido-reduccién (o redox) e hidrdlisis *.
Los productos provenientes de las reacciones de Oxido-reduccion dan lugar a
compuestos menos lipofilicos o mas polares que el compuesto de origen. Los
metabolitos resultantes son alcoholes, fenoles, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos,
aminas primarias y secundarias, hidroxilaminas, N-oOxidos, sulfitos, sulféxidos o
sulfonas, por nombrar las mas importantes.’®> Por otro lado, las reacciones de
conjugacion involucran una gran variedad de grupos funcionales que pueden ser
transferidos al sustrato'®. Una gran variedad de metabolitos resultantes de la fase I, son
buenos sustratos para reacciones de conjugacion con compuestos endégenos como
acido glucoronico, sulfato, metilo, acetilo, glutatibn o aminoacidos. Estas reacciones

convierten al compuesto en una molécula voluminosa y aun mas hidrofilica que el



compuesto original lo que facilita su eliminacion mediante un trasporte activo del
organismo por la orina o bilis*.

El resultado neto del metabolismo (fase | y Il) es una remocion acelerada del
xenobidtico y sus metabolitos del organismo. Sin embargo, las reacciones redox

mediadas por el CYP pueden conducir a metabolitos reactivos y toxicos.

Dentro de la contribucién de enzimas en el proceso de activacién de carcindgenos®, las
enzimas del CYP participan en un 66%, seguida por sulfotransferasas (SULT) 13%,
aldo-ceto reductasas (AKR) 8%, N-acetiltransferasas (NAT) 7%, ciclooxigenasas (COX)
2% entre otras 4%*%. Debido a lo anterior, el estudio del citocromo P450 es clave para

el entendimiento y desarrollo de estrategias que combatan el cancer.

2.1.1 Citocromo P450

Las proteinas del citocromo P450 (CYP) son una superfamilia de hemoproteinas
implicadas en la transformacion de compuestos xenobidticos, asi como en la biosintesis
y metabolismo de moléculas endégenas®. Los CYPs metabolizan alrededor del 80% de
las sustancias quimicas que pasan por la fase | del metabolismo®®. El citocromo P450
esta presente en todos los reinos de la vida. Su edad evolutiva indica que existe desde
hace 3.5 billones de afios, implicando que surgieron un poco después que la vida en la
Tierra y un poco antes de la apariciéon de una atmosfera de oxigeno. A la fecha, ya se
han identificado mas de 2000 isoformas diferentes. Los P450s se agrupan en familias y
subfamilias en funcion de la similitud en la secuencia del DNA que los codifica. Las
familias 1, 2 y 3 estan constituidas por enzimas encargadas de la biotransformacién de
xenobidticos, mientras que el resto de familias incluyen P450s que intervienen en la
biosintesis y el metabolismo de compuestos enddgenos. Son enzimas que se
encuentran ancladas a membranas subcelulares por uno o dos segmentos N-
terminales. El resto de la proteina se expone en el compartimento citosolico donde el
centro catalitico es accesible. Principalmente, se encuentra en el reticulo

endoplasmatico® con algunas de sus formas encontradas en la mitocondria; se estima

b . . . .
Basado en un estudio que involucré 713 reacciones



gue en hepatocitos entre el 12-15% de esta membrana esta formada por citocromos
P450%, sin embargo también se ha reportado su presencia en otros érganos y tejidos
extrahepéticos como rifion, prostata, piel, epitelio nasal, gonadas, cerebro, pulmoén,

pancreas, tracto gastrointestinal entre otros *’

La reaccibn mas comun catalizada por el citocromo P450 es una reaccion
monooxigenasa, sin embargo, también pueden actuar como reductasas, oxidasas e

hidroperoxidasas *2.

La reaccidbn de monooxigenasa mediada por CYP (figura 1)
involucra la inserciéon de un &tomo de O al sustrato R-H o H, a partir de la reduccion de
un atomo de oxigeno molecular (O), por lo que la reaccidon general resulta en la

oxidacion del sustrato:

O,+ X-H + 2e” + 2H" — XOH + H,0
O

O,+ H+2e +2H" — XO + H,0

Figura 1.Reaccion monooxigenasa mediada por CYP

La versatilidad metabdlica de los CYPs se puede notar en la amplia variedad de
reacciones que catalizan; X representa atomos de C con hibridacién sp® (alifaticos),
atomos de C con hibridacién sp? (aromaticos y olefinicos), atomos de C con hibridacién
sp (acetilenos), atomos de N provenientes de grupos amina y amida, atomos de S, asi
como otros atomos de Si-, P-y As.



2.1.1.1 Estructura del Citocromo P450

Figura 2. Citocromo P450: estructura cristalina de microsomas humano P450 1A2 en complejo con alfa-
naftoflavona. Resolucion 1.95A.
La estructura general esta constituida por a-hélices y hojas- en la region que rodea al
grupo hemo (figura 2) mientras que los sitios de unién a la membrana y reconocimiento
de sustrato son los que presentan mayor variabilidad'®. Los CYPs son hemoproteinas
compuestas de una coenzima constante, protoporfirina IX (figura 3) y, una proteina

variable en el rango de 45 a 60 kDa.®

Cys

Figura 3. Grupo protoporfirina IX hexacoordinado del CYP; bajo espin (S=1/2); potencial de reduccién 320 mV;
estado de reposo Y=0H o H20O; inhibicién Y=xenobidtico hidroxilo 0 amino.



Los CYPs poseen un grupo prostético de hierro-protoporfirina 1X que forman al grupo
hemo, este es el centro catalitico de la enzima; un grupo tiol se coordina con el hierro
de manera opuesta al sitio de coordinacién con el oxigeno (Y en la figura 3) %*. Esta
porfirina es comun a todas las enzimas citocromo P450, asi como a otras
hemoproteinas y enzimas como la hemoglobina, mioglobina, catalasa y la mayoria de
las peroxidasas. El catiéon de hierro en el grupo hemo estad coordinado a los cuatro
atomos de N del pirrol. Dos ligandos adicionales existen en posiciones axiales: el
ligando de tiolato (donado por un residuo altamente conservado de cisteina) y el ligando
Y. El enlace Fe-S es un enlace fuerte que transfiere una considerable densidad de
electrones al atomo de Fe. Estas caracteristicas electronicas son indispensables para la
actividad catalitica del citocromo; la formacion del citocromo inactivo P420, inducido por
desnaturalizacién de la proteina, implica el desplazamiento del ligando de tiolato. El
sexto ligando (Y en la figura 3) es uno mas débil, proveniente de un grupo OH de un

aminoacido adyacente (por ejemplo, tirosina) o una molécula de H,0.

2.1.1.2 Mecanismo catalitico de la citocromo P450 oxidasa

Antes de presentar las reacciones catalizadas por los CYPs, es esencial
discutir su mecanismo catalitico general. Esto comienza con el estado electrénico del
grupo hemo, especificamente, el centro metalico hierro que puede existir en su estado

"y ferroso (Fe"). El hierro del grupo hemo empieza el ciclo catalitico en

férrico (Fe
estado férrico y en equilibrio entre dos estados electronicos discretos, es decir, alto y
bajo espin, que son responsables de diversas propiedades del citocromo P450,
especificamente, para la union del ligando y la activacion del oxigeno. En su forma de

espin bajo, Fe" esta hexacoordinado, con el atomo de Fe coplanar con los cuatro

atomos de N del pirrol, y los dos ligandos que ocupan los vértices de una bipiramide

octahédrica. En su estado de espin alto, el diametro del Fe"

es demasiado grande para
estar coplanar con el anillo de porfirina y es, por lo tanto, pentacoordinado por la
pérdida del ligando Y (figura 3). Es importante hacer notar que el potencial de reduccion
de la forma de bajo espin es enérgicamente mucho mas alto (-360 a -300 mV) que el

potencial de reduccion de la forma de alto espin (-175 mV). El primero es, por lo tanto,



el estado de reposo (inactivo) de los CYPs. El equilibrio entre las dos formas esta

controlado por el ambiente celular y por la union al ligando.

El ciclo catalitico de la monooxigenacion mediada por CYP implica la reduccion de
oxigeno molecular, O, (el primer sustrato) por dos cadenas de transferencia de
electrones. El ciclo catalitico del citocromo P450 en su funcion monooxigenasa lleva a

cabo una serie de pasos que se resumen en la figura 4.

[Fe¥1xH

77 [Fell]1XH b
co

[Fed] === [Fep] [Fe?]xH == [Fef1(CO)XH
XOH
‘w \? O?
[Fe3*]-:_'(’;6:“i';xn NADPH —»[3 [Fe?*1(0,
- /
2H*
[Fe¥*](0%™)XH = [Fe®'](0
d
See DR
Fe?']10 _
[ e ]( ) [Fe3+]XH + Oz

Figura 4. Ciclo catalitico de la monooxigenacién mediada por CYP. Modificado de Testa y Kramer (2007) XH, se
refiere al sustrato; hs simboliza alto espin y Is simboliza bajo espin; Fy1 representa a la flavoprotelna NADPH-
citocromo P450 reductasa; Fp. representa a la flavoproteina NADH-citocromo bs reductasa >

Después de la unién del sustrato en el ligando Y, ocurre un cambio en el espin de la
hemoproteina a su forma de alto espin, favoreciendo la transferencia de electrones al
par redox para reducir el centro metalico del estado hemo férrico a hemo ferroso a. Esto
permite el primer paso de reduccién, donde un electrén se transfiere al CYP microsomal
de NADPH (potencial redox 320 mV) a partir de la flavoproteina NADPH-citocromo
P450 reductasa (potencial redox 270 mV) b. Como todos las demas hemoproteinas en
su estado reducido, el citocromo P450 reducido tiene una alta afinidad por el oxigeno
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diatomico (O2) y el monoxido de carbono (CO); la union del monéxido de carbono inhibe
fuertemente la reaccién, mientras que la unién del oxigeno molecular permite que el
ciclo continte al formar el complejo ternario oxi-ferroso c, el cual se reorganiza por
resonancia debido a la fuerte electronegatividad de O, a un complejo de férrico-
superoéxido. Este complejo representa un punto de ramificacion en el ciclo catalitico del
citocromo P450. Para que se produzca la reaccion de monooxigenacion, el segundo
electron debe liberarse rapidamente; de lo contrario, el complejo se disocia y libera el
ion radical superoxido (reaccion parasita d). En el reticulo endoplasmico, los CYPs
reciben su segundo electron ya sea a partir de NADPH o NADH reduciendo al
citocromo P450 para formar las estructuras resonantes de superéxido ferroso y
peroxido férrico e. Una reaccion de monooxigenacion transfiere un atomo de oxigeno
activado al sustrato, lo que requiere la ruptura de la molécula de dioxigeno reducido f.
El oxigeno remanente en el complejo CYP(monooxigenasa)-sustrato se conoce como
oxeno, un atomo neutro, electrofilico con seis electrones en su capa externa; este

oxeno que se transfiere al sustrato efectiia su hidroxilacién g#22,

2.1.1.3 Clasificacion de los citocromo P450

Las proteinas citocromo P450 son clasificadas de acuerdo a la similitud que
presentan en la secuencia de residuos de aminodacidos y se dividen en familias,
subfamilias e isoformas segun la propuesta de Nelson y colaboradores (1996)%. Se
conocen 57 CYPs humanos clasificados en 17 familias y se han descrito 3753 genes de
CYPs provenientes de mamiferos, clasificados en 18 familias. Se agrupan en la misma
familia si poseen mayor a un 40% de similitud en su secuencia (independientemente de
la especie procedente) y se les designa un namero; las subfamilias estan compuestas
por aquellas enzimas con al menos 55% de similitud y son denominadas con una letra;
finalmente, las enzimas individuales deben tener al menos un 3% de diferencia con el

resto de las enzimas y se les asigna un nimero®.

