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No creas en algo simplemente porque hayas oido sobre ello.

No creas en algo solo porque has oido un rumor o algun comentario.

No creas en algo porque lo hayas encontrado en un libro religioso o sagrado.

No creas en tradiciones simplemente porque han pasado de boca en boca a través de las generaciones.
Sino, luego de la observacién y el andlisis, cuando encuentres algo que esta de acuerdo con la razdn,
su puesta en practica sea beneficiosa para todos; entonces acéptalo y vive de acuerdo con ello.

Buda.



|. Resumen

El benzo [a] pireno (B[a]P) es un contaminante ambiental que ha
incrementado su presencia debido al alto consumo de productos
derivados del petrdleo. Por medio de la via del receptor para
hidrocarburos de arilo (AHR), el B[a]P induce al citocromo P450
1A1 (CYP1A1), una enzima encargada de la primera etapa de la
biotransformacion de estos compuestos; si bien este proceso
promueve la excrecién del B[a]P, también puede producir
metabolitos que son capaces de formar aductos con el DNA, asi
como inducir hepatotoxicidad. Por lo anterior se ha propuesto una
relacidon directamente proporcional entre la proteina de CYP1A1
con el dafio inducido por B[a]P.

Por otro lado, se ha descrito que en ratas con alimentacién ad
libitum, el mRNA vy la proteina de CYP1A1l hepdaticos presentan
mayor abundancia (acrofase) durante la fase oscura en
comparacion con la fase luminosa. Sin embargo, si los animales se
someten a un protocolo de restriccién de alimento, el cual consiste
en limitar el acceso al alimento durante 2 h en la fase de luminosa
por 21 dias, se promueve un cambio de fase en el mMRNAy proteina
de CYP1A1 hacia el periodo luminoso.

Considerando lo anterior, nuestra hipdtesis es que una exposicion
a B[a]P 4 h antes de la acrofase de mRNA y proteina de CYP1A1l
hepatico en ratas con restriccion de alimento, inducird una mayor
produccion de CYP1A1, promoviendo asi una mayor formacion de
aductos de B[a]P en DNA, y por lo tanto un aumento en los
indicadores de dafio hepatico en comparacion con ratas con dieta
ad libitum.

En una dieta ad libitum, la retencién del B[a]P en el higado permite
una induccién constante de CYP1A1, con ello incrementando la
biotransformacién del B[a]P a los metabolitos altamente reactivos
con el DNA, promoviendo dafio genotodxico. Por otro lado, una
dieta con restriccion de alimento disminuye la retencidn del B[a]P,
lo cual promueve una baja induccién de CYP1A1, lo que repercute
en una baja produccién de metabolitos de B[a]P y con ello,
disminuyendo el dafio genotéxico. Por lo que nuestros resultados
sugieren que un protocolo de restriccidon de alimento promueve un

efecto protector a la hepatotoxicidad inducida por B[a]P ( ).
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Figura A. Efecto de la restriccién de alimento sobre el dafio hepatico
inducido por B[a]P.



|I. Siglas

AHR, receptor para hidrocarburos de arilo

AL, ad libitum

ALT, alanina aminotransferasa

ARNT, traslocador nuclear del receptor para hidrocarburos de arilo
AST, aspartato aminotransferasa

B[a]P, benzo [a] pireno

BMAL1, proteina 1 similar a ARNT de cerebro y musculo
BPDE, 7,8-dihidrodiol-9,10-epoxido benzo [a] pireno
CLOCK, disparador de salida locomotora del ciclo circadiano
CYP1A1, citocromo P450 1A1

CYP1A2, citocromo P450 1A2

CYPOR, citocromo oxidorreductasa

EROD, etoxirresorufina

GPx, gutation peroxidasa

Gr, glutation reductasa

HSP90, proteina de choque térmico 90

LDH, lactato deshidrogenasa

LDL, lipoproteinas de baja densidad

PAH, hidrocarburos aromaticos policiclicos

RA, restriccidon de alimento

RORa, receptor huérfano a asociado al acido retinoico
SCN, nucleo supraquiasmatico

SOD, superoxido dismutasa

TBARS, sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
VLDL, lipoproteinas de muy baja densidad

XAP2, proteina asociada a X tipo 2

|Il. Abreviaturas
Ay, ayuno

[, intacto

ip, intraperitoneal

CAT, catalasa

CRY, cryptochrome
PER, period

Re, realimentacion
REVERBaq, reverse-erb a
SIRT, Sirtuina

Zt, zeitgeber
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1. Introduccion
1.1 Hidrocarburos
policiclicos

aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH,
por sus siglas en inglés) son una clase de
moléculas organicas hidrofébicas formadas por 2
o mas anillos de benceno fusionados ( ),
derivados de la combustion incompleta de
materia organica, asi como por diagénesis.*

El uso actual de productos derivados del petrdleo
ha incrementado los niveles de PAH en aire, suelo
y agua, lo que lo ha llevado a ser considerado
como un contaminante ambiental persistente,
cuyas concentraciones se modifican por las
condiciones ambientales y estacionales.??
Ademas, procesos de coccion a la parrillay el uso
de mantequilla o aceites durante la preparacion
de los alimentos son una fuente de PAH,* asi como
la exposicion al humo de tabaco tanto para
fumadores activos como pasivos.>

La absorcion de PAH puede ser por via oral, nasal
y cutanea; una vez dentro del organismo son
transportados por lipoproteinas de muy baja vy
baja densidad (VLDL y LDL respectivamente, por
sus siglas en inglés) a través de la sangre®’ siendo
depositados en higado, rifones, tejido adiposo y
vejiga.®

Los PAH atraviesan la membrana celular de forma
independiente de la endocitosis de VLDL y LDL,
depositandose en pequefas gotas lipidicas en
citoplasma® y al interior de los organelos
membranosos.*°
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Figura 1. Principales PAH presentes en el ambiente y alimentos.



1.2 Biotransformacién de los PAH:
hidroxilaciones y conjugaciones

Una vez dentro de la célula, los PAH son
biotransformados por la superfamilia de los
citocromos P450 (CYP, por sus siglas en inglés),
principalmente por el CYP1A1l y CYP1A2, los
cuales catalizan la monooxigenacion del PAH
incrementando su solubilidad.'* Esta reaccidn
requiere un par de electrones derivados de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
(NADPH), los cuales se transfieren al sustrato por
la enzima citocromo 6xido reductasa (CYPOR, por
sus siglas en inglés) ( ).12

La siguiente reaccidn, la hidrdlisis del epdxido en
el PAH, la cual es mediada por la epdxido
hidrolasa microsomal.’®* Posteriormente, la
Glutatidn S-transferasa conjuga al glutatién con el
PAH, incrementando aun mas su solubilidad
( ).14 Como paso final, este compuesto es
transportado fuera de la célula hacia el torrente
sanguineo a través de proteinas asociadas a
resistencia de farmacos, para ser excretado por
de la orina y heces.®
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Figura 2. Esquema de la biotransformacién de un
hidrocarburo aromatico policiclico (PAH, por sus siglas en
inglés). El citocromo P450 1A1 (CYP1Al) apoyado por la
citocromo oxidorreductasa (CYPOR, por sus siglas en inglés),
adiciona un atomo de oxigeno para formar el epdxido-PAH.
Este producto es sustrato de la epdxido hidrolasa
produciendo 7-8 dihidrodiol PAH. Finalmente, la glutatidn S-
transferasa le adiciona una molécula de glutation,
incrementando la solubilidad del compuesto y facilitando su
excrecion.



1.3 Incremento de la biotransformacion:
El receptor para hidrocarburos de arilo

A través del receptor para hidrocarburos de arilo
(AHR, por sus siglas en inglés), los PAH inducen a
las enzimas que se encargan de
biotransformarlos. El AHR es una proteina que se
encuentra en el citoplasma asociada con un
complejo proteico que le confiere |Ia
conformacion para reconocer a los PAH. Este
complejo se forma por la proteina de choque
térmico (HSP90, por sus siglas en inglés), la
proteina asociada a X tipo 2 (XAP2, por sus siglas
en inglés) y la proteina p23.

Una vez que el ligando interactua con el AHR, este
sufre un cambio conformacional que expone su
secuencia de traslocacién nuclear, lo que le
permite al AHR introducirse al nucleo, donde
forma un heterodimero con el traslocador nuclear
de AHR (ARNT, por sus siglas en inglés). Este
heterodimero reconoce y se une a los elementos
de respuesta a xenobidticos (XRE, por sus siglas en
inglés) presentes en la regiéon promotora en los
genes de CYP1Al1, CYP1A2 vy glutation S-
Transferasa induciéndolos ( ).1°

El promotor del gen de AHR posee un elemento
de respuesta a CAMP, uno de respuesta a metales
y uno de respuesta a xenobidticos, lo que en
transcripcion puede ser modulada por cada uno
de estos factores.®
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Figura 3. Esquema de la via del receptor para hidrocarburos de arilo (AHR). El hidrocarburo aromatico policiclico
(PAH, por sus siglas en inglés) se difunde dentro de la célula y se une al AHR localizado en el citoplasma. El AHR esta
asociado con la proteina de choque térmico (HSP90, por sus siglas en inglés), la proteina asociada a X tipo 2 (XAP2,
por sus siglas en inglés) y la proteina p23. El complejo PAH:AHR es traslocado al nucleo, donde el AHR
heterodimeriza con el traslocador nuclear de AHR (ARNT), reconoce y se une a los elementos XRE en el promotor
de CYP1A1l, induciendo su transcripcion de CYP1A1. Una vez sintetizada la proteina de CYP1Al, el PAH es

biotransformado.



