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La paraoxonasa 1 (PON1) humana es una A-esterasa dependiente de calcio,

sintetizadaprincipalmenteenhigadoysecretadaalacirculaci6nsanguineaasociada

a Iipoproteinas de alta densidad (HDL). PON1 achia como una molecula antioxidante

enelmetabolismodelipidosevitandosuoxidaci6nyenladetoxificaci6n de una gran

variedad desustratosentre los que se incluyen los plaguicidasorganofosforados.La

variabilidadeniosnivelesyactividaddePON1,hansidoatribuidas principalmente a

polimorfismosenelgen, ladieta, estadospatol6gicos yfisiol6gicos, estilo de vida y

xenobi6ticos. Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en la

regulaci6ntranscripcionai de PON1 han sidopocoestudiados. Porloque el objetivo

del presente trabajo fue caracterizar la regulaci6n transcripcional de la PON1

humana en celulas de hepatocarcinoma humane (HepG2). Se lIev6 a cabo un

analisis in silico de la regi6n promotora de PON 1 para determinar elementos de

respuesta (ER) a receptores nucleares (NR). Mediante peR en tiempo real, se

evalu6 el efecto de algunos de los Iigandosde los NR identificados en el analisis in

silico sobre los niveles de mRNA de genes blancos regulados por los NR y PON1; y

se determin6 la actividad arilesterasa (ARE) de PON1. Los resultados obtenidos,

mostraron ER a NR de pregnenolona (PXR), glucocorticoides (GR), acido retinoico

(RXR) y el receptor activador de peroxisomas alfa (PPARa) con al menDs un 95% de

homologia. Los tratamientos con 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (ligando del

receptor de aril hidrocarburos (AhR)), rifampicina (ligando de PXR), dexametasona

(ligando de GR) y fenofibrato (ligando de PPAR) incrementaron de manera

significativa los niveles de mRNA de PON1 a las 24 y 48 horas, asi como la actividad

ARE de PON1 a las 24, 48 Y 72 horas. Los tratamientos con actinomicina D

disminuyeron significativamente la inducci6n de mRNA de PON1 ejercida por los

diferentes ligandos, 10 cual sugiere que la inducci6n de mRNA de PON1 per estes

ligandos es a nivel transcripcional. En conclusi6n, PON1 es regulada a nivel

transcripcional a traves de un mecanisme que involucra la activaci6n del AhR, PXR y



Human paraoxonase 1 (PON1) is an A-esterase calcium-dependent synthesized in

the liver and secreted into the plasma associated with high-density lipoproteins

(HDL). PON1 acts as an antioxidant molecule in lipid metabolism preventing lipid

oxidation; it also detoxifies a wide range of substrate including organophosphate

compounds. The variability of serum levels and activity has been mainly attributed to

gene polymorphisms, diet, pathological and physiological status, lifestyle, and

xenobiotics. However, the molecular mechanisms involved in transcriptional

regulation of PON1 have been little studied. The aim of this study was to characterize

the transcriptional regulation of human PON1 in human hepatoma cells (HepG2). In

silico analysis was performed on the promoter region of PON1 to determine response

elements (ER) of nuclear receptors (NR). Through Real-time peR, the effect of

specific NR' ligands in the in silico analysis on mRNA levels of target genes regulated

by NR and PON1 was evaluated; as well as, on the ARE activity of PON1. The results

obtained from the in silico analysis showed ER of NR to pregnenolone (PXR),

glucocorticoids (GR), retinoic acid (RXR) and peroxisomes proliferator-activated

receptor alpha (PPARa) with 95% homology. Treatments with 2, 3, 7, 8­

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (aryl hydrocarbon receptor (AhR) ligand), rifampicin (PXR

ligand), dexamethasone (GR ligand) and fenofibrate (PPAR ligand) increased

significantly mRNA levels of PON1at 24 and 48 hours; as well as, ARE activity of

PON1 at 24, 48 and 72 hours. Actinomicin D treatments decreased significantly

mRNA of PON1 induction exerted by different ligands, suggesting that the induction

of PON1's mRNA is at transcriptional level. In conciusion, PON1 is regulated by a

mechanism that involves activation of the AhR and nuclear receptors PXR and GR.
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1. INTRODUCCI6N

1.1 Paraoxonasa(PON)

Las paraoxonasas (PON) son proteinas de aproximadamente 334 aminmicidos con

una masa molecular de 43 kDa, dependientesdecalcioycontienenensusitioactivo

un grupo sulfidrilo (-SH); el cual hace que puedan ser inhibidas por EDTA, iones

metalicos (cobre y bario), mercuriales como acetato fenilmercurico (PMA) y para­

c1oromercuribenzoato. Las PON catalizan la hidrolisis de un amplio range de

sustratos entre los que se encuentran esteres de acidos carboxilicos aromaticos,

carbonatos ciclicos, lactonas y plaguicidas organofosforados (POFs) (Casarett y

Doull., 2008; Prakashycol.,2010).

Losgenesquecodifican parala PON enhumanoestanlocalizadosenel brazolargo

del cromosoma 7, en el cual se incluyen tres miembros; PON1, PON2 Y PON3.

PON1 Y PON3 se expresan predominantemente en higado y son secretadas en la

sangre. Mientras que PON2 es una enzima intracelularque no es detectable en la

sangre, perose expresa ampliamente en un gran numerode tejidos incluyendo el

cerebro, higado, riiionytesliculos(Campsycol.,2011; Sang-Yong ycol.,2011).

1.2 Paraoxonasa 1 (PON1)

PON1 es unaA-esterasa dependiente de calcio sintetizada en higado, es secretada

al plasma asociada a lipoproteinas de alta densidad (HDLs) y tiene un papel

importante como molecula antioxidante en el metabolismo de Iipidos evitando su

oxidacion (Martinez y col., 2010). PON1 hidroliza un amplio espectro de sustratos.

dentrodeloscualesseencuentran; POFs (oxon declorpirifos, paraoxon ydiazoxon),

lactonas, neurotoxinas (soman y sarin) y esteres aromaticos (fenilacetato). Solo

PON1 es capazde hidrolizara los oxones provenientes de la biotransformacion de

POFs(Prakashycol.,2010;Ticozziycol.,2010;Costaycol.,2011).



La variabilidad de los niveles en suero y actividad de PON1 en humanos yanimales,

se ha atribuido principalmente a polimorfismos presentes en el gen. As! tambiim a

estados patol6gicos y fisiol6gicos, estres oxidativo, dieta, estilo de vida y

xenobi6ticos (Martinez y col., 2010; Costa ycol., 2011). Por 10 tanto, los niveles de

PON1 en sueroestan determinadossignificalivamente porel estadode la expresi6n

del gen en higado (Fuhrman, 2012).

1.3 Factoresque modifican laactividadyexpresi6n de PON1

Existen dos polimorfismos conocidos en la regi6n codificante de PON1 que modifican

su actividad. Estos polimorfismos se caracterizan por la sustituci6n de un

aminoacido; glutamina por arginina en la posici6n 192 (Q192R) Y fa sustituci6n de

luecina por metionina en la posici6n 55 (L55M) (Adkins y col., 1993; Humbert y col.,

1993). EI polimorfismo Q192R, no afecta la concentraci6n de proteina; sin embargo,

las actividades de PON1 (paraoxonasa, arilesterasa (ARE) y lactonasa) son

ampliamente influenciadas por estes polimorfismos (Leviev y col., 2000). Niveles

altos de actividad paraoxonasa yARE fueron encontradosen individuosque poseen

los genotipos RR y LL; mientras que individuos con genotipo QQ, tienen niveles de

actividad lactonasaaltos. Sin embargo,otrosestudios reportanalta actividadARE en

individuos con el genotipo QQ (Brophy y col., 2001; Rainwater y col., 2009).

Asi tambien, estes polimorfismos parecen tener un impacto en la asociaci6n de

PON1 a las lipoprotefnas de alta densidad (HOL), asi como, en funciones

antioxidanles de la misma. La asociaci6n de PON1 a las HOL en individuos

homocigolosQ192QyL55Lparecesereimaseficienleyconfierepr0lecci6nen la

oxidaci6n de las Iipoproteinas de baja densidad (LOL). Sin embargo, en individuos

heterocigotos Q192R se observa una reducci6n en la afinidad de asociaci6n de

PON1 con las HOL (Mackness y col., 1998; Gaidukov y col., 2006).



