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I. 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  petróleo.  Por  medio  de  la  vía  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 
biotransformación  de  estos  compuestos;  si  bien  este  proceso 
promueve  la  excreción  del  B[a]P,  también  puede  producir 
metabolitos que son capaces de  formar aductos con el DNA, así 
como inducir hepatotoxicidad. Por lo anterior se ha propuesto una 
relación directamente proporcional entre  la proteína de CYP1A1 
con el daño inducido por B[a]P. 

Por  otro  lado,  se  ha  descrito  que  en  ratas  con  alimentación ad 
libitum,  el  mRNA  y  la  proteína  de  CYP1A1  hepáticos  presentan 
mayor  abundancia  (acrofase)  durante  la  fase  oscura  en 
comparación con la fase luminosa. Sin embargo, si los animales se 
someten a un protocolo de restricción de alimento, el cual consiste 
en limitar el acceso al alimento durante 2 h en la fase de luminosa 
por 21 días, se promueve un cambio de fase en el mRNA y proteína 
de CYP1A1 hacia el periodo luminoso. 

Considerando lo anterior, nuestra hipótesis es que una exposición 
a B[a]P 4 h antes de la acrofase de mRNA y proteína de CYP1A1 
hepático en ratas con restricción de alimento, inducirá una mayor 
producción de CYP1A1, promoviendo así una mayor formación de 
aductos  de  B[a]P  en  DNA,  y  por  lo  tanto  un  aumento  en  los 
indicadores de daño hepático en comparación con ratas con dieta 
ad libitum. 

En una dieta ad libitum, la retención del B[a]P en el hígado permite 
una  inducción  constante  de  CYP1A1,  con  ello  incrementando  la 
biotransformación del B[a]P a los metabolitos altamente reactivos 
con  el  DNA,  promoviendo  daño  genotóxico.  Por  otro  lado,  una 
dieta con restricción de alimento disminuye la retención del B[a]P, 
lo cual promueve una baja inducción de CYP1A1, lo que repercute 
en  una  baja  producción  de  metabolitos  de  B[a]P  y  con  ello, 
disminuyendo el daño genotóxico. Por lo que nuestros resultados 
sugieren que un protocolo de restricción de alimento promueve un 
efecto protector a la hepatotoxicidad inducida por B[a]P (Figura A). 

 

 
Figura  A.  Efecto  de  la  restricción  de  alimento  sobre  el  daño  hepático 
inducido por B[a]P.  



II. 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, proteína 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, gutatión peroxidasa 

Gr, glutatión reductasa 

HSP90, proteína de choque térmico 90 

LDH, lactato deshidrogenasa 

LDL, lipoproteínas de baja densidad 

PAH, hidrocarburos aromáticos policíclicos 

 

RA, restricción de alimento 

RORα, receptor huérfano α asociado al ácido retinoico 

SCN, nucleo supraquiasmatico 

SOD, superoxido dismutasa 

TBARS, sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

VLDL, lipoproteínas de muy baja densidad 

XAP2, proteína asociada a X tipo 2 

 

III. Abreviaturas 
Ay, ayuno 

I, intacto 

ip, intraperitoneal 

CAT, catalasa 

CRY, cryptochrome 

PER, period 

Re, realimentación 

REVERBα, reverse‐erb α 

SIRT, Sirtuina 

Zt, zeitgeber 
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1. Introducción 
1.1  Hidrocarburos  aromáticos 
policíclicos 

Los  hidrocarburos  aromáticos  policíclicos  (PAH, 
por  sus  siglas  en  inglés)  son  una  clase  de 
moléculas orgánicas hidrofóbicas formadas por 2 
o más  anillos  de  benceno  fusionados  (figura  1), 
derivados  de  la  combustión  incompleta  de 
materia orgánica, así como por diagénesis.1 
 

El uso actual de productos derivados del petróleo 
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.2,3 
Además, procesos de cocción a la parrilla y el uso 
de mantequilla o aceites durante  la preparación 
de los alimentos son una fuente de PAH,4 así como 
la  exposición  al  humo  de  tabaco  tanto  para 
fumadores activos como pasivos.5 
 
 

 
 
 
 
 
 
La absorción de PAH puede ser por vía oral, nasal 
y  cutánea;  una  vez  dentro  del  organismo  son 
transportados  por  lipoproteínas  de  muy  baja  y 
baja densidad  (VLDL y LDL respectivamente, por 
sus siglas en inglés) a través de la sangre6,7 siendo 
depositados en hígado, riñones, tejido adiposo y 
vejiga.8 
 
Los PAH atraviesan la membrana celular de forma 
independiente  de  la  endocitosis  de  VLDL  y  LDL, 
depositándose  en  pequeñas  gotas  lipídicas  en 
citoplasma9  y  al  interior  de  los  organelos 
membranosos.10 
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Figura 1. Principales PAH presentes en el ambiente y alimentos.
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1.2  Biotransformación  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  CYP1A1  y  CYP1A2,  los 
cuales  catalizan  la  monooxigenación  del  PAH 
incrementando  su  solubilidad.11  Esta  reacción 
requiere  un  par  de  electrones  derivados  de 
nicotinamida  adenina  dinucleótido  fosfato 
(NADPH), los cuales se transfieren al sustrato por 
la enzima citocromo óxido reductasa (CYPOR, por 
sus siglas en inglés) (Figura 2).12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La siguiente reacción, la hidrólisis del epóxido en 
el  PAH,  la  cual  es  mediada  por  la  epóxido 
hidrolasa  microsomal.13  Posteriormente,  la 
Glutatión S‐transferasa conjuga al glutatión con el 
PAH,  incrementando  aún  más  su  solubilidad 
(Figura 2).14 Como paso final, este compuesto es 
transportado fuera de  la célula hacia el torrente 
sanguíneo  a  través  de  proteínas  asociadas  a 
resistencia  de  fármacos,  para  ser  excretado  por 
de la orina y heces.8  
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Figura  2.  Esquema  de  la  biotransformación  de  un 
hidrocarburo  aromático  policíclico  (PAH,  por  sus  siglas  en 
inglés).  El  citocromo  P450  1A1  (CYP1A1)  apoyado  por  la 
citocromo oxidorreductasa (CYPOR, por sus siglas en inglés), 
adiciona un átomo de oxígeno para formar el epóxido‐PAH. 
Este  producto  es  sustrato  de  la  epóxido  hidrolasa 
produciendo 7‐8 dihidrodiol PAH. Finalmente, la glutatión S‐
transferasa  le  adiciona  una  molécula  de  glutatión, 
incrementando la solubilidad del compuesto y facilitando su 
excreción. 
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1.3 Incremento de la biotransformación:       
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 proteína que se 
encuentra  en  el  citoplasma  asociada  con  un 
complejo  proteico  que  le  confiere  la 
conformación  para  reconocer  a  los  PAH.  Este 
complejo  se  forma  por  la  proteína  de  choque 
térmico  (HSP90,  por  sus  siglas  en  inglés),  la 
proteína asociada a X tipo 2 (XAP2, por sus siglas 
en inglés) y la proteína p23.  

 

 

 

 

 

 

 

Una vez que el ligando interactúa con el AHR, este 
sufre  un  cambio  conformacional  que  expone  su 
secuencia  de  traslocación  nuclear,  lo  que  le 
permite  al  AHR  introducirse  al  núcleo,  donde 
forma un heterodímero con el traslocador nuclear 
de  AHR  (ARNT,  por  sus  siglas  en  inglés).  Este 
heterodímero reconoce y se une a los elementos 
de respuesta a xenobióticos (XRE, por sus siglas en 
inglés)  presentes  en  la  región  promotora  en  los 
genes  de  CYP1A1,  CYP1A2  y  glutatión  S‐
Transferasa induciéndolos (figura 3).15 

El promotor del gen de AHR posee un elemento 
de respuesta a cAMP, uno de respuesta a metales 
y  uno  de  respuesta  a  xenobióticos,  lo  que  en 
transcripción puede ser modulada por cada uno 
de estos factores.16 
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Figura 3. Esquema de la vía del receptor para hidrocarburos de arilo (AHR). El hidrocarburo aromático policíclico 
(PAH, por sus siglas en inglés) se difunde dentro de la célula y se une al AHR localizado en el citoplasma. El AHR está 
asociado con la proteína de choque térmico (HSP90, por sus siglas en inglés), la proteína asociada a X tipo 2 (XAP2, 
por  sus  siglas  en  inglés)  y  la  proteína  p23.  El  complejo  PAH:AHR  es  traslocado  al  núcleo,  donde  el  AHR 
heterodimeriza con el traslocador nuclear de AHR (ARNT), reconoce y se une a los elementos XRE en el promotor 
de  CYP1A1,  induciendo  su  transcripción  de  CYP1A1.  Una  vez  sintetizada  la  proteína  de  CYP1A1,  el  PAH  es 
biotransformado. 
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1.4  Toxicidad  por  PAH:                                                      
el caso del Benzo [a] pireno 

Todos los PAH presentes en el ambiente, poseen 
características  citotóxicas,  mutagénicas  y 
carcinogénicas, siendo el benzo [a] pireno (B[a]P) 
el  integrante  más  estudiado,  esto  debido  a  la 
capacidad de ser acumulado en varios organos.17 