El CYP familia 1 subfamilia A es una enzima con interés médico y biolégico ya que es

conocida particularmente por su capacidad de metabolizar compuestos xenobioticos de

26,9

origen natural o sintético Compuestos planares que poseen anillos heterociclicos
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aromaticos son sustratos de esta familia. Por lo tanto, las aminas heterociclicas
derivadas del proceso de coccion de la carne son también sustratos de esta familia,

especificamente, sustratos de CYP1A2%%%,

2.2 Aminas heterociclicas (AHCs)

2.2.1. Formacion de aminas heterociclicas

El grupo de las aminas heterociclicas es solo un ejemplo de compuestos a los que
estamos expuestos involuntariamente que inducen los procesos de carcinogénesis bajo
un estilo de vida en condiciones normales. La subclase mas grande de AHCs que se
encuentra en la dieta humana comprende el grupo de los aminoimidazoazaarenos
(AlAS); MelQx, 4,8-DiMelQx, PhIP (figura 5) son ejemplos de AIAs, estos compuestos
se encuentran en el musculo de la carne cocinada a niveles de partes por millon.

NH,

\
JN
A

‘ \> NHz HsC N ~——cH : N "
3
N N = 8 =
CHs, \N \N oty
PhIP MelQx 4,8-DiMelQx

Figura 5. Aminoimidazoazaarenos (AlAs) PhIP, MelQx y 4,8-DiMelQx producidos en el proceso de coccién de la
carne. Procarcindégenos que requieren activacion mediada por la isoforma CYP1A2 a su forma electrofilica para
ejercer efectos genotdxicos. PhIP: 2-Amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridina; MelQx 2-Amino-3,8-
dimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina; 4,8-DiMelQx: 2-Amino-3,4,8-trimetil-3H-imidazo[4,5-flquinoxalina.

Las AlAs se producen durante la pir6lisis de creatin(in)a, aminoacidos y aztucares como
esta descrito por Jagerstad®. Las altas temperaturas, largos tiempos de coccién, baja
concentracion de agua, alta concentracion de azucares y creatin(in)a promueven la
formacion de las aminas heterociclicas, lo cual sugiere que las reacciones de Maillard
estan involucradas en la formacién de las aminas heterociclicas en su coccién.*! Las
reacciones de Maillard, son responsables de producir el color café en los alimentos; se

refiere a las reacciones entre aminas y compuestos carbonilicos, especialmente
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azlicares reductores®; después de la condensacién entre que el azicar y el
aminoacido libre, el rearreglo de Amadori y una final degradacién de Strecker sucede
para formar pirazinas, piridinas y aldehidos. En una reaccion de condensacion creatina
y/o creatinina, pirazinas o piridina y aldehidos producen imidazoquinoxalinas. Las
aminas MelQx, 4,8-DiMelQx. PhIP son producidas a partir de los mismos precursores
bajo el esquema de la reaccion de Maillard: creatin(in)a, glucosa y fenilananina como

reactantes® como se muestra en la figura 6.

CH3
}—NH2 =
Q]\/f'o“ -
- - N
NH, creatining >_ NH,
T phen}rlacetaldehyde
phenylalanine . "al ‘:"
g NHﬂl
fj CH, el @\ CHy
ol i HCHO AN
| i 7—NH; (0] | —NH,
"M N Hsz’""\-N
PhIP

Figura 6. Reacion de Maillard que da lugar a la formacién del promutageno PhlIP.

2.2.2. Aductos de AHC-DNA

Las aminas heterociclicas, como la mayoria de otros carcinbgenos, no son
carcinGgenos per se sino que necesitan ser metabolizados por una familia del grupo de
enzimas del citocromo P450 a electrofilos reactivos para reaccionar con el DNA e iniciar
la respuesta carcinogénica. Después de la activacibn metabdlica, las aminas
heterociclicas forman aductos de guanina AIA-DNA, siendo el aducto en la posicion C8
el mayor producto formado (figura 7). MelQx, también forma aductos como productos
minoritarios en la posicion N? de guanina®.
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Figura 7. Aducto PhIP-DNA mayormente formado por el metabolismo de CYP1A2. N-(Deoxyguanosin-8-yl)-2-
amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (dG-C8-PhIP).

Desde el descubrimiento de las AHCs, diversos estudios han examinado la relacion de
la frecuencia y ubicacion de aductos de DNA de estos compuestos con el inicio de la
tumorigénesis. Estudios en animales muestran que los niveles de aductos de AIA-DNA
en organos blanco generalmente predicen la incidencia de tumores. Sin embargo, la
relacion de formacion de aductos AIA-DNA y tumorigénesis no es una cuestion de
causa y efecto. Las mutaciones especificas son criticas para la activacion de
oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores asociados con la
carcinogénesis. Muchos de los fenotipos de las células cancerosas pueden ser el
resultado de mutaciones, es decir, cambios en la secuencia de nucleétidos del DNA
gue se acumulan a medida que progresan los tumores. Estos pueden surgir como
resultado del dafio en el DNA causado por agentes ambientales y/o endégenos o por la
incorporacion de nucleétidos no complementarios durante los procesos de sintesis del
DNA. Diversos estudios han examinado que las AlAs inducen la formacién de tumores
por mutaciones en genes que mantienen la estabilidad genética en células normales,
incluyendo p53°, Kiras®, Ha-ras, Apc y B-catenina °. Entre las mutaciones detectadas en
estos genes, las mutaciones en la base de guanina ocurrieron a una mayor frecuencia,

sugiriendo la participacién de aductos AIA-DNA en estas alteraciones genéticas>>.

C ’
p53 es una proteina supresora de tumores.
d . . . T .z
Las proteinas Ras son un conjunto de interruptores-reguladores moleculares en la sefializacién celular.
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A nivel de DNA existen dos tipos principales de cambios mutacionales: sustituciones de
bases y adiciones o eliminaciones de bases. Las sustituciones de base son aquellas
mutaciones en las que un par de bases se reemplaza por otro. Las sustituciones de
base pueden dividirse en dos subtipos: transiciones y transversiones. Una transicion es
el reemplazo de una base por otra base de la misma categoria quimica, es decir, purina
por purina o pirimidina por pirimidina: de AaGodeGaAy,deCaTodeTacC. Una
transversion es lo opuesto, el reemplazo de una base de una categoria quimica por una
base de la otra, pirimidina reemplazada por purina y viceversa. Las mutaciones de
adicion o eliminacion son en realidad de pares de nucleédtidos; sin embargo, la
convencion es llamarlos adiciones o eliminaciones de pares de bases. Los mutagenos
actian a través de al menos tres mecanismos diferentes para inducir mutaciones:
pueden reemplazar una base en el DNA, alterar una base para que se empareje mal
con otra base o dafiar una base para que no pueda emparejarse con ninguna base en
condiciones normales.

El mecanismo molecular por el que los AlAs inducen mutaciones se da principalmente
por eliminacién de pares de bases. Se ha propuesto que se da un cambio en el marco
de lectura (mutacion frameshift) en la region hotspot CGCGCGCG iniciado por el DNA-
AlA ubicado en la posicion C8 de la guanina. Si la guanina con el aducto puede
incorporar correctamente la base complementaria citosina durante el proceso de
replicacion, el aducto le dificulta el paso a la DNA polimerasa durante la replicaciéon®,
aumentando la probabilidad de un deslizamiento de hebra dentro de la secuencia
repetida, lo que conlleva a la formacién de un nuevo primer de termino y la extension de
este primer produce la eliminacion de la secuencia hotspot. El emparejamiento
incorrecto de nucleétidos de cadena deslizada puede generar una variacion en la
expresion génica. La base con el aducto desestabiliza los puentes de hidrégeno de la
cadena, facilitando el emparejamiento de bases ilegitimas en las regiones del DNA
tandem durante la replicacion. Lo anterior, junto con sistemas inadecuados de
reparacion de DNA, puede producir deleciones o inserciones de unidades de

repeticion®®.
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Los datos de un creciente nUmero de investigaciones apoyan la nocidon que los aductos
AIA-DNA juegan un rol fundamental en la susceptibilidad del inicio de carcinogénesis

causado por AlAs®%3¢>

, por ende, la activacién metabdlica que conduce a la formacion
de aductos de DNA es determinante de la mutagenicidad y carcinogenicidad de estos
compuestos. La presencia del anillo imidazol y el grupo 2-amino en la molécula parece

ser importante para la mutagenicidad de los compuestos®**’.

2.2.3. Metabolismo de las aminoimidoazoazarenos (AlAS)

Entre los AHCs, MelQx es uno de los mas abundantes encontrados en los
alimentos cocinados, con un nivel de exposicion humana estimado de hasta 2,6 ug de
MelQx por persona por dia, seguido por PhIP y 4,8-DiMelQx®. Diversas
investigaciones sobre el metabolismo de MelQx investigado en hepatocitos humanos
demostraron que MelQx se transforma activamente en varios metabolitos dependiendo
de las enzimas de fase | y Il que los transformen en productos de desintoxicacion o
productos potencialmente reactivos a través de la via de bioactivacion® (figura 8).

