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Resumen 
Los citocromos P450 (CYP) forman una superfamilia de hemoproteínas que catalizan la 

monooxigenación de diferentes endobióticos y xenobióticos. Existen aproximadamente 57 

familias presentes en vertebrados, de las cuales la CYP1, CYP2, CYP3 y CYP4 se expresan 

principalmente en hígado encargándose del metabolismo de xenobióticos. La expresión 

hepática de CYP1A (CYP1A1 y CYP1A2) tiene un alto impacto a nivel sistémico, pues bioactiva 

xenobióticos que están asociados con la iniciación de la carcinogénesis, como el benzo [a] 

pireno (B[a]P); y este a su vez este modula la expresión de CYP1A por medio del receptor aryl 

hidrocarburo (AhR). 

  

Por otro lado, se sabe que la 5-aza-2’-deoxicitidina (5azadc) impide la metilación del ADN 

promoviendo un aumento en la expresión de múltiples genes en diferentes tipos celulares. 

Previamente en nuestro laboratorio, se detectó un aumento en la expresión del ARNm de 

CYP1A1 por efecto del tratamiento con 5azadc mas B[a]P en la línea celular de hepatocitos de 

rata C9 (Olguín et al., 2014). En este sentido, nos interesó determinar si la administración de 

5azadc mas B[a]P in vivo influye en la expresión de CYP1A. 

 

Empleando a la rata como modelo biológico, se procedió a realizar cuatro tratamientos por 

vía intraperitoneal: al primer grupo solo se administró los vehículos; el segundo grupo recibió 

0.2 mg/kg de 5azadc por cinco días; el tercer grupo recibió 50 mg/kg de B[a]P; el cuarto grupo 

recibió 0.2 mg/kg de 5azadc por cinco días y el quinto día además recibió 50 mg/kg de B[a]P. 

 

Se realizó el sacrificio 24 h después del último tratamiento y se obtuvo el hígado; del cual se 

conservó un segmento para el análisis de ARNm de CYP1A1 y del resto se obtuvo la fracción 

microsomal. A partir de la fracción microsomal se realizó la inmunodetección de CYP1A1 y 

CYP1A2; y la evaluación de la O-desalquilación de etoxiresorufina para CYP1A1 y de 

metoxiresorufina para CYP1A2. 
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Después del tratamiento con 5azadc, se detectó un aumento en la transcripción de CYP1A1 

con respecto al grupo control (P≤0.05); mientras que la proteína no fue detectable al igual 

que en el grupo control; pero en la evaluación de la actividad de CYP1A1 se observó una 

disminución en el tratamiento con 5azadc con respecto al grupo control (P≤0.05). Como 

previamente se ha descrito, el B[a]P aumentó la transcripción de CYP1A1, lo cual se vio 

reflejado en la inmunodetección y su respectiva actividad. El tratamiento con 5azadc en 

combinación con B[a]P, no presento cambio en la transcripción de CYP1A1 con respecto al 

tratamiento con solo B[a]P; pero si un aumento a nivel de proteína y de su actividad con 

respecto al tratamiento consistente en solo B[a]P (P≤0.05). 

 

La expresión de CYP1A2 a nivel de proteína no fue detectable en el tratamiento con 5azadc al 

igual que en el control; mientras que la actividad no mostró un cambio entre estos grupos. 

Como previamente se ha descrito el B[a]P promueve la expresión de CYP1A2, y esta tendencia 

se reflejó tanto en la inmunodetección como en su respectiva actividad; de forma interesante 

el tratamiento de 5azadc en combinación con B[a]P, mostro una disminución a nivel de 

proteína y de actividad con respecto al tratamiento con solo B[a]P (P≤0.05). Por lo que se 

puede concluir que existe un efecto potenciador de 5azadc sobre la inducción de CYP1A1 por 

B[a]P, pero disminuye la expresión de CYP1A2. 
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I Introducción 

1 Citocromos P450 
Los citocromos P450 forman una superfamilia de hemoproteínas catalíticas en la cual se 

encuentran más de 6000 miembros. El término “citocromo P450” es debido a que estas 

proteínas presentan una banda de absorción prominente cercana a 450 nm cuando su 

forma reducida (Fe2+) está ligada con el monóxido de carbono (CO) (Omura y Sato, 1964; 

Zeldin y Seubert, 2008). 

 

El origen de los citocromos P450 se encuentra presuntamente en los procariotes, antes de 

la acumulación de oxígeno molecular (O2) en la atmósfera. En mamíferos se expresan en 

la mayoría de los órganos, siendo el hígado el que expresa mayor número de citocromos 

P450. A nivel celular los citocromos P450 comúnmente están anclados en el retículo 

endoplasmático (Figura 1) (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000). 

 

 
Figura 1 Esquema representativo de la asociación del citocromo P450 al retículo endoplasmático y del 

ciclo catalítico de los citocromos P450 (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000) 
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Las funciones biológicas de los citocromos P450 involucran modificaciones químicas por la 

adición de un átomo de oxígeno a moléculas endógenas (endobióticos) y exógenas 

(xenobióticos). Para facilitar este proceso la mayoría de los citocromos P450 usan 2 

electrones derivados de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH, por sus 

siglas en inglés), que son transferidos al citocromo P450 por una enzima denominada 

citocromo P450 oxidoreductasa (CYPOR, por sus siglas en inglés) (Munro et al., 2007; 

Manoj et al., 2010) (Figura 1). 