Porotrolado; se han reportado cinco polimorfismos en la region promotoradel gen

PON1,localizadosdentrodelasprimeras1000paresdebasesrioarribadelaregion

codificante(-909,-832,-162, -126,-108). Elpolimorfismomasdominantedentrode

la region promotora de PON1 es el T(-108)C; yes en esta posicion, donde se ha

encontrado un sitio potencial de union para el factor de transcripcion Sp1 (Brophy y

col. 2001; Deakin y col. 2003a). Tambiiln, el polimorfismo C(-108)C ha side hasta el

momentoelunicoconelquesehaencontradounaasociacionconunincrementoen

laconcentracionensueroyactividad dePON1. Enexperimentos in vitro a traves del

usa de vectores reporteros, se demostro un aumento en la actividad luciferasa

relacionadaaestegenotipo, 10 que sugiere unasobre regulacion enlaexpresionde

PON1 relacionada al mismo (Suehiro y col., 2000; Deakin y col. 2003a).

1.3.2 Estados patol6gicosyfisiol6gicos

La alteracion en los niveles de PON1 en la circulacion ha sido relacionada con una

gran variedad de enfermedades que involucran elestresoxidativo, entre las que se

incluyenenfermedadescardiovasculares, diabetesyfalla renal cronica (Costaycol.,

2005; Camps y col., 2009). Asi mismo, estudios en celulas hepaticas demostraron

que citosinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa),

interleucina 1~ e interleucina 6, disminuyen la expresion de PON1 y de la

apoliproteina A (apoA-I) mediante la inhibicion del receptor de proliferacion de

peroxisomas alfa (PPARa) (Han y col., 2006). Asi mismo, se ha demostrado que la

PON1 es regulada e inactivada por el estres oxidativo (Aviram y col., 1999; Aviram y

col 2000; Jaouadycol.,2003).

1.3.3Habitos,dletayfarmacos

Elimpactodeloshilbitosalimenticiosdiarios,estilodevida,actividadfisicayhabitos

nocivos como el tabaquismo sobre la actividad y expresion de PON1 han sido



demostrados. Respectoaloshabitosnocivos, comoelfumar;sehaobservadouna

disminucion en la actividad de PON1 y un aumento en el estres oxidativo. Asi

tambien; se ha observado que el riesgo de infarto al miocardia incrementa en

fumadores portadores del genotipo 01920 de PON1 (Solaky col., 2005; Isik y col.,

2007; Hajycol.,2010).

Tambien,se ha demostradoque el consumode alcohol influyesobre los nivelesde

expresion yactividad de PON1 (Precourt y col., 2011). En un estudio en individuos

can bajo consumo de alcohol (etanol), se observo una actividad de PON1 395% mas

alta can respectoal grupocontrol. Sin embargo, en individuoscon un altoconsumo

de aicohoi, la actividad de PON1 se encontro disminuida en el45% can respecto al

grupo control. Interesantemente, la expresion de mRNA de PON1 se incremento en

un 59% en los individuos can bajo consumo de alcohol, mientras que los de alto

consumodisminuyoenun51%(Raoycol.,2003).

Par otro lado, la composicion lipidica de la dieta modula en gran medida

constituyentes de Iipoproteinas e influye considerablemente en el estado de PON1.

EI efecto de diversasgrasas de la dieta sabre el estado de PON1 ha sido evaluado

en roedores. En estudios realizados can ratones nulos para receptores de LDL y

sometidos a dietas aterogenica a carta plaza, no se observaron cambios

significativos en la expresion de PON1; sin embargo, la masa y la actividad de PON1

disminuyeronsignificativamente(Hedrickycol.,2000;Kudchodkarycol.,2000).

Moleculas antioxidantes han sido tambien evaluadas debido a su capacidad de

prevenirla perdida de actividad de PON1 (Belleville, 2002). Un estudio realizado en

deportistas mostro que el suplemento can vitamina E, previene la reduccion de la

actividad de PON1 serica inducida par el ejercicio (Tsakiris y col., 2009). De igual

forma, se ha reportado una relacion en la ingesta de vitamina eyE con el

incremento de la actividad de PON1 en sujetos caucasicos (Jarvik y col., 2002). A su

vez, una dieta rica en compuestos polifenolicos esta relacionada can un aumento

tanto en la expresion como en la actividad de PON1 (Gouedard y col., 2004).



En modelos in vitro (celulas de hemocromatosis humana (HuH?)) tamblen se ha

demostrado que la quercetina, f1avona, catecina y naringenina son capaces de

incrementar la expresi6n y actividad de PON1 (Gouedard y col., 2004).

En celulas de hepatocarcinoma humano (HepG2) se observ6 que la simvastatina,

pitavastatina, atorvastatina (farmacos hipolipemiantes) fueren capaces de

incrementar la actividad de PON1 (Deakin y col., 2003b; Ota y col., 2005). Par otre

lado, la exposici6n de celulas HuH? al acido fenofibrico, la forma activa del

fenofibrato(FEN), hademostradosercapazdeincrementartantolaactividad como

los niveles de mRNA de PON1 (Gouedard y col., 2003).

Par otro lado, estudios in vivo sabre la regulaci6n de PON1 donde se involucran

farmacos, particularmente compuestos para el tratamiento del colesterol y

trigliceridoscomo las estatinas yfibratos, se ha observado que estos farmacosson

capaces de incrementar la actividad de la PON1 serica (Mirdamadi y col., 2008).

1.4 Regulaci6ntranscripcional del gen PON1

Losmecanismosmolecularesinvolucradosenlaregulaci6ndelaexpresi6n del gen

PON1 hepatica, han sida pocoexplorados (Fuhrman, 2012). Estudios realizadosen

celulas HuH? demostraron que el FEN, compuesto usado para el tratamiento del

colesterol ytrigliceridos, es capazdeincrementarlaexpresi6nyactividad de PON1

par un mecanismoque posiblementeinvolucre la activaci6n del receptoractivador

de peroxisomas alfa (PPARa) (Gouedard y col., 2003). Asi tambien, Gouedard y col.

(2004) demostraron en la misma Ifnea celular que compuestos polifen61icos

procedentes de la dieta como naringenina, catecina y quercetina, son capaces de

incrementar los niveles de mRNA, actividad del promotor y actividad ARE de PON 1,

a traves de un mecanismo que involucra la activaci6n del receptor para aril

hidrocarburos (AhR). De forma similar, estudios realizados por Khateeb y col. (2010)

en celulas HuH? demostraron que el acido galico presente en juga de granada, es



capaz de incrementar la actividad ARE y los niveles de mRNA de PON1 en un

proceso que involucra la activaci6n del receptor PPARy. Asi mismo, se ha

demostrado que las estatinas activan la transcripci6n de PON1 a traves de PPARy

via cascada de fosforilaci6n por proteina cinasa C (PKC) Y adenosinmonofosfato

ciclico (Camps y col., 2011). Tambien se ha descrito que el resveratrol, un

compuestopolifen6lico presente en las uvasyelvino, es capaz de incrementarla

expresi6n de PON1 en cultivos de hepatocitos primarios de humanos y en celulas

HuH?, a traves de la activaci6n del AhR y la interacci6n del mismo con un elemento

de respuesta (ER) no convencional presente en la regi6n promotora del gen PON1

(Gouedardycol.,2004).

1.5 Regulaci6n de la expresi6n genica porreceptoresnucleares

La regulaci6n transcripcional de la mayoria de los genes esta mediada a traves de

receptores nucieares (NR), los cuales son una familia de factores de transcripci6n

(TFs) que ejercen papeles criticos en casi todos los aspectos del desarrollo,

metabolismo y fisiologia de los mamiferos. Estos receptores actuan mediante la

uni6n a secuencias cortas del ADN lIamadas ER, que activan 0 reprimen la

expresi6n de una serie de genes blancos. Los NRson ciasificados en dostipos; los

detipolsonaquellosquerequierenunirseasuligandoespecifico(esteroides,

progesterona, entre otros) para poder unirse al ADN; mientras que los de tipo II,

pueden estar unidos al ADN sin la necesidad de la interacci6n con su Iigando

especffico y actuan como represores transcripcionales (Figura 1) (Bagamasbad y

Denver, 2011; Zhang ycol.,2011).