La literatura ha identificado la formacién del acido 2-amino-3-metilimidazo [4,5-f]
guinoxalina-8-carboxilico (IQx-8-COOH) como una via principal de detoxificacion
catalizada por dos oxidaciones sucesivas de CYP1A2 con 2-amino-8-(hidroximetil)-3-
metilimidazo[4,5-f] quinoxalina (8-CH2-OH-IQx) como un intermediario (figura 8).”° Los
metabolitos mutagénicos y carcinogénicos se forman a través de reacciones de N-
oxidacién que son catalizados por CYP1A2 en el higado humano®. La activacion
adicional de los metabolitos de N-hidroxilamina (HONH-MelQx) se produce por
esterificaciones catalizadas por N-acetiltransferasas (NAT) y sulfotranferasas (SULT)
gue conducen a la formacién de varios conjugados potenciales identificados como
Ester-O-NH-MelQx mostrados en la figura 8. Estos conjugados son capaces de formar
iones reactivos de nitrenio capaces de unirse al DNA en la posicion N2 y C8 de
guanina*'. Los metabolitos HONH-MelQx reactivos pueden también ser conjugado por
UGT formando N2 glucurono-conjugados (HON-MelQx-N2-Gl) capaz de ser eliminado.
La desintoxicacion también se describe a través de la formacién de MelQx-N2-SO3H y

MelQx-N2-Gl (figura 8). N-desmetil-7 oxo-MelQx y 7-oxo-MelQx son probablemente
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formados por la reaccion catalizada por la xantina deshidrogenasa y el producto es
menos toxico que el compuesto principal. CYP1A2 cataliza reacciones involucradas
tanto en el metabolismo de las vias de activacidon y desintoxicacion de este

procarcinégeno MelQx como se resume a continuacion en la figura 8.

NH, NH,
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Figura 8. Vias metabdlicas de MelQx*. El metabolismo de MelQx esta compuesto de metabolitos involucrados en
la via de detoxificacion (en verde) y de compuestos de la via de bioactivacion (en naranja y rojo). Nombre quimico
completo: MelQx, 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f ]Jquinoxaline; HONH-MelQx, 2-(hidroxiamino)-3,8-
dimetilimidazo[4,5-f Jquinoxalina; MelQx-N2-SO3H, acido N2-(3,8-dimethylimidazo[4,5-f Jquinoxalin-2-yl)sulfamico;
MelQx-N2-Gl, N2-(-1-glucosiduronil)-2-amino-3,8-dimetilimidazo- [4,5-f ]quinoxalina; 8-CH20HIQx, 2-amino-8-
(hidroximetil)-3-met-ilimidazo[4,5-f ]quinoxalina; [1Qx-8-COOH, 2-amino-3-metil-imidazo[4,5-f ]quinoxalina-8-
carboxilico; HON-MelQx-N2-Gl, N2-(-1-glucosiduronil)-2-(hidroxiamino)-3,8-dimetilimidazo[4,f -flquinoxalina; 7-oxo
MelQx, 2-amino-3,8-dimetil-6-hidro-7H-imidazo[4,5-f ]Jquinoxalin-7-ona; N-desmetil-7-oxo-MelQx, 2-amino-6-hidro-
8-metil-7Himidazo[4,5-f Jquinoxalin-7-ona.

Se ha reportado que estos compuestos ademas de ser sustratos del citocromo P450
también pueden fungir como inductores de la biosintesis de esta enzima a través de

la via canénica del receptor de hidrocarburos arilo (AhR)*%. Dos de los agonistas
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mejor conocidos de esta via son el benzo[a]pireno (Blalp) y la 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) 3.

2.3 Flavonoides

Los alimentos contienen diversos tipos de xenobidticos que pueden influenciar la
formacion de mutagenos y promover las condiciones para la aparicion de tumores. No
obstante, también contienen diversas sustancias con la capacidad de contraponerse a

los efectos de los mutadgenos. Una de estas sustancias son los flavonoides.

Los flavonoides son moléculas de origen natural producidas en practicamente todo el
reino vegetal. Son un tipo de polifenoles derivados de los metabolitos secundarios de
las plantas y representan el grupo mas comun y ampliamente distribuido de
compuestos fendlicos vegetales, su produccidn se genera particularmente en las
células vegetales fotosintetizadoras. Los flavonoides son los principales responsables
de darles color y sabor a frutas, verduras y semillas, ademas de ser parte fundamental
en la prevencién de la oxidacion de las grasas y proteccion de vitaminas y enzimas en
las mismas. El consumo de frutas y verduras, por ende de flavonoides, ha sido una
parte integral de la dieta humana. Se calcula que la ingesta de flavonoides en la dieta
occidental oscila entre 23 mgy 1 g por dia.**

Se ha puesto especial énfasis en este grupo de compuestos porque se han reportado
multiples beneficios relacionados con su consumo, entre ellos estdn su actividad
antioxidante, antitrombética, antidiabética, anticancerigena y vasodilatadora®. Estudios
epidemioldgicos también han encontrado relacién entre su consumo en la dieta y su

proteccion ante enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas.*®

2.3.1 Quimicay metabolismo de flavonoides

La estructura quimica de los flavonoides presenta en un esqueleto de 15
carbonos formando dos anillos bencénicos (A y B como se muestra en la Figura 9)

unidos a través de un anillo de pireno heterociclico (C). Se pueden dividir en una
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variedad de clases tales como flavonas, flavonoles, flavononas, entre otros®.
Actualmente se han identificado mas de 8000 flavonoides. Las diferentes clases de
flavonoides varian en el nivel de oxidacion y el patron de sustitucion del anillo C,
mientras que los compuestos individuales dentro de una clase difieren en el patrén de
sustitucion de los anillos A y B. Los flavonoides se presentan como agliconas,
glucosidos y derivados metilados, siendo la estructura basica de los flavonoides la

aglicona®.

La naturaleza quimica de los flavonoides depende de su clase estructural, grado de
hidroxilacion, sustituciones metoxi, conjugaciones de glucésidos entre los anillos A, B y
C,* y grado de polimerizacién. Los grupos funcionales de hidroxilo en los flavonoides
median sus efectos antioxidantes al eliminar los radicales libres® y/o al quelar los iones
metélicos, mientras que la variacion del numero y la posicion de los sustituyentes
hidroxilo y/o metoxilo en la molécula indican la selectividad y afinidad para inhibir
enzimas de la familia CYP1°!; lo cual, proyecta importantes implicaciones para la

prevencion del cancer, asi como otros efectos farmacoldgicos y toxicos>?.

9.34A

Figura 9. Esqueleto basico de un flavonoide aglicona. Grupos OH (hidroxilo) o0 OCH3; (metoxilo) sustituidos en los
C de los anillos A, B 'y C forman la gran variedad de flavonoides.

La manera en que los flavonoides son absorbidos en la dieta depende de su forma
guimica, si se encuentran en forma de glucésido o de aglicona. Las agliconas pueden

ser facilmente absorbidas por el intestino delgado, mientras que los flavonoides
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glucosidos deben ser hidrolizados a su forma de aglicona primero. La mayoria de los
flavonoides estan presentes en las plantas unidos a azucares como (3-glucésidos, por lo
gue no son absorbibles de forma directa. Los flavonoides glucésidos son transportados
al intestino delgado por la enzima SGLT1 o son hidrolizados por la lactasa, una (-
glucosidasa ubicada en borde de la membrana del intestino delgado. Los glucésidos
gue no sean sustratos de estas enzimas son transportados hacia el colon, y gracias a
los microorganismos presentes, son hidrolizados a su forma libre*. Seguida su
absorcion, los flavonoides son metabolizados en el higado por enzimas de fase | a
compuestos fendlicos mas pequefios y/o conjugados por glucuronidacion, sulfatacion y
metilacion*®. La baja solubilidad en agua de los flavonoides aglicona junto con su corto
tiempo de residencia en el intestino y su corta absorcion evita que los humanos sufran

de efectos téxicos agudos por el consumo de flavonoides.

2.3.2. Interaccién entre flavonoides y CYPs

Una de las funciones biolégicas ampliamente investigadas es su contribucion
en la prevencién del cancer®>>**’. A partir de estos estudios se han conocido algunos
de los mecanismos en la que estos compuestos actlan previniendo los eventos
carcinogénicos, entre los cuales se encuentran la capacidad de los grupos hidroxilo en
los flavonoides de formar complejos con radicales libres *°, la afinidad de los
flavonoides de interactuar con las enzimas que activan o detoxifican carcinébgenos o de
inhibir la accién de estas enzimas®®. Los mecanismos por los cuales los flavonoides
interactian con los CYPs se han descrito en al menos tres formas: (i) induciendo la
biosintesis de algunos CYPs; (ii) siendo metabolizados por ciertas isoformas de los
CYPs®" y (i) modulando su actividad enzimatica, ya sea inhibiendo o estimulando a los
CYPs®. (i) Los flavonoides pueden inducir directamente la expresién de un gen via
receptor especifico o estabilizando el mMRNA. Se ha reconocido que estos compuestos
inducen la expresion del CYP a través de la union al receptor de hidrocarburo de arilo
(AhR), un factor de transcripcion activado por ligando®®. Un ejemplo de ello es la
guercetina, capaz de unirse a AhR incrementando la cantidad de mRNA de CYP1A1,

por otro lado el kaempferol actia como antagonista de AhR inhibiendo la transcripcion
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del mismo gen*®

. (ii) Los flavonoides pueden ser metabolizados por los CYPs, es
decir son sustratos de la enzima para ejercer su conversion quimica y dar lugar a un
producto mas hidrofilico. Los flavonoides son hidroxilados por un mecanismo
dependiente principalmente del CYP1A ®1%? yjo O-desmetilados por CYP1A y CYP1B.
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 CYP1A®%"®2_ (iii)
Los flavonoides son capaces de modular la actividad de los CYPs potenciando y/o
inhibiendo la actividad de las enzimas. Por ejemplo, la 7,8-benzoflavona actia
potenciando la actividad del CYP3A4, mientras que inhibe la actividad catalitica del

CYP1A1ly CYP1A2 %34

2.3.3 Flavonoides como inhibidores del CYP

El estudio de las interacciones de los flavonoides con los CYPs, como su
capacidad para inhibir la actividad de estos puede ser utilizado como una herramienta

importante para prevenir etapas iniciales de carcinogénesis.

