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RESUMEN

La paraoxonasa 1 (PON1) humana es una A-esterasa dependiente de calcio,
sintetizada principalmente en higado y secretada a la circulacion sanguinea asociada
a lipoproteinas de aita densidad (HDL). PON1 actia como una molécula antioxidante
en el metabolismo de lipidos evitando su oxidacion y en la detoxificacion de una gran
variedad de sustratos entre los que se incluyen los plaguicidas organofosforados. La
variabilidad en los niveles y actividad de PON1, han sido atribuidas principalmente a
polimorfismos en el gen, fa dieta, estados patolégicos y fisiologicos, estilo de vida y
xenobidticos. Sin embargo, los mecanismos moleculares involucrados en la
regulacion transcripcional de PON1 han sido poco estudiados. Por o que el objetivo
del presente trabajo fue caracterizar la regulacion transcripcional de la PON1
humana en céiulas de hepatocarcinoma humano (HepG2). Se llev a cabo un
analisis in silico de la region promotora de PON1 para determinar elementos de
respuesta (ER) a receptores nucleares (NR). Mediante PCR en tiempo real, se
evalus el efecto de algunos de los ligandos de fos NR identificados en el analisis in
silico sobre los niveles de MRNA de genes blancos regulados por los NR y PON1; y
se determing Ja actividad arilesterasa (ARE) de PON1. Los resutados obtenidos,
mostraron ER a NR de pregnenolona (PXR), glucacorticaides (GR), acido refinoico
(RXR) y el receptor activador de peroxisomas alfa (PPARa) con al menos un 95% de

homologia. Los con2.3,7,8 P (igando del

receptor de aril hidrocarburos (ARY)), rifampicina (igando de PXR), dexametasona
(igando 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 fa actividad
ARE de PON1 a las 24, 48 y 72 horas. Los lratamientos con actinomicina D
disminuyeron significativamente la induccion de mRNA de PON1 ejercida por los
giferentes ligandos, lo cual sugiere que la induccion de mRNA de PONT por estos
ligandos es a nivel transcripcional. En conclusion, PON1 es regulada a nivel
transcripcional a través de un mecanismo que involucra la activacion del AR, PXR y
GR.



ABSTRACT

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

gene diet, and 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 PONT to determine response
elements (ER) of nuclear receptors (NR). Through Realtime PCR, the effect of
speciic 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
receplor alpha (PPARG) wilh 95% homology. Treaiments wih 2, 3, 7, &
p-dioxin (aryl receptor (ANR) ligand), rifampicin (PXR
ligand), dexamethasone (GR ligand) and fencfibrate (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 conclusion, PON1 is regulated by a
mechanism that involves activation of the AR and nuclear receptors PXR and GR
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1. INTRODUCCION

1.1 Paraoxonasa (PON)

Las paraoxonasas (PON) son proteinas de aproximadamente 334 aminoacidos con
una masa molecular de 43 kDa, dependientes de calcio y contienen en su siio activo
un grupo sulfidrilo (-SH): el cual hace que puedan ser inhibidas por EDTA, iones
metlicos (cobre y bario), mercuriales como acetato feniimercirico (PMA) y para-
cloromercuribenzoato. Las PON catalizan la hidrolisis de un amplio rango de
sustratos entre los que se encuentran esteres de acidos carboxilicos aromalicos,
carbonatos ciciicos, factonas y plaguicidas organofosforados (POFs) (Casarett y
Doull,, 2008; Prakash y col., 2010).

Los genes que codifican para Ia PON en humano estan localizados en el brazo largo
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 intracelular que no es detectable en la
sangre, pero se expresa ampliamente en un gran nimero de tejidos incluyendo el
cerebro, higado, rifion y testiculos (Camps y col., 2011; Sang-Yong y col., 2011).

1.2 Paraoxonasa 1 (PON1)

PON1 es una A-esterasa dependiente de calcio sintetizada en higado, es secretada
al plasma asociada a lipoproteinas de alta densidad (HDLs) y tiene un papel
importante como molécula antioxidante en el metabolismo de lipidos evitando su
oxidacién (Martinez y col., 2010). PON1 hidroliza un amplio espectro de sustratos,
dentro de los cuales se encuentran; POF' (0xon de clorpirifos, paraoxon y diazoxon),
lactonas, neurotoxinas (soman y sarin) y esteres aromlicos (fenilacetato). Solo
PON1 es capaz de hidrolizar a los oxones provenientes de la biotransformacion de
POFs (Prakash y col., 2010; Ticozzi y col., 2010; Costa y col., 2011)
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La variabilidad de los niveles en suero y actividad de PON1 en humaros y animales,
se ha atribuida principalmente a polimorfismos presentes en el gen. Asi también a
estados patoldgicos y fisiologicos, estrés oxidativo, dieta, estio de vida y
xenobiéticos (Martinez y col., 2010; Costa y col., 2011). Por lo tanto, los niveles de
PON1 en suero estan determinados significativamente por el estado de la expresion
del gen en higado (Fuhrman, 2012),

1.3 Factores que modifican la actividad y expresion de PON1

1.3.1 Polimorfismos

Existen dos polimorfismos conacidos en la region codificante de PON1 que modifican
su actividad. Estos polimorfismos se caracterizan por la sustitucién de un
aminoacido; glutamina por arginina en la posicion 192 (Q192R) y fa sustitucion de
luecina por metionina en la posicion 55 (L55M) (Adkins y col., 1963; Humbert y col.,
1993). €l polimorfismo Q192R, no afecta la concentracion de proteina; sin embargo,
las actividades de PON1 (parzoxonase, arlesterasa (ARE) y lactonasa) son

por estos {Leviev y col, 2000). Nivetes
altos de actividad paraoxonasa y ARE fueron enconlrados en individuos que poseen
los genotipos R y LL; mientras que individuos con genatipa QQ, tienen niveles de
actividad lactonasa altos. Sin embargo, ofras estudios reportan alta aclividad ARE en
individuos con el genotipo QQ (Braphy y tol., 2001; Rainwater y col., 2009),

Asi también, estos polimorfismos parecen tener un impacto en la asociacion de
PON1 a las lipoprateinas de alta densidad (HDL), asi como, en funciones
antioxidantes de la misma. La asociacion de PON1 a las HDL en incividuos
hamocigotos Q192Q y L55L parece ser el mas eficiente y confiere proteccion en la
oxidacion de las lipoprotelnas de baja densidad (LOL). Sin embargo, en individuos
heterocigotos Q192R se observa una reduccion en la afinidad de asociacion de
PON1 con las HDL {Mackness y col., 1998; Gaidukov y col., 2006)



Por otro lado; se han reportado cinco polimorfismos en la region promotora del gen
PON1, localizados dentro de Ias primeras 1000 pares de bases rio arriba de Ia region
codificante (-608, -832, -162, 126, -108). €I polimorfismo mas dominante dentro de
Ia region promotora de PON1 es el T(-108)C; y es 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). También, el polimorfismo C(-108)C ha sido hasta el
momento el tnico con el que se ha encontrado una asociacion con un incremento en
la concentracion en suero y actividad de PON1. En experimentos in vitro a través del
uso de vectores reporteros, se demostré un aumento en la actividad luciferasa
relacionada a este genotipo, lo que sugiere una sobre reguiacion en la expresion de
PON1 relacionada al mismo (Suehiro y col., 2000; Deakin y col. 2003a)