 

La superfamilia de citocromos P450 es subdividida y clasificada con base a la similitud de 

aminoácidos, criterios filogenéticos y organización de genes. Donde el símbolo “CYP” hace 

alusión al término citocromo P450, este es seguido por un número arábigo que representa 

a la familia (donde se agrupa a los CYP con más del 40 % de similitud en su secuencias de 

aminoácidos), una letra para la subfamilia (CYP con más del 55 % de similitud en su 

secuencia de aminoácidos) y un número arábigo para el gen individual. Cuando se refiere 

a la proteína comúnmente se escriben con letras mayúsculas, y letras mayúsculas cursivas 

cuando se refiere al gen; estos detalles se aplican al emplear como modelo biológico a la 

rata (Rattus norvegicus) (Nerbert et al., 1987; Nelson et al., 1993). 

 
Dentro de las 57 familias presentes en vertebrados los miembros de CYP1, CYP2, CYP3 y 

CYP4 promueven principalmente la solubilidad de xenobióticos en agua y facilitan su 

conjugación con moléculas endógenas; procesos considerandos como metabolismo de 

fase I. (Munro et al., 2007; Zeldin y Seubert, 2008; Manoj et al., 2010). Una de las 

subfamilias con mayor interés biológico es la CYP1A, ya que su expresión hepática tiene un 

alto impacto a nivel sistémico, pues al metabolizar a los xenobióticos, estos incrementan 

su reactividad con diferentes biomoléculas, proceso denominado como biotransformación 

(Traber et al., 1992; Whitlock, 1999). 
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1.1 CYP1A 

CYP1A se conforma por 2 genes (CYP1A1 y CYP1A2), los cuales poseen siete exones y su 

ADNc posee un 70 % de similitud entre ellos. Ambos se ubican en el cromosoma 8 de la 

rata en la región 8q24. Por su ubicación el CYP1A1 se lee en dirección hacia el telómero 

mientras que el CYP1A2 se lee en dirección hacia el centrómero (Figura 2); teniendo un 

espacio entre las regiones promotoras de aproximadamente 23 kilobases denominada 

zona inter CYP1A1_CYP1A2 (Corchero et al., 2001; Operaña et al., 2007).  

 

 
Figura 2 Esquema de la organización de CYP1A en el cromosoma 8 de la rata, las cajas negras representan 

los exones de cada gen (Modificado de Operaña et al., 2007) 

 
 
1.1.1 CYP1A1 

El CYP1A1 se encarga del metabolismo de hidrocarburos policíclicos aromáticos como el 

Benzo[a]pireno (B[a]P) (Figura 3A), aminas heterocíclicas y aromáticas; los cuales son 

considerados promutágenos pues sus metabolitos son capaces de formar aductos en el 

ADN, proceso que está asociado con la iniciación de la carcinogénesis (Traber et al., 1992, 

Whitlock, 1999). El CYP1A1 se expresa principalmente en pulmón, también se ha reportado 

en hígado fetal pero no de forma constitutiva en hígado de adulto; a nivel de ARNm se ha 

detectado en páncreas, timo, intestino delgado y colón; presuntamente reflejando la 

evolución de los mecanismos de defensa en las vías de exposición a xenobióticos 

(Omieceinski et al., 1990; Kitada et al., 1991; Shimada et al., 1995).  
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1.1.2 CYP1A2 

El CYP1A2 participa en el metabolismo de N-nitrosaminas, aflatoxinas B1 (Figura 3B), 

hidrocarburos nitropolicíclicos y aminas aromáticas que son reconocidos como 

promutágenos; además metaboliza fármacos como el acetaminofén, clozapina, 

fenacetina, tacrina, entre otros (Yamazaki et al., 1992). El CYP1A2, es expresado 

constitutivamente en hígado y no se ha detectado en pulmón (Kitada et al., 1991; Shimada 

et al., 1995; Zeldin y Seubert, 2008). 

 

 

 

Figura 3 En A, se esquematiza el metabolismo de B[a]P un hidrocarburo policíclico aromático por medio 
de CYP1A1 y epóxido hidrolasa (EOH). En B, se esquematiza el metabolismo de Aflatoxina B1 por medio 

de CYP1A2 (Modificado de Zeldin y Seubert, 2008) 
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1.2 Inductores de CYP1A 
La inducción enzimática es el proceso por el cual una enzima es sintetizada en respuesta a 

una molécula. Comúnmente la molécula es un sustrato para la enzima que es inducida, 

permitiendo a los organismos adaptarse a un medio químico cambiante (Whitlock, 1999). 