El B[a]P al ser biotransformado por el CYP1A1, la 
CYPOR  y  la  epóxido  hidrolasa  pasa  a  ser  el  7‐8 
dihidrodiol B[a]P, el cual puede ser una vez más 
sustrato de CYP1A1 produciéndose una segunda 
monooxigenación  en  la  posición  9‐10,  y 
formándose  el  7,8‐dihidrodiol‐9,10‐epoxido‐
benzo [a] pireno (BPDE, por sus siglas en inglés).18 
Tras estos procesos el B[a]P adquiere la capacidad 
de formar enlaces covalentes con  

 

 

 

 

 

 

el  DNA  y  generar  aductos  (Figura  4).19  Estos 
aductos generan irregularidades en la estabilidad 
y  fidelidad  en  la  lectura  del  DNA,  tanto  en  la 
replicación  como  en  la  transcripción, 
promoviendo  procesos  mutagénicos  y 
carcinogénicos,  comprometiendo  la  integridad 
celular, así como la actividad fisiológica.10 

Los aductos de BPDE, son considerados como un 
biomarcador  característico  de  la  exposición  a 
B[a]P, 20 los cuales son persistentes por más de 72 
h tras una sola exposición.21 
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Figura 4. Esquema de la formación de aductos de 
B[a]P  con  el  DNA.  El  B[a]P  adquiere  su  primer 
hidroxilación por medio del citocromo P450 1A1 
(CYP1A1),  la citocromo oxidorreductasa (CYPOR) 
y  la  epóxido  hidrolasa,  formando  al  7,8‐
dihidrodiol B[a]P. Este compuesto es una vez más 
biotransformado por el CYP1A1 y CYPOR en el 7,8‐
dihidrodiol‐9,10‐epoxido‐benzo [a] pireno (BPDE, 
por sus siglas en inglés), el cual forma un aducto 
con el DNA. 
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1.5  Ritmos  circadianos:                                                  
un tiempo para cada proceso 

Los  ritmos  circadianos  son procesos  basados  en 
un sistema de tiempo que ajusta los parámetros 
fisiológicos  de  los  organismos  en  función  de  las 
condiciones  ambientales,  de  forma periódica en 
ciclos de 24 h aproximadamente.22  Los periodos 
de  alimentación,  ciclos  sueño/vigilia,  niveles 
hormonales  y  la  temperatura  corporal  son 
resultado de esta función.23 

En  todos  los  tejidos  se  presentan  variaciones 
circadianas  funcionales,  las  cuales  son 
coordinadas  por  15  000  neuronas 
(aproximadamente) localizadas en el hipotálamo 
anterior,  las  cuales  constituyen  al  núcleo 
supraquiasmático  (SCN,  por  sus  siglas  en  inglés) 
considerado  como  el  marcapasos  principal.  Sin 
embargo, este requiere una condición ambiental 
(agente sincronizador),  siendo  la  luz su principal 
sincronizador.24  

 

 

 

La estructura encargada de percibir los estímulos 
luminosos es la retina, la cual genera un estímulo 
que viaja por el tracto retino‐hipotalámico al SCN, 
donde serán interpretados y transmitidos a través 
de señales neurales y humorales hacia los órganos 
periféricos  para  mantener  la  ritmicidad  de  los 
eventos fisiológicos y conductuales (figura 5).25 

Un mecanismo conservado en  la mayoría de  los 
organismos es la presencia de un reloj molecular 
formado  por  un  complejo  activador  que  se 
encarga de  iniciar  la  transcripción de genes que 
codifican  para  proteínas  con  funciones 
metabólicas  y/o  estructurales,  así  como  de  un 
complejo  inhibidor  que  bloquea  la  señal  del 
activador.26 
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Figura 5. Esquema del efecto de la luz sobre el núcleo supraquiasmático (SCN) y su control sobre los 
órganos. La  luz es percibida a  través de  la  retina, cuyo estimulo viaja a  través del  tracto  retino‐
hipotalámico  (RTH)  sincronizando  el  reloj  del  SCN  (A).  El  SCN  coordina  el  ritmo  de  los  tejidos 
periféricos y actividades fisiológicas través de la vía neural y humoral. Esquema representativo de 
la distribución 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  El  eje  del  ritmo  circadiano:                              
El reloj molecular 

El  reloj  molecular  se  compone  de  un 
heterodímero  activador  formado  por  el 
disparador  de  salida  locomotora  de  ciclos 
circadianos (CLOCK, por sus siglas en  inglés) y  la 
proteína 1 similar a ARNT de cerebro y músculo 
(BMAL1, por sus siglas en inglés) los cuales forman 
el complejo CLOCK:BMAL1 que reconoce las E‐Box 
(5’‐CACGTG ‐3’) presentes en la región promotora 
de  los genes periodo  (PER) y criptocromo (CRY), 
promoviendo  su  transcripción  y  posteriormente 
su traducción. Una vez sintetizadas las proteínas 
PER y CRY forman un heterodímero (PER:CRY), el 
cual  inhibe  al  heterodímero  CLOCK:BMAL1 
deteniendo  su  actividad  (Figura  6).  Después  de 
efectuar su función, PER y CRY son degradados en 
el  citosol,  proceso  que  disminuye  la  interacción 
con  el  complejo  CLOCK:BMAL1  y  con  ello 
reiniciando el ciclo.27  

 

 

 

 

Adicionalmente,  en  la  región  promotora  de 
BMAL1  se  presenta  la  secuencia  RORE  (5’‐
TTCTAGGTCA‐3’),  la  cual  sirve  para  modular  su 
expresión  por  medio  del  receptor  huérfano  α 
asociado al ácido retinoico (RORα) y reverse‐erb α 
(REV‐ERBα). Ambos moduladores presentan una 
E‐box  en  su  región  promotora,  lo  cual  ayuda  a 
mantener  la  robustez  y  precisión  del  reloj 
molecular. 28 

La presencia de estas proteínas no se limita a las 
neuronas del SCN. Se ha observado que núcleos 
cerebrales y órganos como el hígado, páncreas e 
intestino también los expresan de forma rítmica y 
sus  ciclos  persisten  en  ausencia  de  la  influencia 
del  SCN,  por  lo  que  estos  órganos  son 
considerados como osciladores periféricos.28 
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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 núcleo, donde se une a la E‐box (5’‐CACGTG‐3’) 
presente en el promotor de PER y CRY activando su transcripción y su posterior traducción. PER y CRY forman un 
complejo inhibidor alostérico de CLOCK:BMAL1 disminuyendo su actividad. Adicionalmente el receptor huérfano 
α asociado al ácido retinoico (RORα) y reverse‐erb α (REv‐ERBα), modulan la expresión de BMAL1 por medio del 
elemento de respuesta al receptor huérfano relacionado con el ácido 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  síntesis  y/o 
actividad  de  ciertas  enzimas,  sistemas  de 
transportadores  y  receptores  nucleares  todos 
estos  involucrados en el metabolismo de ácidos 
grasos,  colesterol,  urea,  carbohidratos  y 
complejos  hemo,  la  síntesis  de  proteínas  y 
nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+, por sus 
siglas en inglés).29, 30 

De forma recíproca, el metabolismo influye en la 
función de CLOCK: 

1) Acetil‐Coenzima A (metabolito de la glicolisis y 
metabolismo  de  ácidos  grasos)  es  usado  como 
cofactor por CLOCK:BMAL1, para el reclutamiento 
de proteínas asociadas durante la transcripción.31, 
32 

2) NAD+ es usado como cofactor por las sirtuinas 
(SIRT),  las  cuales  acetilan  al  heterodímero 
CLOCK:BMAL1, reprimiendo su actividad.  

 

 

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  a la E‐box presente en el promotor 
CRY y PER (Figura 7).33  

3)  La activación por  ligando de AHR, además de 
formar heterodímero con ARNT,  también puede 
formar  heterodímero  con  BMAL1,  con  lo  que 
reduce  la  interacción  de  CLOCK  con  BMAL1, 
disminuyendo la transcripción de PER.34 

A  través  del  conocimiento  de  las  variaciones 
temporales  de  las  funciones  metabólicas  y  su 
efecto  sobre  el  ritmo  circadiano,  se  han 
desarrollado  estrategias  para  administrar 
fármacos  en  tiempos  en  los  que  se  tenga  una 
mayor efectividad (con menor dosis) y reduciendo 
los  efectos  nocivos,  lo  cual  es  conocido  como 
cronoterapia.35 
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Figura 7. Esquema del efecto del reloj molecular sobre la síntesis de NAD+. El heterodímero 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 adición de una fosforibosa a la nicotinamida, un precursor del NAD+. Siendo éste un cofactor para la 
modulación 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  Reprogramación  del  reloj:          
Restricción de alimento 

La restricción de alimento se refiere a limitar a 2 h 
la disponibilidad de alimento con o sin reducción 
de calorías.36 Se ha observado que ratas bajo estas 
circunstancias ajustan su conducta al periodo de 
alimentación, además de presentar secreción de 
corticosterona,  motilidad  gastrointestinal  y 
actividad locomotora aproximadamente 2 h antes 
del periodo de alimentación (figura 8).37 