•Ulando

Figura 1. Mecanismode regulaci6n de genes a lrav8s de NR(BagamasbadyOenver.2011;Zhangy

col.,2011).

Los NR comprenden una familia de 48 factores de trascripci6n en humanos y 49 en

ratones. La estructura de los NR esta caracterizada por un dominic de uni6n al ADN

basadoen dedos dezincyporundominiode uni6n a ligandos. Mas de la tercera

parte de los48miembros son blancosdedrogasterapeuticasactualeS,y20delos

200 farmacos mas recetados son ligandos de NRs. Evidencias geneticas han

demostrado el importante papel que tienen los NRs en numerosos procesos

fisiol6gicos,fisiopatol6gicosyenlaregulaci6ndelaexpresi6ndegenesdeenzimas

metabolizadorasdexenobi6ticos(Zhaoycol.,2014).

1.6 Modelo celular HepG2

LasceluiasHepG2son una Iineacelularinmortalizadaderivadadeltejidodehlgado

de un joven caucasico de 15 arios de edad con hepatocarcinoma celular



diferenciado. Debidoasu morfologiayalto gradode diferenciaci6n in vitro, ademas

de conservar la mayoria las funciones de un hepatocito normal, representan un

sistema para el estudio de mecanismos moleculares del metabolismo del higado,

toxicidad,genotoxicidadycarcinogenesis, asi como la regulaci6ntranscripcional de

genes por xenobi6ticos y moleculas end6genas. En particular, las celulas HepG2

retienenlaexpresi6nylasactividadesdelamayoriadelasenzimasmetabolizadoras

dexenobi6ticosdefase Iyll. Encomparaci6nconlosdemasmodeloscelulares, las

HepG2 han side ampliamente estudiadas y se ha caracterizado mayoritariamente los

genes expresados, incluyendo enzimas de fase I y II, as! como factores de

trascripci6n (Choiycol.,2009; Saiycol., 2014; Liebelycol., 2015).



2. JUSTIFICACI6N

La PON1 liene un papel antioxidante muy importante a nivel fisiol6gico, ademas

tambien esta implicada en la detoxificaci6n de una gran variedad de xenobi6ticos,

dentrode loscualesseincluyen los plaguicidasorganofosforados. Sin embargo, los

mecanismos moleculares involucrados en la regulaci6n transcripcional de la PON1

han sido poco estudiados. Analizarlas secuencias presentes en laregi6n promotora

del gen PON1 y caracterizar la activaci6n de esta es de gran importancia, ya que

ayudara a entendery a explicar los mecanismos a traves de los cuales algunos

xenobi6ticos y moleculas end6genas pueden modular la expresi6n de dicho gen.

Modificacionesa niveltranscripcional de la PON1 puedenalterarlabiotransformaci6n

de todossus sustratos,lo que pudiera conllevar al desarrollo de diversas

enfermedades.

3. HIP6TESIS

Los receptores nucleares de tipo I soncapacesdemoduiarlaexpresi6ndePON1 en

celulasHepG2.



4.10bjetivogeneral

Caracterizar la regulaci6n transcripcional de la PON1 de humane en celulas HepG2.

4.20bjetivosespecificos

• Realizar un analisis in silico de la regi6n promotora del gen PONt para

determinarlosposibleselementosderespuestaparareceptoresnuclearesde

tipol.

• Determinarel efecto de Iigandos especfficos para los receptoresnuclearestipo

Iyotrosreceptoresnuclearesidentificadosenelanalisisinsilicosobrelos

niveles de mensajeros de PON1 en celulas HepG2.

• Clonar el promotor del gen PONt para caracterizar la transactivaci6n y la

interacci6ndereceptoresnuclearessobreelmismo.



5. METODOS

5.1 Aniilisis in silico de la region promotora del gen PON1

Pararealizarelaniilisisinsilico, la secuencia del promotor del gen PON1disponibie

en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF051133.1, se analiz6 en las bases de

datos Transcriptional Factor Search

(http://www.cbrc.jp/research/dbITFSEARCH.html) y PROMO

(http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirOB=TF_8.3). A

partir de este aniilisis se identificaron los posibles elementos de respuesta para NR

detipolyll.

5.2 Cultivo celular HepG2

- Medio Minimo de Eagle Modificado por Dulbecco (OMEM) (Invitrogen)

- Suerofetal bovino (SFB) (ATCC)

- Aminoiicidos noesenciales (Invitrogen)

- L-glutamina(lnvitrogen)

- Antibi6ticosyantimic6ticos(lnvitrogen)

- Tripsina-iicido etilendiaminotetraacetico (EOTA) (Invitrogen)

Procedimiento

Celulas de hepatocarcinoma humane (HepG2) obtenidas de ATCC (American Type

Culture Collection) se cultivaron en medio OMEM suplementado con 10% de SFB,

1% de aminoiicidos no esenciales, 1% de L-glutamina y 1% de antibi6ticos­

antimic6ticos. EI cultivo celularse mantuvo en frascos de 75 cm2 a 37°C en una

incubadora con 5% de CO2 atmosferico. Cuando los cultivos alcanzaron 100% de

confluencia celular se realiz6 la cosecha y fueron resembrados nuevamente. EI



procesoconsisti6eneliminarelmediodecultivoeincubarlasceluiascon2mLde

tripsina 0.25%-EDTA a 37 'C durante 5 minutos, transcurrido este tiempo, los frascos

se sacudieron suavemente para permitir que las celulas se despegaran

completamente. Posteriormente se agregaron 8 mL de medio DMEM, se

homogeneiz6 y las celulas se colocaron en placas nuevas y se incubaron

nuevamentea37'C.

5.3 Exposici6n de cultivos celulares HepG2 a 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-(p)­

dioxina,rifampicina,dexametasonayfenofibrato.

Reactivos

- Dimetilsulf6xido (DMSO) (Sigma Aldrich)

- 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-diozina (TeDD) (AccuStandard)

- Rifampicina (RIF) (Sigma Aldrich)

- Dexametasona (DEX) (Sigma Aldrich)

- Fenofibrato (FEN) (Sigma Aldrich)

Procedimiento

En placas de 12 pozos se colocaron 1x106 celulas/pozo y se dejaron crecer hasta

alcanzar90%deconfluenciacelular. Posteriormente, se realizaron lostratamientos

con TCDD 10 nM, RIF 10 IJM, DEX 10 IJM y FEN 250 IJM durante 24 y 48 horas. La

concentraci6nde los Iigandosfue renovada a las 24 horas en elcasodeltratamiento

de48horas.

Como control negativo se usaron cultivos celulares HepG2 tratados con OMSO al

0.05%. Se realizarontresexperimentos independientesportriplicado. Transcurridoel

tiempo de cada tratamiento se realiz6 la extracci6n del RNA total.



Fundamento

Eltrizol es unasolucien monofasicadefenol eisotiocianatodeguanidinioquealser

homogeneizadoconloscultivoscelulares, provoca larupturadelamembranacelular

ydisuelveloscomponentescelulares.Esteefectoesgeneradoporelisotiocianatode

guanidinio el cual desnaturaliza las proteinas e inhibe las ribonucleasas. Cuandose

agregaelcloroformoseguidodeunacentrifugacienlasolucienseseparaendos

fases: una acuosa y otra organica. En la acuosa se encuentra el RNA, el cual es

precipitado mediante la adicien de alcohol isopropilico (Chomczynsky y Sacchi,

1987).