CYP1A presenta la propiedad de inducción por un gran número de hidrocarburos 

halogenados aromáticos, hidrocarburos policíclicos aromáticos, bifenoles policlorados y 

dioxinas. Esto sugiere que las estructuras planas con una dimensión máxima de Van der 

Waals de 14 x 12 x 5 Å son capaces de ser inductores de CYP1A (Figura 4) (Denison et al., 

2002; Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005; Verma et al., 2012).  

 

 
Figura 4 Esquema de los ligandos más comunes para AhR, 3-metilcolantreno (3MC), benzo antraceno (BA) 

y benzo[a]pireno (B[a]P) (Modificado de Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005) 

 

Unos de los inductores de CYP1A más estudiados es el B[a]P, ya que es un contaminante 

ambiental persistente formado durante la combustión incompleta o pirolisis de materia 

orgánica. El B[a]P puede ser absorbido por inhalación, de manera oral o cutánea (Ramesh 

et al., 2001). Una vez dentro del organismo se distribuye entre hígado, riñón y vejiga (Sun 

et al., 1982); siendo el hígado el órgano con mayor número de enzimas requeridas para 

metabolizar B[a]P (Mitchell et al.,1987). Una vez dentro de la célula, el B[a]P induce la 

expresión de CYP1A, siendo CYP1A1 el encargado de metabolizarlo en primera instancia, 

cuyos metabolitos son altamente reactivos y pueden formar aductos en el ADN, 

principalmente en zonas con alto grado de metilación (Sadikovic y Rondenhiser 2006; 

Verma et al., 2012; Fang et al., 2013). 
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1.3 Receptor aryl hidrocarburo 
El receptor aryl hidrocarburo (AhR, por sus siglas en inglés) es un miembro de la 

superfamilia de reguladores transcripcionales con un sitio de unión al ADN del tipo hélice-

bucle-hélice básico (bHLH, por sus siglas en inglés) y uno pre-Arnt-Sim (PAS) (Mcmillan y 

Bradfield, 2007). El AhR está conservado desde invertebrados, cumpliendo funciones en el 

desarrollo de diferentes órganos (Wernet et al., 2006), mientras que en vertebrados 

presenta la función de sensor y transductor de señales para hidrocarburos halogenados 

aromáticos, hidrocarburos policíclicos aromáticos, bifenoles policlorados y dioxinas 

(Denison et al., 2002; Verma et al., 2012). 

 

Normalmente el AhR está presente en el citoplasma asociado con un complejo formado 

por XAP2, p23 y dos proteínas HSP90. Cuando el inductor atraviesa membrana celular se 

acopla a AhR, éste se libera del complejo y es llevado al núcleo por medio del traslocador 

nuclear del AhR (Arnt, por sus siglas en inglés). Una vez en el núcleo el complejo AhR/Arnt 

se acopla al elemento de respuesta a xenobiótico (XRE, por sus siglas en inglés) y apoyado 

por un elemento básico de transcripción (BTE, por sus siglas en inglés), promoverá el 

reclutamiento de una batería de factores de transcripción que se encargarán del 

remodelado de la cromatina, los cuales a su vez promueven el reclutamiento de factores 

de transcripción  donde se incluye a proteínas encargadas de acetilar la histona; facilitando 

un acceso para los factores generales de trascripción (GTF, por sus siglas en inglés) con lo 

que se inicia la expresión del gen CYP1A1, CYP1A2 (Figura 5), genes que codifican enzimas 

que se encargan del metabolismo subsecuente de hidrocarburos policíclicos aromáticos y 

del represor de AhR (AhRR, por sus siglas en inglés) (Kazlauskas et al., 2001; Fujii-Kuriyama 

y Mimura, 2005). 
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1.4 5-aza-2’-deoxicitidina  
La 5-aza-2’-deoxicitidina (5azadc) (Figura 6A) es un fármaco que fue desarrollado como un 

nucleósido antimetabolito con la especificidad clínica para leucemia mielógena. Se ha 

reportado que 5azadc induce la ruptura de cromosomas, apoptosis, interfiere con la 

síntesis de proteínas, del timidilato, inhibe la regeneración del hígado; además es 

considerado un mutágeno (Gooderham y Mannering, 1985; Christman, 2002). 

 

Por otro lado, se conoce que la metilación en las citosinas de las regiones promotoras de 

los genes, es una forma de inhibir su expresión en aquellos tipos celulares que no los 

expresan (Jones, 2012). Se ha observado que 5azadc se puede incorporar al ADN 

reemplazando a la citosina e inhibir a la enzima encargada de la metilación del ADN, la ADN 

metil-transferasa (DNMT, por sus siglas en inglés), provocando la pérdida de la metilación 

en el ADN (Figura 6B) y aumentando la expresión de múltiples genes en diferentes tipos 

celulares tanto in vivo como in vitro (Christman, 2002; Alikhani-Koopaei et al., 2004; 

Stresemann y Lyko, 2008; Rivère et al., 2011). Otro posible mecanismo sugiere un aumento 

en la síntesis de factores de transcripción derivado de la exposición de 5azadc, y 

acompañado con la desmetilación del ADN se promueve el aumento en la expresión de 

genes (Rivère et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                               
Figura 6 en A, se representa de forma esquemática la estructura de 5-aza-2’deoxicitdina (Modificado de 
Christman, 2002). En B, se esquematiza el proceso de desmetilacion por 5azadc (Modificado de Stresemann 
y Lyko, 2008) 