1.4 Toxicidad por PAH:
el caso del Benzo [a] pireno

Todos los PAH presentes en el ambiente, poseen
caracteristicas  citotdxicas, mutagénicas vy
carcinogénicas, siendo el benzo [a] pireno (B[a]P)
el integrante mas estudiado, esto debido a la
capacidad de ser acumulado en varios organos.'’

El B[a]P al ser biotransformado por el CYP1A1, Ia
CYPOR vy la epdéxido hidrolasa pasa a ser el 7-8
dihidrodiol B[a]P, el cual puede ser una vez mas
sustrato de CYP1A1 produciéndose una segunda
monooxigenacion en la posicion 9-10, vy
formandose el 7,8-dihidrodiol-9,10-epoxido-
benzo [a] pireno (BPDE, por sus siglas en inglés).!®
Tras estos procesos el B[a]P adquiere la capacidad
de formar enlaces covalentes con

el DNA y generar aductos ( ).1° Estos
aductos generan irregularidades en la estabilidad
y fidelidad en la lectura del DNA, tanto en la
replicacibn como en la  transcripcion,
promoviendo procesos mutagénicos y
carcinogénicos, comprometiendo la integridad
celular, asi como la actividad fisioldgica.'”

Los aductos de BPDE, son considerados como un
biomarcador caracteristico de la exposicion a
B[a]P, ?° los cuales son persistentes por mas de 72
h tras una sola exposicion.?!
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Figura 4. Esquema de la formacion de aductos de
B[a]P con el DNA. El B[a]P adquiere su primer
hidroxilacion por medio del citocromo P450 1A1
(CYP1A1), la citocromo oxidorreductasa (CYPOR)
y la epdxido hidrolasa, formando al 7,8-
dihidrodiol B[a]P. Este compuesto es una vez mas
biotransformado por el CYP1A1ly CYPORen el 7,8-
dihidrodiol-9,10-epoxido-benzo [a] pireno (BPDE,
por sus siglas en inglés), el cual forma un aducto
con el DNA.

7,8-epoxido B[a]P

@ Epoxido
Hidrolasa ‘O
Wecos
OH
7,8-dihidrodiol B[a]P

0,

NADPH
@ CYP1A1
CYPOR

H,0

‘G NADP*
o
feees
OH

7,8-dihidrodiol 9,10 epoxido B[a]P
(BPDE)

@

o

N
NH
<7
W

N NH
HO 00
B ee ol
OH
aducto de BPDE en DNA



1.5 Ritmos circadianos:
un tiempo para cada proceso

Los ritmos circadianos son procesos basados en
un sistema de tiempo que ajusta los parametros
fisioldgicos de los organismos en funciéon de las
condiciones ambientales, de forma periddica en
ciclos de 24 h aproximadamente.?? Los periodos
de alimentacién, ciclos sueno/vigilia, niveles
hormonales y la temperatura corporal son
resultado de esta funcién.??

En todos los tejidos se presentan variaciones
circadianas  funcionales, las cuales son
coordinadas por 15 000 neuronas
(aproximadamente) localizadas en el hipotalamo
anterior, las cuales constituyen al nucleo
supraquiasmatico (SCN, por sus siglas en inglés)
considerado como el marcapasos principal. Sin
embargo, este requiere una condicion ambiental
(agente sincronizador), siendo la luz su principal
sincronizador.?

La estructura encargada de percibir los estimulos
luminosos es la retina, la cual genera un estimulo
gue viaja por el tracto retino-hipotalamico al SCN,
donde seran interpretados y transmitidos a través
de sefales neurales y humorales hacia los 6rganos
periféricos para mantener la ritmicidad de los
eventos fisioldgicos y conductuales ( ).2

Un mecanismo conservado en la mayoria de los
organismos es la presencia de un reloj molecular
formado por un complejo activador que se
encarga de iniciar la transcripcion de genes que
codifican para proteinas con funciones
metabdlicas y/o estructurales, asi como de un
complejo inhibidor que bloquea la senal del
activador.?®



N\
o

-
”~ m
;f D ------- - SCN E
/ RHT @ ~aif + e ¢ Via Neural 2
\ 8
—~— E <= Vi humoral ;Z
T : =
~ g
8 . <
: 7t0 Zt 12
-.-..........‘.......= (AR AT SRR RN NN LR R ENN]
L

: g
: £
Y :
Q
£
=}
£
S

Zt 0 Z1 12

Figura 5. Esquema del efecto de la luz sobre el nicleo supraquiasmatico (SCN) y su control sobre los
organos. La luz es percibida a través de la retina, cuyo estimulo viaja a través del tracto retino-
hipotaldmico (RTH) sincronizando el reloj del SCN (A). EI SCN coordina el ritmo de los tejidos
periféricos y actividades fisioldgicas través de la via neural y humoral. Esquema representativo de
la distribucion temporal de la actividad locomotora y el consumo de alimento durante la fase oscura
en ratas con dieta ad libitum (B).
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1.6 ElI eje del ritmo circadiano:

El reloj molecular

El reloj molecular se compone de un
heterodimero activador formado por el
disparador de salida locomotora de ciclos
circadianos (CLOCK, por sus siglas en inglés) y la
proteina 1 similar a ARNT de cerebro y musculo
(BMAL1, por sus siglas en inglés) los cuales forman
el complejo CLOCK:BMAL1 que reconoce las E-Box
(5’-CACGTG -3’) presentes en la regidon promotora
de los genes periodo (PER) y criptocromo (CRY),
promoviendo su transcripcion y posteriormente
su traduccion. Una vez sintetizadas las proteinas
PER y CRY forman un heterodimero (PER:CRY), el
cual inhibe al heterodimero CLOCK:BMAL1
deteniendo su actividad ( ). Después de
efectuar su funcion, PER y CRY son degradados en
el citosol, proceso que disminuye la interaccion
con el complejo CLOCK:BMAL1 y con ello
reiniciando el ciclo.?’
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Adicionalmente, en la regiéon promotora de
BMAL1 se presenta la secuencia RORE (5'-
TTCTAGGTCA-3’), la cual sirve para modular su
expresion por medio del receptor huérfano a
asociado al acido retinoico (RORa) y reverse-erb a
(REV-ERBa). Ambos moduladores presentan una
E-box en su regién promotora, lo cual ayuda a
mantener la robustez y precision del reloj
molecular. %8

La presencia de estas proteinas no se limita a las
neuronas del SCN. Se ha observado que nucleos
cerebrales y érganos como el higado, pancreas e
intestino también los expresan de forma ritmica y
sus ciclos persisten en ausencia de la influencia
del SCN, por lo que estos drganos son
considerados como osciladores periféricos.?®
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Figura 6. Esquema de los componentes del reloj molecular. El reloj molecular ésta compuesto por el asa positiva
(CLOCK:BMAL1) la cual se forma en el citoplasma y se transloca al nucleo, donde se une a la E-box (5'-CACGTG-3’)
presente en el promotor de PER y CRY activando su transcripcion y su posterior traduccion. PER y CRY forman un
complejo inhibidor alostérico de CLOCK:BMAL1 disminuyendo su actividad. Adicionalmente el receptor huérfano
o asociado al acido retinoico (RORa) y reverse-erb a (REv-ERBa), modulan la expresion de BMAL1 por medio del
elemento de respuesta al receptor huérfano relacionado con el 4cido retinoico (RORE) (5’-TTCTAGGTCA-3’).
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1.7 Eferencia y aferencia del ritmo
circadiano: Control del metabolismo

El ritmo circadiano modula la sintesis y/o
actividad de ciertas enzimas, sistemas de
transportadores y receptores nucleares todos
estos involucrados en el metabolismo de acidos
grasos, colesterol, wurea, -carbohidratos vy
complejos hemo, la sintesis de proteinas y
nicotinamida adenina dinucledtido (NAD*, por sus
siglas en inglés).?® 3°

De forma reciproca, el metabolismo influye en Ia
funcién de CLOCK:

1) Acetil-Coenzima A (metabolito de la glicolisis y
metabolismo de acidos grasos) es usado como
cofactor por CLOCK:BMAL1, para el reclutamiento

de proteinas asociadas durante la transcripcion.3"
32

2) NAD* es usado como cofactor por las sirtuinas
(SIRT), las cuales acetilan al heterodimero
CLOCK:BMAL1, reprimiendo su actividad.
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Adicionalmente, el NAD* sirve como cofactor para
la ribosa polimerasa poli-ADP (PARP), la cual
adiciona una cadena de adenosina difosfato a
CLOCK, con lo que reduce la afinidad de
CLOCK:BMAL1 ala E-box presente en el promotor
CRY y PER ( ).33

3) La activacion por ligando de AHR, ademas de
formar heterodimero con ARNT, también puede
formar heterodimero con BMAL1, con lo que
reduce la interaccion de CLOCK con BMAL1,
disminuyendo la transcripcion de PER.3*

A través del conocimiento de las variaciones
temporales de las funciones metabdlicas y su
efecto sobre el ritmo circadiano, se han
desarrollado  estrategias para administrar
farmacos en tiempos en los que se tenga una
mayor efectividad (con menor dosis) y reduciendo
los efectos nocivos, lo cual es conocido como
cronoterapia.>®
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Figura 7. Esquema del efecto del reloj molecular sobre la sintesis de NAD". El heterodimero CLOCK:BMAL1 se une
a la E-box presente en el gen de la nicotinamida fosforibosil-transferasa (NAMPT, por sus siglas en inglés), la cual
modula la adicion de una fosforibosa a la nicotinamida, un precursor del NAD*. Siendo éste un cofactor para la
modulacidon de CLOCK, a través de las sirtuina 1 (SIRT1, por sus siglas en inglés) y la ribosa polimerasa poli-ADP
(PARP, por sus siglas en inglés).
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1.8 Reprogramacion del reloj:

Restriccion de alimento

La restriccion de alimento se refiere a limitara 2 h
la disponibilidad de alimento con o sin reduccion
de calorias.?® Se ha observado que ratas bajo estas
circunstancias ajustan su conducta al periodo de
alimentacion, ademas de presentar secrecion de
corticosterona, motilidad gastrointestinal y
actividad locomotora aproximadamente 2 h antes
del periodo de alimentacion ( ).37

La restriccion de alimento modifica el patrén del
reloj molecular en érganos como el higado, rifidn,
corazon y pancreas sin afectar el ritmo del SCN.%3
Con ello se promueve el reajuste en los punto
maximos (o acrofase) de multiples parametros
fisiologicos, a través de cambio de temporales
(cambio de fase) en la cantidad de enzimas
encargadas del aprovechamiento de lipidos,*®
glucosa,®® urea,”® asi como el balance
energético.*t #?
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Previamente, demostramos que un protocolo de
restriccion de alimento (acceso al alimento de 2 h,
de Zt 4 a Zt 6) durante 21 dias en ratas, promueve
un cambio temporal en la cantidad de CYP1A1, el
cual comienza un par de horas antes de acceso al
alimento, decayendo en las horas subsecuentes.*?