La restricción de alimento modifica el patrón del 
reloj molecular en órganos como el hígado, riñón, 
corazón y páncreas sin afectar el ritmo del SCN.23 
Con  ello  se  promueve  el  reajuste  en  los  punto 
máximos  (o  acrofase)  de  múltiples  parámetros 
fisiológicos,  a  través  de  cambio  de  temporales 
(cambio  de  fase)  en  la  cantidad  de  enzimas 
encargadas  del  aprovechamiento  de  lípidos,38 
glucosa,39  urea,40  así  como  el  balance 
energético.41, 42 

 

 

 

Previamente, demostramos que un protocolo de 
restricción de alimento (acceso al alimento de 2 h, 
de Zt 4 a Zt 6) durante 21 días 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.43 

Diversos estudios han demostrado que los efectos 
fisiológicos  de  la  restricción  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  señales    activadas  por  ciclos  de 
ayuno/realimentación, del cual hasta  la fecha se 
desconoce su ubicación.44  
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Figura  8.  A)  Esquema  del  efecto  de  la  ciclicidad  en  la  alimentación  sobre  los  ritmos  circadianos  en  órganos 
periféricos. B) Esquema representativo de la distribución temporal de la actividad locomotora y el consumo de 
alimento  durante  la  fase  oscura  en  ratas  con  restricción  de  alimento.  Sí  el  alimento  se  presenta  en  ciclos 
constantes,  tanto  la  expresión  de  los  genes  reloj,  así  como  de  los  genes  involucrados  en  el metabolismo  de 
nutrientes  se  reorganizan  al  periodo  del  acceso  al  alimento,  generando  ciclos  independientes  del  núcleo 
supraquiasmático (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  farmacológicos  han demostrado que  la 
efectividad y toxicidad de muchos fármacos varía 
en función de la hora en que son administrados, 
lo que ha permitido el diseño de estrategias para 
la optimización de sus efectos terapéuticos.45 Una 
de estas estrategias es la restricción de alimento, 
ya que esta reduce la toxicidad y biodisponibilidad 
de  fármacos  como  la  gentamicina46  y  el 
acetaminofén.47 Sin embargo, esta estrategia ha 
sido poco estudiadas en procesos toxicológicos. 

Por  otro  lado,  derivado  del  uso  excesivo  de 
productos  derivados  del  petróleo,  los 
hidrocarburos  aromáticos  policíclicos,  han 
incrementado  su  presencia  en  el  ambiente, 
siendo el benzo [a] pireno, uno de los miembros 
más  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.10 

 

 

 

 

Previamente, demostramos que un protocolo de 
restricción  de  alimento  modifica  el  patrón 
temporal, así como la magnitud de la cantidad de 
mRNA  de  CYP1A1.  Este  resultado  sugiere  un 
cambio de fase en la cantidad de CYP1A1 asociado 
al periodo de alimentación.43 

Por lo que el interés de este trabajo es comparar 
si la acrofase presentado por CYP1A1, durante un 
protocolo de  restricción de  alimento,  promueve 
mayor  hepatotoxicidad  inducida  por  B[a]P,  en 
comparación con la acrofase presentada durante 
una dieta ad libitum (figura 9). 
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3. Hipótesis 
 
una exposición a B[a]P 4 h antes de la acrofase de 
mRNA y proteína de CYP1A1 hepático en ratas con 
restricción  de  alimento,  inducirá  una  mayor 
producción  de  CYP1A1,  promoviendo  así  una 
mayor formación de aductos de B[a]P en DNA, y 
por  lo  tanto  un  aumento  en  los  indicadores  de 
daño  hepático  en  comparación  con  ratas  con 
dieta ad libitum. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema del diseño de la administración del benzo 
a  pireno  (B[a]P)  para  la  comparación  de  la  capacidad  de 
inducción de CYP1A1, entre la acrofase presentadas durante 
una alimentación ad libitum y una restricción de alimento. 
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4. Objetivos 
4.1 Objetivo general 

Evaluar el daño hepatotóxico inducido por B[a]P 
en  ratas  bajo  un  protocolo  de  restricción  de 
alimento. 

 

 

 

 

 

 

4.1 Objetivos particulares 

• Determinar la cantidad de mRNA y proteína de 
CYP1A1  hepático  en  ratas  tratadas  con  B[a]P 
alimentadas bajo un protocolo de  restricción de 
alimento. 

• Evaluar la cantidad de aductos de B[a]P en DNA 
hepático de ratas bajo un protocolo de restricción 
de alimento expuestas a B[a]P. 

• Determinar la actividad de catalasa, superóxido 
dismutasa,  glutatión  peroxidasa  y  glutatión 
reductasa hepáticas de ratas bajo un protocolo de 
restricción de alimento expuestas a B[a]P. 

•  Evaluar  las  funciones  hepáticas  (aspartato 
aminotransferasa,  alanina  aminotransferasa, 
lactato  deshidrogenasa,  bilirrubina  total, 
bilirrubina directa,  concentración de  albumina  y 
proteínas totales en suero) de ratas alimentadas 
bajo  un  protocolo  de  restricción  de  alimento 
expuestas a B[a]P. 

• Determinar la cantidad de B[a]P retenido en el 
hígado de ratas bajo restricción de alimento. 
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5. Material y método 
5.1  Determinación  del  tiempo  de 
administración 

A partir de los datos previamente reportados,43 se 
realizó  el  análisis  cosinor48  para  determinar  la 
acrofase,  amplitud  y  mesor  de  la  cantidad 
temporal de CYP1A1 en ratas con dieta ad libitum, 
así como de ratas con acceso al alimento por 2 h 
(Zt 4 a Zt 6) durante 21 días. Lo anterior permitió 
la determinación 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  acrílico  (40  x  50  x  20  cm)  con 
libre acceso a agua y alimento (LabDiet 5001TM), 
con fotoperiodo de 12 h luz:12 h oscuridad (la luz 
se encendió 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  

 

acuerdo con el Comité Internacional de Cuidados 
y  Uso  de  Animales  de  Laboratorio  (CICUAL), 
Instituto  de  Investigaciones  Biomédicas, 
Universidad  Nacional  autónoma  de  México 
(UNAM). 

5.3 Tratamientos                                                   
5.3.1 Evaluación del efecto del vehículo  

Si bien, es ampliamente reconocido que el aceite 
de  maíz  no  modifica  la  cantidad  de  CYP1A1,49 
evaluamos  el  efecto  de  la  administración 
intraperitoneal (ip) de 0.3 ml de aceite de maíz.  

Después  de  una  semana  de  aclimatación,  los 
animales fueron colocados de forma aleatoria en 
uno de  los  siguientes grupos y mantenidos bajo 
esas  condiciones  durante  21  días:  a)  grupo  ad 
libitum (AL) con libre acceso a agua y alimento; b) 
grupo  con  restricción  de  alimento  (RA),  con 
acceso al alimento durante 2 h diarias (Zt 4 a Zt 6) 
y libre acceso a agua. 
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El  día  21,  los  animales  del  grupo  AL  fueron 
administrados  con  0.3 ml  de  aceite  de maíz  de 
forma ip en Zt 13. Mientras que los animales del 
grupo  RA  fueron  administrados  en  Zt  1.  Estos 
horarios de administración fueron determinados 
a  partir  del  análisis  de  cosinor  de  los  datos 
previamente  publicados.43  Adicionalmente, 
fueron considerados en dicha prueba animales de 
ambos  grupos  (AL  y  RA),  los  cuales  no  fueron 
manipulados, AL intacto (AL+I) y RA intacto (RA+I). 
Cada subgrupo constó de 6 animales (figura 10), 
siendo  eutanizados  24  h  posteriores  a  su 
administración. 

5.3.2 Exposición a B[a]P 

Después  de  una  semana  de  aclimatación,  los 
animales fueron colocados de forma aleatoria en 
el  grupo  AL  o  RA  y  mantenidos  bajo  esas 
condiciones durante 21 días. 

 

 

El  día  21,  6  animales  del  grupo  AL  fueron 
eutanizados  por  decapitación  (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.43  

Adicionalmente, 6 animales del grupo RA fueron 
eutanizados  por  decapitación  (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.43 

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 hígado y suero 
(figura  11).  Se  eligió  que  la  exposición  a  B[a]P 
fueran 4 h antes de la acrofase de CYP1A1 en cada 
condición de alimentación, esto con el objetivo de 
garantizar  la  presencia  del  B[a]P  en  el  hígado 
durante la acrofase de mRNA de CYP1A1. 
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5.3.3 Control de la condición de 
alimentación 

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

a) Ayuno  (Ay), 6  ratas con acceso  libre a agua y 
alimento durante 20 días, en el día 20 se retiró el 
alimento en Zt 1. 

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

Ambos grupos (Ay y Ay+B[a]P) fueron eutanizados 
el día 21 tras 22 h de ayuno (Zt 4).  

 

  

 

 

 

c) Realimentación (Re), 6 ratas con acceso libre a 
agua y alimento durante 20 días, en el día 20 se 
retiró  el  alimento  en  Zt  4.  El  día  21  recibieron 
alimento por 2 h (Zt 4 a Zt 6). 

d) Realimentación expuesto a B[a]P (Re + B[a]P), 
6 ratas con acceso libre a agua y alimento durante 
20 días. En el día 20 se retiró el alimento en Zt 4 y 
se les administró de forma ip 10 mg/kg de B[a]P. 
El día 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 alimentación 
(Zt 6). 