 

 

A                          B 
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En estudios que han empleado diferentes análogos de 5azadc y se ha estudiado su 

influencia sobre CYP, se observa la disminución del metabolismo de sustratos no 

específicos para CYP2D6 (Gooderham y Mannering, 1985); y la disminución de los CYP 

totales en hígado (Wagner et al., 1988); ambos trabajos empleando como modelos 

biológicos a rata y ratón. Previamente en el laboratorio, se detectó un aumento de la 

expresión del ARNm de CYP1A1 por efecto de un tratamiento con 5azadc mas B[a]P, en la 

línea celular de hepatocitos de rata C9 (Olguín et al., 2014). 

II Planteamiento del problema 
 
La expresión hepática de CYP1A tiene un alto impacto a nivel sistémico, ya que bioactiva  

xenobióticos que están asociados con la iniciación de carcinogénesis (Traber et al., 1992, 

Whitlock, 1999). Al ser enzimas inducibles, los estudios se han enfocado en describir las 

características de los inductores y los factores de transcripción encargados de promover 

su expresión (Kazlauskas et al., 2001; Denison et al., 2002; Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005; 

Verma et al., 2012). 

 

Por otro lado, además del efecto citotóxico de 5azadc, se conoce que a dosis bajas 

promueve el aumento de la expresión de genes en diferentes tipos celulares (Christman, 

2002; Alikhani-Koopaei et al., 2004; Stresemann y Lyko, 2008; Rivère et al., 2011). Como 

antecedente directo en el laboratorio (Olguín et al., 2014), se detectó un aumento de la 

expresión del ARNm de CYP1A1 por efecto de un tratamiento de 5azadc mas B[a]P, en la 

línea celular de hepatocitos de rata (C9). 

 

Por lo anterior, el interés de este estudio es determinar si la exposición previa de un 

fármaco con la capacidad de remplazar a la citosina en el ADN y eliminar la marca de 

metilación como lo es 5azadc, influye en la expresión de CYP1A, cuando el organismo fuera 

expuesto a B[a]P, usando como modelo biológico a la rata (Rattus norvegicus). 
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III Hipótesis 
 
La expresión de CYP1A hepático se verá aumentada como consecuencia del tratamiento 

previo con 5azadc mas B[a]P cuando se emplea a la rata como modelo biológico; ya que 

5azadc posee la capacidad de aumentar la expresión de genes tanto in vivo como in vitro. 

IV Objetivos 
 
4 General 

• Determinar la influencia de 5azadc sobre la inducción de CYP1A hepático de rata. 

4.1 Particulares 

• Evaluar el efecto de 5azadc sobre la transcripción de CYP1A1, a nivel de proteína y 

actividad de CYP1A1 y CYP1A2 hepático. 

 

• Evaluar el efecto de la combinación de 5azadc mas B[a]P  sobre la transcripción de 

CYP1A1, a nivel de proteína y actividad de CYP1A1 y CYP1A2 hepático. 
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V Método 
5 Modelo biológico 

Se utilizaron 16 ratas macho de la cepa Wistar de un peso aproximado de 210 g, obtenidas 

del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los animales fueron mantenidos 

en 4 grupos de 4 individuos cada uno, en jaulas de acrílico con rejilla de metal recibiendo 

agua y alimento ad libitum con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. 

 

5.1 Tratamientos 

El grupo control recibió un volumen diario de 0.4 ml de PBS vía intraperitoneal (ip) por 

cinco días, el quinto día una hora después recibió un volumen de 0.2 ml de aceite de maíz 

por la misma vía de administración. 

 

El segundo grupo (5azadc) recibió diariamente 0.2 mg/kg de 5azadc en 0.4 ml de PBS vía 

ip por cinco días (Rivère  et al., 2011); el quinto día una hora después recibió 0.2 ml de 

aceite de maíz por la misma vía de administración. 

 

El tercer grupo (B[a]P) recibió un volumen diario de 0.4 ml de PBS vía ip por cinco días, el 

quinto día una hora después recibió 50 mg/kg de B[a]P en 0.2 ml de aceite de maíz por la 

misma vía de administración (Harrigan et al., 2006). 

 

El cuarto grupo (5azadc/B[a]P) recibió diariamente 0.2 mg/kg de 5azadc en 0.4 ml de PBS 

vía ip por cinco días, el quinto día una hora después recibió 50 mg/kg de B[a]P en 0.2 ml 

de aceite de maíz por la misma vía de administración. 