Diversos estudios han demostrado que los efectos
fisioldgicos de la restriccion de alimento se
mantienen en animales con mutaciones en CLOCK
y lesiones en SCN; lo que se sugiere la existencia
de un marcapasos independiente del SCN, que
responde a las sefales activadas por ciclos de
ayuno/realimentacién, del cual hasta la fecha se
desconoce su ubicacion.*
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Figura 8. A) Esquema del efecto de la ciclicidad en la alimentacidn sobre los ritmos circadianos en drganos
periféricos. B) Esquema representativo de la distribucion temporal de la actividad locomotora y el consumo de
alimento durante la fase oscura en ratas con restriccion de alimento. Si el alimento se presenta en ciclos
constantes, tanto la expresion de los genes reloj, asi como de los genes involucrados en el metabolismo de
nutrientes se reorganizan al periodo del acceso al alimento, generando ciclos independientes del nucleo
supraquiasmatico (SCN, por sus siglas en inglés) acoplando los procesos de actividad locomotora al periodo de

acceso al alimento.
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2. Planteamiento del problema

Estudios farmacoldgicos han demostrado que la
efectividad y toxicidad de muchos farmacos varia
en funcion de la hora en que son administrados,
lo que ha permitido el disefio de estrategias para
la optimizacidn de sus efectos terapéuticos.*> Una
de estas estrategias es la restriccidon de alimento,
ya que esta reduce la toxicidad y biodisponibilidad
de farmacos como la gentamicina*® vy el
acetaminofén.*’ Sin embargo, esta estrategia ha
sido poco estudiadas en procesos toxicoldgicos.

Por otro lado, derivado del uso excesivo de
productos derivados del petroleo, los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, han
incrementado su presencia en el ambiente,
siendo el benzo [a] pireno, uno de los miembros
mas estudiado. El organismo es capaz de
biotranformar al benzo [a] pireno a través de
CYP1A1, sin embargo, durante este proceso se
generan metabolitos que son altamente reactivos
con el DNA, los cuales comprometen la integridad
de la célula.®®
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Previamente, demostramos que un protocolo de
restriccion de alimento modifica el patron
temporal, asi como la magnitud de la cantidad de
MmRNA de CYP1Al. Este resultado sugiere un
cambio de fase en la cantidad de CYP1A1 asociado
al periodo de alimentacion.*?

Por lo que el interés de este trabajo es comparar
si la acrofase presentado por CYP1A1, durante un
protocolo de restriccidon de alimento, promueve
mayor hepatotoxicidad inducida por B[a]P, en
comparacion con la acrofase presentada durante
una dieta ad libitum ( ).



3. Hipdtesis

una exposicion a B[a]P 4 h antes de la acrofase de
MRNA'y proteina de CYP1A1 hepatico en ratas con
restriccion de alimento, inducira una mayor
produccion de CYP1Al, promoviendo asi una
mayor formacion de aductos de B[a]P en DNA, y
por lo tanto un aumento en los indicadores de
dafio hepatico en comparacidon con ratas con
dieta ad libitum.
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Figura 9. Esquema del diseio de la administracion del benzo
a pireno (B[a]P) para la comparacidon de la capacidad de
induccion de CYP1A1, entre la acrofase presentadas durante
una alimentacion ad libitum y una restriccidon de alimento.



4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar el dafio hepatotdxico inducido por B[a]P
en ratas bajo un protocolo de restriccion de
alimento.
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4.1 Objetivos particulares

e Determinar la cantidad de mRNA y proteina de
CYP1A1 hepatico en ratas tratadas con B[a]P
alimentadas bajo un protocolo de restriccion de
alimento.

¢ Evaluar la cantidad de aductos de B[a]P en DNA
hepatico de ratas bajo un protocolo de restriccidon
de alimento expuestas a B[a]P.

e Determinar la actividad de catalasa, superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa vy glutation
reductasa hepaticas de ratas bajo un protocolo de
restriccion de alimento expuestas a B[a]P.

e Evaluar las funciones hepaticas (aspartato
aminotransferasa, alanina aminotransferasa,
lactato  deshidrogenasa, bilirrubina  total,
bilirrubina directa, concentracion de albumina y
proteinas totales en suero) de ratas alimentadas
bajo un protocolo de restriccion de alimento
expuestas a B[a]P.

e Determinar la cantidad de B[a]P retenido en el
higado de ratas bajo restriccion de alimento.



5. Material y método
5.1 Determinacion
administracion

del tiempo de

A partir de los datos previamente reportados,* se
realizd el andlisis cosinor*® para determinar la
acrofase, amplitud y mesor de la cantidad
temporal de CYP1A1l en ratas con dieta ad libitum,
asi como de ratas con acceso al alimento por 2 h
(Zt 4 a Zt 6) durante 21 dias. Lo anterior permitio
la determinacion del punto de mayor cantidad de
MRNA de CYP1A1 en ambas condiciones.

5.2 Animales

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 6
de edad, las cuales fueron mantenidas en cajas
transparentes de acrilico (40 x 50 x 20 cm) con
libre acceso a agua y alimento (LabDiet 5001™),
con fotoperiodo de 12 h luz:12 h oscuridad (la luz
se encendid a las 07:00 h, considerado Zt 0) y una
temperatura constante de 22 + 1 °C durante una
semana antes del inicio de los experimentos.
Todos los experimentos fueron realizados de
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acuerdo con el Comité Internacional de Cuidados
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL),

Instituto de  Investigaciones  Biomédicas,
Universidad Nacional auténoma de México
(UNAM).

5.3 Tratamientos
5.3.1 Evaluacidén del efecto del vehiculo

Si bien, es ampliamente reconocido que el aceite
de maiz no modifica la cantidad de CYP1A1,*
evaluamos el efecto de la administracion
intraperitoneal (ip) de 0.3 ml de aceite de maiz.

Después de una semana de aclimatacion, los
animales fueron colocados de forma aleatoria en
uno de los siguientes grupos y mantenidos bajo
esas condiciones durante 21 dias: a) grupo ad
libitum (AL) con libre acceso a agua y alimento; b)
grupo con restriccion de alimento (RA), con
acceso al alimento durante 2 h diarias (Zt 4 a Zt 6)
y libre acceso a agua.



El dia 21, los animales del grupo AL fueron
administrados con 0.3 ml de aceite de maiz de
forma ip en Zt 13. Mientras que los animales del
grupo RA fueron administrados en Zt 1. Estos
horarios de administracion fueron determinados
a partir del analisis de cosinor de los datos
previamente  publicados.*®*  Adicionalmente,
fueron considerados en dicha prueba animales de
ambos grupos (AL y RA), los cuales no fueron
manipulados, AL intacto (AL+1) y RAintacto (RA+l).
Cada subgrupo constd de 6 animales ( ),
siendo eutanizados 24 h posteriores a su
administracion.

5.3.2 Exposicion a B[a]P

Después de una semana de aclimatacién, los
animales fueron colocados de forma aleatoria en
el grupo AL o RA y mantenidos bajo esas
condiciones durante 21 dias.
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El dia 21, 6 animales del grupo AL fueron
eutanizados por decapitacion (considerados a
partir de ahora AL control) en Zt 13. Mientras que
el resto de los animales fueron administrados con
10 mg/kg de B[a]P en Zt 13, 4 h antes de la
acrofase de CYP1A1 en animales con dieta AL.*?

Adicionalmente, 6 animales del grupo RA fueron
eutanizados por decapitacion (considerados a
partir de ahora RA control) en Zt 1. Mientras que
el resto de los animales fueron administrados con
10 mg/kg de B[a]P en Zt 13, 4 h antes de la
acrofase de CYP1A1 en animales en RA.*3

Tanto el grupo Al y RA expuestos a B[a]P, fueron
eutanizados 6 animales de cada grupo a las 24, 48
y 72 h, de los cuales se colecto el higado y suero
( ). Se eligid que la exposicion a B[a]P
fueran 4 h antes de |la acrofase de CYP1A1l en cada
condicion de alimentacion, esto con el objetivo de
garantizar la presencia del B[a]P en el higado
durante la acrofase de mRNA de CYP1A1.