Un inhibidor enzimatico es una molécula que se une a la enzima y reduce su actividad,
mientras que los sustratos de una enzima son convertidos por la accién de ésta a
productos en el ciclo catalitico de la enzima®. Asi, la unién de un inhibidor puede evitar
la entrada de un sustrato al sitio activo de la enzima y/o impedirle a la enzima catalizar
su reaccion. Los inhibidores enziméticos pueden ser reversibles o irreversibles. Los
inhibidores irreversibles generalmente modifican a la enzima quimicamente, por
ejemplo, a través de la formacién de un enlace covalente. Estos inhibidores modifican
residuos de aminoacidos necesarios para la actividad enzimatica, bloqueando su
actividad permanentemente?’. En cambio, los inhibidores reversibles se unen de
manera no covalente, con interacciones débiles como puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas, enlaces ionicos, entre otras. Existen cuatro tipos de
inhibidores reversibles y se clasifican de acuerdo al efecto que presenta el inhibidor al
variar la concentracion del sustrato de la enzima como (i) competitivos, (ii)

acompetitivos, (iii y iv) mixtos y no competitivos:
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1. Inhibidores competitivos, son aguellos que compiten directamente con el sustrato
normal por el sitio de unién al sustrato de una enzima.

2. 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.

3. Inhibidores mixtos y no competitivos, se unen a un sitio distinto al catalitico y de
este modo pueden unirse tanto a la enzima libre como al complejo enzima-

sustrato en un sitio distinto al catalitico .

La potencia inhibitoria y la selectividad de los flavonoides hacia los miembros de la
subfamilia del CYP1 estan fuertemente asociadas con su estructura. Una conformacion
molecular plana es una caracteristica indispensable para que los flavonoides ejerzan su
actividad inhibitoria ’, asi como es crucial la presencia del grupo oxo en la posicién 4
del anillo C. Las caracteristicas estructurales que definen afinidad hacia las isoformas
de la subfamilia CYP1 CYP1Al, CYP1A2 y CYP1B1, se han ido derivando a partir de
correlaciones estructura-bioactividad®'. El tamafio de los sitios activos de los citocromo
P450 son congruentes con la selectividad del sustrato®. El esqueleto de los inhibidores
selectivos a CYP1AL tiene una forma de tira larga con 12.3 A de longitud y 4.6 A de
ancho, lo que refleja una cavidad estrecha y larga. Mientras que el esqueleto de
selectivo a CYP1A2 es un triangulo con longitudes laterales de 9.3 A, 8.7 Ay 7.2 A
respectivamente, lo que sugiere una cavidad estrecha y compacta. Se ha reportado que
la presencia de grupos hidroxilo en el C5 del anillo A de la flavona (figura 9) resulta en
una inhibicién aumentada de CYP1A2 °’, en tanto, una sustitucién con un grupo
hidroxilo en las posiciones C3 y C5 contribuye a la eficiencia inhibitoria hacia los
miembros de CYP1°""°. Ademés, como entre mayor sea el nimero de sustituyentes
hidroxilo en la molécula su hidrofobicidad disminuye, haciendo dificil el paso del

flavonoide a las membranas bioldgicas en donde la catalisis se lleva a cabo.

Tomando en cuenta lo anterior y un estudio previo en el que se midié la potencia de 10
flavonoides, que variaban en grado y numero de hidroxilos para inhibir la actividad de
CYP1Al se decidio estudiar la actividad inhibitoria ante CYP1A2 y su posterior efecto

antimutagénico de la flavona, 3-hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona. Las estructuras
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mostradas en la figura 10 tienen forma triangular, tamafio (figura 9) e hidrofobicidad que

les permite entrar al sitio activo de CYP1AZ2:

OH @)

Flavona 3-hidroxiflavona 5-hidroxiflavona

Figura 10. Estructura de la flavona, 3-hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona. 3-HF est& sustituido por un grupo hidroxilo
en C3 en el anillo C y 5HF en C5 en el anillo A.

HIPOTESIS
Si los flavonoides son capaces de inhibir a la enzima CYP1A2, se podra inhibir la

activacion metabdlica de los promutagenos previniendo el proceso de mutagénesis.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimutagénico de los flavonoides, flavona, 3-hidroxiflavona, 5-
hidroxiflavona, frente a las aminas heterociclicas producidas en el proceso de coccién
de la carne, 2-Amino-3,8-dimetilimidazo [4,5-f] quinoxalina (MelQx), 2-Amino-3,4,8-
trimetil-3H-imidazo[4,5-fl]quinoxalina (4,8-DiMelQx), 2-Amino-1-metil-6-fenilimidazo(4,5-
b)piridina (PhIP).

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar a qué flavonoide es mas sensible la isoforma CYP1A2 a partir de
ensayos de inhibicidon enzimatica.
2. Determinar el efecto antimutagénico del flavonoide mas potente resultante de los
ensayos de inhibicién mediante la prueba de Ames.
3. Determinar si el efecto es dependiente de la concentracion de flavonoide

mediante una curva concentracion-efecto.
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Capitulo 3

3 Metodologia experimental

Todos los compuestos quimicos se obtuvieron de fuentes comerciales. 3-hidroxiflavona,
5-hidroxiflavona y flavona de Sigma-Aldrich; PhIP, 4,8-DiMelQx se obtuvieron de Santa
Cruz Biotechnology y MelQx de US Biological Lifesciences. Los reactivos fueron
usados sin algun otro método de purificacion. Se utilizd Fraccion S9 de higado de rata
tratadas con fenobarbital y B-naftoflavona asi como estan descritas por Escobar-
Garcia™ Se parti6 de la fraccion S9 (ver anexo I) para la obtencién de microsomas; la
fraccion S9 se centrifugé a 100 000 g por 60 minutos a 4°C. El boton resultante se
homogenizé con una solucién de fosfatos 0.1 M a pH 7.4 y sacarosa 0.25 M y se
centrifugé a 100 000g por 60 min a 4°C. El botdon resultante se resuspendid en el
amortiguador de fosfatos 0.1 M, EDTA 1mM, ditiotreitol 0.1 mM y glicerol 20% v/v.”* La
fraccion microsomal se distribuy6 en alicuotas que se almacenaron a -80°C. La fraccion
S9 se utilizé para los ensayos de antimutagenicidad y la fraccion microsomal para los

ensayos de actividad enzimatica.

3.1 Determinacion de la actividad enzimatica

3.1.1. Determinacion de la concentracion de proteina microsomal

La cuantificacion de proteina total en microsomas de rata utilizado para los ensayos de

actividad enzimatica, se determind por el método de Bradford con el kit Quick Start™
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Bradford Protein Assay de Bio Rad®. Se realizd una curva estandar por triplicado de
albamina sérica bévina (BSA) de 0.1-0-5 mg BSA cada una; el rango lineal de BSA para
el ensayo es de 1.25-10 pg/ml. Previo a la determinacion de proteina total en
microsomas, la muestra se diluyé 1:50 y 1:100; para cada dilucién de proteina
microsomal, el ensayo se efectud por triplicado, el resultado es el promedio de proteina
total cuantificada en cada dilucion. La determinacion de proteina microsomal por el
método de Bradford fue de 14.02 mg/mL.

3.1.2. Ensayo de actividad enzimética

La actividad microsomal de MROD (metoxirresorufina) se midio
espectrofotométricamente por monitoreo de la formacion de resorufina de acuerdo con
el método de Burke’ con algunas modificaciones: longitud de onda de excitacién de
530 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm. Para la medicion de la actividad

enzimatica se utilizé el el aparato Synergy H4 Hybrid Reader de BioTek.

La reaccion enzimética se llevd a cabo en placas de 96 pozos con un amortiguador de
de tris-base 50 mM y MgCl, 25 mM a pH 7.6, y 12.5 uM de sustrato metoxirresorufina
(MROD) disuelto en 5 uL DMSO, 150 upg de proteina microsomal disuelto en
amortiguador pH 7.6"y las concentraciones crecientes respectivas de inhibidor flavona,
3-hidroxiflavona, 5-hidroxiflavona disueltos en 5 pL de DMSO¥®. La mezcla se incub6 por
3 min a 37°C. Posteriormente, se comenzd la reaccion enzimatica al adicionar 40 pL de
una solucion 2.8 mM NADPH (0.5 mM). El volumen final de la mezcla de reaccion fue
de 200 pL. La formacién del producto se evalué durante 15 min, a 37°C, registrando
lecturas cada 20 s. Las actividades cataliticas se calcularon a partir de una curva

estandar de resorufina a concentraciones de 0, 5, 10, 25, 100, 250 y 500 pmoles/mL.

Las determinaciones de actividad enzimatica para cada concentracion de inhibidor se

realizaron por triplicado, cada punto muestra el promedio de tres experimentos

¢ Manual completo: http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/4110065A.pdf. Consultado el dia
29/10/18.

& Concentracién final de DMSO en el ensayo 5 % v/v
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independientes con su desviacion estandar. Se reportaron los valores de ICsg relativos,
esto es, la concentracion de inhibidor necesario para inhibir la actividad enzimética a la
mitad’*; un método comun para definir el 50% de la respuesta es usar un modelo
matematico que incluya un parametro que lo defina directamente. EI modelo logistico
de 4 parametros (4PL) es un ejemplo de este tipo de modelo. EI modelo 4PL se

expresa como,

a—d

Y = d
1+ (X/IC50)%

Donde Y es la respuesta y X es la concentracion. El minimo de la curva es a y el
méaximo de la curva es d. La pendiente de la porcién linear de la curva esta descrita por
b. Cls es la concentracion correspondiente a la respuesta que se encuentra a la mitad
entre a y d. Se determina la Cls relativa dado que es relativo al maximo de respuesta

alcanzado por un compuesto que tiene una curva dosis-respuesta completa.

Los resultados de actividad se expresan en porcentaje respecto a la actividad total de la
enzima sin inhibidor. Mediante el analisis de cuatro parametros (4PL) obtenido a través
de GraphPad Prism se obtuvieron los valores Clso de la 3-hidroxiflavona, 5-

hidroxiflavona y flavona.