 

Todos los grupos de animales se sacrificaron por dislocación cervical 24 h después de la 

última administración ip, se extrajo el hígado, del cual se tomó un trozo de 

aproximadamente 1 cm2 para la obtención de ARNm de total; mientras que del resto del 

hígado se obtuvo la fracción microsomal. 
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Tabla 1. Esquema de administración 

 Día1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 

Control      

5azadc      

B(a)P      

5azadc/B(a)P      

 
 
 

 

 

 
5.2 Determinación de niveles de ARNm de CYP1A1 en hígado de rata 

El ARN total fue aislado de las muestras de hígado, por medio del reactivo de TRIzolTM 

(Chomczynski y Sachi, 2006) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se verificó su 

integridad por medio de una electroforesis en un gel de agarosa al 2 %; mientras que la 

pureza se determinó en un nanodrop modelo 2000 marca ThermocientificTM. La 

retrotranscripción fue realizada por la M-MVLRT en un termociclador modelo Rapid Cycler 

(Idaho tecnologyTM) con una programación de 25 °C por 10 min de incubación, 37 °C por 

50 min de retrotranscripción. La reacción de PCR fue realizada en el equipo RotorGene 

6000 modelo CorvetteTM, con una programación de calor de reacción de 95 °C por 15 s con 

una temperatura de lectura de 60 °C por 1 min durante 40 ciclos. La sonda empleada para 

CYP1A1 fue Rn 00487218_m1. Para hacer una interpretación cuantitativa, los datos 

obtenidos se ajustaron a una curva de mezcla de ADNc de todas las muestras con valores 

de  500, 250, 125, 62.5, 31.25 y 15.625 ng de ADNc, bajo las mismas condiciones de PCR 

previamente descritas. La expresión relativa se normalizo con el gen 18S bajo el modelo 

propuesto por Livak y Schmittgen (2001). 

 

 

 

                     administración de 0.4 ml de PBS                      
             administración de 0.2 mg/kg de 5azadc 
             administración de 0.2 ml de aceite de maíz             
             administración de 50 mg/kg de B[a]P 
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5.3 Preparación de la fracción microsomal de hígado de rata 

El hígado fue homogenizado en un volumen a razón de 3 ml por g de una solución de KCl 

0.15 M. Se centrifugó el homogenado de hígado a 9 000 veces la gravedad (x g) por 15 min 

a 4 °C en una ultracentrífuga Beckman L-80, posteriormente el botón se resuspendió en 

un volumen igual al inicial con PBS 0.1 M y sacarosa 0.25 M a pH 7.4, centrifugándose una 

vez más bajo las mismas condiciones en el mismo equipo. El botón final, la fracción 

microsomal, se resuspendió en PBS, EDTA 1 mM, DTT y 20 % de glicerol (Prigol et al., 2012). 

Todas las muestras fueron procesadas individualmente. 

 

5.4 Cuantificación de proteínas de la fracción microsomal de hígado de rata 

Se cuantificaron las proteínas de la fracción microsomal con forme al ensayo original de 

Bradford en 1976, con modificaciones para su lectura en microplaca. Se empleó 10 μl de 

una dilución 1:80 de la muestra microsomal en agua, adicionando 200 μl de una dilución 

1:4 del reactivo de Bradford en agua, cuantificando su absorbancia a 595 nm en el lector 

de microplaca Synergy H4™. 

 

5.5 Inmunodetección de CYP1A en la fracción microsomal de hígado de rata 

Se realizó la electroforesis de 20 µg de proteína presentes en la fracción microsomal en un 

gel de 7.5 % poliacrilamida (SDS-PAGE) de 1 mm de grosor, en presencia de un sistema 

discontinuo tris-Base 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 10 %. Se hizo la transferencia a una 

membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm (BioRad™) a 100 V por 60 min en la presencia de 

una solución tris-Base 25 mM y glicina 192 mM. La membrana fue bloqueada por 2 h en 

albúmina 10 % en un amortiguador TBS, que contenía 0.1 % Tween 20, 10 mM Tris-Base y 

150 mM de NaCl (Gallagher et al., 2007). Posteriormente se incubó la membrana por toda 

la noche a 4 °C con un anticuerpo policlonal para CYP1A1 en una disolución de 1:2500 en 

TBS al 5 % de albúmina. Se incubó por 60 min a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario (Gt IgG H+L HRP) en una dilución 1:12500. Se empleó el mismo protocolo 

empelando un anticuerpo policlonal para CYP1A2 para la inmunodetección de CYP1A2. 
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5.6 Evaluación de la O-desalquilación de etoxiresorufina (EROD) y 
metoxiresorufina (MROD) por la fracción microsomal de hígado de rata 

Esta reacción fue medida con forme al protocolo original (Burke et al., 1994) con 

modificaciones para su lectura en microplaca. Se incubó a 37 °C por 3 min un volumen final 

de 200 µl, el cual contenía 150 µl de buffer Tris 50 mM y MgCl2 25 mM, 40 µg de proteína 

de la fracción microsomal y 5 µl de EROD de una solución 50 µM. al final de la incubación 

la reacción se inició con la adición de 40 µl de NADPH 5 mM. Se tomaron 20 lecturas de la 

fluorescencia en intervalos de 20 s en un lector de microplaca Synergy H4™ con una 

excitación de 520 nm y una emisión de 585 nm. En el protocolo anterior se reemplazó 

EROD por MROD del cual se usó 0.75 µl de una solución de 500 µM. 