5.3.3 Control de la condicidon de
alimentacion

Para determinar si el efecto mostrado en las
pruebas corresponde a un proceso acoplado a la
sincronizacién por acceso al alimento o por la
condicion alimenticia, evaluamos 4 grupos
adicionales:

a) Ayuno (Ay), 6 ratas con acceso libre a agua y
alimento durante 20 dias, en el dia 20 se retird el
alimento en 7t 1.

b) Ayuno expuesto a B[a]P (Ay+B[a]P), 6 ratas con
acceso libre a agua y alimento durante 20 dias. En
el dia 20 se retird el alimento en Zt 4 y se les
administré de forma ip 10 mg/kg de B[a]P.

Ambos grupos (Ay y Ay+B[a]P) fueron eutanizados
el dia 21 tras 22 h de ayuno (Zt 4).
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c) Realimentacion (Re), 6 ratas con acceso libre a
agua y alimento durante 20 dias, en el dia 20 se
retiré el alimento en Zt 4. El dia 21 recibieron
alimento por 2 h (Zt 4 a 7t 6).

d) Realimentacién expuesto a B[a]P (Re + B[a]P),
6 ratas con acceso libre a agua y alimento durante
20 dias. En el dia 20 se retird el alimentoenZt 4y
se les administré de forma ip 10 mg/kg de B[a]P.
El dia 21 recibieron alimento por 2 h (Zt 4 a Zt 6).

Ambos grupos (Re y Re+ B[a]P) fueron
eutanizados al termino de las 2 h de alimentacion
(Zt 6).

De cada animal se recuperé el higado y el suero,
los cuales fueron procesados como se describe a
continuacion ( ).
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Figura 10. Esquema de administracion de aceite de maiz. A) Los animales tuvieron un fotoperiodo de 12 h Luz/ 12
h oscuridad, con libre acceso a agua y alimento, las cuales fueron mantenidos por 21 dias. El dia 21 un grupo fue
administrado de forma intraperitoneal con 0.3 ml de aceite de maiz en Zt 13, mientras que 6 animales se
mantuvieron intactos. B) los animales tuvieron un fotoperiodo de 12 h Luz/ 12 h oscuridad, con acceso al alimento
enZt4 aZt 6y libre acceso a agua, los cuales fueron mantenidos por 21 dias. El dia 21 un grupo fue administrado
de forma intraperitoneal con 0.3 ml de aceite de maiz en Zt 1, mientras que 6 animales se mantuvieron intactos.
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Figura 11. Esquema de administraciéon de B[a]P en ratas con dieta ad libitum y restriccién de alimento. A) Los
animales tuvieron un fotoperiodo de 12 h Luz/ 12 h oscuridad, con libre acceso a agua y alimento, las cuales fueron
mantenidos por 21 dias. El dia 21 un grupo fue administrado de forma intraperitoneal con 10 mg/kg de B[a]P en
Zt 13, mientras que 6 animales se mantuvieron intactos. B) los animales tuvieron un fotoperiodo de 12 h Luz/ 12
h oscuridad, con acceso al alimento en Zt 4 a Zt 6 y libre acceso a agua, los cuales fueron mantenidos por 21 dias.
El dia 21 un grupo fue administrado de forma intraperitoneal con 10 mg/kg de B[a]P en Zt 1, mientras que 6
animales se mantuvieron intactos.
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Figura 12. Esquema de administracion de B[a]P en ratas con ayuno agudo y realimentacién. A) Los animales
tuvieron un fotoperiodo de 12 h Luz/ 12 h oscuridad, con libre acceso a agua y alimento, a los cuales se les
administro de forma intraperitoneal con 10 mg/kg de B[a]P en Zt 13, y se les retiro el alimento. A 6 animales se les
eutanizo a las 22 h de ayuno, mientras que 6 animales fueron alimentados por 2 h, eutanizados al final de estas 2
h. B) los animales tuvieron un fotoperiodo de 12 h Luz/ 12 h oscuridad, con libre acceso a agua y alimento, a los
cuales se les administro de forma intraperitoneal con 0.3 ml de aceite de maiz en Zt 1, y se les retiro el alimento.
A 6 animales se les eutanizé a las 22 h de ayuno, mientras que 6 animales fueron alimentados por 2 h, eutanizados
al final de estas 2 h.
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5.4 Homogenado y Fraccion microsomal
de higado

Se homogenizd 2 g de higado en 6 ml de KCIl 0.15
My se centrifugd a 9 000 x g por 20 min a 4°C en
una centrifuga Beckman L-80™, y se recupero el
sobrenadante. Una parte se empled para las
pruebas de enzimas antioxidantes, mientras que
el resto se centrifugd a 100 000 g por 60 min,
posteriormente el botén se resuspendié en un
volumen igual al inicial en un amortiguador de
fosfato de potasio 0.1 M y sacarosa 25 mM a pH
7.4, el cual se centrifugd bajo las mismas
condiciones. El sobrenadante fue considerado
como la fraccion citosdlica mientras que el botdn
final se resuspendié en un amortiguador de
fosfatos a pH 7.4, EDTA 1mM, DTT 1mM con
glicerol al 20%, obteniendo asi, la fraccion
microsomal.
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5.5 Cuantificacion de proteinas totales de la
fraccion microsomal

Se emplearon 10 pl de una diluciéon 1:80 de
fraccion microsomal o fraccidn citosodlica en agua,
se adicionaron 200 pl de una dilucion 1:4 del
reactivo de Bradford (BIORAD™) en agua, y se
cuantifico su absorbancia a 595 nm por triplicado
en un lector de placa Synergy H4™. Los datos
fueron normalizados con una curva de suero fetal
bovino. Los resultados se manejaron en pg de
proteinas totales por pl.



5.6 Inmunodeteccion
Western blot

de CYP1Al1l por

Se realizd la electroforesis de 20 pg de proteinas
totales presente en la fraccion microsomal en un
gel de 10 % de poliacrilamida (SDS-PAGE), en
presencia de un sistema discontinuo de Tris-Base
25 mM, glicina 192 mM y SDS al 10 %. Se hizo la
transferencia a una membrana de nitrocelulosa
de 0.45 um (BioRad™) a 100 V por 60 min en la
presencia de una solucion Tris-Base 25 mM vy
glicina 192 mM. La membrana fue bloqueada con
albimina 1 % en un amortiguador que contenia
0.1 % Tween 20, Tris-Base 10 mM y NaCl 150 mM,
por 2 h Posteriormente se incubd la membrana
con un anticuerpo monoclonal anti-CYP1A1 (sc-
393979, Santa Cruz™) o anti-GAPDH (sc-2354
Santa Cruz™) en una dilucién 1:2000, por 1 h. Se
incubd por 1 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario (Gt IgG H+L HRP) en una
dilucion 1:10 000. Los resultados son expresados
en cantidad relativa de CYP1A1 con respecto a
GAPDH.
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5.7 Evaluacion de la O-desalquilacion de
etoxirresorufina (EROD)

Esta reaccion fue medida conforme al protocolo
original,”® en el que se evalla la catalisis de
etoxirresorufina a resorufina por CYP1A1, con la
oxidacion de NADP(H) a NADP*; con
modificaciones para su lectura en microplaca. Se
incubd a 37 °C por 3 min, una mezcla que contenia
150 pl de amortiguador Tris-Base 150 mM y MgCl,
25 mM, 40 g de proteina de la fraccidn
microsomal y 5 pl de EROD de una solucién 50 M,
en un volumen final de 200 pl. Al finalizar esta
incubacidn, se adiciond un volumen de 40 ul de
NADP(H) 5 mM para iniciar la reaccidon enzimatica.
Se detectd la fluorescencia a 585 nm con una
excitacion de 520 nm en un lector de placa
Synergy H4™. Los resultados son expresados
pmol de resorufina por mg de proteina por min.



5.8 Extraccion de DNA de higado para
cuantificacion de aductos de BPDE

Se utilizé una porcion de 200 mg de higado, el cual
fue homogenizado en un buffer que contenia 0.35
M de sacarosa, Tris-base 30 mM, EGTA 2 mM a pH
7.4,y se centrifugd por 10 mina 12 000 g a 4°C. El
precipitado se resuspendid en un amortiguador
de Tris-base 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 100 mM
y SDS al 2% a pH 8.0, con 10 ul de Proteinasa K de
una solucién de 20 mg/mL y se incubd a 57 °C por
2 h. Al finalizar se agregaron 800 pl de una mezcla
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1),
se agitd y se centrifugd a 11 000 x g a 4°C por 10
min; al término se recuperd el sobrenadante, se
adicionaron 3 pl de RNAsa y se dejo reposar por
60 min a temperatura ambiente. A continuacion,
se agregod un volumen de 500 ul de la mezcla de
fenol/cloroformo/alcohol se
centrifugd a 11 000 x g a 4°C por 10 min y se
recuperd el sobrenadante, se afiadio 1 mL de
etanol al 70% y se centrifugd por 10 min a 14 000
X g, se descartd el sobrenadante y se resuspendid
el botdn en agua libre de DNAsa y RNAsa.

isoamilico,
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5.9 Extraccion de RNA de higado

El RNA total fue aislado de 200 mg de higado por
medio del reactivo TRIzol™ de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.”® Se verificd su
integridad por medio de una electroforesis en un
gel de agarosa (BioRad™) al 2%.