De cada animal se recuperó el hígado y el suero, 
los cuales fueron procesados como se describe a 
continuación (figura 12). 
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Figura 10. Esquema de administración de aceite de maíz. 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 días. El día 21 un grupo fue 
administrado  de  forma  intraperitoneal  con  0.3  ml  de  aceite  de  maíz  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 días. El día 21 un grupo fue administrado 
de forma intraperitoneal con 0.3 ml de aceite de maíz en Zt 1, mientras que 6 animales se mantuvieron intactos. 
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Figura 11. Esquema de administración de B[a]P en ratas con dieta ad  libitum y  restricción 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 días. El día 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 días. 
El día 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  administración  de  B[a]P  en  ratas  con  ayuno  agudo  y  realimentación.  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 
eutanizó 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 maíz en Zt 1, y se les retiro el alimento. 
A 6 animales se les eutanizó 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 Fracción microsomal 
de hígado 

Se homogenizó 2 g de hígado en 6 ml de KCl 0.15 
M y se centrifugó a 9 000 x g por 20 min a 4°C en 
una centrífuga Beckman L‐80TM, y se recuperó el 
sobrenadante.  Una  parte  se  empleó  para  las 
pruebas de enzimas antioxidantes, mientras que 
el  resto  se  centrifugó  a  100  000  g  por  60  min, 
posteriormente  el  botón  se  resuspendió  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  centrifugó  bajo  las  mismas 
condiciones.  El  sobrenadante  fue  considerado 
como la fracción citosólica mientras que el botón 
final  se  resuspendió  en  un  amortiguador  de 
fosfatos  a  pH  7.4,  EDTA  1mM,  DTT  1mM  con 
glicerol  al  20%,  obteniendo  así,  la  fracción 
microsomal. 

 

 

 

 

 

5.5 Cuantificación de proteínas totales de la 
fracción microsomal 

Se  emplearon  10  µl  de  una  dilución  1:80  de 
fracción microsomal o fracción citosólica en agua, 
se  adicionaron  200  µl  de  una  dilución  1:4  del 
reactivo  de  Bradford  (BIORADTM)  en  agua,  y  se 
cuantificó su absorbancia a 595 nm por triplicado 
en  un  lector  de  placa  Synergy  H4TM.  Los  datos 
fueron normalizados con una curva de suero fetal 
bovino.  Los  resultados  se  manejaron  en  μg  de 
proteínas totales por μl. 
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5.6  Inmunodetección  de  CYP1A1  por 
Western blot 

Se realizó la electroforesis de 20 µg de proteínas 
totales presente en la fracción 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 µm (BioRadTM) a 100 V por 60 min en la 
presencia  de  una  solución  Tris‐Base  25  mM  y 
glicina 192 mM. La membrana fue bloqueada con 
albúmina 1 % en un amortiguador que contenía 
0.1 % Tween 20, Tris‐Base 10 mM y NaCl 150 mM, 
por  2 h  Posteriormente  se  incubó  la membrana 
con  un  anticuerpo monoclonal  anti‐CYP1A1  (sc‐
393979,  Santa  CruzTM)  o  anti‐GAPDH  (sc‐2354 
Santa CruzTM) en una dilución 1:2000, por 1 h. Se 
incubó  por  1  h  a  temperatura  ambiente  con  el 
anticuerpo  secundario  (Gt  IgG H+L HRP)  en una 
dilución 1:10 000. Los resultados son expresados 
en  cantidad  relativa  de  CYP1A1  con  respecto  a 
GAPDH. 

 

5.7  Evaluación  de  la  O‐desalquilación  de 
etoxirresorufina (EROD) 

Esta reacción fue medida conforme al protocolo 
original,50  en  el  que  se  evalúa  la  catálisis  de 
etoxirresorufina a resorufina por CYP1A1, con  la 
oxidación  de  NADP(H)  a  NADP+;  con 
modificaciones para su lectura en microplaca. Se 
incubó a 37 °C por 3 min, una mezcla que contenía 
150 μl de amortiguador Tris‐Base 150 mM y MgCl2 
25  mM,  40  g  de  proteína  de  la  fracción 
microsomal y 5 μl de EROD de una solución 50 M, 
en  un  volumen  final  de  200  μl.  Al  finalizar  esta 
incubación,  se adicionó un volumen de 40 μl de 
NADP(H) 5 mM para iniciar la reacción enzimática. 
Se  detectó  la  fluorescencia  a  585  nm  con  una 
excitación  de  520  nm  en  un  lector  de  placa 
Synergy  H4TM.  Los  resultados  son  expresados 
pmol de resorufina por mg de proteína por min‐1. 
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5.8  Extracción  de  DNA  de  hígado  para 
cuantificación de aductos de BPDE 

Se utilizó una porción de 200 mg de hígado, el cual 
fue homogenizado en un buffer que contenía 0.35 
M de sacarosa, Tris‐base 30 mM, EGTA 2 mM a pH 
7.4, y se centrifugó por 10 min a 12 000 g a 4°C. El 
precipitado  se  resuspendió  en  un  amortiguador 
de Tris‐base 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 100 mM 
y SDS al 2% a pH 8.0, con 10 µl de Proteinasa K de 
una solución de 20 mg/mL y se incubó a 57 °C por 
2 h. Al finalizar se agregaron 800 µl de una mezcla 
de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), 
se agitó y se centrifugó a 11 000 x g a 4°C por 10 
min; al término se recuperó el sobrenadante, se 
adicionaron 3 µl de RNAsa y se dejó reposar por 
60 min a temperatura ambiente. A continuación, 
se agregó un volumen de 500 µl de la mezcla de 
fenol/cloroformo/alcohol  isoamílico,  se 
centrifugó  a  11  000  x  g  a  4°C  por  10  min  y  se 
recuperó  el  sobrenadante,  se  añadió  1  mL  de 
etanol al 70% y se centrifugó por 10 min a 14 000 
x g, se descartó el sobrenadante y se resuspendió 
el botón en agua libre de DNAsa y RNAsa. 

 

 

 

5.9 Extracción de RNA de hígado 

El RNA total fue aislado de 200 mg de hígado por 
medio  del  reactivo  TRIzolTM  de  acuerdo  con  las 
instrucciones  del  fabricante.50  Se  verificó  su 
integridad por medio de una electroforesis en un 
gel de agarosa (BioRadTM) al 2%. 

5.10 Cuantificación de ácidos nucleicos  

Tanto el DNA como el RNA extraído del hígado de 
rata  fueron  cuantificados  y  se  determinó  su 
pureza  en  un  nanodrop  modelo  2000 
(ThermocientificTM).  Para  el  DNA  se  consideró 
como nivel aceptable un valor de 1.8‐2 en la razón 
260/280 nm, y para RNA, un valor superior a 2. 
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5.11  Cuantificación  de  mRNA  CYP1A1  por 
RT‐PCR 

La retrotranscripción fue realizada por el método 
de Transcriptasa inversa del virus de la leucemia 
murina  de  Moloney  (M‐MVLRT) 
(ThermoscientificTM) conforme a las instrucciones 
del fabricante en un termociclador T100 (Thermal 
Cycler, BioradTM). La reacción de PCR cuantitativo 
fue  realizada  con  TaqMan  Master  Mix,  con  la 
sonda  para  CYP1A1  (Foward:  5′‐
gggccaagagcttctttgatg‐3′,  Reverse:  5′‐
gtcccggatgrggcccttctcaaa‐3′) y RPS18 (Foward: 5′‐
ttcagcacatcctgcgagta‐3′,  Reverse:  5′‐
ttggtgaggtcaatgtctgc‐3′)  en  el  equipo  Corbett 
Rotor‐Gene  6000TM  siguiendo  las  instrucciones 
del fabricante. La cantidad relativa de mRNA fue 
calculada usando el análisis 2‐ΔΔCT.52 Los resultados 
fueron expresados en cantidad relativa de mRNA 
de CYP1A1 con respecto al mRNA de RPS18. 

 

5.12 Cuantificación de aductos de B[a]P 

La cuantificación de los aductos de B[a]P en DNA 
se realizó por medio del Kit OxiSelectTM BPDE DNA 
adduct Elisa (# de catálogo STA‐357), de acuerdo 
con las condiciones del fabricante a una longitud 
de onda de 450 nm en un lector de placa Synergy 
H4TM. Los resultados son presentados en número 
de aductos por cada 108 nucleótidos. 

5.13  Cuantificación  de  sustancias  reactivas 
al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

La cuantificación de TBARS fue calculada a partir 
de  la  formación  de  aductos  entre  el 
malondialdehído  y  2  moléculas  de  TBARS.  Se 
utilizó un volumen de 200 ml de homogenado al 
cual se le añadió 10 ml de una solución de 1M2F 
15.4 mM, 150 ml de HCl concentrado, se incubó a 
45°C por 40 min, y se centrifugó a 3 000 g por 15 
min  a  14  °C.  Al  finalizar  se  cuantificó  la 
absorbancia  a  586  nm  del  sobrenadante  por 
triplicado en un lector de placa Synergy H4TM. Los 
datos  fueron  normalizados  con  una  curva  de 
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TMPO.  Los  datos  son  expresados  como  nano 
moles por mg de proteína (nmol/ mg de proteína). 