 

5.7 Análisis estadístico 

Para comparar los datos entre los tratamientos se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis 

seguido de una prueba de U de Mann-Whitney en el programa IBM SPSS statistics 21va 

versión para Windows, donde se consideró una P<0.05 como significativa. Los datos se 

muestran como la media del grupo +/- el error estándar (EE). 

VI Resultados 
Para investigar el efecto que tiene 5azadc sobre la expresión de CYP1A en el hígado de 

rata, se empleó un tratamiento en el que se pueda observar el efecto de 5azadc sobre la 

expresión de CYP1A; un tratamiento positivo de inducción de CYP1A, que fue la 

administración de B[a]P; y un grupo al que se le administró 5azadc mas B[a]P, con el 

objetivo de observar el efecto que tiene 5azadc en conjunto de un inductor de CYP1A; 

considerando los parámetros de ARNm, proteína y de actividad enzimática. 
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6.1 Determinación de niveles de ARNm de CYP1A1 en hígado de rata 

La expresión de CYP1A1 fue analizada por RT-PCR cuantitativo del tejido hepático de ratas 

del grupo control, tratadas con 5azadc, con B[a]P y con 5azadc mas B[a]P (5azadc/B[a]P). 

En la Figura 7, se presentan los resultados de la expresión relativa del ARNm de CYP1A1 

normalizados con el gen 18S. En el grupo control se consideró la presencia basal de ARNm 

de CYP1A1. El tratamiento con 5azadc mostró un aumento en la transcripción de CYP1A1 

con respecto al control (P≤0.05); el tratamiento con B[a]P aumentó 24 000 veces la 

transcripción del CYP1A1 con respecto al control (P≤0.05); mientras que en el tratamiento 

con 5azadc/B[a]P la transcripción de CYP1A1 aumento 30 000 veces con respecto al control 

(P≤0.05), pero este cambio no es significativo con respecto al tratamiento con B[a]P. 

 

 
 

 
 
 
 
 

Figura 7. Efecto del tratamiento con 5azadc (0.2 mg/kg), B[a]P (50 mg/kg) o el tratamiento 5azadc más B[a]P sobre 
la expresión de ARNm de CYP1A1 en hígado de rata. Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con 
respecto al gen 18S. Cada barra corresponde al promedio de 4 ratas por grupo +/- EE. α P≤0.05 con respecto al 
control. β P≤0.05 con respecto al tratamiento con B[a]P. 
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Figura 8. En A, se observa la inmunodetección representativa de CYP1A1 y CYP1A2 en microsomas de hígado de 
rata, del grupo control (1), tratados con 0.2 mg/kg de 5azadc (2), con 50 mg/kg de B[a]P (3) o del tratamiento de 
5azadc mas B[a]P (4), supersoma (S.S.) de CYP1A1 y CYP1A2. En B, se muestra el análisis densitométrico de la 
inmunodetección de CYP1A1 Y CYP1A2. Cada barra corresponde al promedio de cuatro ratas +/- EE. α P≤0.05 
con respecto a la presencia de CYP1A1 en microsomas del tratamiento con B[a]P. β P≤0.05 con respecto la 
presencia de CYP1A2 en microsomas del tratamiento con B[a]P. N.D. No se detecta la presencia de la proteína. 

6.2 Inmunodetección de CYP1A en la fracción microsomal de hígado de rata 

Se utilizó 20 µg de proteínas presentes en la fracción microsomal de hígado de rata de cada 

uno de los tratamientos, éstas se separaron por medio de una electroforesis discontinua 

en un gel SDS-PAGE, y se realizó la inmunodetección de CYP1A1 y CYP1A2, empleado como 

control positivo supersoma de CYP1A1 y CYP1A2. En la Figura 8A se observa una 

inmunodetección representativa de CYP1A1 y CYP1A2, mientras que en la Figura 8B se 

presenta el análisis densitométrico en unidades de densidad óptica (ODU, por sus siglas en 

inglés) de CYP1A1 y CYP1A2, respectivamente. La inmunodetección no logró determinar la 

presencia de CYP1A1 en el grupo control, caso que se repite en el tratamiento con 5azadc. 

En el tratamiento con B[a]P su presencia fue considerable; mientras que en el tratamiento 

con 5azadc/B[a]P la expresión de CYP1A1 fue mayor con respecto al tratamiento con B[a]P 

(P≤0.05). La inmunodetección de CYP1A2 en el grupo control así como en el tratamiento 

con 5azadc no fue detectada; por otro lado, en el tratamiento con B[a]P la 

inmunodetección fue positiva, mientras que el tratamiento con 5azadc/B[a]P mostró una 

disminución con respecto al tratamiento con B[a]P (P≤0.05). 