1.3.2 Estados patolégicos y fisiolégicos

La alteracion en los niveles de PON1 en la circulacion ha sido relacionada con una
gran variedad de enfermedades que involucran el estrés oxidativo, entre las que se
incluyen enfermedades cardiovasculares, diabetes y falla renal cronica (Costa y col.,
2005; Camps y col., 2009). Asi mismo, estudios en células hepaticas demostraron
que citosinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa),
interleucina 18 e interleucina 6, disminuyen la expresion de PON1 y de la
apoliproteina A (apoA-) mediante la inhibicion del receplor de proliferacion de
peroxisomas alfa (PPARG) (Han y col., 2006). Asi mismo, se ha demostrado que la
PON1 es regulada e inactivada por el estrés oxidativo (Aviram y col., 1999; Aviram y
ol 2000; Jaouad y col., 2003)

1.3.3 Habitos, dieta y fArmacos

El impacto de los habitos alimenticios diarios, estilo de vida, actividad fisica y habitos
nocivos como el tabaguismo sobre la actividad y expresion de PON1 han sido
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demostrados. Respecto a los nabitos nocivos, como el fumar; se ha observado una
disminucién en la actividad de PON1 y un sumento en el estrés oxidativo. Asi
también; se ha observado que el riesgo de infarlo al miocardio incrementa en
fumadores portadores del genoltipo Q192Q: de PON1 (Salaky col., 2005 Isik y col.,
2007; Haj y col., 2010).

También, se ha demostrado que el consumo de alcohol influye sobre los niveles de
expresion y actividad de PON1 (Précourt y col., 2011). En un estudio en individuos
con bajo consumo de alcohol [etanal), se observé una actividad de PONT 395% mas
aita con respecto al grupo control. Sin embargo, en individuos con un alta consumo
de alcohol, la actividad de PONT se encontr6 disminuida en el 45% con respecto al
grupo control. Interesantemente, la expresion de mRNA de PON1 se incrementd en
un 59% en los individuos con ajo consumo de alcahol, mientras Gue los de alto
consuma disminuyé en un 51% (Rao y cal., 2003)

Por atro lado, la composicion lipidica de la dieta modula en gran medida

de inas e influye en el estado de PON1
El efecto de diversas grasas de la dieta sobre el estado de PON1 ha sido evaluado
en roedores. En estudios realizados con ratones nulos para receptores de LDL y
sometidos a dietas aterogénica a cono plazo, no se observaron cambios
significativos en la expresion de PON1; sin embargo, Ia masa y la actividad de PON1
disminuyeron significativamente {Hedrick y cor., 2000; Kudchadkar y col., 2000)

Motéculas antioxidantes han sido también evaluadas debido a su capacidad de
prevenir la perdida de aclividad de PON1 (Belleville, 2002). Un estuia realizado en
deportistas mosted que el suplemento con vilamina €, previene la reduccion de fa
actividad de PON? sérica inducida por el ejercicia (Tsakins y col., 2008). De igual
forma, se ha reportado una relacion en la ingesta de vitamina C y E con el
incremento de la actividad de PON1 en sujetos caucasicos (Jarvik y col., 2002). A su
vez, una dieta rica en compuestos palifendlicas esté relacionada con un aumento
tanto en la expresion como en la actividad de PON1 (Gouédard y col., 2004).



En modelos in vitro (células de hemocromatosis humana (HUH7)) también se ha
demostrado que fa quercetina, flavana, catecina y naringenina son capaces de
incrementar la expresion y actividad de PON1 (Gouédard y col, 2004).

En células de hepatocarcinoma humano (HepG2) se observé que la simvastatina,

(tarmacos i fueron  capaces de
incrementar la actividad de PON1 (Deakin y col., 2003b; Ota y col., 2005). Por otro
lado, la exposicion de células HuH7 al 4cido fenofibrico, la forma activa del
fenofibrato (FEN), ha demostrado ser capaz de incrementar tanto la actividad como
los niveles de mRNA de PON1 (Gouédard y col., 2003).

Por otro lado, estudios in vivo sobre la regulacion de PON1 donde se involucran
farmacos, particulammente compuestos para el tratamiento del colesterol y
triglicéridos como las estatinas y fibratos, se ha observado que estos farmacos son
capaces de incrementar |a actividad de fla PON1 sérica (Mirdamadi y col., 2008)

1.4 Regulacion transcripcional del gen PON1

Los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de la expresion del gen
PON1 hepatica, han sido poco explorados (Fuhrman, 2012). Estudios realizados en
células HuH7 demostraron que el FEN, compuesto usado para el tratamiento del
colesterol y trigiicéridos, es capaz de incrementar la expresion y actividad de PON1
por un mecanismo que posiblemente involucre Ia activacion def receptor activador
de peroxisomas alfa (PPARa) (Gouédard y col., 2003). Asi también, Gouédard y col.
(2004) demostraron en la misma linea celular que compuestos polifendlicos
procedentes de la dieta como naringenina, catecina y quercetina, son capaces de
incrementar los niveles de MRNA, actividad del promotor y actividad ARE de PON1,
a través de un mecanismo que involucra la activacion del receptor para aril
hidrocarburos (ARR). De forma similar, estudios realizados por Khateeb y col. (2010)
en células HuH7 demostraron que el acido galico presente en jugo de granad, es



capaz de incrementar I actividad ARE y los niveles de mRNA de PON1 en un
proceso que involucra la activacion del receptor PPARy. Asi mismo, se ha
demostrado que las estatings activan la transcripcion de PONT a través de PPARy
via cascada de fosforilacion por proteina cinasa C (PKC) y adenosinmonofosfato
ciclico {Camps y col, 2011). También se ha descrito que el resveratro!, un
compuesto polifendlico presente en las uvas y el vino, es capaz de incrementar la
expresion de PONT en cultivos de hepatocitos primarios de humanos y en células
HUH7, a través de la activacion del ANR y la interaccion del mismo con un elemento
de respuesta (ER) no convencional presente en la region promotora del gen PONT
(Gouédard y col., 2004)

1.5 Regulacién de la expresion génica por receptores nucleares

La regulacion transcripcional de s mayoria de los genes esta mediada a través de
receptores nucleares (NR), los cuales son una familia de factores de transcripcion
(TFs) que ejercen papeles criticos en casi lodos los aspectos del desarrolio,
metabolismo y fisiologia de los mamiferos. Estos receptores actian mediante la
unién a secuencias cortas del ADN llamadas ER, que activan o reprimen la
expresion de una serie de genes blancos. Les NR san clasificados en dos tipos; los
de tipo | son aquellos que reguieren unirse a su ligando especifico (esteroides,
progesterona, entre otros) para poder unirse al ADN; mientras que los de tipo I,
pueden estar unidos al ADN sin la necesidad de la interaccion con su ligando
especifico y actiian como represores transcripcionales (Figura 1) (Bagamasbad y
Denver, 2011; Zhang y col,, 2011).



Figura 1. Mecanismo de regulacion de ganes a través de NR (Bagamasbad y Denver, 2011; Zhang y
cal., 2011).