- Trizol(lnvitrogen)

- Cloroformo (Sigma Aldrich)

- Alcohol isopropilico(J.T. Baker)

- Etanol al 70% (Sigma Aldrich)

- Agua dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Aldrich)

Procedimiento

Se retireel mediode loscultivos celulares tratados con los diferentes Iigandosyse

lesadicione1 mLdetrizol.Sehomogeneizeconayudadeunapipetahastaprovocar

la lisis total de las celulas. EI homogenizado fue transferido a un tubo eppendorf,

donde se Ie aiiadieron 200 ~L de cloroformo y se agite fuertemente durante 15

segundos. Posteriormente, se deje incubar durante 2 minutos a temperatura

ambiente y se centrifuge a 13,200 rpm a 4 'C durante 15 minutos. Se extrajo la fase

acuosa (fase superior) cuidando de no tocarla interfase para evitarcontaminarel

RNA y se coloc6 en un tubo eppendorf esteril al cual se Ie aiiadieron 500 ~L de

isopropanol y se mezcl6 suavemente por inversion (el isopropanol precipita el RNA

debidoa que forma puentes de hidr6genocon el agua). EI tubose incubedurante 10



minutos a temperatura ambiente y se centrifug6 a 13,200 rpm a 4 ·C durante 10

minutos. Se anadi6 1 mL de etanol al 70% (diluido en agua DEPC), se centrifug6 a

8,500 rpm durante 5 minutos a4·Cyse elimin6elsobrenadantetratandode que el

pellet quedara 10 mas seco posible. EI pellet se resuspendi6 en 20 ~L de agua OEPC

y el RNA fue almacenado a -70 ·C para su usc posterior.

5.5 Determinacion de la concentracion, integridad y pureza del RNA

- Agarosa ultrapura (InVitrogen)

- Bromuro de etidio (0.5 ~g/mL) (BIO-RAO)

- Bufferdecarga:

Azul de bromofenol 3.6 mM (Research Organics)

Xilencianol 3.6 mM (Research Organics)

GliceroI3%(usb)

- Tris-acido b6rico-EOTA (TBE) 10X

Trizma base 0.05 M (Sigma Aldrich)

Acidob6ricoO.05M (ResarchOrganlcs),

EDTA 0.5 M pH 8.0 (Sigma Aldrich)

Una vez obtenido el RNA se procedi6 a determinar la concentraci6n y pureza del

mismo. Para la cuantificaci6n; se utiliz6 un NanoOrop 2000 Thermo Scientific. A 2 ~L

de RNA total se midi6 su absorbancia a 260 nm contra un blanco de agua destilada.

Una unidad de densidad 6ptica (00) a 260 nm equivale a 40 ~g/mL de RNA.

La purezasedetermin6mediante larelaci6nde las lecturasdeabsorbanciasa260y

280 nm. Se considera que las preparaciones Jiluras de RNA tienen una relaci6n de

00 260/280 nm entre 1.8 y 2 (Ausubel y col. 2005). La concentraci6n de RNA total

sedetermin6conlasiguientef6rmula:



RNA (I'Y/I'L)
0.0.(260 nm)x40 (factor de correccion) x factor de dilucion

1000

La integridad del RNAse verifico atraves deelectroforesis en un gel de agarosa al

1%. 1 9 de agarosa ultrapura se disolvio en 99 ml de buffer TBE 1X en un

microondas hasta completa homogeneidad, se dejo enfriary se agrego 5 III de

bromurodeetidio(0.5Ilg/ml).Elgelse colocoencamaradeelectroforesisysedejo

polimerizar durante 30 minutos, posteriormente se agrego a la camara de

electroforesis buffer TBE 1X para cubrir el gel y se coloco 1 III de RNA total con

bufferdecarga. la electroforesis se lIevo a cabo a 100 volts durante 20 minutos.

Una vezterminada la electroforesis el gel seobservo en un transiluminadorde luz

UV (Accesolab) para verificar la presencia de las bandas correspondientes a las

subunidades 285 y 185 del RNA ribosomal.

En la Figura 2 se muestra un gel representativo de las muestras de RNA total

extraidas de los tratamientos con TCDD, RIF, DEX Y FEN. las bandas que se

observan corresponden a las subunidades 285 y 185 del RNA ribosomal, 10 que

indica la integridad del RNA.

285-+
185-+

Figura 2. Integridad del RNA. Gel de agarosa al 1% con 11'L de RNA teliido con bromuro de etidio

(0.5 I'g/mL)observadoen unlransiluminadorUV



5.6 Sintesis de eDNA

Fundamento

Todos los RNAs mensajeros contienen en el extreme 3' una cola de poli (A), la cual

hibrida con el 0ligonucle6tido de dT (OligodT) que actua como cebador para la

transcriptasa inversa y cataliza la sintesis de eDNA en presencia de los cuatro

desoxinucle6tidostrifosfatados (dNTP). EI eDNA de cadena simple se libera del

hibrido cDNA-mRNA mediante desnaturalizaci6n por calor (Devlin, 2004) (Figura 3)

_E1prim«oIigodT ..
~ .... limRNA

_l5i11dhililliilliilfiffilfffilmIliMffiftffil~ =::~r

"""""..... I'Il'IIIIIl..-....=-. Lalrlnscriplasareveru

:::::m:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::m::~ ~:;='e1
~nda_d'
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Figura 3. Sintesis de eDNA (Griffin yGriffin, 2004)

- Oligo (dT) (500mgfmL) (Invitrogen)

- dNTPs (10 mM) (Invitrogen)

- Ditiotreitol (OTT) (0.1 M) (Promega)

- Buffer 5X (Tris-HCI250 mM, pH 8.3) (Invitrogen)

- Transcriptasa reversa (RT SuperScript II) (Invitrogen)

- Agua Iibre de RNAsas (Gibco)

- RNA total



Procedimiento

la sintesis de cDNA se realiz6 en tubos eppendorf de 0.2 mL. la mezcla de reacci6n

contenia 1 IJl de oligo (dT), 2 IJg de RNA total y agua Iibre de RNAsas para un

volumen final de 20 IJl. la mezclase incub6a 6S·C porS minutos, transcurridoel

tiempo,sedetuvolareacci6ncolocandolaenhieloyseanadieron1lJldeDTI,4lJl

de buffer SX, 1 IJl de dNTPs y llJl de agua destilada esteril (0 RNAsa OUT), se

mezcl6 por pipeteo suavemente y se incub6 a 42°C durante 2 minutos.

Posterionmente, se adicionaron O.S IJl (100 U) de transcriptasa reversa (RT.

SuperScript II), se agit6 por pipeteo suavemente y se incub6 a 42·C durante SO

minutos. Finalmente la reacci6n se inactivo a 70°C durante lS minutos y los cDNAs

sealmacenarona-20·Cparasuusoposterior.

5.7 Determinacion de los niveles de mRNA de CYP1A1, CYP3A4 YPON1

Fundamento

EI principiode acci6n de las sondasTaqMan se basa en latransferencia deenergia

de resonancia de Foster (FRET); cuando la sonda esta intacta la proximidad del

f1uorocromoalquencherproduce lasupresi6ndelafluorescencia reportera. Unavez

que la Taq polimerasa empieza a sintetizar la hebra de DNA complementario,

desplazaelex1remoS'de lasondaque esdegradadoporia actividadS'-3'nucieasa

delaenzimaTaqpolimerasa.Enesteprocesoseliberaelfluor6forodelmedioydeja

Iibrealquencher, loqueocasiona un aumentode lafluorescencia detectada (Cultek,

2006) (Figura 4).

Reactivos

- Master Mix (Applied Biosystems)

- Sondas CYP1Al, CYP3A4 YPONl (Applied Biosystems)

cDNA

Aguaestllril
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Figura 4. Principio de acci6nde sondas TaqMan (Bustin, 2000).