5.10 Cuantificacion de acidos nucleicos

Tanto el DNA como el RNA extraido del higado de
rata fueron cuantificados y se determind su
pureza en nanodrop modelo 2000
(Thermocientific™). Para el DNA se considerd
como nivel aceptable un valor de 1.8-2 en la razén
260/280 nm, y para RNA, un valor superior a 2.

un



5.11 Cuantificacion de mRNA CYP1A1l por
RT-PCR

La retrotranscripcion fue realizada por el método
de Transcriptasa inversa del virus de la leucemia
murina de Moloney (M-MVLRT)
(Thermoscientific™) conforme a las instrucciones
del fabricante en un termociclador T100 (Thermal
Cycler, Biorad™). La reaccién de PCR cuantitativo
fue realizada con TagMan Master Mix, con la
sonda para CYP1A1 (Foward: 5'-
gggccaagagcttctttgatg-3/, Reverse: 5'-
gtcccggatgrggeccttctcaaa-3’) y RPS18 (Foward: 5'-
ttcagcacatcctgcgagta-3’, Reverse: 5'-
ttggtgaggtcaatgtctge-3’) en el equipo Corbett
Rotor-Gene 6000™ siguiendo las instrucciones
del fabricante. La cantidad relativa de mRNA fue
calculada usando el andlisis 2"22¢T.>? Los resultados
fueron expresados en cantidad relativa de mRNA
de CYP1A1 con respecto al mRNA de RPS18.
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5.12 Cuantificacion de aductos de B[a]P

La cuantificacion de los aductos de B[a]P en DNA
se realizé por medio del Kit OxiSelect™ BPDE DNA
adduct Elisa (# de catdlogo STA-357), de acuerdo
con las condiciones del fabricante a una longitud
de onda de 450 nm en un lector de placa Synergy
H4™, Los resultados son presentados en nimero
de aductos por cada 102 nucleétidos.

5.13 Cuantificacion de sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico (TBARS)

La cuantificacion de TBARS fue calculada a partir
de la formacién de aductos entre el
malondialdehido y 2 moléculas de TBARS. Se
utilizé un volumen de 200 ml de homogenado al
cual se le afiadié 10 ml de una solucién de 1M2F
15.4 mM, 150 ml de HCl concentrado, se incubd a
45°C por 40 min, y se centrifugd a 3 000 g por 15
min a 14 °C. Al finalizar se cuantifico la
absorbancia a 586 nm del sobrenadante por
triplicado en un lector de placa Synergy H4™. Los
datos fueron normalizados con una curva de



TMPO. Los datos son expresados como nano
moles por mg de proteina (nmol/ mg de proteina).

5.14 de Ia
superoxido dismutasa (SOD)

Evaluacion actividad de

La actividad de la superéxido dismutasa (SOD) fue
calculada basados en la oxidacion de la xantina. Se
utilizé un volumen de 41.2 pl de homogenado al
cual se le anadid 7 pl de Xantina oxidasa, 25 pl de
CuCl; 3.2 mMy 200 ul de una solucién de xantina
3 mM, NBT 150 uM, EDTA 0.6 mM; y se cuantifico
la absorbancia a 560 nm por triplicado en un
lector de placa Synergy H4™. Los datos son
expresados como unidades de CAT por mg de
proteina (U/ mg de proteina).

5.15 Evaluacion de la actividad de catalasa
(CAT)

La actividad de catalasa (CAT) fue calculada a
partir de la descomposicion del H,0,. Se utilizd un
volumen de 12 pl del homogenado en una
dilucion 1:50 al cual se le afiadio 338 pl de H,0, 30
mM. Se tomaron lecturas en intervalos de 10 s por
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3 min a una absorbancia de 240 nm en un lector
de placa Synergy H4™. Los datos son expresados
como unidades de CAT por mg de proteina (U/ mg
de proteina).

5.16 Evaluacion de la actividad de glutation
peroxidasa (GPx)

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) fue
calculada a partir de la oxidacion del NADPH. Se
utilizé un volumen de 36 pl de homogenado en
una dilucién 1:50 al cual se le afnadi6 288 ul de una
solucién EDTA 0.6 mM, GSH 1 mM y azida de sodio
1 mM. Posteriormente se anadié NADPH 0.2 mM
y 1 volumen de GSH reductasa, para iniciar la
reaccion se anadié 36 ul de H,0; 1.25 mM. Se
cuantificé la absorbancia a 340 nm en un lector de
placa Synergy H4™. Los datos son expresados
como unidades de GPx por mg de proteina (U/ mg
de proteina).



5.17 Evaluacion de la actividad de glutation
reductasa (Gr)

La actividad de la glutatién peroxidasa (GR) fue
calculada a partir de la oxidacién del NADPH. Se
utilizé un volumen de 16.5 pl del homogenado en
una dilucién 1:10 al cual se le afiadio 315 pl de una
solucion con EDTA 0.5 mM, 2.5 mM de glutatidn
reducido y NADPH 10 pM. Se cuantificé la
absorbancia en 340 nm en un lector de placa
Synergy H4™. Los datos son expresados como
unidades de GR por mg de proteina (U/ mg de
proteina).

31

5.18 Evaluacion de la funcién hepatica

A partir de la sangre, el suero fue separado por
centrifugacion a 6 000 x g por 15 min. Después las
muestras fueron colocadas en un autoanalizador
(Dimension AR, Dade Behring Inc., Newark, DE,
USA). Donde fue analizada la actividad de
aspartato aminotransferasa  (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), lactato deshidrogenasa
(LDH), proteinas totales, albumina, bilirrubina
total y bilirrubina directa fueron medidas por
adaptacion del método recomendado por Ia
Federacidén Internacional de Quimica Clinica,>?
cuyo fundamento se describe a continuacion:

La actividad de AST se calculéo a partir de la
formacion de  oxalacetato  durante la
transferencia de un grupo amino del L-aspartato
al a-cetoglutarato. El oxalacetato es reducido a
malato en la presencia de malato deshidrogenasa
con la oxidacién de NADH a NAD*. Se detectd
caida de la absorbancia a 340 nm. Los datos son
expresados como unidades de AST por decilitro de
suero (U/dL).



La actividad de ALT se calculd de la formacion de
la transferencia de un grupo amino de la L-alanina
al a-cetoglutarato con la formacion de glutamato
y piruvato. El piruvato producido es reducido a
lactato en presencia de lactato deshidrogenasa y
la oxidacion de NADH a NAD". Se detect6 caida de
la absorbancia a 340 nm. Los datos son
expresados como unidades de ALT por decilitro de
suero (U/dL).

La actividad de LDH esta cataliza la reduccion de
L-lactato a piruvato con la reduccion de NAD* a
NADH. Se detectd el incremento de |la absorbancia
a 340 nm. Los datos son expresados como
unidades de LDH por decilitro de suero (U/dL).

Las proteinas totales del fueron
cuantificadas por la reaccién entre el grupo los
enlaces peptidicosy el sulfato de cobre, la cual fue
detectada por absorbancia a 540 nm. Los datos
son expresados como mg de proteina por decilitro
de suero (mg/dL).

suero
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La albumina fue cuantificada por la combinacién
con el verde de bromocresol. Dicho cambio de
color de (de amarillo a azul) fue detectada por
absorbancia a 630 nm. Los datos son expresados
como nano moles de albumina por decilitro de
suero (nmol/dL).

La bilirrubina total se detectd por la formacién de
azobilirrubina, a partir de la bilirrubina y el acido
sulfanilico diazotado.

La bilirrubina directa se cuantifico en solucion
acuosa, mientras que la bilirrubina indirecta
requirio la adicion de DMSO. Ambas
cuantificaciones  fueron detectadas por
absorbancia a 555 nm. Los datos son expresados
como mg de bilirrubina por decilitro de suero

(mg/dL).



5.19 Cuantificacion de B[a]P en higado

Se emplearon 40 pl de homogenado de higado a
los cuales se les afiadio 160 pl de DMSO vy se
detecté la fluorescencia a 470 nm con una
excitacion de 380 nm. Los datos fueron
normalizados con una curva de B[a]P en DMSO.

5.20 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el
software GraphPad Prism (V 6.0; San Diego, CA).
La normalidad fue determinada por medio de la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. El analisis para
los resultados derivados de las pruebas realizados
en los tiempos posteriores a la administracion se
realizdé por medio del analisis de varianza de una
via (ANOVA), seguido por la prueba post hoc de
Bonferroni. Las comparaciones entre grupos en
los mismos horarios fueron realizados a través de
la prueba t-Student. La diferencia entre grupos
fue establecida en un valor de p<0.05. Los datos
son presentados por la media + error estandar.
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6. Resultados

6.1 Determinacion del horario de
administracion
A partir de los datos que reportamos

previamente,** determinamos la acrofase, mesor
y amplitud de la cantidad de mRNA de CYP1A1 en
ratas con dieta ad libitum, asi como dieta con
restriccion de alimento, por medio del analisis de
cosinor.*®

Se observd que las ratas con dieta ad libitum
presenta un punto maximo de transcripcién basal
de CYP1A1l en el Zt 17, mientras que en las ratas
restriccion de alimento (acceso al alimento de Zt
4 a 7t 6) presentaron una acrofase en el Zt 5.
Adicionalmente, se tiene reportado tras una
administracién ip, el compuesto de interés es
adsorbido por el higado después de 2 h de la
administracion.”* Por lo que determinamos que la
exposicion a B[a]P se realizara 4 h de la acrofase
de cada grupo, con el propdsito de garantizar la
adsorcion del B[a]P por el higado.



6.2 Grupo control

Debido al gran numero de animales que se
manejaron, los grupos AL+AM, AL+l, RA+AM,
RA+l, fueron incluidos en un experimento
preliminar donde se evaluod el efecto del aceite de
maiz, vehiculo donde fue disuelto el B[a]P, en la
induccion de CYP1Al, siendo los parametros
evaluados el mRNA vy la O-desalquilacion de
EROD.