Los NR comprenden una familia de 48 factores de trascripcion en humanos y 49 en
ratones. La estructura de los NR estd caracterizada por un dominio de union al ADN
basado en dedos de zinc y por un dominio de union a ligandos. Mas de la tercera
parte de los 48 miembros son blancos de drogas terapéuticas actuales, y 20 de los.
200 farmacos mas recetados son ligandos de NRs. Evidencias genéticas han
demostrado el importante papel que tienen los NRs en numerosos procesos
fisiolagicos, fisiopatoldgicos y en la regulacion de la expresion de genes de enzimas.
metabolizadoras de xenobiéticos (Zhao y col, 2014)

1.6 Modelo celular HepG2

Las células HepG2 son una linea celular inmortalizada derivada del tejido de higado
de un joven caucsico de 15 afios de edad con hepatocarcinoma celular



diferenciado. Debido a su morfologia y alto grado de diferenciacian in vitro, ademas
de conservar |a mayaria las funciones de un hepatocito normal, representan un
sistema para el estudio de mecanismos moleculares del metabolismo del higado,
toxicidad, genotoxicidad y carcinogénesis, asi como la regulacion ranscripeional de
genes por xenobidticos y moléculas endogenas. En particular, las célufas HepG2
retienen Ia expresion y las actividades de la mayoria de las enzimas metabolizadoras
de xenobicticos de fase | y Ii. En comparacién con los demas modelos celulares, las
HepG2 han sido estudiadas y se ha los

genes expresados, incluyendo enzimas de fase | y I, asi como factores de
trascripcion (Choiy col., 2009; Baiy col., 2014; Liebel y col., 2015).



2. JUSTIFICACION

La PON1 tiene un papel antioxidante muy importante a nivel fisioldgico, ademés
también esta implicada en la detoxificacion de una gran variedad de xenobidticos,
dentro de los cuales se incluyen los plaguicidas organofosforados. Sin embargo, los
mecanismos moleculares involucrados en Ja regulacion transcripcional de la PON1
han sido poco estudiados. Analizar las secuencias presentes en la region promotora
del gen PONT y caracterizar la activacion de ésta es de gran importancia, ya que
ayudaré a entender y a explicar los mecanismos a fravés de los cuales algunos
xenobidticos y moléculas endégenas pueden modular la expresion de dicho gen.
Modificaciones a nivel transcripcional de la PON1 pueden alterar la biotransformacion
Ge todos sus sustratos, lo que pudiera conllevar al desarollo de diversas
enfermedades.

3. HIPOTESIS

Los receplores nucleares de tipo | son capaces de modular fa expresion de PON1 en
células HepG2.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la regulacién transcripcional de la PON1 de humano en células HepG2.

4.2 Obietivos especificos

« Realizar un andlisis in siico de 2 region promotora del gen PONT para
determinar los posibles elementos de respuesta para receplores nucleares de
tipo .

Determinar el efecto de ligandos especilicas para los receptores nucleares tipo
Iy otros receplores nucleares identificados en el endi

in silico sobre los
niveles de mensajeros de PON1 en células HepG2.

Clonar el promotor del gen PON1 para caracterizar la transactivacion y la

interaccion de receptores nucleares sobre el mismo.



5. METODOS

5.1 Analisis in silico de |a region promotora del gen PON1

Para realizar el andlisis in silico, Ia secuencia del promotor del gen PON disponible
en hitp:/fwww.nebi.nim nih.govinuccore/AF051133.1, se analize en las bases de

datos Transcriptionat Factor Search
(http:tiwww cbrc jpiresearch/dbTFSEARCH himl)  y  ALLGGEN ~ PROMO
Isi.up b 2dirDB=TF_8.3). A

partir de este andlisis se identificaron los posibles elementos de respuesta para NR
detipa Iy I

5.2 Cultivo celular HepG2

Reactivos

- Medio Minimo de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) (Invitrogen)
- Suero fetal bovina (SFB) (ATCC)

- Aminoacidos no esenciales (Invitrogen)

- L- glutamina (Invitrogen)

- Antibioticos y antimicaticos (Invitragen)

- Tripsina-acido etilendiaminotetraacetico (EDTAY) (Invitrogen)

Procedimiento

Células de hepatocarcinoma humano (HepG2) obtenidas de ATCC (American Type
Culture Collection) se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de SF8,
1% de aminodcidos no esenciales, 1% de L-glutamina y 1% de antibioticos-
antimicotices. El cultivo celular se mantuvo en frascos de 75 am? a 37 °C en una
incubadora con §% de CO- atmosférico. Cuando los cullivos alcanzaron 100% de
confluencia celular se realizé la cosecha y fueron resembrados nuevamente. EI
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proceso consistio en eliminar el medio de cultivo e incubar las células con 2 mL de
tripsina 0.25%-EDTA a 37 °C durante 5 minutas, transcurrido este tiempo, los frascos
se sacudieron suavemente para permitii que las céluas se despegaran
completamente. Posteriormente se agregaron 8 mL de medio DMEM, se
homogeneizo y las células se colocaron en placas nuevas y se incubaron
nuevamente a 37 °C.

5.3 Exposicion de cultivos celulares HepG2 a 2, 3, 7, B-tetraclorodibenzo-(p)-

dioxina, rifampicina, dexametasona y fenofibrato.

Reactivos
- Dimetiisulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich)
-2,3,7.8 p-di (TCOD)

- Ritampicina (RIF) (Sigma Aldrich)
- Dexametasona (DEX) (Sigma Aldrich)
- Fenofibrato (FEN) (Sigma Aldrich)

Procedimiento
En placas de 12 pozos se colocaron 1x10° célulasfpozo y se dejaron crecer hasta
alcanzar 90% de confluencia celular. Posteriormente, se realizaron los tratamientos
con TCDD 10 nM, RIF 10 M, DEX 10 pM y FEN 250 uM durante 24 y 48 horas. La
concentracion de los ligandos fue renavada a las 24 horas en el caso del tratamiento

de 48 horas

Como control negativo se usaron cultivos celulares HepG2 tratados con DMSO al
0.05%. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. Transcurrio el
tiempo de cada tratamiento se realizé la extraccion del RNA total



5.4 Extraccién de RNA

Fundamento

El trizol es una solucin monofasica de fenal e isotiocianato de guanidinio que al ser
homageneizado con los cultivos celulares, provoca la ruptura de la membrana celular
y disuelve los componentes celulares. Este efecto es generado por el isatiocianato de
quanidinio el cual desnaturaliza Ias proteinas € inhibe las ribonucieasas. Cuando se
agrega el cloroformo seguido de una centrifugacion la solucion se separa en dos
fases: una acuosa y ofra arganica. En la acuosa se encuentra el RNA, ef cual es
precipitado mediante la adicién de alcohol isopropilico (Chomezynsky y Sacchi
1987),

Reactivos

- Trizol (Invitrogen)
- Cloroformo (Sigma Aldrich)

- Alcohol isopropilico (4.T. Baker)

- Etanol al 70% (Sigma Aldrich)