Procedimiento

los niveles de mRNA del citocromo P450 1A1 (CYP1A1). P450 3A4 (CYP3A4) Y

PON1 se determinaron mediante PCR en tiempo real. para 10 cual se utiliz6 el equipo

StepOne de Applied Biosystem y sondas Taqman especificas para cada gen (Tabla

1). Cada reacci6n consisti6 en una mezcla de 7.5 IJlde Master Mix. 6.1lJldeagua

libre de DNAsas/RNAsas, 0.4 IJl de sonda Taqman y 1 IJl de eDNA. las condiciones

de amplificaci6n fueron: 1 cicio; 2 minutos a 50 ·C.10 minutos a 95 ·C. 40 ciclos; 15

segundos a 95 ·C. 1 minuto a 60 ·C. los niveles de mRNA de los genes de CYP1A1

y CYP34A se utilizaron como controles positivos de regulaci6n por los receptores

AhR. PXR YGR. respectivamente.

losresultadosobtenidosfueronanalizadosporelmetodocomparativodel1Ctentre

los genes PON1, CYP1A1, CYP3A4 y el gen end6geno GAPDH (Livak y Schmittgen.

2001).



5.8 Determinacion de la actividad arilesterasa (ARE) de PON1

Tris-HCI (100 mM) (Promega) 7.878 9

CaCI2(1 mM) (J.T. Baker)...... . 0.05549 9

Disolver en 400 mL de agua inyectable. Ajustar a pH 8.0 Yaforar a 500 mL.

- Fenilacetato (10 mM) (Sigma Aldrich)

- Agua inyectable (PISA)

- Soluci6n salinadefosfatos (PBS) (1X)

NaCI(J.T. Baker).... . 8g

KCI (J.T. Baker)... . 0.2g

Na2HP04 (J.T. Baker)..... 1.44 9

K2HP04 (J.T. Baker)... . 0.24g

Disolver en 600 mL de agua deslilada y ajustar a pH 7.5. Esterilizar 20 minutos a 15

Ibdepresi6n.



Procedimiento

La actividad ARE se detennin6 de acuerdo al metoda propuesto por Daekin ycol.

(2001),conmodificaciones. Transcurridos lostiempos (24,48y72 h) detratamiento

con los diferentes Iigandos, se procedi6a retirarel mediode loscultivos celulares

HepG2. Las celulas se lavaron tres veces con PBS 1X Y se incubaron durante 10

minutos con 900 ~L de buffer ARE y 100 ~L de fenilacetato 10 mM en las placas de

cultivo. Se recuper6 el sobrenadante y se monitoreo la hidr6lisis del fenilacetato

mediante el cambio de absorbancia a 270 nm por 5 minutos en intervalos de 1

minuto. Como blanco de reacci6n se emple6 el Buffer ARE mas fenilacetato 10 mM

para medirla hidrolisis espontanea del fenilacetato. Laactividad ARE fue calculada

usando el coeficiente de extinci6n del fenol (£=1310 M,l cm''). Una unidad de

actividad ARE de PON1 es definida como 1 nmol de fenol hidrolizado por minuto bajo

las condiciones del ensayo, LaactividadAREsecorrigi6poreicontenidodeproteina

total.

5.8.1 Preparaci6n deextractoscelulares

Glicerol 20% (usb)........

Tris-HCI (100 mM) (Promega) 1.575 9

DTT (1 mM) (Promega)... .. 0.0154 9

PMSF (200 mM) (Sigma Aldrich) 1 ~L

Disolver en 100 mL de agua destilada esteril. Agregar el PMSF al final.

Procedimiento

Una vez determinada la actividad ARE de PON1, las celulas fueron despegadas

mediante raspado con cepillo en 1 mL de soluci6n C. Se homogeneizaron, se

colocaron entubos eppendorfyse sonicaron durante 1 minuto para provocarlalisis

celular. Posteriormente, secentrifug6a 13,OOOrpmdurante3horasa4°C.Unavez



transcurrido el tiempo de centrifugaci6n, se recuper6 el sobrenadante en tubos

eppendorfysealmacen6a-70oCparasuusoposterior.

5.8.2 Determinaci6n deprotefnatotal (metodode Lowry)

Fundamento

EI metodo de Lowry es un metodo colorimetrico de valoraci6n cuantitativa de

proteinas.Ala muestra seaiiade un reactivo que forma un complejo coloreado con

lasproteinasylaintensidaddecoloresproporcionalalaconcentraci6nde proteinas.

Elmetodoconstadedosetapas: 1) Los iones Cu2+, en medioalcalino, se unen a las

proteinas fonmando complejos con los atomos de nitr6geno de los enlaces

peptidicos. Estos complejos Cu2+-proteina tienen un color azul claro. Ademas,

provocan el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina,

exponiendolosresiduosfen6licosdetirosinaquevanaparticiparenlasegunda

etapa de la reacci6n. EI Cu2+ se mantiene en soluci6n alcalina en forma de su

complejo con tartrato. 2) La reducci6n, tambien en medio basico, del reactivo de

Folin-Ciocalteau, porlosgruposfen6licosde losresiduosdetirosina, presentesen la

mayoria de las proteinas. EI cobre actua como un catalizador. EI principal

constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el acidofosfomolibdotungstico, de

coloramarillo,quealserreducidoporlosgruposfen6licosdalugara un complejo de

colorazulintenso(Lowryycol.,1951)(Figura5).

- Kit (Modified Lowry Protein Assay) (Thenmo Scientific)

- Aguadestilada

Procedimiento

Se prepararon diluciones seriadas a partir de un estandarde albumina bovinaserica

(BSA) (2 mg/mL) de acuerdo a la tabla 2.
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Figura 5. Esquema de reacci6n de Lowry para la detenninaci6n de protelnatolal(Lowryycol.,1951).

En placas de 96 pozos se colocaron 40 ~L de cada diluci6n y muestra (extracto

celular) yse afiadieron 200 ~L del reactivo de Lowry modificado. La placa se agit6

por30segundos,secubri6yseincub6durante 10 minutosa temperatura ambiente.

Una vez transcurrido el tiempo de incubaci6n, se adicionaron 20 ~L del reactivo

Folin-Ciocalteu 1X (reactivo Folin-Ciocalteu 2X (2N) 1:1 en agua destilada). Se agit6

laplacapor30segundosyseincub6durante30minutosatemperaturaambiente.AI

terminode la incubaci6nse midi61a absorbancia a 750 nmen un lector de piacas

(~QuantBiotek). La concentraci6n de protelnasde lasmuestras problemas secalcu 16

a partirdela curvaestandarde BSA.

5.9 Clonacion de la region promotora del gen PON1

EI vector pGL3-PON1 fue donado por el Dr. Xavier Comoul de la Facultad de

Ciencias Basicas y Medicas de la Universidad de Paris Descartes (Francia). EI cual

secion6usandoelkitdeclonaci6nOneshotchemicaliyE.colideinvitrogen.



Tabla 2. Preparaci6n de diluciones del estandarde BSA.

diluyente(A9ua

destiladaesteril)

5.9.1 Transformaci6ndebacterias

1. Preparaci6n de placas de agar

- Triptona (BD DIFCO). ... .. 2.5 9

- Extracto de levadura (usb) 1.25g

- AgarbacterioI6gico(usb) 3.75g

Disolveren 100mLdeagua destiladayajustara pH 7.5, aforara un volumende250

mL. Esterilizardurante20 minutosa 15lbdepresi6n. Cuando lasoluci6n esleenlre

40-50 °C adicionarampicilina a unaconcentraci6nfinal de 100IJg/mLycoiocaren

placasde cultivo.

2. Preparacl6ndemedioLB

- Extraclode levadura (usb) 1.5g

- NaCI(J.T. Baker)...... . 1.5g

- Triptona (BD DIFCO)... .... .. .. 3.0 9



Disolver en 600 mL de agua destilada y aforar a 1000 mL. Colocar en matraces de

250 mLyesterilizardurante 20 minutosa 15lbdepresi6n.

Procedimiento

La transformaci6n de bacterias se realiz6 mediante el Kit de clonaci6n One shot

chemicallyE.colideinvitrogencomosedescribeacontinuaci6n.Seadicionaron2 IJL

de vector pGL3-PON1 a pRL a un vial de bacterias competentes, se mezcl6 y se

incub6 30 minutos en hielo. Posteriormente se incub6 a 42°C par 30 segundos y

durante 2 minutosen hielo. Se agregaron 250 IJLde media LB yseincub61 hera a

37°C a 225 rpm. Se disemin6 todo el tuba en una placa de agar can 100 IJg/mL de

ampicilina y se incub6 toda la noche a 37°C. Se verificaron las placas para ver si

hubo crecimientode colonias, se seleccionaron 5 coloniasypicaron can un palilla

estl§ril e incubaron en 4 mL de media LB que cantenfa ampicilina a una

cancentraci6nde100lJg/mLdurantetadalanochea37°Cenagitaci6ncanstantede

225 rpm.