3.2 Ensayo de mutagenicidad

3.2.1. Verificacion de marcadores genotipicos

Previo al ensayo, se verifica que la cepa TA98 Salmonella typhimurium conserve los 4
marcadores genotipicos con los que se construyd genéticamente y la frecuencia

espontanea.

Se siembra en una caja petri con medio solido Nutrient Broth suplementada con
ampicilina (25 pg/mL) una muestra de S. typhimurium TA98 conservada a -80 °C, y se

incuba durante 72 horas a 37 °C. Después de este tiempo, se seleccionan 5 colonias
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aisladas y cada una es sembrada en un tubo con 5 mL de caldo nutritivo (Nutrient Broth
No. 2 OXOID) liquido suplementado con ampicilina (25 pg/mL) incubado a 37°C
durante con agitacién constante de 150 rpm durante 16 horas. Se identifican los cultivos
bacterianos del 1 al 5 y se procede a verificar 4 marcadores genéticos: mutacion
hisD3052, plasmido pKM101, marcador rfa, marcador uvrB y la frecuencia espontanea

de la cepa.

Para verificar la mutacion hisD3052 (His-), se inoculan las 5 colonias seleccionadas en
dos cajas Petri que contiene medio minimo de Voguel-Bonner. Una de las cajas es
suplementada con 320 pyL de una soluciéon de Histidina 0.1 M/ Biotina 0.5 mM. Las
bacterias con la mutaciéon hisD3052 (His-) crecen Unicamente cuando el medio esta
suplementado con histidina; para verificar la presencia del pldsmido pKM101, se
inoculan las 5 colonias seleccionadas en dos cajas Petri que contiene medio NB, una
de ellas suplementada con ampicilina (25 pg/mL); el plasmido pKM101 le confiere
resistencia a la ampilicina, por lo que las bacterias deberan crecer en ambas cajas. El
defecto en la membrana celular que le confiere el marcador rfa se comprueba a través
de la sensibilidad ante el cristal violeta; en una caja Petri con medio NB se coloca una
linea tomada de una solucién de cristal violeta al 0.1% m/v en etanol al 70% que cruce
la caja, una vez seca, las 5 colonias seleccionadas se siembran en lineas
perpendiculares. El marcador rfa estd presente si se observa la inhibicion del
crecimiento bacteriano alrededor del cristal violeta. EI marcador uvrB le confiere
sensibilidad a la luz ultravioleta y es medido a través de irradiar luz a 280 nm a
diferentes intervalos de tiempo; con un aplicador de madera se siembra una linea recta
de cada cultivo en una caja Petri con medio NB, se cubra con papel aluminio una
seccién perpendicular a las lineas de cultivo y posteriormente, a una distancia de 20
cm, la caja es irradiada a 280nm durante 0, 15, 30 45 y 60 segundos. La presencia del
marcador uvrB se observa con una creciente inhibicion bacteriana a mayor tiempo de
exposiciéon a la luz UV. Finalmente, la frecuencia espontanea se mide por conteo de
colonias revertantes en un medio suplementado con Histidina 1 mM/Biotina 0.5 mM,;
para esto, 100 yL de cultivo bacteriano se afaden a un tubo con 2 mL de agar de
superficie suplementado con histidina/biotina a 45 °C. Se homogeniza agitando

suavemente y la mezcla es vertida en una caja de medio minimo Voguel-Bonner. Las
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cajas se incuban a 37 °C durante 48 horas y se selecciona el cultivo que presente las
mejores respuestas en los marcadores, y la frecuencia espontanea para realizar el

ensayo de Ames.

3.2.2. Ensayo de mutagenicidad - Prueba de Ames

En condiciones de esterilidad, se siembra un cultivo con 10 mL de caldo nutritivo (No.2
OXOID) liguido con 25 pg/mL de ampicilina adicionados a partir de una solucion de 10
mg/mL de la sal sddica de ampicilina disueltos en agua; el cultivo se deja a una

agitacion constante de 150 rpm durante 16 h a 37 °C en.

En un tubo estéril Eppendorf de 2 mL, se colocd una alicuota de 100 uL del cultivo
bacteriano, 500 pL de S9 preparado (10% de fraccion S9, 8 mM MgCl,, 33 mM KCI, 4
mM NADP, 5 mM de glucosa-6-fosfato), 10 uL de una solucién en DMSO de 5-HF, 3-
HF y flavona y 10 yL de una solucion en DMSO de MelQx, 4,8- DiMelQx y PhIP. El
volumen final de los tratamientos fue de 1 mL completado con amortiguador de fosfatos
a pH 6.5. Las concentraciones finales de flavonoides 5-HF, 3-HF y flavona en
preincubacién fueron de 0.2 uM, 0.4 uM, 0.6 yM, 0.8 uM y 1.0 pyM, mientras que para
los promutagenos PhIP, MelQx, y 4,8- DiMelQx la concentracion final en preincubacién
fue de 1.6 yM, 0.05 uM y 0.04 pM.

Como control positivo se utilizaron 5 mg de hoja santa alicuotados en 10 pL a partir de
una solucion (extracto etandlico) de 2.94 g/mL. Esta mezcla se preincubé a 37°C
durante 20 min con 150 rpm de agitacién; la mezcla se vierte en tubos que contienen 2
mL de agar de superficie, se agité suavemente y se viertid la nueva mezcla en cajas
Petri con medio minimo suplementadas con Histidina 0.1 mM/Biotina 0.5 mM e
incubadas a 37 °C durante 48 h. Se verificd en cada caja la ausencia de toxicidad en la
cepa a traves de la observacion del crecimiento de fondo con el microscopio 6ptico a
10x. Posteriormente, las colonias revertantes se contaron con el contador automatico
AccuCount 1000 de BiolLogics.
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La inhibicion de la mutagenicidad se obtuvo a partir de la siguiente expresion

matematica,
b
%I= (1——)*100
a

Donde b representa el nimero de colonias revertantes a una concentracion dada de
inhibidor (flavonoide) y donde a es el numero de colonias revertantes inducidas por el
mutégeno sin inhibidor. La incertidumbre de la inhibicion de la mutagenicidad se obtuvo

siguiendo las reglas de la propagacion del error gaussiano.

29



Capitulo 4

4 Resultados y Discusion
4.1 Inhibicion de la actividad enziméatica

En esta seccion se muestran los resultados de inhibicion de la flavona, 3-hidroxiflavona
y 5-hidroxiflavona como inhibidores de la isoforma CYP1A2 utilizando microsomas de
higado de ratas previamente tratadas con fenobarbital y B-naftoflavona. EI primer
flavonoide sin sustituyentes, el segundo con un hidroxilo en el anillo C y el tercero con
un hidroxilo en el anillo B. A partir de estos resultados se utilizO un modelo de 4
pardmetros para definir la concentracion inhibitoria 50 (ICsg) de cada uno de los
flavonoides y determinar a través de este pardmetro cuantitativo el flavonoide al cual la

isoforma CYP1A2 es mas sensible.

En la figura 11 se muestra la actividad enzimatica del CYP1A2 con microsomas de rata
en presencia de diferentes concentraciones de flavona, 3-hidroxiflavona, 5-

hidroxiflavona en concentraciones crecientes que van de 0.0001 yM a 10.0 pM.
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Figura 11. Porcentaje de actividad de CYP1A2 a diferentes concentraciones de inhibidor.

En el primer ensayo se utilizd6 un rango amplio de concentraciones de inhibidor,
igualmente espaciadas con escala logaritmica para localizar el intervalo de
concentraciones en donde se observa la respuesta de inhibicion de la actividad de
CYP1A2; con este intervalo se podra hacer un ajuste no linear de la curva y encontrar
la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de cada uno de los flavonoides. A partir de la figura
11 se puede observar que la enzima CYP1A2 presenta una mayor sensibilidad hacia la
5-hidroxiflavona, mientras que la flavona y la 3-hidroxiflavona presentaron un
comportamiento similar entre ellos. Para el ensayo de determinacién de la
concentracion inhibitoria 50 (ICsp), se decidié probar un rango de concentraciones de
0.1 a 10 yM para la 3-hidroxiflavona, 0.5 a 10 yM para la flavona, y 0.1 a 0.5 yM para la
5-hidroxiflavona en intervalos equidistantes incluyendo 6 puntos de concentracion. Los

resultados de este ensayo se muestran a continuacion en la figura 12.
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Figura 12. Curva dosis-respuesta de cuatro parametros 4PL log[inhibidor] vs. % actividad respecto al control con
un modelo de pendiente variable que permite determinar la concentracion que provoca una respuesta a la mitad

entre la méxima respuesta y la maxima respuesta inhibitoria (ICso).

Los flavonoides evaluados son inhibidores parciales de la enzima CYP1A2. Se observa

en la figura 12 que la respuesta del flavonoide 5-hidroxiflavona alcanza a inhibir la

actividad de la enzima a la mitad a una concentracibn menor respecto a la 3-

hidroxiflavona y flavona. A partir de la figura 12 se obtuvieron la ICsq de cada flavonoide

puesto que considera la respuesta de inhibicion como funciéon del logaritmo de la

concentracion tal como el modelo de 4 parametros indica.

4.1.1 Concentracion inhibitoria media (ICs) de la flavona, 3-
hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona sobre la actividad del CYP1A2

En la Tabla 1 se resumen los valores de concentracion necesaria para inhibir el 50% de

la actividad enzimatica (ICsp) de cada flavonoide evaluado.

Tabla 1. Clso de los flavonoides probados sobre CYP1A2 de rata.

Flavonoide (inhibidor)

ICso UM, (95% CI)

Logy ICso (UM) £ Log
SD

5-hidroxiflavona

0.30 (0.20-0.42)

-0.5401 £ 0.0515

3-hidroxiflavona

1.1 (0.75-1.53)

0.0298 + 0.0553

Flavona

4.8 (2.87-6.03)

0.6191 + 0.0501
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La ICso mas baja se observa con el flavonoide 5-hidroxiflavona 1Cs,: 0.29 (95% CI: 0.20-
0.42) seqguida de 3-hidroxiflavona ICsy: 1.1 (95% CI: 0.75-1.53) y flavona ICso: 4.8 (95%
Cl: 2.87-6.03). El flavonoide 5-hidroxiflavona inhibe la actividad de la enzima a la mitad
con una concentracion 4 veces menor respecto a la 3-hidroxiflavona y 14 veces menor
respecto a la flavona, siendo éste el flavonoide mas potente contra la isoforma
CYP1A2.