- Agua dietilpiracarbonata (DEPC) (Sigma Aldrich}

Procedimiento

Se retir el medio de los cultivos celulares tratados con los diferentes ligandos y se
fes adicions 1 mL de trizol. Se homogeneizo con ayuda de una pipeta hasta provocar
Ia lisis total de las células. EI homogenizado fue transferido a un tbo eppendorf,
donde se le afadieron 200 L de cloroformo y se agito fuertemente durante 15
segundos. Posteriormente, se dejé incubar durante 2 minutos a temperatura
ampiente y se centrifugd a 13,200 rpm a 4 °C duranle 15 minutos. Se extrajo la fase
acuosa (fase superior) cuidando de no locar la interfase para evilar contaminar el
RNA y se colocd en un tubo eppendorf estéril al cual se le anadieron 500 ul de
isopropanol y se mezclé suavemente por inversion (el isopropanal precipita el RNA
debido a que forma puentes de hidrogeno con el agua). El tubo se incubd durante 10
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minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 13,200 rpm & 4 “C durante 10
minulos. Se afiadié 1 mL de etanol al 70% (diuido en agua DEPC), se centrifugé a
8,500 rpm durante 5 minutos a ¢ “C y se eliminG el sobrenadante tratando de que ef
pellet quedara lo mas seco posible. E| peflet se resuspendié en 20 L de agua DEPC
¥ €l RNA fue aimacenado a -70 °C para su uso posterior

5.5 Determinacion de la concentracion, integridad y pureza del RNA

Reactivos

- Agarosa ultrapura (Invitrogen)
- Bromuro de etidio (0.5 pg/mL) (BI0-RAD)
- Buffer de carga
Azul de bromofenol 3.6 mM (Research Organics)
Xilencianol 3.6 mM (Research Organics)
Glicerol 3% (usb)
- Tris-4cido bérico-EDTA (TBE) 10X
Trizma base 0.05 M (Sigma Aldrich)
Acido bérica 0.05 M (Resarch Organics),
EDTA 0.5 M pH 8.0 (Sigma Aldrich)

Una vez obtenido el RNA se procedi a determinar la concentracion y pureza del
mismo. Para la cuantiicacion; se utiizo un NanoDrop 2000 Thermo Scientific. A 2 ul.
de RNA total se i
Una unidad de densidad Gptica (DO) a 260 nm equivale a 40 pgimL de RNA.

i su absorbancia a 260 nm contra un blanco de agua destiiada.

La pureza se determiné mediante la relacion de las lecturas de absorbancias a 260 y
280 nm. Se considera que las preparaciones puras de RNA tienen una relacion de
DO 260/280 nm entre 1.8 y 2 (Ausubel y col. 2005). La concentracién de RNA total
se determind con Ia siguiente férmula



D.0.(260 nm)x 40 (factor de correccion) x factor de dilucion
1000

RNA (ng/uL;

La integridad del RNA se verificé a través de electroforesis en un gel de agarosa al
1%. 1 g de agarosa ulvapura se disolvié en 99 mL de buffer TBE 1X en un
microandas hasta comoleta hamogeneidad, se dejo enfriar y se agregd 5 ul de
bromuro de efidio (0.5 gimL). El gel se colocs en camara de electroforesis y se dejo
polimerizar durante 30 minutos, posteriormente se agregd a la camara de
electroforesis buffer TBE 1X para cubrir el gel y se coloco 1 L de RNA total can
buffer de carga. La electroforesis se llevd a cabo a 100 volts durante 20 minutos
Una vez terminada la electroforesis el gel se observé en un transiluminador de luz
UV (Accesolab) para verificar la presencia de las bandas correspondientes a las
subunidades 285 y 18S 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, lo que
indica la integridad del RNA.

w3 uullﬂ

Figura 2. Integridad del RNA. Gel ce agarosa al 1% con 1yl de RNA fefiida con bromuro de efidio

(0.5 paimL) abservada en un transilummnadar UV,



5.6 Sintesis de CDNA

Eundamenio
Todos los RNAs mensajeros conlienen en el extremo 3' una cola de poli (A), 1a cual
hibrida con el oligonucledtido de dT (OligodT) que actia como cebador para la
transcriptasa inversa y cataliza la sintesis de cDNA en presencia de los cualro
desoxinucleotidostrifosfatados (GNTP). Ei cDNA de cadena simple se libera del
hibrido cDNA-mRNA mediante desnaluralizacién por calor (Devin, 2004) (Figura 3)

111000 B pimer oo 52
FOTTT weamRNA

— Ls unscrtase

cadena do cONA
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LU RN

y copia
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DNA

Figura 3. Sintesis dé CDNA (Grifin y Grifin, 2004)

Reactivos

- Olign (dT) (500 mg/mL) (invitrogen)
- GNTPs {10 mM) (Invitrogen)

- Ditiotreilol (DTT) (0.1 M) (Promega)

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

- Teanscriplasa reversa (RT SuperScript Il (invitrogen)
- Agua libre de RNAsas (Gibca)

- RNA total



Procedimiento
La sintesis de GDNA se realiz6 en lubos eppendorf de 0.2 mL. La mezcla de reaccién
contenia 1 pL de oligo (dT), 2 pg de RNA total y agua ibre de RNAsas para un
volumen final de 20 L. La mezcla se incubs a 65 °C por § minutos, transcurrido el
tiempo, se detuvo la reaccion colocandola en hielo y se anadieron tul de DTT, 4yl
de buffer 5X, 1 pL de dNTPs y TuL de agua destilada esteril (o RNAsa OUT), se
mezclé por pipeteo suavemente y se incubd a 42 °C durante 2 minulos.
Posteriormente, se adicionaron 0.5 hL (100 U) de transcriptasa reversa (RT
SuperScript Il), se agité por pipeteo suavemente y se incub6 a 42 °C durante 50
minutos. Finalmente la reaccién se inactivo a 70 °C durante 15 minutos y los cDNAS
se almacenaran a -20 *C para su uso posterior.

5.7 Determinacion de los niveles de mRNA de CYP1A1, CYP3A4 y PON1

Fundamento
El principio de accion de las sondas TagMan se basa en la transferencia de energia
de resonancia de Foster (FRET); cuando la sonda esté intacta la proximidad del
fluorocromo al quencher produce la supresion de la fluorescencia reportera. Una vez
que la Taq polimerasa empieza a sintetizar la hebra de DNA complementario,
desplaza el extremo 5' de la sonda que es degradado por la actividad 5-3' nucleasa
de Ia enzima Taq palimerasa. En este praceso se libera el fuorforo del medio y deja
ibre al quencher, la que ocasiona un aumento de la fuorescencia detectada (Cultek,
2008) (Figura 4}

Reactivos
- Master Mix (Applied Biosystems)
- Sondas CYP1A1, CYP3A4 y PON1 (Applied Biosystems)
- cDNA
- Agua estéri



Figura 4. Principio e acci6n de 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 lo cual se utilizo el equipo
StepOne de Applied Biosystem y sondas Tagman especificas para cada gen (Tabla
1). Cada reaccion consistié en una mezcla de 7.5 pl. de Master Mix, 6.1 pL de agua
libre de DNAsas/RNAsas, 0.4 L. de sonda Tagman y 1 L de cDNA. Las condiciones
de amplificacion 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 CYPAT
y CYP34A se wiizaron como controles positivos de regulacién por los receptores
ARR, PXR y GR, respectivamente

Los resultados obtenidos fueron analizados por el método comparativo de ACt entre
Ios genes PON1, CYP1A1, CYP3Ad y el gen endégeno GAPDH (Livak y Schmittgen,
2001).