5.9.2 Purificaci6n del plasmido (MINI PREP)

1. BufferTE

- Tris-HCI (100 mM) (Promega)... 11.0292 9

- EDTA (1 mM) (Sigma Aldrich) .. 260.568 mg

Disolveren500mLdeaguadestiiada, ajustarpH a 7.4yafarara 700 mL

2. Buffer TENS

- BufferTE... 200mL

- NaOH (SEALAB)... 1 9

- SDS 20% (Pramega).... .. .. .. ... 6.25 mL



Aforara300mLconbufferTE.

3. AcetatodeSodio3M(usb)

Disolver49.22gdeacetatodesodioen100mLdeaguadestiladayaforara200mL.

4. EtanolaI100%(J.T.Baker)

Procedimiento

Lapurificaci6ndelplasmidosellev6acabomedianteelmetododescritoporMedina

Diaz y col. (2005): Se colocaron 1.5 mL de cada uno de los tubos cultivados que

presentaron turbidez (transformaci6n de bacterias) en tubos eppendorfyse

centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 segundos. Se decant6 el sobrenadante. se

adicionaron 300 ~L de buffer TENS. se agit6 en vortex y se Ie adicionaron 150 ~L de

acetatodesodio3 M ynuevamentese agit6en vortex. Secentrifugaron las mezclas

durante 2 minutos a 13.000 rpmyel sobrenadantefue transferido a un tubo limpio.

Se Ie adicionaron 900 ~L de etanol a1100% y se incub6 en hielo seco durante 20

minutos. Se descongelaron las mezclas y se centrifugaron durante 2 minutos a

13.000 rpm. se decant6 elsobrenadanteyelprecipitadose lav62vecesconetanol

al 70%. Se dej6 secar a temperatura ambiente y se Ie adicionaron de 20 ~L de buffer

TE. 2 ~L de la muestra se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1% para

determinarla presencia del plasmido.

5.9.3 Purificacion del plasmido Midipreps (KIT CONCERT)

- Pure Link (HiPure Plasmid Midiprep kit) (Invitrogen Life Technologies)

- Isopropanol (J.T. Baker)



Procedimiento

De los cultivos (transformaci6n de bacterias) que incorporaron el plasmido (MINI

PREPS) 150 ~L de estos se colocaron en 150 mL de medio LB con ampicilina a una

concentraci6n de 100 ~g/mL y se incubaron toda la noche a 37°C en agitaci6n

constantea225 rpm.

La purificaci6n del DNA plasmidico se realiz6 mediante el kit CONCERT de

Invitrogen de la siguienteforma: Se equilibr61a columna con 10 mL de buffer de

equilibrio. EI cultivo se transfiri6 a tubos falc6n de 50 mL, se centrifugaron a 4,000

rpmdurante10minutosysedecant6elsobrenadante.Seadicionaron4mLdebuffer

de resuspensi6n el cualcontenia RNasaAyse homogeniz6porpipeteorepetido, el

homogenizadosetransfiri6a untubode15mL.Seagregaron4mLdebufferdelisis

y se mezcl6 por inversi6n suavemente 5 veces e incub6 durante 5 minutos a

temperatura ambiente (se observ6 viscosidad en el tubo). Se agregaron 4 mL de

buffer de precipitaci6n, se mezcl6 porinversi6n, secentrifug6 a 8,000 rpm por25

minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfiri6 a la columna

previamenteequilibradaysedej6drenarporgravedad. Se lav6 la columna 2 veces

con 10 mL de buffer de lavado y se dej6 drenar por gravedad. La columna se

transfiri6 a un tubo Iimpio y se agregaron 5 mL de buffer de elusi6n para eluir el DNA

y se dej6 drenar por gravedad (no forzar la columna). Se agregaron 3.5 mL de

isopropanol al DNA eluido, se homogeniz6 por inversi6n, se centrifug6 a 14,000 rpm

durante 40 minutos a 4 °C yse decant6 el sobrenadante. Se agregaron 530 ~L de

etanoI al 70% a la pastilla, se centrifug6 a 14,000 rpm durante 10 minutos a4°Cy

sedecant6elsobrenadante.Sedej6secarelpeliet alairelibredurante10minutosy

se resuspendi6 en 28 ~L de buffer TE. La concentraci6n de DNA se determin6 por

espectrofotometria a 260 nm.

6. ANALISIS ESTADISTICO

EI analisis estadlstico se lIev6 a cabo mediante el uso del programa STATA versi6n

8.0 (Stata Corp LP, College Station, Texas, USA) utilizando la prueba estadistica de

U-MannWhltney.Elcriteriodesignificanciafue'p<0.05paratodos los estudios.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis in silico de la region promotora del gen PON1

Con la finalidad de identificar posibles elementos de ER a NR en la region 5' del gen

PON1 se realiz6 un estudio in si/ico. Se identificaron 12 posibles ER para NR. Un sito

de uni6n para el receptor a pregnenolona (PXR), ocho para el receptor de

glucocorticoides (GR), uno para el receptor a vitamina D (VDR) Y uno para el

receptor al acido X retinoico (RXR); todos con un porcentaje de homologfa del 95%

(Figura 6).

PPARa:_
5'AAAGGACAGATATTGCAGAAGAGAGAAGGTA~cx:TTGN3AAGGAAJ\GN3A

~RP. CAGTAACAGCAGACAGCAG~AGACACATGGTTGTACAGAGGCACCr

CC1TlGG~:CAA.AT .:7 TCAGTGAGAAcnCTCTGACTGCTGTTCTTCAGCAGAGOO

TATTCOTATCCCCTTTCTTGCTTTATGTGTTTTCTCCATAACATATGTGCATATCCATAACACACACATGC

ATCACCTAGAGCATTATATATGCCACAGTGACATGTTTTGCTGATTT .::GACT .::00

.G!CGTAAGCTTGAGGAAGACGTTTTGGRaCTGTAGCATCTAGAACAGCGCCTOO:~

GGTACTCAATAAATGCCAGCTGCATGA T TGAGCTGTGTOOGGGATGTA GAGT
·260 ·221,

GTCAGAGTGGTGTTGAGAGAAAAATGCTTGAAATCCAGATGTTGGAAGGTGACACAGAGTAG_ GR

TAGCCTGGTGAGAACAGTTAGATCTTA ACTACAGCCCTCCCTTCCG~GT
'US ·IS

CACCATGATCAAGCTACTGAA=~~~CGCAAGGACCGGGATGGCACAAAGTGAGTGCTCACC

AAAGcnGACTGTCCTTT~CAATTTACTTCAGCTTGTTTGATTTCCCCTCCCCGACTGGACTAGG

Figura 6.An~lIsis/nslllcode la regi6n 5'delgen PON1 realizado en las basesdedalosTFsearchy

ALLGEN PROMO con un porcentaje del 95% de homologla.

Estos resultados, sugleren que los receptores GR, PXR, VDR Y RXR podrfan unirse

a estes ER y regular la transcrlpci6n del gen PON1.



Uno de los primeros trabajos sobre la investigaci6n de ER para NR presentes en la

regi6n promotora del gen PON1 fue lIevado a cabo por Schrader y Rimbach (2011).

En este se realiz6 un analisis in silico de la regi6n promotora de PON1 mediante el

software Matlnspector (http://www.genomatix.de). Los resultados mostraron posibles

sitios de uni6n para los NR PPAR Y AhR, as! como para el factor general de

trascripci6n Sp1. Sin embargo, el porcentaje de homologia considerado en los ER

fue de 80% y no encontraron ER para PXR, VDR, RXR Y GR. Esto podria deberse a

quelabasededatosempleadaporestosautores, nocontiene lassecuencias para

los ER de estes NR. Asi tampoco, evaluaron el efecto de los Iigandos de los

receptores AhR y PPAR sobre la expresi6n de PON 1.