 

 

 

 

S.S.         1        2             3         4 
CYP1A1 
CYP1A2 

A
 

 

 

 
 

B
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6.3 Evaluación de la O-desalquilación de EROD y MROD por fracción microsomal 
de hígado de rata 

Para evaluar la actividad de CYP1A1 en la fracción microsomal de hígado de rata, se evaluó 

el cambio de EROD a resorufina (RES), mientras que la actividad de CYP1A2 fue por el 

cambio de MROD a RES y los resultados se presentan en la Figura 9. La actividad de CYP1A1 

exhibida por el tratamiento con 5azadc disminuyó con respecto al control (P≤0.05). El 

tratamiento con B[a]P mostró una elevación de 9 veces la actividad de CYP1A1 con 

respecto al control (P≤0.05); mientras el tratamiento con 5azadc/B[a]P mostró una alza de 

13 veces con respecto al control (P≤0.05), siendo esta elevación significativa con respecto 

al tratamiento con B[a]P (P≤0.05). La actividad de CYP1A2 exhibida por el tratamiento con 

5azadc no es significativa con respecto al control. El tratamiento con B[a]P mostró una 

elevación de la actividad de CYP1A2 de 7 veces con respecto al control (P≤0.05); mientras 

que el tratamiento con 5azadc/B[a]P mostró un aumento con respecto al control (P≤0.05), 

pero una disminución con respecto al tratamiento de B[a]P (P≤0.05).  

 

 
 
 
 

Figura 9. Efecto del tratamiento con 5azadc (0.2 mg/kg), B[a]P (50 mg/kg) o el tratamiento con 5azadc mas 
B[a]P en la inducción del metabolismo de EROD y MROD en microsomas de hígado de rata. Cada barra 
corresponde al promedio de tres lecturas de cuatro ratas +/- EE. α P≤0.05 con respecto al metabolismo de 
EROD por el grupo control, β P≤0.05 con respecto al metabolismo de EROD por el tratamiento con B[a]P. γ 
P≤0.05 con respecto al metabolismo de MROD por el grupo control, δ P≤0.05 con respecto al metabolismo 
de MROD por el tratamiento con B[a]P. 
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VII Discusión 
En este trabajo utilizamos en primera instancia la expresión de ARNm de CYP1A1, ya que 

es el miembro de CYP1A que tiene un aumento muy estable en la transcripción, cuando se 

administra B[a]P a la rata (Harrigan et al., 2006). También se consideró la inmunodetección 

de CYP1A, la determinación de la O-desalquilación de EROD como parámetro para evaluar 

CYP1A1 y MROD para evaluar CYP1A2 en la fracción microsomal de hígado de rata (Burke 

et al., 1994). 

 

La elevación de la transcripción de CYP1A1 en hígado de rata después del tratamiento con 

5azadc, puede ser debida a que 5azadc haya aumentado la transcripción de múltiples 

factores de trascripción (Rivière et al., 2011), los cuales están involucrados en la 

trascripción de CYP1A1, acompañado de un posible acoplamiento de un ligando endógeno 

para AhR (Denison et al., 2002 y Verma et al., 2012), con lo que se promovió la 

transcripción de CYP1A1.   

 

Como está documentado, el B[a]P es un inductor de CYP1A1 por medio del AhR, siendo 

empleado en este trabajo como un control positivo de inducción de CYP1A1 (Whitlock, 

1999). Existen reportes de que 50 mg/kg de B[a]P promueve el aumento de la trascripción 

de CYP1A1 de 6 600 veces más con respecto al control en ratas de la cepa Sprague Dawley 

(Harrigan et al., 2006); mientras que nuestros resultados mostraron 24 000 veces más con 

respecto al control, esto debido a la mayor sensibilidad que tiene la cepa Wistar sobre la 

expresión de ARNm de CYP1A1 con respecto a la cepa Sprague Dawley cuando se 

administra B[a]P (Floreani et al., 2012). 

 

La transcripción de CYP1A1 en el tratamiento con 5azadc/B[a]P, mostró un aumento de  30 

000 veces más con respecto al control, cuyos valores no son significativos con respecto al 

tratamiento con B[a]P, es posible que la diferencia interindividual de los organismos haya 

influido en la muestra de ARNm obtenida, lo que impidió observar un cambio significativo. 
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Por medio de la inmunodetección en el grupo control no se observó la presencia de 

CYP1A1 al igual que en reportes previos (Floreani et al., 2012), debido a que el CYP1A1 es 

un gen no constitutivo del hígado por lo que su expresión es muy baja (Corchero et al., 

2001). En el tratamiento con 5azadc de igual forma no fue detectable; considerando los 

resultados de la expresión de ARNm de CYP1A1, se sugiere que el aumento de la expresión 

de CYP1A1 no haya sido suficiente para ser observada por medio de la inmunodetección 

(Gallagher et al., 2007; Floreani et al., 2012). 

 

El tratamiento con B[a]P mostró un aumento muy marcado en la expresión de CYP1A1, 

resultado que se refleja en la expresión de ARNm de CYP1A1, que coincide con reportes 

previos (Harrigan et al., 2006; Floreani et al., 2012). De manera interesante, se detectó un 

aumento significativo de la expresión de CYP1A1 en el tratamiento con 5azadc/B[a]P con 

respecto al tratamiento con B[a]P; si bien este resultado no coincide con los datos 

obtenidos de ARNm de CYP1A1; el aumento en la cantidad de proteína puede ser debido 

a que 5azadc haya promovido la síntesis de factores de transcripción necesarios para 

CYP1A1, y que en conjunto con la exposición al B[a]P se generaron las condiciones 

adecuadas para su transducción (Rivière et al., 2011; Floreani et al., 2012). 