Tabla 1. Secuencia de pimers y sondas para los genes PONY, CYP1A1 y CYPIAL.

Nombre del gen Secuencia de primer/sonda

5.8 Determinacion de la actividad arilesterasa (ARE) de PON1

Reactivos
- Buffer ARE
Tris-HCI (100 mM) (Promega). ... 7.878
CaCiz (1 mM) (J.T. Baker)..................0.05549 g

Disolver en 400 mL de agua inyectable. Ajustar a pH 8.0 y aforar & 500 mL.

- Fenilacetato (10 mM) (Sigma Aldrich)
Agua inyectable (PISA)
- Solucién safina de fosfatos (PBS) (1X)

NaCl (4., Baker). .8g
KCI (.. Baker)... 02g

NagHPO, (LT, Baker) ... 1449
KoHPO4 (J.T. Baker)........... ... 0249

Disalver en 600 mL de agua destilada y ajustar a pH 7.6, Esterilizar 20 minutos a 15

b de presion



Procedimiento

La actividad ARE se determing de acuerdo al método propuesto por Daekin y col
{2001), con modificaciones. Transcurridos l0s tiempos (24, 48 y 72 h) de tratamiento
con los diferentes ligandos, se procedio a retirar el medio de los cultivos celulares
HepG2. Les células se iavaron tres veces con PBS 1X y se incubaron durante 10
minutos con 900 uL de buffer ARE y 100 L de fenilacetato 10 mM en ias placas de
cultivo. Se recuper6 el sobrenadante y se monitoreo la hidrolisis del fenilacetato
mediante el cambio de absorbancia a 270 nm por § minutos en intervalos de 1
minuto. Como blanco de reaccion se empled el Buffer ARE mas fenilacetato 10 mM
para medir la hidrolisis espontanea del fenilacetalo. La actividad ARE fue caloulada
310 M cm™). Una unidad de
actividad ARE de PON1 es definida como 1 nmol de fenal hidrolizado por minuto bajo

usando el coeficiente de extincion del fenol (=

las condiciones del ensayo. La actividad ARE se corrigié por el contenido de proteina
total.

5.8.1 Preparacién de extractos celulares

Reactivas
- Solucién C
Gliceral 20% (usb). L 20mL
Tris-HCI (100 mM) (Promega)........... 1.575 g
DTT (1 mM) (Promega) s 0.0154 g
PMSF (200 mM) (Sigma Aldrich) 1uL

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

Procedimiento
Una vez determinada Ja actividad ARE de PONA, las células fueron despegadas
mediante raspado con cepilo en 1 mL de solucion C. Se homogeneizaron, se
colocaron en tubos eppendor y se sonicaron durante 1 minuto para provocar la lisis
celular. Posteriormente, se centrifugd a 13, 000 rpm durante 3 horas a 4 °C. Una vez
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transcurido el tiempo de centifugacion, se recuper6 el sobrenadante en tubos
eppendorf y se almacent a -70 °C para su Uso posterior.

5.8.2 Determinacién de proteina total (método de Lowry)

Fundamento
El mélodo de Lowry es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de
proteinas. A la muestra se aiade un reactivo que forma un complejo coloreado con
Ias proteinas y la intensidad de color es proporcional a la concentracion de proteinas.
El método consta de dos etapas: 1) Los iones Cu?*, en medio alcalin, se unen a las
proteinas formando complejos con los atomos de nitrdgeno de los enlaces
peptidicas. Estos complejos Cu®'-proteina tienen un color azul claro. Ademas,
provacan el desdoblamiento de la estructura lidimensional de la proteina,
exponiendo fos residuos fendlicos de tirosina que van a participar en la segunda
etapa de Ia reaccion. El Cu®* se mantiene en solucion alcalina en forma de su
complejo con tartrato. 2) La reduccion, también en medio basico, del reactivo de
Folin-Ciacalteau, por los grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en fa
mayoria de las proteinas. El cobre actia como un catalizador, EI principal
canstituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el 4cido fosfomolibdotingstico, de
color amarilo, que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de

color azul intenso (Lowry y col., 1951) (Figura 5),

Reactivos

- Kit (Modified Lowry Pratein Assay) (Thermo Scientific)
- Agua destilada

Procedimiento
Se prepararon diluciones seriadas a partir de un estandar de albumina bovina sérica
(BSA) (2 mg/mL) de acuerdo a la tabla 2
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Figura 5. Esquema de reaccian de Lowry para 1a delerminacién de proteina total (Lowry y col, 1951)

En placas de 96 pozos se colocaron 40 L de cada dilucion y muestra (extracto
celular) y se anadieron 200 uL del reactivo de Lowry modificado. La placa se agit
por 30 segundos, se cubri y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se adicionaron 20 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu 1X (reactivo Folin-Ciocalteu 2X (2N) 11 en agua destiada). Se agito
Ia placa por 30 segundos y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al
término de Ia incubacion se midid la absorbancia a 750 am en un lector de placas
(MQuantBiotek). La concentracion de proteinas de las muestras problemas se calculo

a partir de la curva estandar de BSA

5.9 Clonacion de la regién promotora del gen PONT

El vector pGL3-PON1 fue donado por el Dr. Xavier Comoul de la Facultad de
Ciencias Basicas y Médicas de la Universidad de Paris Descartes (Francia). El cual
se clond usando el kit de clonacion One shot chemically E. coli de invitrogen.



Tabla 2. Preparacion de diluciones del estandar de BSA.

Vial Volumen del Volumen BSA Concentracion
diluyente (Agua final de BSA
destilada estéril)

A 5L 375 fiL Stock 7500 jig/mC
8 arzspl 312.5 4L Stock 1000 pgimL
c 155 i 155 i del Vial A 750 gL
D 12540 312.5 uL del vial B 500 pgimL
E TS 312/5 L Gel VAl D 250 g
F 31254 3125 pL del vial € 125 pgimL
(5 300U 3125]illde Vial F 25 gL
| 500 pL o 0ygimL = Blanco

5.9.1 Transformacion de bacterias

Reactivos

Preparacién de placas de agar

- Triptona (8D DIFCO) .. 259
- Extracto de levadura (ush) 1259
- Agar bacteriologico (usb). 3759

Disolver en 100 mL de agua destilada y ajustar a pH 7.5, aforar a un valumen de 250
mL. Esteriizar durante 20 minutos a 15 Ib de presion. Guando la solucién este entre
40-50 °C adicionar ampicilina 3 una cancentracion final de 100 pgimL y colocar en

placas de cultivo

2. Preparacién de medio LB

- Extracto de levadura (usb)....... 159
- NaCl{J.T. Baker)....... . 15g
- Triptona (BD DIFCO) . 30g
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Disolver en 600 mL de agua destilada y aforar a 1000 mL. Colocar en matraces de
250 Ly esterilizar durante 20 minutos a 15 Ib de presion.