Por otro lado, Gouedard y col. (2004) sugieren que la regi6n promotora de PON1

contiene un ER a xenobi6ticos (XRE) no c1asico (GCGGG) el cual presenta un 80%

de homologia con respecto al XRE clasico (GCGTG), de la secuencia de uni6n

conocida para elAhR.

7.2 Efecto del TCDD, RIF, DEX Y FEN sabre los niveles de mRNA de CYP1A1,

CYP3A4 y PON1

Se evalu6 la posible regulaci6n transcripcional del gen PON1 a traves de los NR

PXR, GR y AhR. Se detenminaron los niveles de mRNA del CYP1A1 como control

positivo de regulaci6n a traves del receptor AhR; y del CYP3A4, gen regulado por los

receptores PXR y GR. Como control end6geno de expresi6n se emple6 al gen

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

En la Figura 7 se muestra los resultados de los tratamientos con TCDD a 10 nM. Los

niveles de mRNA de CYP1A1 se incrementaron significativamente tanto a las 24

(850 veces) (Figura 7a) como a las 48 horas (350veces) (Figura 7b).



Asi tambien, los tratamientos con RIF a 10 IJM fueron capaces de incrementar

significativamente los niveles de mRNA del CYP3A4 a las 24 (2.4 veces) (Figura 8a)

y48 horas (8.2 veces) (Figura 8b); mientras que la DEX a 10 IJM produjo un aumento

en los niveles de expresi6n del CYP3A4 a las 48 horas (3.8 veces) de tratamiento

(Figura8b).

a)

Figura 7. EfeclodelTCOOsobrelosnivelesdemRNAdelCYP1A1. CuitivosceluiaresHepG2fueron

Iratados con TCOO y OMSO al 0.5% (control) pora)24horasyb)48horas. Comoconlrolend6geno

de expresi6n se uUliz6 a GAPOH. Los resultados representan la media :I: OS de Ires experimenlos

independienles porlriplicado('p< 0.05).

Una vez que se demostr6 la activaci6n de los receptores AhR, PXR y GR a traves de

la expresi6n de sus genes blancos, se procedi6 a determinarlos niveles de mRNAde

PON1. En la Figura 9, se muestran 105 resultedos del efecto de 105 tratamientos con

TCDD 10 nM, RIF 10 IJM, DEX 10 IJM Y FEN 250 IJM, los cuales causaron un

incremento de manera significativa, sobre los niveles de mRNA de PON1a las 24 (a)

y48 (b) horascon respecto al control. Con un maximo de inducci6na las 24 horas

para RIF (16 veces). seguido por DEX (9 veces). FEN (4.5 veces) y TCDD (3 veces)
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(Figura 9a).Alas48 horas la maxima inducci6n seobserv6 para lostratamientoscon

DEX (28 veces), seguido de TCDD (22 veces), FEN (8 veces) y RIF (2.5 veces)

(figura9b).

a)

~ 3.0

~5 2.5

~~ 2.0

;~ 1.5

~~ 1.0

Z 0.5

b)

Figura 8. Electo de la RIFyOEXsobre los niveles de mRNA del CYP3A4.CultivoscelularesHepG2

lueron tratados con rcoo y OMSO al 0.5% (control) por a) 24 horas y b) 48 horas. Como control

end6geno de expresi6n se utiliz6 a GAPOH. Los resultados representan la media ± OS de tres

experimentosindependientesporlriplicado(·p<0.05).

Los efectos de algunas moleculas end6genas y xenobi6ticos son comunmente

explicadosporlaafinidadareceptores(Coumoulycol.,2002; Lemaireycol.,2004).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, demostraron que ligandos de

receptores como TCDD, RIF, DEX YFEN fueron capaces de incrementar los niveles

de mRNA de PON1. Sin embargo, el incremento observado en los niveles de mRNA

de PON1 por TCDD es menor comparado con los niveles de mRNA de CYP1A1 (gen

blanco para el receptor Ah). Estos resultados son similares a los reportados por

Gouedard y col. (2004) en celulas HuH? lratadas con compuestos polifenolicos

(quercetlna, naringenlna y flavona), 3-metilcolantreno (3-MC), benzo [a) pireno (SaP)
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y TCDD sobre los niveles mRNA de PON1 comparados con CYP1A1. Asi tambieln,

Guyot y col. (2011), en esa misma linea celular. demostraron que el efecto del TCDD

sobre fa induccion de PON 1 fue menor comparado con el observado para CYP1 A1.

Figura 9. EfeclodelTCDD, RIF.DEXyFENsobrelosnivelesdemRNAdePON1.Cultivoscelulares

HepG2fuerontratadosconTCDD. RIF,DEX,FENyDMSO al 0.5% (conlrol)pora) 24horasyb)48

horas. Como control end6geno de expresi6n seutiliz6 a GAPDH. Losresultados represenlan la media

tDSdetresexperimentoslndependientesporlriplicado("p<0.05).

Los mecanismos de acci6n a traves de los cuales el TCDD incrementa la expresi6n

de CYP1A1 son ampliamente conocidos, y su elevada inducci6n por esta dioxina se

debe a que el promotor de este gen contiene 6 XRE (Mimura y Fujii-Kuriyama,

2003). A dlferencia del promotor del CYP1A1, el promotor de la PON1 solo contiene

al menos un XRE no cltlsico para el receptor Ah (Gouedard y col., 2004). AI respecto,

Gouedard y col. (2004) demostraron la uni6n del AhR-TCDD en las posiciones -126 a

-106 de la regl6n promotora del gen PON1 y tambien observaron que la intensidad

de interacd6n de protefna-Iigando-ER fue mtls fuerte en la secuenci~ del promotor



deCYP1A1, porloqueelefectoaniveltranscripcional puededebersea ladiferencia

en lasecuenciaconsensodeuni6nentreesosdosER.

Para evaluar si el efecto del incremento en los niveles de mRNA de PON1 ejercido

por los diferentes ligandos (rCDD, RIF, DEX Y FEN) era lIevado a cabo a nivel

transcripcional, cultivos celulares HepG2 fueron pretratados con actinomicina D

(ActO) 10 ~g/mL durante 10 minutos, seguido por la adici6n de rCDD 10 nM, RIF 10

~M, DEX 10 ~M YFEN 250 ~M. Los resultados muestran que la inducci6n de PON1

por rCDD, RIF, DEX YFEN disminuye alrededor del 50% per los pretratamientos con

ActO a las 24 horas (Figura 10a), yen 60% a las 48 horas (Figura 10b). Estos

resultados sugieren que la inducci6n de mRNA de PON1 por estos Iigandos es a

niveltranscripcional.

7.3 Efecto del reDO, RIF, DEX YFEN sobre la actividad ARE de la PON1

Se evalu6 la actividad ARE extracelular de la PON1 para determinar si el incremento

en los niveles de mRNA de PON1 ejercidos por rCDD, RIF, DEX Y FEN se reflejaba

en un aumento de la misma. Los resultados muestran que los tratamientos con

rCDD, RIF, DEX Y FEN incrementaron la actividad ARE de PON1 de manera

significativatantoa las 24 (Figura 11a),48 (Figura 11b)y72horas(Figura11c)de

tratamiento con respecto al control. Con un maximo de incremento a las 24 horas

ejercido por FEN (5.7 veces), seguido por RIF (3,2 veces), rCDD (2.8 veces) y DEX

(2,2 veces). Mientras que a las 48 horas el mayor incremento fue ejercido por reDD

(2,4 veces), seguido de DEX (1.6 veces), FEN (1.5 veces) y RIF (1.4 veces). Asi

mismo, el mayor incremento a las 72 horas fue ejercido por rCDD (2,2 veces), y en

menor proporci6n por FEN (1.8 veces), RIF (1.7 veces) y DEX (1.5 veces).