Tanto en el grupo AL+AM y AL+, no se observaron
diferencias en la transcripcion de CYP1A1l, asi
como en la O-desalquilacion de EROD; mientras
los grupos RA+AM y RA+l, tampoco
diferencias. Estos resultados

que
presentaron
sugieren que el proceso de administracion ip, asi
como el vehiculo no promueven la induccion de
CYP1A1.
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Tabla 1. Parametros cronobiolégicos obtenidos por el analisis
de cosinor para el efecto de una dieta ad libitum (AL), y una
restriccion de alimento (RA) en la cantidad de CYP1A1.

CYP1A1
AL RA
MESOR 0.055 +0.009 0.205+0.031
AMPLITUD 0.056 +0.018 0.207 £0.041
ACROFASE ‘ Zt17 Zt5

Tabla 2. Cantidad de mRNA de CYP1A1 (CYP1A1/RPS18) y
actividad de CYP1A1 (pmol de resorufina por miligramo de
proteina por minuto) en higado de ratas con una dieta ad
libitum (AL) o restriccion de alimento (RA) administrados con
0.3 ml de aceite de maiz.

INTACTAS ACEITE DE
MAIZ
AL RA AL RA
0.0043 0.0400 0.0046 0.0394
+ + + +
0.0003 0.0020 0.0010 0.0050
ACTIVIDAD DE  0.0069 0.0094 0.0067 0.0096
CYP1A1 + + + +

0.0002 0.0001 0.0001 0.0001

CYP1A1/RPS18




6.3 Cantidad de mRNA, proteina vy
actividad de CYP1A1 hepatico

Existe evidencias que el B[a]P a través de la via de
senalizacion del AHR, incrementa la cantidad de
proteina CYP1Al1l, <con ello acelera
biotransformaciéon.*> Con esta idea evaluamos la
cantidad de del mRNA, proteina y actividad
enzimatica de CYP1A1l en higado de ratas del
grupo AL y grupo RA expuestos a 10 mg/kg de
B[a]P.

Su

En el grupo AL, el mRNA de CYP1A1l presentd un
incremento a las 24 h después de la exposicion al
B[a]P y regresd a los valores basales a las 48 h;
mientras que la proteina y la actividad enzimatica
también se elevaron a las 24 h, pero se
sostuvieron hasta las 72 h después de la
exposicion a B[a]P (p<0.05).
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En el grupo con restriccion de alimento, si bien los
3 parametros presentaron un incremento a las 24
h, estos fueron menores (un 70%) en
comparacion con los observados en el grupo AL
(p<0.05)

En los grupos Ay y Re expuestos al B[a]P, la
cantidad de mRNA de CYP1Al fue menor con
respecto al grupo AL expuesto a B[a]P (p<0.05).
Sin embargo, este cambio no se reflejo en Ia
actividad de CYP1A1 ( ).
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Figura 13. A) cantidad de mRNA; B) cantidad de proteina; C)
western blot representativo y D) actividad de CYP1A1l en
higado de rata con dieta ad libitum (AL) (®) y con restriccidon
de alimento (RA) () del grupo control, asi como 24,48 y 72 h
posteriores a la administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. La
caja en la parte inferior de la grafica representa al intervalo
de tiempo que las ratas con RA tuvieron acceso al alimento.
Cada punto corresponde al promedio de 6 ratas +/- E.E. a
p<0.05 con respecto al grupo control del mismo esquema de
alimentacion y B p<0.05 con respecto al grupo AL en el mismo
tiempo.
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Figura 14. Cantidad de mRNA de CYP1A1 (A) y actividad de CYP1A1 (B) en higado de rata con dieta ad libitum (AL)
(®); con restriccidon de alimento (RA) (®); con un ayuno de 22 h (Ay) (A) y con un ayuno de 22 h seguido de una
realimentacion de 2 h (Re) (V) en el grupo control. En el grupo B[a]P se aplicaron los mismos esquemas de
alimentacion, después de una administracién ip de 10 mg/kg de B[a]P. Cada punto corresponde al promedio de 6
ratas +/- E.E. B p<0.05 con respecto al grupo AL en el mismo tiempo y y p<0.05 con respecto al grupo AL expuesto
a B[a]P.
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6.4 Formacion de aductos de BPDE en el
DNA

El principal metabolito de la biotrasnformacion
del B[a]P es el BPDE, el cual posee alta reactividad
con el DNA,>> por lo que es considerado un
compuesto mutagénico y carcinogénico.’® Con
esta idea evaluamos la presencia de aductos en
DNA.

En el grupo AL observamos a las 48 h posteriores
a la administracion del B[a]P el punto maximo de
acumulacion de aductos en el DNA (p<0.05, con
respecto al grupo AL control), reduciendo su
presencia en las horas posteriores. Mientras que
el grupo RA presentd el mismo patron que el
grupo AL, sin embargo a las 48 h, la acumulacion
fue en menor magnitud con respecto al grupo AL
en el mismo horario (p<0.05) ). A su
vez, el grupo Ay y Re no presentaron diferencias
con respecto al grupo AL o RA ( ).
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Con el objetivo de determinar si la reduccién de
de aductos de B[a]P en DNA observada en el
grupo con RA responde a dosis mas altas de B[a]P,
repetimos el protocolo de RA con la modificacion
de que en el dia 21 fueron administrados con 50 o
100 mg/kg de B[a]P, 6 animales con alimentacién
AL (21:00 h) y 6 animales con RA (09:00 h), y
fueron eutanizados a las 48 h posteriores a su
respectiva administracion. Se eligio este horario,
ya que en nuestros datos se observa que la mayor
incidencia de aductos de BDPE en el DNA es a las
48 h posteriores a la administracion de 10 mg/Kg
de B[a]P. Similar a lo observado con la dosis de 10
mg/kg, la restriccién de alimento también atenud
la formacion de aductos de B[a]P en DNA en la
dosis de 50 mg/kg (p<0.05) ( ).
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Figura 15. Cantidad de aductos de BPDE en DNA de higado de
rata con dieta ad libitum (AL) (®) y con restriccidon de alimento
(RA) (e) posterior a una administracion ip de 10 mg/kg de
B[a]P (A). La caja en la parte inferior de la grafica representa
al intervalo de tiempo que las ratas con RA tuvieron acceso al
alimento. Cantidad de aductos de B[a]P en DNA en higado de
rata con dieta ad libitum (AL) (®); con restriccién de alimento
(RA) (®); con un ayuno de 22 h (Ay) (A) y con un ayuno de 22
h seguido de una realimentacién de 2 h (Re) (¥) en el grupo
control. En el grupo B[a]P, Se aplicaron los mismos esquemas
de alimentaciéon, después de una administracion ip de 10
mg/kg de B[a]P (B). Cada punto corresponde al promedio de
6 ratas +/- E.E. a p<0.05 con respecto al grupo control del
mismo esquema de alimentacion y B p<0.05 con respecto al
grupo AL en el mismo horario.
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Figura 16, niveles de aductos de BPDE en DNA de higado de
rata con dieta ad libitum (AL) (®) y con restriccidon de alimento
(RA) () posterior a una administracion ip de 10, 50 o 100
mg/kg de B[a]P. Cada barra corresponde al promedio de 6
ratas +/- E.E. 6 p<0.05 con respecto al grupo AL en la misma
dosis.



6.5 Actividad de enzimas antioxidantes
en higado

Durante la biotransformaciéon del B[a]P, se
producen metabolitos que pueden modificar la
cantidad de enzimas antioxidantes, asi como
alterar el balance de las reacciones prooxidantes-
antioxidantes.”® >/ Con esta idea decidimos
evaluar la funcionalidad de dichas enzimas, asi
como la formacién de TBARS.

6.5.1 Formacion de TBARS en higado

En el grupo AL observamos un incremento de
TBARS a las 48 h posteriores a la administracion
del B[a]P (p<0.05, con respecto al grupo AL
control), para regresar a los valores basales en las
24 h subsecuentes. Mientras que en el grupo RA,
la formacion de TBARS se mantuvo sin variaciones
significativas a lo largo de las 72 h (Figura 17).
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Formacion de TBARS
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Figura 17. Formacion de especies reactivas al 4acido

tiobarbiturico (TBARS) en higado de rata con dieta ad libitum
(AL) (®) y con restriccion de alimento (RA) (e) del grupo
control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una
administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte
inferior de la grafica representa al intervalo de tiempo que las
ratas con RA tuvieron acceso al alimento. Cada punto
corresponde al promedio de 6 ratas +/- E.E. a p<0.05 con
respecto a 0 h del mismo grupo y B p<0.05 con respecto al
grupo control del mismo esquema de alimentacion.



6.5.1 Actividad de SOD

En el grupo con alimentacion AL no observamos
modificaciones en la actividad de SOD durante las
72 h posteriores a la administracion del B[a]P
(p<0.05, con respecto al grupo AL control).
Mientras que en el grupo con RA la actividad
disminuyé a las 48 h, p<0.05, con respecto al
grupo RA control ( ).

6.5.2 Actividad de CAT

En el grupo AL no observamos modificaciones en
la actividad de CAT durante las 72 h posteriores a
la administracion del B[a]P (p<0.05, con respecto
al grupo AL control). En el grupo RA la actividad de
CAT se observd incrementada con respecto al
grupo AL, para disminuir tras 24 h posteriores a la
administracion del B[a]P, y se mantuvo asi hasta
las 72 h (p<0.05, con respecto al grupo RA control)

( )-
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6.5.3 Actividad de GPx

En ambos grupos (AL y RA), observamos una
disminucion en la actividad de la enzima a las 48
h posteriores a la administracion del B[a]P
(p<0.05, con respecto a su grupo control), para
regresar a los valores basales en las 24 h
subsecuentes ( ). Sin embargo, no
encontramos diferencias entre los grupos.