Procedimiento

La transformacion de bacterias se realizo mediante el Kit de clonacién One shot
chemically E. coli de invitrogen como se desaribe a continuacion. Se adicionaron 2 ul.
Ge vector pGL3-PON1 o pRL  un vial de bacterias competentes, se mezclo y se
incubé 30 minutos en hielo. Posteriormente se incubd a 42 °C por 30 segundos y
durante 2 minutos en hielo. Se agregaron 250 pL de medio LB y se incubd 1 hora a
37 °C 2 225 rpm. Se diseminG todo el tubo en una placa de agar con 100 g/mL de
ampicilina y se incubd toda la noche a 37 °C. Se verificaron las placas para ver si
hubo crecimiento de colonias, se seleccionaron § colonias y picaran con un palilo
estéril e incubaron en 4 mL de medio LB que contenia ampiciina a una
concentracion de 100 pg/mL durante toda la noche a 37 °C en agitacion constante de
225 rpm.

5.9.2 Purificacién del plasmido (MINI PREP)
Reactivos

1. Buffer TE
- Tris-HCI (100 mM) (Promega) ... 11.0292 g
- EDTA (1 mM) (Sigma Aldrich)... 260.568 mg

Disolver en 500 mL de agua destilada, ajustar pH 2 7.4 y aforar a 700 mL

2. Buffer TENS
- Buffer TE ..o 200mL
- NaGH (SEALAB).... 1g
- SDS 20% (Promega)... 625mL
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Aforar a 300 mL con buffer TE.

3. Acetato de Sodio 3 M {usb)
Disolver 49.22 g de acetato de socio en 100 mL de agua destilada y aforar a 200 mL,

4. Etanol al 100% (J.T. Baker)

Procedimiento

La purificacion del plasmido se llevd a cabo mediante el método descrito por Medina
Diaz y col. (2005): Se colocaron 1.5 mL de cada uno de los tubos cultivados que
presentaron turbidez (transformacion de bacterias) en wbos eppendorf y se
centrifugaron a 13,000 pm durante 10 segundos. Se decanto el sobrenadante, se
adicionaron 300 L de buffer TENS, se agitd en vortex y se le adicionaran 150 pL de
acetato de sodio 3 M y nuevamente se agild en vortex. Se centrifugaron las mezcias
Gurante 2 minutas a 13,000 rpm y el sobrenadante fue transferido a un tubo limpio.
Se le adicionaron 900 kL de etanol al 100% y se incubo en hielo seco durante 20
minutos. Se descongelaron las mezclas y se centrifugaron durante 2 minutos a
13,000 rpm, se decants el sobrenadante y el precipitado se lavo 2 veces con etanol
21 70%. Se dej6 secar a temperatura ambiente y se le adicionaron de 20 L. de buffer
TE. 2 L de la muestra se somelieron a electroforesis en gel de agarosa al 1% para

Geterminar |a presencia del plésmido

5.9.3 Purificacion del plasmido Midipreps (KIT CONCERT)

Reactivos

- Pure Link (HiPure Plasmid Midiprep i) (invitrogen Life Technologies)
- Isopiopanol (J.T. Baker)



Procedimiento

De los cultivos 6n de bacterias) que el plasmido (MINI

PREPS) 150 L de estos se colocaron en 150 mL de medio LB con ampicilina a una
concentracion de 100 pg/mL y se incubaron toda la noche @ 37 °C en agitacion
constante a 225 rpm.

La purficacién del DNA plesmidico se realizo mediante el kit CONCERT ce
Invitrogen de Ia siguiente forma: Se equiliord la columna con 10 mL de buffer de
equilibrio. El cultivo se transfirid a tubos felcon de 50 mL, se centrifugaron a 4,000
rpm durante 10 minutos y se decantd el sobrenadante. Se adicionaron 4 ml de buffer
de resuspension el cual contenia RNasa A y se homogenizé por pipetea repetido, el
homogenizado se transfirié a un tubo de 15 mL. Se agregaron 4 mL de buffer de lisis
y se mezclo por inversion suavemente 5 veces e incub6 durante 5 minutos a
temperatura ambiente (se observé viscosidad en el tubo). Se agregaran 4 mL de
buffer de precipitacion. se mezcld por inversion, se centrifugd a 8,000 rom por 25
minutos a temperatura zmbiente y el sobrenadante se transfirié a la columna
previamente equilibrada y se dej6 drenar por gravedad. Se lavo la columna 2 veces
con 10 mL de buffer de lavado y se dej6 drenar por gravedad. La columna se
transfirié a un tubo limpio y se agregaron 5 mL de buffer de elusion para eluir el DNA
y se dejé drenar por gravedad (no forzar la columna). Se agregaron 35 mL de
isoprapanol af DNA eluido, se homogenizo por inversion, se centrifugo a 14,000 rom
qurante 40 minutos a 4 °C y se decantd el sobrenadante. Se agregaron 530 pL de
efanol al 70% a la pastilla, se centrifugd a 14,000 rom durante 10 minutos a 4 °C y
se decants el sobrenadante. Se dejo secar el pellet al aire libre durante 10 minutos y
se resuspendic en 28 L de buffer TE. La concentracion de DNA se determinG por

espectrofotometria a 260 nm,

6. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante ef uso del programa STATA version
8.0 (Stata Corp LP, College Station, Texas, USA) utilizando la prueba estadistica de
U-Mann Whitney. El criterio de significancia fue *p< 0.05 para todos los estudios
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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 Ia region 5 del gen
PON{ se realiz6 un estudio in sifico. Se identificaron 12 posibles ER para NR. Un sito
de union para el receptor @ pregnenclona (PXR), ocho para el receptor de
glucocorticoides (GR), uno para el receptor a vitamina D (VDR) y uno para el
receptor al cido X retinoico (RXRY; todos con un porcentaje de homologia del 95%
(Figura 6).
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Figura 6. Andlisis n slico de la regién 5' del gen PONT realizado en las bases de datos TFsearch y
ALLGEN PROMO con un porcentaje del 95% de homoiogia.

Estos resultados, sugleren que los receplores GR, PXR, VDR y RXR podrian unirse
a estos ER y regular la transcripcion del gen PONT.

21



Uno de los primeros trabajos sobre la investigacion de ER para NR presentes en Ia
regién promotora del gen PONT fue llevado a cabo por Schrader y Rimbach (2011),
En este se realizo un andlisis in silico de la regién promatora de PON1 mediante el
software Matinspector (http:/iwww.genomatix.de). Los resultados mostraron posibles
sitios de union para los NR PPAR y ANR, asi como para el factor general de
trascripcion Sp1. Sin embargo, el porcentaje de homologia considerado en los ER
fue de BO% y no encontraran ER para PXR, VDR, RXR y GR. Esto podria deberse a
que |a base de datos empleada por estos autores, no contiene las secuencias para
los ER de estas NR. Asi tampoco, evaluaron el efecto de los ligandos de los
receptores AhR y PPAR sobre la expresion de PON1

Par atra laco, Gouédard y col. (2004) sugieren que la region promotora de PON1
contiene un ER a xenabioticos (XRE) no clasico (GCGGG) el cual presenta un 80%
de homologia con respecta al XRE clésico (GCGTG), de la secuencia de urion

conocida para el ANR.