5.14  Evaluación  de  la  actividad  de 
superóxido dismutasa (SOD) 

La actividad de la superóxido dismutasa (SOD) fue 
calculada basados en la oxidación de la xantina. Se 
utilizó un volumen de 41.2 μl de homogenado al 
cual se le añadió 7 μl de Xantina oxidasa, 25 μl de 
CuCl2 3.2 mM y 200 μl de una solución de xantina 
3 mM, NBT 150 μM, EDTA 0.6 mM; y se cuantificó 
la  absorbancia  a  560  nm  por  triplicado  en  un 
lector  de  placa  Synergy  H4TM.  Los  datos  son 
expresados  como  unidades  de  CAT  por  mg  de 
proteína (U/ mg de proteína). 

5.15 Evaluación de  la actividad de catalasa 
(CAT) 

La  actividad  de  catalasa  (CAT)  fue  calculada  a 
partir de la descomposición del H202. Se utilizó un 
volumen  de  12  μl  del  homogenado  en  una 
dilución 1:50 al cual se le añadió 338 μl de H2O2 30 
mM. Se tomaron lecturas en intervalos de 10 s por  

 

 

3 min a una absorbancia de 240 nm en un lector 
de placa Synergy H4TM. Los datos son expresados 
como unidades de CAT por mg de proteína (U/ mg 
de proteína). 

5.16 Evaluación de la actividad de glutatión 
peroxidasa (GPx) 

La actividad de la glutatión peroxidasa (GPx) fue 
calculada a partir de la oxidación del NADPH. Se 
utilizó un volumen de 36 μl de homogenado en 
una dilución 1:50 al cual se le añadió 288 μl de una 
solución EDTA 0.6 mM, GSH 1 mM y azida de sodio 
1 mM. Posteriormente se añadió NADPH 0.2 mM 
y  1  volumen  de  GSH  reductasa,  para  iniciar  la 
reacción  se  añadió  36  μl  de  H2O2  1.25 mM.  Se 
cuantificó la absorbancia a 340 nm en un lector de 
placa  Synergy  H4TM.  Los  datos  son  expresados 
como unidades de GPx por mg de proteína (U/ mg 
de proteína). 
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5.17 Evaluación de la actividad de glutatión 
reductasa (Gr) 

La  actividad  de  la  glutatión  peroxidasa  (GR)  fue 
calculada a partir de la oxidación del NADPH. Se 
utilizó un volumen de 16.5 μl del homogenado en 
una dilución 1:10 al cual se le añadió 315 μl de una 
solución con EDTA 0.5 mM, 2.5 mM de glutatión 
reducido  y  NADPH  10  μM.  Se  cuantificó  la 
absorbancia  en  340  nm  en  un  lector  de  placa 
Synergy  H4TM.  Los  datos  son  expresados  como 
unidades  de  GR  por mg  de  proteína  (U/ mg  de 
proteína). 

 

 

 

5.18 Evaluación de la función hepática 

A partir de  la  sangre, el  suero  fue  separado por 
centrifugación 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),  proteínas  totales,  albúmina,  bilirrubina 
total  y  bilirrubina  directa  fueron  medidas  por 
adaptación  del  método  recomendado  por  la 
Federación  Internacional  de  Química  Clínica,53 
cuyo fundamento se describe a continuación: 

La  actividad  de  AST  se  calculó  a  partir  de  la 
formación  de  oxalacetato  durante  la 
transferencia de un grupo amino del L‐aspartato 
al  α‐cetoglutarato.  El  oxalacetato  es  reducido  a 
malato en la presencia de malato deshidrogenasa 
con  la  oxidación  de  NADH  a  NAD+.  Se  detectó 
caída de la absorbancia a 340 nm. Los datos son 
expresados como unidades de AST por decilitro de 
suero (U/dL). 
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La actividad de ALT se calculó de la formación de 
la transferencia de un grupo amino de la L‐alanina 
al α‐cetoglutarato con la formación de glutamato 
y  piruvato.  El  piruvato  producido  es  reducido  a 
lactato en presencia de lactato deshidrogenasa y 
la oxidación de NADH a NAD+. Se detectó caída 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 reducción de 
L‐lactato a piruvato  con  la  reducción de NAD+  a 
NADH. Se detectó el incremento de la absorbancia 
a  340  nm.  Los  datos  son  expresados  como 
unidades de LDH por decilitro de suero (U/dL). 

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

 

 

 

La albúmina fue cuantificada por la combinación 
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  albúmina  por  decilitro  de 
suero (nmol/dL). 

La bilirrubina total se detectó por la formación de 
azobilirrubina, a partir de la bilirrubina y el ácido 
sulfanílico diazotado. 

La  bilirrubina  directa  se  cuantifico  en  solución 
acuosa,  mientras  que  la  bilirrubina  indirecta 
requirió  la  adición  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). 
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5.19 Cuantificación de B[a]P en hígado 

Se emplearon 40 µl de homogenado de hígado a 
los  cuales  se  les  añadió  160  µl  de  DMSO  y  se 
detectó  la  fluorescencia  a  470  nm  con  una 
excitación  de  380  nm.  Los  datos  fueron 
normalizados con una curva de B[a]P en DMSO. 

5.20 Análisis estadístico 

El  análisis  estadístico  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  análisis  para 
los resultados derivados de las pruebas realizados 
en los tiempos posteriores a la administración se 
realizó por medio del análisis de varianza de una 
vía  (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 estándar. 

6. Resultados 
6.1  Determinación  del  horario  de 
administración 

A  partir  de  los  datos  que  reportamos 
previamente,43 determinamos la acrofase, mesor 
y amplitud de la cantidad de mRNA de CYP1A1 en 
ratas  con  dieta  ad  libitum,  así  como  dieta  con 
restricción de alimento, por medio del análisis de 
cosinor.48 

Se  observó  que  las  ratas  con  dieta  ad  libitum 
presenta un punto máximo de transcripción basal 
de CYP1A1 en el Zt 17, mientras que en las ratas 
restricción de alimento (acceso al alimento de Zt 
4  a  Zt  6)  presentaron  una  acrofase  en  el  Zt  5. 
Adicionalmente,  se  tiene  reportado  tras  una 
administración  ip,  el  compuesto  de  interés  es 
adsorbido  por  el  hígado  después  de  2  h  de  la 
administración.54 Por lo que determinamos que la 
exposición a B[a]P se realizara 4 h de la acrofase 
de cada grupo, con el propósito de garantizar  la 
adsorción del B[a]P por el hígado. 
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6.2 Grupo control 

Debido  al  gran  número  de  animales  que  se 
manejaron,  los  grupos  AL+AM,  AL+I,  RA+AM, 
RA+I,  fueron  incluidos  en  un  experimento 
preliminar donde se evaluó el efecto del aceite de 
maíz, vehículo donde fue disuelto el B[a]P, en la 
inducción  de  CYP1A1,  siendo  los  parámetros 
evaluados  el  mRNA  y  la  O‐desalquilación  de 
EROD. 

Tanto en el grupo AL+AM y AL+I, no se observaron 
diferencias  en  la  transcripción  de  CYP1A1,  así 
como en  la O‐desalquilación de  EROD; mientras 
que  los  grupos  RA+AM  y  RA+I,  tampoco 
presentaron  diferencias.  Estos  resultados 
sugieren que el proceso de administración ip, así 
como el vehículo no promueven  la  inducción de 
CYP1A1. 

 

 

 

 

Tabla 1. Parámetros cronobiológicos obtenidos por el análisis 
de cosinor para el efecto de una dieta ad libitum (AL), y una 
restricción 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  Zt 17  Zt 5 

 

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

  INTACTAS  ACEITE DE 
MAÍZ 

  AL  RA  AL  RA 
CYP1A1/RPS18 0.0043

± 
0.0003 

0.0400
± 

0.0020

0.0046
± 

0.0010

0.0394
± 

0.0050
ACTIVIDAD DE 

CYP1A1 
0.0069

± 
0.0002 

0.0094
± 

0.0001

0.0067
± 

0.0001

0.0096
± 

0.0001
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6.3  Cantidad  de  mRNA,  proteína  y 
actividad de CYP1A1 hepático 

Existe evidencias que el B[a]P a través de la vía de 
señalización del AHR,  incrementa  la cantidad de 
proteína  CYP1A1,  con  ello  acelera  su 
biotransformación.15 Con esta idea evaluamos la 
cantidad  de  del  mRNA,  proteína  y  actividad 
enzimática  de  CYP1A1  en  hígado  de  ratas  del 
grupo  AL  y  grupo  RA  expuestos  a  10 mg/kg  de 
B[a]P. 

En el grupo AL, el mRNA de CYP1A1 presentó un 
incremento a las 24 h después de la exposición al 
B[a]P  y  regresó a  los  valores basales  a  las  48 h; 
mientras que la proteína y la actividad enzimática 
también  se  elevaron  a  las  24  h,  pero  se 
sostuvieron  hasta  las  72  h  después  de  la 
exposición a B[a]P (p≤0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

En el grupo con restricción de alimento, si bien los 
3 parámetros presentaron un incremento a las 24 
h,  estos  fueron  menores  (un  70%)  en 
comparación con  los observados en el grupo AL 
(p≤0.05) (Figura 13). 