 

En el tratamiento con 5azadc, CYP1A2 no fue detectable al igual que el CYP1A1 en este 

trabajo; pese a que la expresión de CYP1A2 es constitutiva en hígado (Corchero et al., 2001) 

20 µg de fracción microsomal son insuficientes para realizar la inmunodetección. 

 

El tratamiento con B[a]P mostró una inducción positiva de CYP1A2 (Harrigan et al., 2006), 

pero en menor medida con respecto a CYP1A1 como se presenta en reporte previos 

(Quattrochi et al., 1998); ya que presenta un menor número de zonas XRE en la región 

promotora de CYP1A2 con respecto a la región promotora de CYP1A1, favoreciendo la 

expresión de CYP1A1 cuando al organismo se expone a un ligando de AhR (Nukaya y 

Bradfield, 2009). 
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De forma interesante el tratamiento con 5azadc/B[a]P mostró una disminución en la 

expresión de CYP1A2, este resultado pudo haber sido provocado por un mayor 

acoplamiento del complejo AhR/Arnt a los XRE de CYP1A1, y su constante transcripción 

generó una mayor tensión en las zonas adyacentes de CYP1A1 haciendo que la región 

promotora de CYP1A2 haya quedado poco accesible para el complejo AhR/Arnt, por lo que 

posiblemente su expresión se haya visto reducida (Pérez et al., 2012). 

 

Para evaluar la funcionalidad de la subfamilia CYP1A en microsomas de rata, EROD se 

empleó como sustrato indicativo para la actividad de CYP1A1; mientras que MROD es un 

sustrato indicativo de CYP1A2,  tanto EROD como MROD al ser metabolizado por CYP1A1 

y CYP1A2 respectivamente, producen RES, el cual es detectado por fluorescencia (Burke et 

al., 1994). 

 

La O-desalquilación de EROD en el tratamiento con 5azadc disminuyo con respecto al 

grupo control (P≤0.05), estos datos los tomamos con reserva ya que no se observó a 

CYP1A1 en la inmunodetección; además esta prueba es indicativa de la presencia de 

CYP1A1, cuando los microsomas son obtenidos de rata que hayan sido tratadas con un 

ligando de AhR (Burke et al., 1994). Por otro lado la O-desalquilación de MROD, no 

presento cambio con respecto al control, datos que pese a la ausencia de CYP1A2 en la 

inmunodetección, son considerados, ya que esta prueba es indicativa cuando los 

microsomas derivan de ratas que no se hayan tratado con algún ligando de AhR (Burke et 

al., 1994). 

 

Como era de esperarse, el tratamiento con B[a]P mostró un aumento en la O-

desalquilación tanto de EROD y MROD (Floreani et al., 2012). En el tratamiento con 

5azadc/B[a]P, la O-desalquilación de EROD reflejó la tendencia de CYP1A1 en la 

inmunodetección; de misma forma se observa la baja de la O-desalquilación de MROD con 

la disminución de CYP1A2 en la inmunodetección. 
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Nuestros resultados del aumento de CYP1A1 y su actividad por efecto del tratamiento con 

5azadc mas B[a]P, sugiere una posible modulación epigénetica sobre la expresión de 

CYP1A1 en la rata, apoyando la idea de cómo los procesos por los cuales el B[a]P, podrían 

estar influyendo en la expresión del CYP1A1 mas allá de la interacción con el AhR, ya que 

se ha reportado que los aductos producidos por el B[a]P tiene mayor afinidad por las 

regiones del ADN con mayor grado de metilación (Sadikovic y Rondenhiser, 2006, Fang et 

al., 2013), con lo que podría promover un aumento de los mutágenos derivados del B[a]P, 

y posiblemente promover un proceso de carcinogénesis (Verma et al., 2012). 

VIII Conclusiones 
 
 El tratamiento con 0.2 mg/kg de 5azadc promueve un cambio en la transcripción de 

CYP1A1, disminuye el metabolismo de EROD, pero no el metabolismo de MROD; 

cuando se utiliza el modelo de Rattus norvegicus. 

 

 El tratamiento combinado con 0.2 mg/kg de 5azadc y 50 mg/kg de B[a]P favorece 

la expresión de CYP1A1 pero disminuye la expresión de CYP1A2; cuando se utiliza 

el modelo de Rattus norvegicus. 

IX Perspectivas 
 
 Evaluar la transcripción de CYP1A2, por RT-PCR para determinar si el efecto de 

disminución en CYP1A2, es a nivel transcripcional o transduccional. 

 

 Determinar el mecanismo por el cual se ve favorecida la expresión de CYP1A1 y la 

disminución de CYP1A2, por medio de la evaluación de la tensión del ADN. 

 

 Determinar la posible presencia de islas CpG en la región promotora de CYP1A1 y 

CYP1A2 por estudios en bioinformática, para determinar una posible regulación 

epigénetica. 
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