Figura 10. Inhibici6n de la inducci6ndemRNAdePON1 medianleActD. Cultivoscelulares HepG2

fueronpretratadosduranle10minutosconAcIDyDMSOaIO.5% (conlrol)seguidode laadici6nde

TCDD,RIF,DEX,FENpora)24horasyb)48horas.Comoconlrolend6genode expresi6nse utiliz6a

GAPDH. Losresultadosrepresenlan la media t DS de Ires experimenlos independienlesporlriplicado

(·p<O.05).

Algunos estudios realizados en la linea celular HuH7, demostraron que tanto el FEN

(250 11M) Yel reDO (10 nM) incrementan la actividad ARE de la PON1 alrededor de

un 50% con respecto al control; y este incremento estuvo relacionado con el

aumento en la expresi6n de PON1 (Gouedard y col., 2003; 2004). Estos resultados

estanacordealosobtenidosenelpresentetrabajo,locualindica que estos

compuestos son capaces de estimular la expresi6n y actividad de la PON1.

Los mecanismos de la regulaci6n transcripcional del gen PON1 son un area activa de

investigaci6n,debidoasupapelantioxidantedelaslipoproteinasyen las reacciones

de desintoxicaci6n. EI estudio de los mecanismos sobre su regulaci6n, penmite la

comprensi6n de c6mo moleculas end6genas y ex6genas podrian modular la

expresi6ndeestegenyconduciraldesarrollodeciertasenfermedades. Porloque,

el papel que pudlera Jugar la PON1 en la susceptibilidad al desarrollo de



enfennedadesyprotecci6ncontraagentest6xicos,estadetenninadoporfactores

quealterenlaexpresi6nyactividaddelamisma(Costaycol.,2011).

Figura 11. Eleelo del TeDD, RIF, DEX Y FEN sobrela aetividad arilesterasa (ARE) dela PON1

corregida por protelna total a las 24 (a), 48 (b) Y 72 (e) horas de tratamlento. Los resultados

represenlanlamedlatDSdetresexperimentoslndepandientesportrlplieado(·p<O.05).



Los resultados del presentetrabajodemostraron, porprimeravez, unaumentoen la

transcripcion de PON1 por Iigandos de PXR y GR; Y esta induccion fue inhibida por

AcID, 10 que indica que la sfntesis de novo de mRNA es el principal mecanisme de la

induccion. Asi mismo, se demostro que el incremento en los niveles de mRNA de

PON1 se yen reflejados en un aumento en la actividad ARE de la PON1 a los

diferentes tiempos evaluados. Sin embargo, el mecanisme de accion por el cual

estosligandosmodulan laexpresiondePON1 esaundesconocido.

EI receptorPXRha pasado de ser un receptorhuerfanoa unsensordexenobioticos

y un posible blanco de farmacos (Orans y col., 2005). EI PXR se expresa

principalmente en el higado y es activado por una variedad de Iigandos

estructuralmentedistintosquesonconocidosporinducirlaexpresiondevariosgenes

que codifican proteinas involucradas en el metabolismode xenobioticos (CYP450s,

UDP-glucoroniltransferasas, glutation S transferasas, carboxilesterasas y

deshidrogenasas) (Medina-Diaz y col., 2005; Orans y col., 2005) incluyendo la

proteina 1 de resistencia a multiples farmacos (MDR1) (Geick y col., 2001; Synoldy

col., 2001), proterna 2 asociada a resistencia a multiples farmacos (MRP2)

(Dussaulty col., 2001; Kasty col., 2002) y el polipeptido transportador de aniones

organicos 2 (Staudinger y col., 2001). EI PXR es tambien activado por una variedad

de Iigandos endogenos (hormonas, acidos biliares y vitaminas). En respuesta a

acidosbiliaresyoxiesteroles, el PXRregulalaexpresiondegenesinvolucradosenel

transporte y metabolismo de acidos biliares, tales como el CYP7A, Oatp2, y 3­

hidroxi-3-metilglutaril coenzimaAsintetasas (Pascussiycol. ,2001; Matsunagaycol.,

2012; Luckertycol., 2013). Los resultados del analisis in silico delaregionpromotora

de PON1 mostraron posibles elementos de respuesta para este receptor, y los

tratamientos con RIF y DEX incrementaron la expresion de la PON1. Estos

resultados sugieren fuertemente la participacion del PXR en la regulacion

transcripcional del gen PON1. Por otra parle, el SR 12813, un farmaco para el

tratamiento del colesterol, ha demostrado eficientemente la activacion del PXR

humane y de conejo (Luckert y col., 2013). Asi, el PXR podrfa ser otro importante y

eficientereguladordelaexpresiondelaPON1.



La DEX, un agonista del receptor GR, incrementa la inducci6n de CYP3A4 a traves

del PXR. La expresi6n de mRNA del PXR en respuesta a DEX es concentraci6n y

tiempo dependiente, sugiriendo la existencia de una interferencia funcional en la

seiializaci6n entre GR y PXR (Pascussi y col., 2001). Los resultados obtenidos en el

presente trabajo, mostraron que los tratamientos con DEX y RIF fueron capaces de

incrementar los niveles de mRNA de la PON1 de una manera tiempo-dependiente.

Indicando la posible participaci6n de este receptor en la regulaci6n del gen PON1.

Sin embargo, una interferencia en la ruta GRlPXRlsistema de enzimas

metabolizadoras de xenobi6ticos, puede producirse entre ellos durante la via de

metabolismode xenobi6ticos.

Actualmente se estan Ilevando a cabo diversos estudios en ellaboratorio para

dilucidar el mecanisme por el cualla RIF y DEX inducen la trascripci6n de PON1, a

traves de los GRyPXR.

Sobre la base de los resultados obtenidosyde acuerdo a la literatura, se proponen

los siguientes mecanismos moleculares de regulaci6n que pudieran expiicar la

modulaci6n positiva del gen PON1 mediante los receptores identificados en este

trabajo(Flgura12).



Figura 12. Posibles mecanismos moleculares de regulaci6n del gen PON1 a traves de NR, (1)

Modulaci6n por bilirrubina, TCDD y politenoles a traves del AhR el cual dimeriza con la proteina

translocadora de aril hidrocarburos (ARNT) parainteraccionarcon ER(XRE)dentrodelaregi6n

promotora del gen PON1; (2) Modulaci6n por hidrocarburos policiclicos aromaticos a traves de AhR­

ARNTyPXR·RXRmediantelainteracci6n ensecuencias (XRE. PXRE) dentrodelaregi6npromotora

del gen PON1; (3) Modulaci6n mediante la activaci6n de PXR por pregnanos; (4) Modulaci6n por

glucocorticoides.dexametasonayritampicinaatravesdePXRyGR; (5) Modulaci6nporxenobi6ticos

a travesde activaci6n de cascada detostorilaci6n mediantela protelna cinasa C (PKC) deltactor

generaldetranscrlpci6nSp1,elcualseuneasecuenciasricasencitosinas (-108) dentro de laregi6n

promotora del gen PON1; (6) Modulaci6n mediante estatinas. politenoles y acidos grasos a traves de

la activaci6n de PPARy (Gouedard y col.. 2004; Zimmerman y col., 2009; Ari y col.. 2010; Katheeb y

col.,2010;Guyotycol.,2011;Malsunagaycol.,2012;Luckertycol..2013),



• Este estudio sugiere mecanismos moleculares en la regulaci6n de la

transcripci6n de PON1 a traves de un proceso que implica la activaci6n de los

receptores PXR y GR.

• Debido a que la PON1 constituye una diana farmacol6gica prometedora para la

prevenci6ndeenfermedadescardiovasculareseintoxicaci6nporplaguicidas,

modificaciones a nivel transcripcional de la PON1 pUdieran tener un impacto

significativo sobre la actividad de esta enzima en el suero. Por 10 que es

importanteentenderyprofundizaren losmecanismos moleculares a traves del

cualsepodriaregularestegen.



• Determinar la interacci6n y la transactivaci6n de la regi6n promotora del gen

PON1 a traves de los receptores nucleares PXR y GR mediante vectores

reporteros(actividadluciferasa)encelulasHepG2.

• Determinar la interacci6n de los receptores PXR y GR en la regi6n promotora del

gen PON1 mediante ensayos de movilidad electroforetica (EMSA) en celulas

HepG2.
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