En  los  grupos  Ay  y  Re  expuestos  al  B[a]P,  la 
cantidad  de  mRNA  de  CYP1A1  fue  menor  con 
respecto al  grupo AL expuesto a B[a]P  (p≤0.05). 
Sin  embargo,  este  cambio  no  se  reflejó  en  la 
actividad de CYP1A1 (figura 14). 

 

 

 

 

 



36 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. A) cantidad de mRNA; B) cantidad de proteína; C) 
western  blot  representativo  y  D)  actividad  de  CYP1A1  en 
hígado de rata con dieta ad libitum (AL) (•) y con restricción 
de alimento (RA) (•) del grupo control, así como 24, 48 y 72 h 
posteriores a  la administración  ip de 10 mg/kg de B[a]P. La 
caja en la parte inferior de la gráfica representa al intervalo 
de tiempo que las ratas con RA tuvieron acceso al alimento. 
Cada  punto  corresponde  al  promedio  de  6  ratas  +/‐  E.E.  α 
p≤0.05 con respecto al grupo control del mismo esquema de 
alimentación y β 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 hígado de rata con dieta ad libitum (AL) 
(•); con restricción de alimento (RA) (•); con un ayuno de 22 h (Ay) (▲) y con un ayuno de 22 h seguido de una 
realimentación  de  2  h  (Re)  (▼)  en  el  grupo  control.  En  el  grupo  B[a]P  se  aplicaron  los mismos  esquemas  de 
alimentación, después de una administración ip de 10 mg/kg de B[a]P. Cada punto corresponde al promedio de 6 
ratas +/‐ E.E. β p≤0.05 con respecto al grupo AL en el mismo tiempo y γ p≤0.05 con respecto al grupo AL expuesto 
a B[a]P. 
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6.4 Formación de aductos de BPDE en el 
DNA 

El  principal  metabolito  de  la  biotrasnformación 
del B[a]P es el BPDE, el cual posee alta reactividad 
con  el  DNA,55  por  lo  que  es  considerado  un 
compuesto  mutagénico  y  carcinogénico.10  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 máximo de 
acumulación 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  presentó  el  mismo  patrón  que  el 
grupo AL, sin embargo a las 48 h, la acumulación 
fue en menor magnitud con respecto al grupo AL 
en el mismo horario  (p≤0.05)  (Figura 15A). A  su 
vez, el grupo Ay y Re no presentaron diferencias 
con respecto al grupo AL o RA (Figura 15B). 

 

 

 

 

Con el objetivo de determinar si  la reducción de 
de  aductos  de  B[a]P  en  DNA  observada  en  el 
grupo con RA responde a dosis más altas de B[a]P, 
repetimos el protocolo de RA con la modificación 
de que en el día 21 fueron administrados con 50 o 
100 mg/kg de B[a]P, 6 animales con alimentación 
AL  (21:00  h)  y  6  animales  con  RA  (09:00  h),  y 
fueron  eutanizados  a  las  48  h  posteriores  a  su 
respectiva administración. 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 administración de 10 mg/Kg 
de B[a]P. Similar a lo observado con la dosis de 10 
mg/kg, la restricción de alimento también atenuó 
la  formación de  aductos  de B[a]P  en DNA en  la 
dosis de 50 mg/kg (p≤0.05) (Figura 16). 
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Figura 15. Cantidad de aductos de BPDE en DNA de hígado de 
rata con dieta ad libitum (AL) (•) y con restricción de alimento 
(RA)  (•)  posterior  a  una  administración  ip  de  10 mg/kg  de 
B[a]P (A). La caja en la parte inferior de la gráfica representa 
al intervalo de tiempo que las ratas con RA tuvieron acceso al 
alimento. Cantidad de aductos de B[a]P en DNA en hígado de 
rata con dieta ad libitum (AL) (•); con restricción de alimento 
(RA) (•); con un ayuno de 22 h (Ay) (▲) y con un ayuno de 22 
h seguido de una realimentación de 2 h (Re) (▼) en el grupo 
control. En el grupo B[a]P, Se aplicaron los mismos esquemas 
de  alimentación,  después  de  una  administración  ip  de  10 
mg/kg de B[a]P (B). Cada punto corresponde al promedio de 
6  ratas  +/‐  E.E. α p≤0.05  con  respecto  al  grupo  control  del 
mismo esquema de alimentación y β 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 hígado de 
rata con dieta ad libitum (AL) (•) y con restricción de alimento 
(RA)  (•)  posterior  a  una  administración  ip  de  10,  50  o  100 
mg/kg de B[a]P.  Cada barra  corresponde al  promedio de 6 
ratas +/‐ E.E. δ p≤0.05 con respecto al grupo AL en la misma 
dosis. 
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6.5  Actividad  de  enzimas  antioxidantes 
en hígado 

Durante  la  biotransformación  del  B[a]P,  se 
producen  metabolitos  que  pueden  modificar  la 
cantidad  de  enzimas  antioxidantes,  así  como 
alterar el balance de las reacciones prooxidantes‐
antioxidantes.56,  57  Con  esta  idea  decidimos 
evaluar  la  funcionalidad  de  dichas  enzimas,  así 
como la formación de TBARS. 

 

6.5.1 Formación de TBARS en hígado 

En  el  grupo  AL  observamos  un  incremento  de 
TBARS a  las 48 h posteriores a  la administración 
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 formación de TBARS se mantuvo sin variaciones 
significativas a lo largo de las 72 h (Figura 17). 

 

 

 

Figura  17.  Formación  de  especies  reactivas  al  ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) en hígado de rata con dieta ad libitum 
(AL)  (•)  y  con  restricción  de  alimento  (RA)  (•)  del  grupo 
control,  así  como  24,  48  y  72  h  posteriores  a  una 
administración  ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte 
inferior de la gráfica representa al intervalo de tiempo que las 
ratas  con  RA  tuvieron  acceso  al  alimento.  Cada  punto 
corresponde  al  promedio  de  6  ratas  +/‐  E.E.  α  p≤0.05  con 
respecto a 0 h del mismo grupo y β p≤0.05 con respecto al 
grupo control del mismo esquema de alimentación. 
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6.5.1 Actividad de SOD 

En el grupo con alimentación AL no observamos 
modificaciones en la actividad de SOD durante las 
72  h  posteriores  a  la  administración  del  B[a]P 
(p≤0.05,  con  respecto  al  grupo  AL  control). 
Mientras  que  en  el  grupo  con  RA  la  actividad 
disminuyó  a  las  48  h,  p≤0.05,  con  respecto  al 
grupo RA control (Figura 18A). 

 

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 administración del B[a]P (p≤0.05, con respecto 
al grupo AL control). En el grupo RA la actividad de 
CAT  se  observó  incrementada  con  respecto  al 
grupo AL, para disminuir tras 24 h posteriores a la 
administración del B[a]P, y se mantuvo así hasta 
las 72 h (p≤0.05, con respecto al grupo RA control) 
(Figura 18B). 

 

 

6.5.3 Actividad de GPx 

En  ambos  grupos  (AL  y  RA),  observamos  una 
disminución en la actividad de la enzima a las 48 
h  posteriores  a  la  administración  del  B[a]P 
(p≤0.05,  con  respecto  a  su  grupo  control),  para 
regresar  a  los  valores  basales  en  las  24  h 
subsecuentes  (Figura  19A).  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 administración 
del B[a]P (Figura 19B). 
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Figura  18.  Actividad  de  superóxido  dismutasa  (SOD)  (A)  y 
actividad de catalasa (CAT) (B) en hígado de rata con dieta ad 
libitum  (AL)  (•)  y  con  restricción  de  alimento  (RA)  (•)  del 
grupo  control,  así  como  24,  48  y  72  h  posteriores  a  una 
administración ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte 
inferior de la gráfica representa al intervalo de tiempo que las 
ratas  con  RA  tuvieron  acceso  al  alimento.  Cada  punto 
corresponde  al  promedio  de  6  ratas  +/‐  E.E.  α  p≤0.05  con 
respecto  al  grupo  control  del  mismo  esquema  de 
alimentación y β p≤0.05 con respecto al grupo AL en el mismo 
tiempo. 
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Figura  19.  Actividad  de  glutatión  peroxidasa  (GPx)  (A)  y 
actividad de glutatión  reductasa  (GR)  (B) en hígado de  rata 
con dieta ad libitum (AL) (•) y con restricción de alimento (RA) 
(•) del grupo control, así como 24, 48 y 72 h posteriores a una 
administración ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte 
inferior de la gráfica representa al intervalo de tiempo que las 
ratas  con  RA  tuvieron  acceso  al  alimento.  Cada  punto 
corresponde  al  promedio  de  6  ratas  +/‐  E.E.  α  p≤0.05  con 
respecto  al  grupo  control  del  mismo  esquema  de 
alimentación. 
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6.6 Función hepática 

Con el objetivo de determinar si la reducción en el 
daño genotóxico observado en animales con RA 
se  reflejaba  a  nivel  celular  en  el  hígado,  nos 
apoyamos en la evaluación de la citólisis hepática 
por  la  presencia  de  las  enzimas  aspartato 
aminotransferasa  (AST),  alanina 
aminotransferasa (ALT) y Lactato deshidrogenasa 
(LDH) en suero. 