7.2 Efecto del TCDD, RIF, DEX y FEN sobre los niveles de mRNA de CYP1A1,
CYP3A4 y PON1

Se evaluo Ia posible requlacion transcripcional del gen PONT a través de los NR
PXR, GR y AhR. Se determinaron los niveles de mRNA del CYP1A1 como control
positivo de regulacién a través del receptor ANR; y del GYP3A4, gen regulado por los
receptores PXR y GR. Como control endégeno de expresion se empled al gen
gliceraldehido-3-osfato deshidrogenasa (GAPDH),

Enla Figura 7 se muestra 1os resultados de o tratamientos con TCOD a 10 nM. Los
niveles de MRNA de CYP1AT se incrementaron significativamente tanto a las 24
(850 veces) (Figura 73) como a las 48 horas (350 veces) (Figura 7b)



Asi también, los tralamientos con RIF a 10 uM fueron capaces de incrementar
significativamente los niveles de mRNA del CYP3A a las 24 (2.4 veces) (Figura 8a)
¥ 48 horas (8.2 veces) (Figura 8b); mientras que la DEX a 10 pM produjo un aumento
en los niveles de exprasién del CYP3Ad a las 48 horas (3.8 veces) de tratamiento
(Figura 8b),
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Figura 7. Efecto de) TCDD scbre o niveles de mRANA del CYP1AT. Cultvos celulares HapG2 foeron
ratados can TCDD y DMSO al 0.5% (contral por &) 24 hoias y b) 48 haras. Camo cantrol endbgeno
e expresion se uiitz6 a GAPDH. Las resulados representan la media + DS do Ues axperimentos
independientes per igticado (9= 0.05).

Una vez que se demostrd la aclivacién de los receptores AhR, PXR y GR a través de
la expresién de sus genes blancos, se procedid a determinar los niveles de mRNA de
PONA1. En la Figura 9, se muestran los resullados del efeclo de Jos tralamientos con
TCDD 10 nM, RIF 10 pM, DEX 10 uM y FEN 250 pM, los cuales causaron un
incremento de manera sigrificativa, sobre 10s niveles de mRNA de PON1a las 24 ()
¥ 48 (b) noras con respecto al control. Con un méximo de induccion a las 24 horas
para RIF (16 veces), seguido por DEX (9 veces), FEN (4.5 veces) y TCDD (3 vaces)
2




(Figura 9a). A las 48 horas la maxima induccion se observo para los tratamientos con
DEX (28 veces), seguido de TCDD (22 veces), FEN (8 veces) y RIF (2.5 veces)
(figura 9b).
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Figura 8. Efecto de la RIF y DEX sobre los niveles de mRNA del CYP3A4. Cullivos celulares HepG2
fueron tratados con TCOD y DMSO al 0.5% (control) por a) 24 horas y b) 48 horas. Como conlrol
enddgeno de expresion se ufiiz a GAPDH. Los resultados representan la media ¢ DS de lres
‘experimantos independientes por triplicado (*p< 0.05)

Los efectos de algunas moléculas endégenas y xenobidticos son comunmente
explicados por la afinidad a receptores (Coumoul y col., 2002; Lemaire y col., 2004).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, demostraron que ligandos de
receptores como TCDD, RIF, DEX y FEN 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 CYP1AT (gen
blanco para el receptor Ah). Estos resultados son similares a los reportados por
Gouédard y col. (2004) en células HuH7 traladas con compuestos polifanolicos

i i y flavona). 3 (3-MC), benzo (4] pireno (BaP)




¥ TCDD sabre los niveles mRNA de PON1 comparados con CYP1A1. Asi también,
Guyot y col. (2011), en esa misma linea celular, demostraron que el efecto del TCDD
sobre la induccién de PON1 fue menor comparada con el observado para CYP1AT
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Figura 9. Efecto del TCOD, RIF, DEX y FEN sobre los niveles de mRNA de PONT. Cultivos celulares
HepG2 fusron ratados con TCOD, RIF, DEX, FEN y DMSO al 0.5% (contral) por a) 24 haras y b) 48
horas Como control endégena de exgresion se uliizé a GAPDH. Los resultados representan la madia
+ DS de tres experimentos independientes por triplicado (*p< 0.05)

Los mecanismas de accion a través de los cuales el TCDD incrementa la expresion
de CYP1A1 son ampliamente conocidos, y su elevada induccion por esta dioxina se
debe a que el promotor de este gen contiene 6 XRE (Mimura y Fuji-Kuriyama,
2003). A diferencia del promotor del GYP1A1, ef promotor de la PON1 solo contiene
al menos un XRE no clésico para el receptor Ah (Gouédard y col., 2004). Al respecto,
Gouédard y col. (2004) demastraron fa unién del AWR-TCDD en las posiciones -126 a
-106 de Ia regi6n promotora del gen PONT y también observaron que la intensidad
de interaccion de proteina-ligando-ER fue més fuerte en la secuencia del promotor
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de CYP1A1, por o que el efecto a nivel transcripcional puede deberse a la diferencia
en la secuencia consenso de union entre esos dos ER.

Para evaluar si el efecto del incremento en los niveles de mRNA de PONT ejercido
por los diferentes ligandos (TCDD, RIF, DEX y FEN) era llevado a cabo @ nivel
transcripcional, cultivos celulares HepG2 fueron pretratados con actinomicina D
(ActD) 10 yg/mL durante 10 minutos, seguida por la adicién de TCOD 10 nM, RIF 10
UM, DEX 10 uM y FEN 250 pM. Los resultados muestran que Ia induccién de PON1
por TCDD, RIF, DEX y FEN disminuye alrededor del 50% por los pretratamientos con
ACtD a las 24 horas (Figura 10a), y en 60% a las 48 horas (Figura 10b), Estos
resultados sugieren que Ia induccion de mMRNA de PON1 por estos ligandos es a

nivet ranscripeional

7.3 Efecto del TCDD, RIF, DEX y FEN sobre la actividad ARE de la PON1

Se evalus la actividad ARE extracelular de la PON? para determinar si el incremento
en los niveles de mRNA de PON1 ejercidos por TCDD, RIF, DEX y FEN se reflejaba
en un aumento de la misma. Los resultados muestran que los tratamientos can
TCDD, RIF, DEX y FEN incrementaron la actvidad ARE de PON1 de manera
significativa tanto a las 24 (Figura 112), 48 (Figura 11b) y 72 horas (Figura 116) de
\ratamienta con respecto al cantrol. Con un méxima de incremento a las 24 horas
ejercido por FEN (5.7 veces), seguico por RIF (3,2 veces), TCDD (2.8 veces) y DEX
(2.2 veces). Mienlras que a las 48 horas el mayor incremento fue ejercido por TCDD
(2,4 veces), seguido de DEX (1.6 veces), FEN (1.5 veces) y RIF (1.4 veces). Asi
mismo, el mayor incremento  fas 72 horas fue ejercido por TCDD (2,2 veces), y en

menor proporcion por FEN (1.8 veces), RIF (1.7 veces) y DEX (1.5 veces),
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Figura 10, nhibicién o Ia induceién do MANA de PONT mediante AciD. Culivos celulares HepG2
Tueron pretralados durante 10 minutos con AGtD y DMSO al 0.5% (control) seguide de Ia adicion do
TCDD, RIF, DEX, FEN por a) 24 horas y b} 45 horas. Como control endégara de expresion se uiiizb a
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Algunos estudios realizados en la linea calular HUH7, demostraron que tanto el FEN
(250 M) y el TCDD (10 nM) incrementan la actividad ARE de la PON? alrededor de
un 50% con respecto al control; y este incremento estuvo  relacionado con el
aumento en I expresion de PON1 (Goudard y col,, 2003; 2004). Estos resultados
estan acorde a los obtenidos en el presente trabajo, lo cual indica que estos
compuestos son capaces de estimular la expresion y actividad de la PON1