4.2 Efecto antimutagénico de la 5-hidroxiflavona en la prueba de
Ames

Dado que la 5-hidroxiflavona fue el inhibidor méas potente de la actividad de CYP1A2,

se probd su efecto antimutagénico contra las aminas heterociclicas en la prueba de

Ames.

4.2.1 Determinacion de la cantidad de promutageno a utilizar en el
ensayo de antimutagénesis

Como primer paso, se determina la dosis de promutageno en el rango apropiado para
el ensayo de antimutagénesis en la prueba de Ames. Los promutdgenos son
sometidos a un ensayo de concentracion-efecto en donde se busca una dosis
suficiente para ver el efecto mutagénico sin que éste presente toxicidad. La toxicidad
de una sustancia puede ser verificada a través de un andlisis rutinario del crecimiento
de fondo en las cajas de prueba de agar minimo. En los casos de la presencia de
toxicidad, se comprueba con un crecimiento de fondo ausente o reducido. En la figura
13 se muestra el nUmero de colonias revertantes por caja a cantidades crecientes de
promutageno. Es importante hacer notar que la potencia mutagénica de 4,8-DiMelQx
es dos ordenes de magnitud mayor que PhIP; potencia mutagénica: 4,8-DiMelQx >
MelQx >>> PhIP.
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Figura 13. Curva concentracion-efecto de 4,8-DiMelQx y PhIP en la prueba de Ames con preincubacion.

A partir de la figura 13 se determind la concentracién a utilizar en el ensayo de
antimutagénesis con la finalidad de que el efecto mutagénico sea observable,
conocido y pueda servir como referencia en el control negativo de los siguientes
ensayos. Para los promutagenos 4,8-DiMelQx y PhIP, se decidi6 utilizar 8ng por caja,
0.04uM (~1500 revertantes por caja) y 750 ng, 1.6 uM por caja (~850 revertantes por
caja) respectivamente; el promutageno MelQx se utilizé en la cantidad reportada en
preincubaciéon (10 ng, 0.05pM; ~1500 revertantes por caja) en el articulo de
Vereskuns’. Se escogieron las concentraciones en las cuales la mutagenicidad
aumenta en funcién de la concentracion de mutageno. ElI promutageno 4,8-DiMelQx
(figura 13) presenta cambios de pendiente considerables a los 22 nM y 35 nM, donde
se observa un incremento brusco de la mutagenicidad en cada uno de ellos. Una
posible interpretacion de estos resultados es que a bajas concentraciones la enzima
CYP1A2 esta mayormente involucrada en la via de detoxificacion y al ir aumentando
la concentracién, el metabolismo del promutageno tiende a involucrarse con la via de
bioactivacion. Esta interpretaciéon es coherente con los resultados de simulacion
molecular entre el balance de bioactivacion y detoxificacion en la vias metabdlicas de
MelQx descritas en el articulo de Delannée.”® EI comportamiento de la curva
concentracion-efecto es similar para el promutageno MelQx asi como esta descrito

en el articulo de Vereskuns.”
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4.2.2 Efecto antimutagénico de la 5-hidroxiflavona

El efecto antimutagénico de 5-hidroxiflavona ante PhIP, MelQx y 4,8-DiMelQx en la
prueba de Ames con activacion metabdlica en preincubacién se muestra en la figura 14.
La reduccién en el numero de revertantes que provoco la adicion de 5-hidroxiflavona
fue de 23% + 10% contra PhIP, de 24% % 6% contra MelQx, de 14% + 9% contra 4,8-
DiMelQx. El control negativo (mutagenicidad inducida por el promutageno sin inhibidor)
sigue la misma tendencia conforme al numero de revertantes obtenidas en las curvas

concentracion-efecto mostradas en la figura 13.

1500 -
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= * 1039+35 5-HF (0.5uM)
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L 1000 - 904+39
0 813+13 4 —
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Q\\\Q \Q'+ e\Q+
)
Q

Figura 14 Efecto Inhibitorio de 5-hidroxiflavona sobre los promutagenos PhIP, MelQx y 4,8-DiMelQx a una
concentracion fija de inhibidor (5-HF: 0.5uM en preincubacién). PhIP, MelQx y 4,8-DiMelQx se utilizaron en
cantidades iniciales de 750ng (1.6 uM en preincubacion), 10 ng (0.05uM en preincubacion) y 8ng (0.04uM en
preincubacion) por caja respectivamente. Cada barra es el promedio de tres resultados independientes de un
experimento con su respectivo error estandar. (*: P < 0.05; sin asterisco: P > 0.05).
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4.3 Curvas Concentracion-Efecto sobre mutagenicidad inducida de
MelQx

En la figura anterior 14 se muestran los resultados de evaluar el efecto de inhibicion

al evaluar una concentracién fija, 0.5 pM de 5-hidroxiflavona, sobre los tres

promutagenos con presencia de S9 (activacion metabdlica) en preincubacion.

En las figuras 15, 16, 17 y 18 se muestra el efecto inhibitorio de un solo promutdgeno

(MelQx), a concentraciones crecientes de flavonoide flavona, 3-hidroxiflavona y 5-

hidroxiflavona:
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Figura 15. (A) Curvas concentracion-efecto de la flavona (0.0-0.2 uM) ante el promutageno MelQx (10ng/caja,
0.05uM). (B) Grafica A normalizada expresada porcentualmente. Los valores en cada punto representa la
inhibicion de la mutagenicidad. Cada punto representa el promedio de tres puntos con su respectiva desviacion

estandar.
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Figura 16 (A) Curvas concentracion-efecto de la flavona (0.0-1.0 uM) ante el promutageno MelQx (10ng/caja,
0.05uM); *HS: Hoja Santa, control positivo. La inhibicion del control positivo es de 53% + 5%. (B) Grafica A
normalizada expresada porcentualmente. Los valores en cada punto representa la inhibicion de la mutagenicidad.
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Cada punto representa el promedio de tres puntos con su respectiva desviacion estandar. . (*: P < 0.05; **: P <
0.01; sin asterisco: P > 0.05).
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Figura 17. (A) Curva concentracion-efecto de la 3-hidroxiflavona ante el promutageno MelQx (10ng/caja, 0.05uM);
*HS: Hoja Santa, control positivo (5mg/caja). La inhibicion del control positivo es de 28 % + 8% (B) Gréafica A
normalizada expresada porcentualmente. Los valores en cada punto representan la inhibicion de la
mutagenicidad. Cada punto representa el promedio de tres puntos con su respectiva desviacion estandar. . (*: P <
0.05; sin asterisco: P > 0.05).
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Figura 18. (A) Curva concentracion-efecto de la 5-hidroxiflavona ante el promutageno MelQx (10ng/caja, 0.05uM);
*HS: Hoja Santa, control positivo (5mg/caja). La inhibicion del control positivo es de 51 % + 10 % (B) Grafica A
normalizada expresada porcentualmente. Los valores en cada punto representa la inhibicion de la mutagenicidad.
Cada punto representa el promedio de tres puntos con su respectiva desviacion estandar. . (*: P < 0.05; **: P < 0.01;
sin asterisco: P > 0.05).
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Capitulo 5

5 Discusion
Tres ensayos se exploraron para evaluar el efecto antimutagénico de los

flavonoides flavona, 3-hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona ante las aminas heterociclicas
MelQx, PhIP y 4,8-DiMelQ.

En la primera parte de los ensayos se evaludé cual de los tres flavonoides flavona, 3-
hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona presentaba una mayor potencia de inhibicion de la
actividad enzimética de CYP1A2 a partir de comparar los valores de concentracion
inhibitoria media ICso de cada uno de ellos; la concentracion de 5-hidroxiflavona
necesaria para inhibir el 50 % de la actividad de la enzima CYP1A2 fue 4 veces menor
gue para la 3-hidroxiflavona y 14 veces menor para la flavona. Sin embargo,
considerando que la saturacion de la enzima con el inhibidor no disminuye la velocidad
de la reaccion catalizada por la enzima a cero, los tres flavonoides presentaron una
inhibicion parcial. Estos datos indicaron que la 5-hidroxiflavona fue el flavonoide mas
potente; para el siguiente ensayo se empled una concentracion mayor a la ICso de la 5-
hidroxiflavona (0.5 pM) para evaluar su efecto antimutagénico contra los mutdgenos
MelQx, PhIP y 4,8-DiMelQx, en la prueba de Ames. En este ensayo la mutagenicidad
inducida por la amina MelQx fue mayormente inhibida respecto a las otras dos aminas.
A partir de estos resultados, se evalud la respuesta de inhibicion de la mutagénesis
inducida por MelQx como funcién de la concentracién de 5-hidroxiflavona con la

finalidad de evaluar si la inhibicion observada era dependiente de la concentracion.

A la concentracioén a la cual la 5-HF inhibe el 50% de la actividad de la enzima CYP1A2

(tabla 1), se observa una reduccién significativa de la mutacion en los ensayos de Ames
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(figura 18). También se observan reducciones significativas de la mutagenicidad a

concentraciones menores que la concentracion inhibitoria 50 (ICsp) de la flavona.

A través de la respuesta de inhibicion de la actividad mediada por el flavonoide a
diferentes concentraciones, los ensayos de inhibicion enzimatica muestran
indirectamente las interacciones entre la enzima CYP1A2, el sustrato MROD vy el
inhibidor. Por otro lado, a través de la respuesta de inhibicibn de la mutagénesis
mediada por el flavonoide a diferentes concentraciones, el ensayo de antimutagénesis
en la prueba de Ames examina la respuesta metabdlica de un organismo completo
como lo es la bacteria Salmonella typhimurium TA98, tratada con una mezcla de las
enzimas correspondientes a la fase | y Il del metabolismo del higado de la rata, para
emular las condiciones metabdlicas de los mamiferos. En ambos casos, se analiza el
efecto del flavonoide ante la inhibicion enzimética e inhibicibn mutagénica con
diferencias en el nUmero de componentes interactuando y el modelo biolégico utilizado,

es decir, la complejidad biol6gica aumenta de un ensayo a otro.