En  el  grupo  con  alimentación  AL,  ALT  y  LDH 
incrementaron  su presencia en  suero a  las 24 h 
posteriores  a  la  administración  del  B[a]P, 
mientras que AST alcanzó su máxima abundancia 
en  suero  hasta  las  48  h  posteriores  a  la 
administración del B[a]P (p≤0.05). 

 

 

 

 

 En el grupo con RA, AST y LDH se incrementaron 
a las 48 h posteriores a la administración 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) (Figura 20A, C y E). 

En  los  grupos  Ay  y  Re  la  actividad  de  AST  no 
presentó diferencia con respecto a los grupos AL 
o  RA  (Figura  20B).  Sin  embargo,  la  actividad  de 
ALT  disminuyó  con  respecto  al  grupo  con 
alimentación  AL  (p≤0.05),  y  fue  mayor  con 
respecto al  grupo  con RA  (p≤0.05)  (Figura 20D). 
Minetras que LDH no modifico su abundancia en 
suero (Figura 20F). 

Mientras  que  las  pruebas  de  proteínas  totales 
séricas  (Figura 21A y B),  albumina  sérica  (Figura 
21C  y  D),  bilirrubina  total  y  bilirrubina  directa 
(Figura 22A, B, C y D) 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  restricción  de  alimento  (RA)  (•)  del  grupo  control,  así  como  24,  48  y  72  h  posteriores  a  una 
administración ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte inferior de la gráfica representa al intervalo de tiempo 
que 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 restricción de alimento (RA) (•); con un ayuno de 22 h (Ay) (▲) 
y con un ayuno de 22 h seguido de una realimentación de 2 h (Re) (▼) en el grupo control. En el grupo B[a]P, Se 
aplicaron los mismos esquemas de alimentación, después de una administración ip de 10 mg/kg de B[a]P. Cada 
punto corresponde al promedio de 6 ratas +/‐ e.e. α p≤0.05 con respecto al grupo control del mismo esquema de 
alimentación, β P≤0.05 con respecto al grupo AL en el mismo horario y γ P≤0.05 con respecto al grupo AL expuesto 
a B[a]P. 
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Figura 21. Proteínas totales séricas (A) y albúmina (C) en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (•) y con restricción 
de alimento (RA) (•) del grupo control, así como 24, 48 y 72 h posteriores a una administración ip de 10 mg/kg de 
B[a]P. La caja en  la parte  inferior de  la gráfica representa al  intervalo de tiempo que las ratas con RA tuvieron 
acceso al alimento. Proteínas totales séricas (B) y albúmina (D) en suero de rata con dieta ad libitum (AL) (•); con 
restricción  de  alimento  (RA)  (•);  con  un  ayuno  de  22  h  (Ay)  (▲)  y  con  un  ayuno  de  22  h  seguido  de  una 
realimentación de 2 h  (Re)  (▼)  en el  grupo  control.  En el  grupo B[a]P,  Se  aplicaron  los mismos esquemas de 
alimentación, después de una administración 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 restricción 
de alimento (RA) (•) del grupo control, así como 24, 48 y 72 h posteriores a una administración ip de 10 mg/kg de 
B[a]P. La caja en  la parte  inferior de  la gráfica 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 
restricción  de  alimento  (RA)  (•),  con  un  ayuno  de  22  h  (Ay)  (▲)  y  con  un  ayuno  de  22  h  seguido  de  una 
realimentación de 2 h  (Re)  (▼)  en el  grupo  control.  En el  grupo B[a]P,  Se  aplicaron  los mismos esquemas de 
alimentación, después de una administración 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 hígado 

Tras una sola exposición a B[a]P, éste puede ser 
acumulado en el hígado hasta por 72 h.8 Con esta 
idea  decidimos  cuantificar  la  cantidad  de  B[a]P 
que  se  retiene  en  el  hígado.  En  la  Figura  23  se 
graficó  la  presencia  de  B[a]P  posterior  a  la 
administración intraperitoneal de 10 mg/kg. En el 
grupo  AL  observamos  después  de  la 
administración  i.p.  de  10  mg/kg  de  B[a]P  una 
abundancia máxima 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 observó menor abundancia 
de B[a]P con respecto al grupo AL (p≤0.05); pero 
no con respecto al grupo con RA (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Cantidad de B[a]P en hígado de rata con dieta ad 
libitum  (AL)  (•)  y  con  restricción  de  alimento  (RA)  (•)  del 
grupo  control,  así  como  24,  48  y  72  h  posteriores  a  una 
administración  ip de 10 mg/kg de B[a]P. La caja en la parte 
inferior de la gráfica representa al intervalo de tiempo que las 
ratas  con  RA  tuvieron  acceso  al  alimento.  Cada  punto 
corresponde  al  promedio  de  6  ratas  +/‐  E.E.  α  p≤0.05  con 
respecto  al  grupo  control  del  mismo  esquema  de 
alimentación y β p≤0.05 con respecto al grupo AL en el mismo 
horario. 
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Figura 24. Cantidad de B[a]P en hígado de rata con dieta ad 
libitum (AL) (•); con restricción de alimento (RA) (•); con un 
ayuno de 22 h (Ay) (▲) y con un ayuno de 22 h seguido de 
una realimentación de 2 h (Re) (▼) en el grupo control. En el 
grupo  B[a]P,  Se  aplicaron  los  mismos  esquemas  de 
alimentación, después de una administración ip de 10 mg/kg 
de B[a]P. Cada punto corresponde al promedio de 6 ratas +/‐ 
E.E.  α  p≤0.05  con  respecto  al  grupo  control  del  mismo 
esquema de alimentación y β p≤0.05 con respecto al grupo AL 
en el mismo horario. 

7. Discusión 
En ratas, la transcripción de enzimas involucradas 
en procesos  fisiológicos de aprovechamiento de 
nutrientes y la biotransformación de xenobióticos 
presenta  variación  temporal.37  Estas  se 
concentran durante la fase nocturna, el cual es el 
periodo  de  mayor  consumo  de  alimento.58  Sin 
embargo,  si el periodo de acceso al alimento se 
desplaza  al  periodo  de  luz  (restricción  de 
alimento), el patrón de la cantidad de las enzimas 
involucradas  en  el  metabolismo  se  ajusta  al 
periodo  de  acceso  al  alimento  de  forma 
independiente a la señal del SCN.46 

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 
CYP1A1  (acrofase  en  Zt  6,  mientras  que  en  ad 
libitum  Zt  16)  asociado  al  periodo  de  acceso  al 
alimento.43  Adicionalmente,  se  asocia  una  alta 
cantidad  de  CYP1A1  con  el  daño  genotóxico 
derivado de  la bioactivación de PAH.59 Con esta 
idea, decidimos evaluar sí existe diferencia en la 
capacidad  de  inducción  de  CYP1A1  durante  su 
acrofase  en  ratas  con  RA,  con  respecto  a  la  



51 
 

presentada en ratas con dieta AL. Para ello, nos 
enfocamos en la cantidad de mRNA y proteína de 
CYP1A1, así como su actividad, en indicadores de 
daño como lo son la formación de aductos en DNA 
hepático y actividad de biomarcadores séricos de 
daño hepático. 

En  un  reporte  previo60  se  observó  que  tanto  la 
proteína como la actividad de CYP1A1 hepático se 
incrementan después de la exposición al 2,3,7,8‐
tetraclorodibenzo‐p‐dioxina (un ligando de AHR) y 
que este efecto se mantiene por varios días. De 
forma similar,  la proteína y actividad de CYP1A1 
se  incrementaron  después  de  una  sola 
administración de B[a]P en ratas con dieta AL. Si 
bien el  incremento del mRNA de CYP1A1 en  las 
ratas  con  RA  sugería  las  condiciones  para  un 
aumento en la inducción de CYP1A1 por B[a]P, la 
inducción  de  CYP1A1  en  ratas  con  RA  y 
administradas  con  B[a]P  fue  menor  que  lo 
observado en ratas con alimentación AL. 

En  el  caso  particular  de  nuestro  protocolo,  la 
restricción  de  alimento  incluye  dos 
características: a) una ingesta calórica reducida y 
b)  periodicidad  en  la  disponibilidad  de 

alimentos.61  Informes  anteriores  muestran  que 
una  ingesta  calórica  baja  contribuye  a  la 
longevidad y a múltiples beneficios para la salud,61 
sin embargo, aumenta la actividad de CYP1A1,62 y 
con ello incrementando la biotransformación del 
B[a]P  así  como  los  aductos  de  BPDE‐DNA.63  Los 
resultados del presente estudio contrastan con lo 
reportado  previamente,64  los  animales  bajo 
restricción calórica 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 vías de 
señalización  con  respecto  a  una  restricción 
calórica.  Si  bien,  se  requiere  más  estudio  en  la 
conexión que se tiene entre las proteínas del reloj 
molecular  y  la  periodicidad  en  la  alimentación 
durante un protocolo de RA, un posible mediador 
son  las  enzimas  modeladoras  de  cromatina,  ya 
que  estas  responden  al  estado  energético  y 
podrían estar modulando  la misma actividad de 
las proteínas del reloj molecular.41, 61 
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Previamente, se observó que un ayuno agudo y un 
ciclo  de  ayuno‐realimentación  no  modifica  la 
cantidad  basal  del  mRNA  de  CYP1A1.43  Sin 
embargo, después de la administración de B[a]P, 
la inducción 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‐realimentación  agudo,  ocurre 
un  proceso  que  atenúa  la  inducción  de  CYP1A1 
por B[a]P. 