6.5.4 Actividad de Gr

Tanto en el grupo AL como en el grupo RA no
observamos modificaciones en la actividad de GR
durante las 72 h posteriores a la administracion
del B[a]P ( ).
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Figura 18. Actividad de superdxido dismutasa (SOD) (A) y
actividad de catalasa (CAT) (B) en higado de rata con dieta ad
libitum (AL) (®) y con restriccion de alimento (RA) () del
grupo control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una
administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte
inferior de la grafica representa al intervalo de tiempo que las
ratas con RA tuvieron acceso al alimento. Cada punto
corresponde al promedio de 6 ratas +/- E.E. a p<0.05 con
respecto al grupo control del mismo esquema de
alimentacidn y B p<0.05 con respecto al grupo AL en el mismo
tiempo.
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Figura 19. Actividad de glutation peroxidasa (GPx) (A) y
actividad de glutatién reductasa (GR) (B) en higado de rata
con dieta ad libitum (AL) (®) y con restriccion de alimento (RA)
() del grupo control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una
administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte
inferior de la gréfica representa al intervalo de tiempo que las
ratas con RA tuvieron acceso al alimento. Cada punto
corresponde al promedio de 6 ratas +/- E.E. a p<0.05 con
respecto al grupo control del mismo esquema de
alimentacion.



6.6 Funcién hepatica

Con el objetivo de determinar si la reduccion en el
dafo genotdxico observado en animales con RA
se reflejaba a nivel celular en el higado, nos
apoyamos en la evaluacién de la citdlisis hepatica
por la presencia de las enzimas aspartato
aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y Lactato deshidrogenasa
(LDH) en suero.

En el grupo con alimentacién AL, ALT y LDH
incrementaron su presencia en suero a las 24 h
posteriores a la administracion del B[a]P,
mientras que AST alcanzé su maxima abundancia
en suero hasta las 48 h posteriores a la
administracién del B[a]P (p<0.05).
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En el grupo con RA, AST y LDH se incrementaron
a las 48 h posteriores a la administracion del B[a]P
y regresaron a los valores basales a las 72 h;
mientras que los niveles de ALT disminuyeron con
respecto al grupo RA (P<0.05) ( ).

En los grupos Ay y Re la actividad de AST no
presentd diferencia con respecto a los grupos AL
o RA ( ). Sin embargo, la actividad de
ALT disminuyd con respecto al grupo con
alimentacion AL (p<0.05), y fue mayor con
respecto al grupo con RA (p<0.05) ( ).
Minetras que LDH no modifico su abundancia en
suero ( ).

Mientras que las pruebas de proteinas totales
séricas ( ), albumina sérica (

), bilirrubina total y bilirrubina directa
( ) no presentaron cambio en
ninguno de los 2 tratamientos.
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Figura 20. Actividad de AST (A), actividad de ALT (C) y actividad de LDH (E) en suero de rata con dieta ad libitum
(AL) (®) y con restriccion de alimento (RA) () del grupo control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una
administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte inferior de la grafica representa al intervalo de tiempo
gue las ratas con RA tuvieron acceso al alimento. Actividad de AST (B), actividad de ALT (D) y actividad de LDH (F)
en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (®); con restriccién de alimento (RA) (e); con un ayuno de 22 h (Ay) (A)
y con un ayuno de 22 h seguido de una realimentacién de 2 h (Re) (V) en el grupo control. En el grupo B[a]P, Se
aplicaron los mismos esquemas de alimentacién, después de una administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. Cada
punto corresponde al promedio de 6 ratas +/- e.e. a p<0.05 con respecto al grupo control del mismo esquema de
alimentacion, B P<0.05 con respecto al grupo AL en el mismo horario y y P<0.05 con respecto al grupo AL expuesto
a B[a]P.
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Figura 21. Proteinas totales séricas (A) y albumina (C) en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (®) y con restriccidon
de alimento (RA) () del grupo control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una administracion ip de 10 mg/kg de
B[a]P. La caja en la parte inferior de la gréfica representa al intervalo de tiempo que las ratas con RA tuvieron
acceso al alimento. Proteinas totales séricas (B) y albimina (D) en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (¢); con
restriccion de alimento (RA) (e); con un ayuno de 22 h (Ay) (A) y con un ayuno de 22 h seguido de una
realimentacion de 2 h (Re) (V) en el grupo control. En el grupo B[a]P, Se aplicaron los mismos esquemas de
alimentacion, después de una administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. Cada punto corresponde al promedio de 3
lecturas de 6 ratas +/- e.e.
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Figura 22. Bilirrubina total (A) y bilirrubina directa (C) en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (®) y con restriccién
de alimento (RA) () del grupo control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una administracion ip de 10 mg/kg de
B[a]P. La caja en la parte inferior de la grafica representa al intervalo de tiempo que las ratas con RA tuvieron
acceso al alimento. Bilirrubina total (B) y bilirrubina directa (D) en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (), con
restriccion de alimento (RA) (e), con un ayuno de 22 h (Ay) (A) y con un ayuno de 22 h seguido de una
realimentacién de 2 h (Re) (V) en el grupo control. En el grupo B[a]P, Se aplicaron los mismos esquemas de
alimentacion, después de una administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. Cada punto corresponde al promedio de 6
ratas +/- E.E.
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6.7 Cantidad de B[a]P en higado

Tras una sola exposicidon a B[a]P, éste puede ser
acumulado en el higado hasta por 72 h.2 Con esta
idea decidimos cuantificar la cantidad de B[a]P
gue se retiene en el higado. En la Figura 23 se
graficd la presencia de B[a]P posterior a la
administracién intraperitoneal de 10 mg/kg. En el
grupo AL observamos después de |la
administracién i.p. de 10 mg/kg de B[a]P una
abundancia maxima a las 24 h la cual se redujo
posteriormente. En el grupo RA observamos la
misma tendencia que el grupo AL, sin embargo, el
pico a las 24 h es muy inferior con respecto al
grupo AL en ese mismo periodo (p<0.05). Tanto
en el grupo Ay y Re se observd menor abundancia
de B[a]P con respecto al grupo AL (p<0.05); pero
no con respecto al grupo con RA (Figura 24).
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Figura 23. Cantidad de B[a]P en higado de rata con dieta ad
libitum (AL) (®) y con restriccion de alimento (RA) () del
grupo control, asi como 24, 48 y 72 h posteriores a una
administracion ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte
inferior de la grafica representa al intervalo de tiempo que las
ratas con RA tuvieron acceso al alimento. Cada punto
corresponde al promedio de 6 ratas +/- E.E. a p<0.05 con
respecto al grupo control del mismo esquema de
alimentacion y B p<0.05 con respecto al grupo AL en el mismo
horario.
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Figura 24. Cantidad de B[a]P en higado de rata con dieta ad
libitum (AL) (®); con restriccion de alimento (RA) (¢); con un
ayuno de 22 h (Ay) (A) y con un ayuno de 22 h seguido de
una realimentacién de 2 h (Re) (V) en el grupo control. En el
grupo B[a]P, Se aplicaron los mismos esquemas de
alimentacion, después de una administracién ip de 10 mg/kg
de B[a]P. Cada punto corresponde al promedio de 6 ratas +/-
E.E. a p<0.05 con respecto al grupo control del mismo
esquema de alimentaciény B p<0.05 con respecto al grupo AL

en el mismo horario.
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7. Discusion

En ratas, la transcripcion de enzimas involucradas
en procesos fisiolégicos de aprovechamiento de
nutrientes y la biotransformacion de xenobidticos
presenta variacion temporal.?’” Estas se
concentran durante la fase nocturna, el cual es el
periodo de mayor consumo de alimento.”® Sin
embargo, si el periodo de acceso al alimento se
desplaza al periodo de luz (restriccién de
alimento), el patrdn de la cantidad de las enzimas
involucradas en el metabolismo se ajusta al
periodo de acceso al alimento de forma
independiente a la sefal del SCN.*®

Previamente, demostramos que animales con RA
(acceso al alimento de Zt 4 a Zt 6) presentan un
cambio de fase en la cantidad de mRNA de
CYP1A1l (acrofase en Zt 6, mientras que en ad
libitum Zt 16) asociado al periodo de acceso al
alimento.** Adicionalmente, se asocia una alta
cantidad de CYP1A1l con el dafio genotoxico
derivado de la bioactivacién de PAH.>° Con esta
idea, decidimos evaluar si existe diferencia en la
capacidad de induccion de CYP1Al durante su
acrofase en ratas con RA, con respecto a la



presentada en ratas con dieta AL. Para ello, nos
enfocamos en la cantidad de mRNA y proteina de
CYP1A1, asi como su actividad, en indicadores de
dafio como lo son la formacién de aductos en DNA
hepatico y actividad de biomarcadores séricos de
dafio hepatico.

En un reporte previo® se observé que tanto la
proteina como la actividad de CYP1A1 hepatico se
incrementan después de la exposicién al 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (un ligando de AHR) y
gue este efecto se mantiene por varios dias. De
forma similar, la proteina y actividad de CYP1A1l
se incrementaron después de una sola
administracion de B[a]P en ratas con dieta AL. Si
bien el incremento del mMRNA de CYP1A1 en las
ratas con RA sugeria las condiciones para un
aumento en la induccidon de CYP1A1 por B[a]P, la
induccion de CYP1Al en ratas con RA vy
administradas con B[a]P fue menor que lo
observado en ratas con alimentacion AL.