Los mecanismos de |a regulacion transcripcional del gen PON? son un érea activa de

debido a su papel de las y en las reacciones
de desintoxicacién. El estudio de los mecanismos sobre su regulacién, permite la
comprensién de cémo moléculas endégenas y exégenas podrian modular la
expresion de este gen y conducir al desarrollo de ciertas enfermedades. Por lo que,
el papel que pudiera |ugar la PON1 en la susceptibiidad al desarrollo de



enfermedades y proteccion contra agentes 16xicos, esta determinado por factores

que alteren ia expresion y actividad de la misma (Costa y col., 2011)
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Figura 11, Efecto del TCDD, RIF, DEX y FEN sobie la actividad srilesterasa (ARE] de la PONT
corregida por proteina total @ las 24 (2). 48 (0) y 72 (c) horas de tiatamiento. Los resuitados
representan la medla £ DS de tres experimentos indapendintes por triplicado ("< 0.05).



Los resultados del presente trabajo demostraron, por primera vez, un aumento en la
transcripcin de PONT por ligandos de PXR y GR; y esta induccién fue inhibida par
ActD, lo que indica que la sintesis de novo de mRNA es el principal mecanismo de la
induccion. Asi mismo, se demostré que el incremento en los niveles de MRNA de
PON1 se ven reflejados en un aumento en la actividad ARE de la PON1 a las
diferentes fiempos evaluados. Sin embargo, el mecanismo de accion por e cual
estos ligandos modulan Ia expresion de PON1 es ain desconocido.

El receptor PXR ha pasado de ser un receptor huérfano a un sensor de xenobidticos
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 ligandos
estructuralmente distinlos que son conocidos par inducir la expresion de varios genes
que codifican proteinas enel de dticos (CYP450s,

UDP-glucoroniltransferasas,  glutation S transferases,  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), proteina 2 asociada a resistencia a miltiples farmacos (MRP2)
(Dussautty col., 2001; Kasty col, 2002) y el polipéptido transportador de aniones
orgénicos 2 (Staudinger y col,, 2001). El PXR es también activado por una variedad
de figandos endagenos (hormonas, acidos biliares y vitaminas). En respuesta a
acidos biliares y oxiesteroles, el PXR regula la expresion de genes involucrados en el
transporte y metabolismo de &cidos biliares, tales como el CYP7A, Oatp2, y 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A sintetasas (Pascussi y col., 2001; Matsunaga y cal.,
2012; Luckert y col., 2013). Los resultados del andlisis in silico de la region promotora
de PON1 mostraron posibles elementos de respuesta para este receptor, y los
tratamientos con RIF y DEX incrementaran la expresion de la PONT. Estos
resultados sugieren fuertemente la participacion del PXR en la regulacion
transcripional del gen PONT. Por ofra parte, el SR 12813, un farmaco para el
tratamiento del colesterol, ha demostrado eficientemente la activacion del PXR
humano y de conejo (Luckert y col., 2013). Asi, &l PXR podrla ser otro importante y

eficiente requlador de la expresion de la PON1
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La DEX, un agonista del receptor GR, incrementa la induccion de CYP3A4 a través
del PXR. La expresion de mRNA del PXR en respuesta a DEX es concentracion y
tiempo dependiente, sugiiendo la existencia de una interferencia funcional en la
sefalizacion entre GR y PXR (Pascussi y col,, 2001). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo, mostraron que os tratamientos con DEX y RIF fueron capaces de
incrementar los niveles de mRNA de la PON1 de una manera tiempo-dependiente.
Indicando la posible participacion de este receptor en la regulacion dei gen PONT,

Sin embargo, una en la nta de enzimas
metabolizadoras de xenobidticos, puede producirse entre ellos durante la via de
metabolismo de xenobioticos

Actuaimente se estan llevanda a cabo diversos estudios en el laboratorio para
dilucidar el mecanismo por el cual la RIF y DEX inducen Ia trascripcién de PON1, a
través de los GRy PXR.

Sobre |z base de los resultados oblenidos y de acuerdo a la literatura, se proponen
los siquientes mecanismos maleculares de regulacion que pudieran explicar la
modulacién positiva del gen PONT mediante Ios receplores identificados en este

trabajo (Figure 12)



Figura 12. Posibles mecanlsmos moleculares de regulacion del gen PON1 a través de NR. (1)
Modulacion por bilirubina, TCDD y pokfencies a través del AR sl cual dineriza con Ia proteina
translocadora de anl hidrocarburos (ARNT) para interaccionar con ER (XRE) dentro de la region
promotora del gen PONT; (2) Modulacién por hidrocarburos policicicos aromslicos a través de ARR-
ARNT y PXR-RXR mediante 1a interaccidn en secuencias (XRE, PXRE) dentro da Ia region promotora
daf gen PONT. (3) Modulacién mediants Ia activacién de PXR por pregnanos: (4) Modufacin por
glucocortioaides, dexametasona y rifampicina a iravés de PXR y GR; (5) Modulacién por xenabidticos
a ravés Ge aclivacion de cascada de fosforlacion mediante Ia proteina cinasa C (PKC) del factor
general de transcripeién Sp1, el cual se une a secuencias ricas en cilosinas (-108) dentro de la region
pramotora del gen PONT; (6) Modulacién mediante estatinas, palifenales y 4cidos grasos a través de
a activacién de PPARy (Gousdard y col., 2004; Zimmenman y col.. 2009; Ari y col., 2010, Katheeb y
col., 2010: Guyot y sol, 2011; Matsunaga y col, 2012; Luckerty col, 2013).



8. CONCLUSIONES

Este estudio sugiere mecanismos moleclares en fa regulacion de fa
transcripcion de PON1 & través de un proceso que implica la activacion de los
receptores PXR y GR.

Debido a que la PON1 constituye una diana fammacolégica prometedora para la

prevencion de e én por plaguicid

modificaciones a nivel transcripcional de la PON1 pudieran tener un impacto
significativo sobre Ia actividad de esta enzima en el suero. Por lo que es
importante entender y profundizar en los mecanismos moleculares a través del
cual se podria regular este gen



9. PERSPECTIVAS

Determinar Ia interaccion y la tansaclivacion de la region promotora del gen
PON1 a través de los raceplores nucleares PXR y GR mediante vectores
reporteros (actividad luciferasa) en células HepG2.

Determinar a interaccion de los receptores PXR y GR en la region promotora del
gen PON? mediante ensayos de moviidad electroforética (EMSA) en células
HepG2.
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