Los resultados de inhibicion de la mutagénesis inducida por un promutageno que
requiere una oxidacion catalizada por CYP1A2 sugieren que la inhibicién de la actividad
enzimatica de CYP1A2 tiene un papel importante en la prevencion de los procesos de
mutagénesis confirmando la hipotesis planteada en este trabajo, no obstante, no se
observd una correlacion directa entre la inhibicion del CYP1A2 y la inhibicion de la
mutagénesis. Es decir, a una concentracion fija de 0.5 pM de 5-hidroxiflavona la
actividad de la enzima CYP1A2 de microsomas de rata se inhibe al 60%, mientras que
la inhibicion de la mutagenicidad es de 24% + 6% (18%-30%) con fraccion subcelular
S9 de rata como activaciéon metabdlica. Suponiendo que toda la mutagenicidad inducida
por el promutageno MelQx es consecuencia de una oxidacién catalizada por CYP1A2,

posibles interpretaciones surgen de estos resultados:

1. La 5-hidroxiflavona esta inhibiendo a la isoforma CYP1A2, asi como a
CYP1A1. Los flavonoides flavona, 5-hidroxiflavona y 3-hidroxiflavona
presentan una forma triangular, congruente con la forma con la que se
describen los inhibidores selectivos de CYP1A2 en el articulo de Liu?, sin

embargo, sus dimensiones 9.34 A de largo y lados de 8.27 A 'y 6.16 A sugieren
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que estos compuestos pueden entrar al sitio activo estrecho de CYP1A2 tanto
como lo pueden hacer con el sitio activo largo de CYP1A1. Dado que la forma
del sitio activo es fundamental para la selectividad del sustrato, la forma del
sitio activo de CYP1A1 la convierte en una enzima capaz de actuar sobre un
extenso numero de sustratos. La estructura del inhibidor flavona fue dibujada y
alineada manualmente (figura 9) en ChemDraw 12.0 (PerkinElmer, Inc.,
Waltham, MA, USA). El reciente trabajo de Ana Marroquin demostré que los
flavonoides 5-hidroxiflavona, 3-hidroxiflavona y flavona son inhibidores no
competitivos de la enzima CYP1A1 con microsomas humanos, siendo la 5-
hidroxiflavona aquella que presentd la mayor inhibicion hacia CYP1A1 con
microsomas de humano con un valor de ICso de 0.03 + 0.005 pM. Se realizé
una busqueda en la literatura donde anteriormente se hubiera determinado el
tipo de inhibicion de estas moléculas para CYP1A2 ya sea de humano o de
rata, sin embargo, no se encontrd alguna referencia anterior.

Las enzimas de la fase Il del metabolismo UGT y NAT & SULT presentes e
inducidas en la fraccion S9 de rata juegan un papel importante en la

detoxificacién y bioactivacién de aminas aromaticas policiclicas®®?

generando
el compuesto HONH-MelQx después de la primer reaccién catalizada por CYP
favoreciendo la via de bioactivacion a compuestos genotoxicos a las
concentraciones probadas. Dos enzimas compiten por el mismo sutrato
HONH-MelQx (figura 8), aquella que forman productos de detoxificacion (UGT)
y las que forman productos genotéxicos (NAT & SULT), asi como lo sugieren
un estudio de modelaje computacional sobre el balance entre las vias del

metabolismo que bioactivan y detoxifican el promutageno MelQx."®

Existen otras enzimas de la fase | del metabolismo como flavin monooxigenasas

(FMOs) que también catalizan reacciones de N-oxidacién en paralelo con el citocromo

P450"" que podrian conducir la oxidacién de las aminas heterociclicas a compuestos

genotoxicos. Sin embargo, no se han reportado estudios de toxicidad y mutagenicidad

con FMOs de las aminas heterociclicas.
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Finalmente, las curvas de concentracion-efecto de la inhibicion de la mutagenicidad
como funcién de la concentracién del promutageno MelQx presentaron una inhibicién
de comportamiento lineal a concentraciones bajas, hasta 0.2 yM en preincubacion para
la 5-HF y 3-HF y hasta 0.4 yM en preincubacién para la flavona; sobrepasando esta
concentracion en la prueba de Ames no se observd una mayor inhibicion de la
mutagénesis, sino el alcance de un limite inferior y una tendencia a la alta a
concentraciones de 1 uM (maxima concentracion en la prueba). La literatura reporta
una inhibicion del 50% de mutagenicidad en la prueba de Ames sin preincubacion con
el flavonoide 3-hidroxiflavona ante el promutageno MelQx al aumentar dos 6rdenes de
magnitud la concentracién del flavonoide®, comparado con la concentracién utilizada
en este trabajo, a la misma concentracion con preincubacién inhibié 9% de la
mutagenicidad.

Resende y colaboradoes®’ definieron a los compuestos antimutagénicos por sus
porcentajes de inhibicibn como sin efecto antimutagénico cuando presentan <25% de
inhibicién, efecto antimutagénico moderado entre 25%-40% y efecto antimutagénico
fuerte con una inhibicion >40%. Bajo esta definicion, los flavonoides en las condiciones
y concentraciones estudiados en este trabajo se clasificarian como sigue: la 3-
hidroxiflavona como sin efecto antimutagénico, la 5-hidroxiflavona con un efecto
antimutagénico moderado y la flavona con un efecto antimutagénico de moderado a

fuerte hacia la mutagénesis inducida por MelQx.
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Capitulo 6

6 Conclusiones y Perspectivas

En este trabajo se estudiaron tres aminas heterociclicas MelQx, 4,8-DiMelQx y
PhIP sefialadas por la IARC como carcinogénicas que se generan en el proceso de
coccién de la carne y son metabolizados principalmente por el citocromo P450 1A2 en
el higado en productos de detoxificacion y productos bioactivados. Una vez
bioactivados, los metabolitos pueden conducir a la formacion de aductos de DNA
responsables de la inestabilidad genémica’®. Estos xenobiéticos fueron estudiados
frente a tres flavonoides flavona, 3-hidroxiflavona y 5-hidroxiflavona con la capacidad de
inhibir la isoforma CYP1A2, evitando su bioactivacion y previniendo sus efectos
mutagénicos asi como es planteado en la hipotesis.

A partir de ensayos de inhibicion enzimatica se caracterizo a los tres flavonoides como
inhibidores parciales y a la 5-hidroxiflavona como el més potente para inhibir CYP1A2
de microsomas de rata. A partir de la prueba de Ames se determiné que el flavonoide 5-
hidroxiflavona inhibia la mutagénesis inducida por MelQx mayormente que la inhibicion
con respecto a 4,8-DiMelQx y PhIP. Finalmente se determiné si este efecto dependia

de la concentracién del mutageno MelQx.

A las condiciones probadas los mutagenos presentaron la tendencia 4,8-DiMelQx >
MelQx >> PhIP en su potencia mutagénica inducida en la prueba de Ames. Los
flavonoides presentaron la tendencia flavona (antimutagénico) > 5-HF (antimutagénico)
> 3-HF (no antimutagénico) en su potencia antimutagénica en la Prueba de Ames.
Mientras que los flavonoides presentaron la tendencia 5-HF>3-HF>flavona en la
inhibicion de la actividad enzimatica. Los flavonoides 5-hidroxiflavona y 3-hidroxiflavona
muestran la misma tendencia de inhibicion entre los resultados de inhibicion enzimatica

e inhibicion mutagénica, esto es, CYP1A2 es mas sensible a la 5-HF que a la 3-HF en
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el ensayo de actividad enzimatica, lo que se refleja en que 5-HF inhibe mayormente la
mutagénesis inducida por el promutageno MelQx que el promutdgeno 3-HF, sin
embargo, esta tendencia no se observa con la flavona. Los resultados de inhibicién de
actividad enzimatica con 5-HF, 3-HF y flavona hacia la enzima CYP1Al de humano
presentados por Ana Marroquin en su tesis de maestria presentaron la misma

tendencia de inhibicién 5-HF>3-HF>flavona.

En este trabajo se presenta un estudio sistemético mediante estudios de inhibiciéon de
actividad enzimatica y estudios de inhibicion de la mutagénesis que arroja informacion
preliminar sobre las interacciones de CYP1A2, las aminas heterociclicas MelQx, 4,8-
DiMelQx y PhIP y los flavonoides 5-hidroxiflavona, 3-hidroxiflavona y flavona en los
modelos in vitro y condiciones estudiadas y abre cuestionamientos para posibles
estudios futuros con el fin de entender el complejo mecanismo de detoxificacion y
bioactivacion de los xenobioticos a los que estamos expuestos constantemente y, con
ello, la prevencién del dafio. Por ejemplo, ¢.cuél es el mecanismo que mejor describe la

inhibicion por la flavona?

La flavona presenta una menor potencia de inhibicion respecto a 5-hidroxiflavona y 3-
hidroxiflavona hacia CYP1A2 de rata y CYP1Al de humano. Se requiere un orden de
magnitud mas en concentracion de flavona respecto a la 5-HF y 3-HF para inhibir la
actividad de CYP1A2 a la mitad y, sin embargo, inhibe mas la mutagenicidad que los
flavonoides hidroxilados 5-HF y 3-HF ante los mutdgenos estudiados y otras aminas
hetrociclicas®. Se propone estudios enzimaticos para determinar las constantes
termodinamicas de CYP1Al y CYP1A2 con la flavona como sustrato. Si dos enzimas,
en diferentes vias, compiten por el mismo sustrato, conocer los valores de Ki, Kmy
Vmax" para ambas enzimas orienta sobre la prediccién del destino metabdlico del
sustrato y la cantidad relativa que fluira a través de cada ruta en diversas condiciones.
Asi como también se sugiere explorar concentraciones cercanas a la ICsy de la flavona

en la prueba de Ames contra MelQXx.

Finalmente es necesario tener en cuenta lo siguiente:

" Ki: constante de inhibicion; Km: constante de Michaelis Menten; Vmax: Velocidad maxima
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1. Las enzimas del citocromo P450, asi como las enzimas que actlan sobre los
productos metabdlicos de los citocromos P450, como UGT, SULT y NAT en la
activacion de MelQx en productos genotoxicos también metabolizan los
productos quimicos por vias de inactivacion (figura 8) y las cantidades relativas
de activacion y desintoxicacion determinara si MelQx u otro promutageno es
cancerigeno o no. Determinar cuales son los rangos de concentraciones para
MelQx en la que se prefiera la via metabdlica de inactivacion sobre la de
activacion serd de gran utilidad para evaluar el riesgo carcinégeno.