En el caso particular de nuestro protocolo, la
restriccion de alimento incluye dos
caracteristicas: a) una ingesta caldrica reducida y
b) periodicidad en la disponibilidad de
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alimentos.®* Informes anteriores muestran que
una ingesta caldrica baja contribuye a la
longevidad y a multiples beneficios para la salud,®*
sin embargo, aumenta la actividad de CYP1A1,%% y
con ello incrementando la biotransformacion del
B[a]P asi como los aductos de BPDE-DNA.®® Los
resultados del presente estudio contrastan con lo
reportado previamente,®* los animales bajo
restriccion caldrica presentan mayor actividad de
CYP1A1 con respecto al grupo control expuesto a
B[a]P. Esta diferencia entre lo anteriormente
mencionado y nuestros resultados son evidencia
para apoyar que la RA modula diferentes vias de
sefalizacion con respecto a una restriccion
caldrica. Si bien, se requiere mas estudio en la
conexion gue se tiene entre las proteinas del reloj
molecular y la periodicidad en la alimentacién
durante un protocolo de RA, un posible mediador
son las enzimas modeladoras de cromatina, ya
gue estas responden al estado energético y
podrian estar modulando la misma actividad de
las proteinas del reloj molecular.*! %1



Previamente, se observé que un ayuno agudoy un
ciclo de ayuno-realimentacion no modifica la
cantidad basal del mRNA de CYP1A1l.“® Sin
embargo, después de la administracion de B[a]P,
la induccién del mRNA de CYP1A1 se vio atenuada
en los grupos de Ay y Re, de la misma forma que
en ratas con RA. Lo anterior sugiere que durante
un ciclo de ayuno-realimentacion agudo, ocurre
un proceso que atenua la induccion de CYP1Al
por B[a]P.

Como se ha reportado previamente,® Ia
administracion de B[a]P a ratas con dieta AL
promueve la formacién de aductos de BPDE en el
DNA, alcanzando un maximo a los dos dias
posteriores a la administraciéon del compuesto.
En contraste, en las ratas con RA, los niveles de
aductos fueron inferiores a los observado en
animales con dieta AL en el mismo periodo
después de la administracion de B[a]P, lo cual
coincide con la baja induccion de CYP1Al
observada en higado de ratas en este trabajo.
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Los metabolitos derivados de la
biotransformacion del B[a]P son capaces de
promover un desbalance entre las reacciones
prooxidantes y antioxidantes,®® una forma de
aproximarse para evaluar el balance entre ambas
reacciones es por medio de la cuantificacion de la
lipoperoxidacion celular, en nuestro caso fue por
la evaluacion de TBARS.

En ratas con dieta AL, si bien observamos un
incremento de la formacion de TBARS a las 48 h,
la actividad de las enzimas antioxidantes no se
modificd en este grupo tras la exposicién al B[a]P.
Sin embargo, en nuestros resultados el grupo AL
no presento alteraciones en dichas enzimas a lo
largo de las 72 h de monitoreo. Caso opuesto que
observamos en ratas con RA, donde disminuyd la
actividad de SOD y CAT, pero no presento cambios
en la formacion de TBARS. Si bien, reportes
previos sugieren que el B[a]P modifica la actividad
de las enzimas antioxidantes,”® °’ es posible que
nuestros resultados tanto en AL como RA, se
deban a que el componente no enzimatico de las
defensas antioxidantes haya amortiguado Ila
formacion de TBARS.



Previamente se ha reportado que, durante el
periodo previo al acceso al alimento el higado de
ratas con dieta de RA el citoplasma presenta una
condicion oxidante, “' adicionalmente |Ia
exposicion a B[a]P promueve un incremento en
las  reacciones prooxidantes.®”” %  Estos
antecedentes juntos sugieren que las ratas con
dieta RA expuestas a B[a]P promoveria una mayor
formacion de TBARS, sin embargo nuestros
resultados indican que estos no cambiaron a lo
largo de las 72 h de monitoreo, lo cual podria
deberse a que la dosis empleada en este trabajo
fue insuficiente para modificar la formacion de
TBARS.

Durante una exposicion a B[a]P se observa un
incremento de los niveles de AST y ALT en tejido
hematico.®® En ratas con dieta AL ambas
transaminasas, asi como la LDH, se incrementaron
tras la exposicidon a B[a]P. En el grupo con RA, AST
y LDH aumentaron en forma discreta tras la
administracion de B[a]P, sin embargo, los analisis
de funcidn hepatica no presentaron cambios
después de la exposicion al B[a]P; lo que si se
observo fue un incremento de los bioindicadores
de dafio hepatico, lo cual no comprometid la
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funcion del higado. Lo anterior indica que una
dosis Unica de 10 mg/kg de B[a]P no promueve
alteraciones en la funcion hepatica. También
sugiere que otros efectos derivados de Ia
presencia del B[a]P en el higado, alteraciones en
el ciclo celular y el incremento de la actividad
necrética, podrian ser atenuados o inhibidos por
la RA.

Al analizar la bioacumulacion de B[a]P en el
higado de ratas, observamos que este puede ser
detectado hasta 72 h después de una sola
administracién, similar a los resultados
reportados previamente.® Es interesante que en
el grupo con RA disminuyd la presencia de B[a]P
en el higado, similar a lo observado en reportes
previos donde muestran que la RA modifica la
cantidad, absorcion y farmacocinética del acido
valproico’%7? y disminuye la bioacumulacion de la
gentamicina.”?

El proceso por el cual la RA disminuye la
bioacumulacion de los farmacos antes
mencionados, asi como del B[a]P no es conocida.
Sin embargo, debido a la heterogeneidad de estos
xenobidticos, sugerimos que podria ser un



proceso asociado con los ciclos de
ayuno/realimentacién, ya que tanto en el grupo
Ay como Re, la bioacumulaciéon de B[a]P
disminuyd.

Si bien, nuestra hipotesis sugeria que animales en
RA expuestos a B[a]P promoveria una mayor
induccién de CYP1A1y con ello, incrementando el
dafio hepatotdxico; nuestros resultados muestran
una menor incidencia al igual que multiples
reportes donde emplean diferentes farmacos.”% 72
Un posible candidato es el flujo sanguineo, ya que
se ha observado que éste influye en la absorcion,
metabolismo y excrecidon de farmacos® y el flujo
sanguineo hacia el sistema entérico se
incrementa  durante la  alimentacion.’*”’
Adicionalmente, el acceso al alimento modifica la
excrecion renal.”® Una posible hipdtesis es que,
durante la RA, el flujo y la presidon sanguinea
presente un incremento en el periodo antes del
acceso al alimento, favoreciendo la movilizacion
del B[a]P (y otros xenobidticos) fuera del higado.
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La eleccidon de la administracidon intraperitoneal
del B[a]P a los animales en este trabajo, fue con la
idea de obtener el mayor rendimiento de
absorcion por el higado, la baja bioacumulacion
de B[a]P en higado de ratas con RA, parece ser la
primer etapa de la proteccion durante un
protocolo de RA; ya sea por la movilizacién de los
xenobidticos fuera del higado y/o agilizando Ia
biotransformacién por CYP1A1l y promoviendo su
excrecion. Adicionalmente, la baja
bioacumulacion de B[a]P promovié una menor
inducciéon de CYP1A1, lo que derivo en una menor
bioactivacion del B[a]P, y con ello la menor
formacion de aductos de BDPE en el DNA. Esta
misma baja en la bioactivacion, redujo el daino
hepatico y con ello la liberacion de transaminasas
a la sangre.



Los efectos de las variaciones temporales se han
considerado en numMerosos estudios
farmacoldgicos,* demostrando que la efectividad
del farmaco varia dependiendo de la relacion
entre el tiempo de administracion de la dosis y los
procesos fisiologicos. Adicionalmente, se han
descrito los periodos de tiempo donde las
manifestaciones clinicas ciertas patologias
presentan mayor severidad, lo que ha permitido
sentar las bases para la cronofarmacoterapia, 7% 8
pero lasimplicaciones de los ritmos circadianos en
procesos toxicoldgicos han sido poco estudiadas.

Lo anterior sugiere que las estrategias utilizadas
en la cronofarmacoterapia (acoplar al proceso
patolégico en una nueva ritmicidad a través de
farmacos o por esquemas de alimentacién)
pueden ofrecen ventanas temporales para probar
diferentes estrategias de dosis y vias de
administracién, con el objetivo de entender el
proceso toxicologico.
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8. Conclusion

Se rechaza la hipdtesis, ya que una exposicion a
B[a]P 4 h antes de la acrofase de mRNA y proteina
de CYP1A1 hepatico en ratas con restriccion de
alimento, disminuye la retencion del B[a]P, lo cual
promueve una baja induccion de CYP1A1, lo que
repercute en una baja produccion de metabolitos
de B[a]P y con ello, disminuyendo el dafio
genotoxico.



9. Perspectivas

e Evaluar la via de reparacidon por escision de
nucleétidos (NER) en ratas con restriccion de
alimento y expuestas a B[a]P.

e Determinar si el flujo sanguineo esta
involucrado en la reduccion de la
bioacumulacion del B[a]P en higado.

e Cuantificacion de metabolitos de B[a]P

producidos durante la restriccion de alimento.
producido por B[a]P
ratas con restriccion de

e Evaluar el dafio
extrahepatico en
alimento.

e Evaluar la induccion extrahepatica de CYP1A1l
por B[a]P.

e Estudiar otras ventanas de administracion del
B[a]P durante la restriccion de alimento.

e Probar otros horarios de administracion, para
determinar si el efecto observado en este
trabajo es independiente del horario de
administracion.
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