Como  se  ha  reportado  previamente,65  la 
administración  de  B[a]P  a  ratas  con  dieta  AL 
promueve la formación de aductos de BPDE en el 
DNA,  alcanzando  un  máximo  a  los  dos  días 
posteriores  a  la  administración  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  administración  de  B[a]P,  lo  cual 
coincide  con  la  baja  inducción  de  CYP1A1 
observada en hígado de ratas en este trabajo. 

 

Los  metabolitos  derivados  de  la 
biotransformación  del  B[a]P  son  capaces  de 
promover  un  desbalance  entre  las  reacciones 
prooxidantes  y  antioxidantes,66  una  forma  de 
aproximarse para evaluar el balance entre ambas 
reacciones es por medio de la cuantificación de la 
lipoperoxidación celular, en nuestro caso fue por 
la evaluación de TBARS. 

En  ratas  con  dieta  AL,  si  bien  observamos  un 
incremento de la formación de TBARS a las 48 h, 
la  actividad  de  las  enzimas  antioxidantes  no  se 
modificó en este grupo tras la exposición 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 disminuyó la 
actividad de SOD y CAT, pero no presento cambios 
en  la  formación  de  TBARS.  Si  bien,  reportes 
previos sugieren que el B[a]P modifica la actividad 
de las enzimas antioxidantes,56, 57 es posible que 
nuestros  resultados  tanto  en  AL  como  RA,  se 
deban a que el componente no enzimático de las 
defensas  antioxidantes  haya  amortiguado  la 
formación de TBARS. 
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Previamente  se  ha  reportado  que,  durante  el 
periodo previo al acceso al alimento el hígado de 
ratas con dieta de RA el citoplasma presenta una 
condición  oxidante,  41  adicionalmente  la 
exposición  a  B[a]P  promueve  un  incremento  en 
las  reacciones  prooxidantes.67,  68  Estos 
antecedentes  juntos  sugieren  que  las  ratas  con 
dieta RA expuestas a B[a]P promovería una mayor 
formación  de  TBARS,  sin  embargo  nuestros 
resultados  indican  que  estos  no  cambiaron  a  lo 
largo  de  las  72  h  de  monitoreo,  lo  cual  podría 
deberse a que la dosis empleada en este trabajo 
fue  insuficiente  para  modificar  la  formación  de 
TBARS. 

Durante  una  exposición  a  B[a]P  se  observa  un 
incremento de los niveles de AST y ALT en tejido 
hemático.69  En  ratas  con  dieta  AL  ambas 
transaminasas, así como la LDH, se incrementaron 
tras la exposición a B[a]P. En el grupo con RA, AST 
y  LDH  aumentaron  en  forma  discreta  tras  la 
administración de B[a]P, sin embargo, los análisis 
de  función  hepática  no  presentaron  cambios 
después  de  la  exposición  al  B[a]P;  lo  que  sí  se 
observó fue un incremento de los bioindicadores 
de  daño  hepático,  lo  cual  no  comprometió  la 

función  del  hígado.  Lo  anterior  indica  que  una 
dosis  única de 10 mg/kg de B[a]P no promueve 
alteraciones  en  la  función  hepática.  También 
sugiere  que  otros  efectos  derivados  de  la 
presencia del B[a]P en el hígado, alteraciones en 
el  ciclo  celular  y  el  incremento  de  la  actividad 
necrótica, podrían ser atenuados o inhibidos por 
la RA. 

Al  analizar  la  bioacumulación  de  B[a]P  en  el 
hígado de ratas, observamos que este puede ser 
detectado  hasta  72  h  después  de  una  sola 
administración,  similar  a  los  resultados 
reportados previamente.8 Es  interesante que en 
el grupo con RA disminuyó la presencia de B[a]P 
en el hígado, similar a  lo observado en reportes 
previos  donde  muestran  que  la  RA  modifica  la 
cantidad,  absorción  y  farmacocinética  del  ácido 
valproico70‐72 y disminuye la bioacumulación de la 
gentamicina.72 

El  proceso  por  el  cual  la  RA  disminuye  la 
bioacumulación  de  los  fármacos  antes 
mencionados, así como del B[a]P no es conocida. 
Sin embargo, debido a la heterogeneidad de estos 
xenobióticos,  sugerimos  que  podría  ser  un 
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proceso  asociado  con  los  ciclos  de 
ayuno/realimentación, ya que  tanto en el grupo 
Ay  como  Re,  la  bioacumulación  de  B[a]P 
disminuyó. 

Si bien, nuestra hipótesis sugería que animales en 
RA  expuestos  a  B[a]P  promovería  una  mayor 
inducción de CYP1A1 y con ello, incrementando el 
daño hepatotóxico; nuestros resultados muestran 
una  menor  incidencia  al  igual  que  múltiples 
reportes donde emplean diferentes farmacos.70‐72 

Un posible candidato es el flujo sanguíneo, ya que 
se ha observado que éste influye en la absorción, 
metabolismo y excreción de fármacos69 y el flujo 
sanguíneo  hacia  el  sistema  entérico  se 
incrementa  durante  la  alimentación.74‐77 
Adicionalmente, el acceso al alimento modifica la 
excreción  renal.78  Una  posible  hipótesis  es  que, 
durante  la  RA,  el  flujo  y  la  presión  sanguínea 
presente un  incremento en el periodo antes del 
acceso al alimento,  favoreciendo  la movilización 
del B[a]P (y otros xenobióticos) fuera del hígado. 

 

 

 

La  elección  de  la  administración  intraperitoneal 
del B[a]P a los animales en este trabajo, fue con la 
idea  de  obtener  el  mayor  rendimiento  de 
absorción por el  hígado,  la baja bioacumulación 
de B[a]P en hígado de ratas con RA, parece ser la 
primer  etapa  de  la  protección  durante  un 
protocolo de RA; ya sea por la movilización de los 
xenobióticos  fuera  del  hígado  y/o  agilizando  la 
biotransformación por CYP1A1 y promoviendo su 
excreción.  Adicionalmente,  la  baja 
bioacumulación  de  B[a]P  promovió  una  menor 
inducción de CYP1A1, lo que derivó en una menor 
bioactivación  del  B[a]P,  y  con  ello  la  menor 
formación  de  aductos  de  BDPE  en  el  DNA.  Esta 
misma  baja  en  la  bioactivación,  redujo  el  daño 
hepático y con ello la liberación de transaminasas 
a la sangre. 
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Los efectos de las variaciones temporales se han 
considerado  en  numerosos  estudios 
farmacológicos,45 demostrando que la efectividad 
del  fármaco  varía  dependiendo  de  la  relación 
entre el tiempo de administración de la dosis y los 
procesos  fisiológicos.  Adicionalmente,  se  han 
descrito  los  periodos  de  tiempo  donde  las 
manifestaciones  clínicas  ciertas  patologías 
presentan mayor severidad,  lo que ha permitido 
sentar las bases para la cronofarmacoterapia, 79, 80 
pero las implicaciones de los ritmos circadianos en 
procesos toxicológicos han sido poco estudiadas. 

Lo anterior sugiere que  las estrategias utilizadas 
en  la  cronofarmacoterapia  (acoplar  al  proceso 
patológico  en  una  nueva  ritmicidad  a  través  de 
fármacos  o  por  esquemas  de  alimentación) 
pueden ofrecen ventanas temporales para probar 
diferentes  estrategias  de  dosis  y  vías  de 
administración,  con  el  objetivo  de  entender  el 
proceso toxicológico. 

 

 

 
 
 
 
8. Conclusión 
 

Se rechaza  la hipótesis, ya que una exposición a 
B[a]P 4 h antes de la acrofase de mRNA y proteína 
de  CYP1A1  hepático  en  ratas  con  restricción  de 
alimento, disminuye la retención del B[a]P, lo cual 
promueve una baja inducción de CYP1A1, lo que 
repercute en una baja producción de metabolitos 
de  B[a]P  y  con  ello,  disminuyendo  el  daño 
genotóxico. 
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9. Perspectivas 
 

 Evaluar  la  vía  de  reparación  por  escisión  de 
nucleótidos  (NER)  en  ratas  con  restricción  de 
alimento y expuestas a B[a]P. 

 Determinar  si  el  flujo  sanguíneo  está 
involucrado  en  la  reducción  de  la 
bioacumulación del B[a]P en hígado. 

 Cuantificación  de  metabolitos  de  B[a]P 
producidos durante la restricción de alimento. 

 Evaluar  el  daño  producido  por  B[a]P 
extrahepático  en  ratas  con  restricción  de 
alimento. 

 Evaluar  la  inducción  extrahepática  de  CYP1A1 
por B[a]P. 

 Estudiar  otras  ventanas  de  administración  del 
B[a]P durante la restricción de alimento. 

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