2. Los flavonoides también se han reconocido como moduladores de la expresion
de los CYPs.”® Esto significa que a ciertas concentraciones el consumo de
flavonoides podria expresar mayor cantidad de proteina y se incremente la
conversion de productos genotoéxicos catalizados por CYP1A2.

3. Silos mutdgenos MelQx, 4,8-DiMelQx y PhIP se bioactivan principalmente por
la oxidacion catalizada por CYP1A2 el descubrimiento de inhibidores del
CYP1A2 altamente potentes y especificos contribuird a la prevencién de las
mutaciones de DNA por hidrocarburos arométicos y, por ende, la
carcinogénesis. Sin embargo, el desarrollo de estos inhibidores de CYP1A2
deseados se ve ha visto obstaculizado por el alto grado de similitud con
CYP1A1.

El cancer es causado por mutaciones que pueden ser de origen genético, inducidas por
factores ambientales o como resultado de errores en la replicacion del DNA.” Asi como
se ha sugerido que la dieta tiene un impacto significativo sobre el proceso del cancer,
diversos hallazgos sugieren que varios componentes de la dieta pueden ser factores
importantes capaces de aumentar o disminuir su incidencia. Por lo tanto, las
manipulaciones de la dieta pueden resultar un enfoque prometedor y no invasivo para

minimizar el proceso de carcinogénesis.
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Anexo 1

Métodos biogquimicos y genéticos

Los ensayos in vitro son fundamentales para el estudio de procesos biolégicos como el
metabolismo. Los modelos utilizados son, en orden decreciente de complejidad
biologica, organismos enteros, Organos aislados, cultivos celulares, preparaciones
subcelulares y enzimas aisladas. Entre estos, las preparaciones subcelulares ofrecen
un 6ptimo balance entre la fidelidad de la informacion, la facilidad de uso, bajo consumo
de material y efectividad. El tejido a ser utilizado (fragmentos de higado u otros
organos, hepatocitos, etc.) primero se homogeneiza. Este proceso rompe el reticulo
endoplasmico en pequefias esferas visibles bajo el microscopio llamadas microsomas.
La primera centrifugacion elimina residuos, nucleos y mitocondrias, el resto es sometido
a mas separaciones por centrifugacion y la fraccion S9 es aislada. El sobrenadante se
llama fraccion S9 (una abreviatura de sobrenadante centrifugado a 9,000 g) y es
metabdlicamente relevante, ya que contiene microsomas y citoplasma; por lo tanto,
contiene la mayor parte de las enzimas metabolizadoras de xenobibticos presentes en
el tejido. Una siguiente ultracentrifugacién separa el citoplasma de los microsomas.

Todo el procedimiento se lleva a cabo a una temperatura de 4°C.

Un organismo entero (Salmonella typhimurium TA98) y fracciones subcelulares
(fracciébn microsomal y S9) se utilizan como modelos para estudiar el metabolismo de
los flavonoides ante las aminas heterociclicas. Las ratas de donde se obtienen las
fracciones subcelulares se tratan previamente con compuestos que favorecen la
expresion de enzimas del citocromo P450 y otras enzimas de la fase | y Il del

metabolismo como lo es el fenobarbital y la B-naftoflavona.

Inhibicion de la actividad enzimatica

La evaluacion de la actividad enzimatica se realiza mediante la capacidad de O-
dealquilasa que poseen los CYPs. Como sustrato se utiliza la metoxirresorufina para
medir la actividad de CYP1AZ2, la cual sufre O-dealquilacién mediada por la actividad

metoxirresorufina O-desmetilasa (MROD). Este ensayo presenta un alto grado de
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especificidad para la isoforma CYP1A2, generando como producto la resorufina,
cuantificable mediante fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 530 nm y
una longitud de onda de emision de 590 nm. MROD vy otros sustratos homologos, cuya
O-dealquilacién presenta alto grado de especificidad para ciertas isoformas del CYP, y
la habilidad aparente de distinguir entre los efectos de diferentes tipos de inductores de

la actividad enzimatica de los CYPs 3.

La actividad basal de la enzima se observa con el sustrato y sin inhibidor; la inhibicion
de CYP1A2 por el flavonoide y metoxiresorufina causa que la actividad MROD
disminuya a concentraciones crecientes de inhibidor, en este caso los flavonoides
flavona, 3-hidroxiflavon y 5-hidroxiflavona. La actividad tiene unidades de pmol/mg de
proteina/minuto. Para fines de comparar la potencia inhibitoria entre los flavonoides
probados, se determiné la concentracion de inhibidor a la cual la respuesta de la

enzima se reduce a la mitad, llamada concentracion inhibitoria 50 (ICsp).

Ensayo de mutagenicidad (Prueba de Ames)

Entre las técnicas que existen para la identificacion de mutagenos, la prueba de Ames
estd ampliamente aceptada como una técnica rapida para la deteccion de sustancias
guimicas que inducen mutaciones en el DNA de los organismos. Las mutaciones, son
cambios en la secuencia de nucledtidos que componen el DNA. Un evento de
mutagenicidad puede ser causado por agentes que generan cambios puntuales donde
se modifica, inserta o elimina una base nucleotidica. Esta prueba biologica fue
desarrollada por el Dr. Bruce N. Ames en la Universidad de California ?; utiliza como
organismo la bacteria Salmonella typhimurium y aprovecha las mutacién preexistente
en diversos genes de su operdn' histidina que la hacen incapaz de sintetizar histidina,
por lo que sera incapaz de crecer y formar colonias en su ausencia. Unicamente las
células que se reviertan (o muten) de dependientes de histidina (his-) a independientes
de histidina (his+) pueden formar colonias. Una pequefia cantidad de histidina inicial

permite que todas las bacterias depositadas (-1 x 10° células) puedan llevar a cabo un

Operdn: conjunto de genes que controlan la biosintesis de una proteina.
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minimo nimero de divisiones celulares; en muchos casos, este crecimiento es esencial

para que ocurra la mutagénesis.

El nimero de colonias mutantes espontédneas por plato es relativamente constante. Sin
embargo, cuando se agrega un mutageno, este promovera que nuevas mutaciones
pueden restaurar la funcion del gen lo que le permite a la célula sintetizar histidina vy,
por lo tanto, el nimero de colonias revertidas aumenta. Cada una de las cepas de
prueba de Salmonella contiene una mutacion de marco de lectura frameshift o una
mutacion con cambio de sentido en el operon de histidina. Estas mutaciones resultan
en la deficiencia de una enzima activa o la produccién de una enzima inactiva en la
biosintesis de histidina. Una mutacion puntual, inducida por un mutdgeno quimico,
"revierte" la inicial mutacién y restaura la capacidad de la célula para sintetizar su
propia histidina y su capacidad de crecer en ausencia de esta’?.

Una sustancia quimica se considera un mutageno en la prueba de Ames cuando la
respuesta mutagénica, es decir el nimero de revertantes inducidas, es igual o superior
al doble de colonias revertantes respecto a la reversién espontdnea (control negativo),
obtenidas en al menos una cepa de prueba, ya sea en presencia 0 ausencia de un

sistema de activacion metabdlica’.

Se utilizé la cepa TA98 de Salmonella typhimurium por su capacidad de revertir
mutaciones causadas por el metabolismo de hidrocarburos aromaéticos
policiclicas’*®*®!, La cepa TA98 posee una mutacién frameshift en el alelo hisD3052
del operén de histidina; el gen hisD codifica para la ultima enzima en la biosintesis de
histidina histidinol deshidrogenasa, posee la secuencia -CGCGCGCG- que son 8
residuos repetidos de -GC- cerca del sitio -1 de la mutacién frameshift ‘*%2. La cepa
contiene otras mutaciones que la hacen mas sensible a la deteccion de mutagenos; el
genotipo de la cepa TA98 es hisD3052 A(bio chID uvrB gal) rfa, pKM101"% La mutacion
en el gen rfa causa la pérdida parcial de la barrera de lipopolisacaridos, favoreciendo la
permeabilidad a moléculas de mayor de tamafio que de manera normal no entran a la
bacteria’®. El gen uvrB codifica para el sistema de reparacién por escisién de bases, al

perder este sistema de reparacién, las bacterias son mas sensibles a las
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modificaciones causadas en el DNA. Esta delecion implica al gen de biotina, lo cual
ocasiona que la bacteria también presente deficiencia de biotina.’*® El plasmido factor
R, pKM101 incrementa la via de reparacion de DNA con tendencia a errores por el DNA
polimerasa error-prone, un sistema que se presenta de forma normal en estos
organismos a través de los genes mucAB. Este sistema favorece la mutagénesis

guimica y espontanea.

En cada prueba in vitro se cumplioé con los siguientes puntos:
1. Activacion metabdlica: Las bacterias antes de la exposicion a la sustancia de
prueba deben activarse para funcionar como mutagenos potenciales. Un sistema
comunmente utilizado implica una fraccién postmitocondrial suplementada con
cofactor (S9) preparada a partir de higados de rata. Los higados de rata se tratan con
agentes como Aroclor o una combinacion de compuestos como fenobarbital y B-
naftoflavona para permitir la induccion enzimatica.
2. Sustancia: la sustancia problema se disuelve en un disolvente apropiado.
3. Disolvente/vehiculo: El disolvente / vehiculo utilizado no debe reaccionar con el
compuesto de prueba y no debe tener efectos perjudiciales ni para bacteria ni para el
activador metabdlico.
4. Concentraciones de exposicion: Se utilizaron al menos cinco concentraciones
diferentes para cada sustancia de prueba corroborando para cada una que no se
presente toxicidad.
5. Controles: cada ensayo debe incluir un control positivo y negativo especifico de la
cepa, tanto en presencia como en ausencia del activador metabdlico.
6. Medio y condiciones de cultivo: Las bacterias se cultivan en su propio medio,

seguido de una condicién de incubacion correcta en un recipiente a 37 ° C.

En el ensayo de Ames se utilizé como control positivo una planta aromatica que crece
en Mesoamérica y es ampliamente utilizada en la dieta de los paises mesoamericanos
tropicales. La hoja santa Piper auritum se conoce por ser un inhibidor demostrado de
CYP1A2 en estudios in vitro 3. El control negativo es la mutagenicidad inducida por el

promutageno sin inhibidor.
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