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1. RESUMEN

Un sistema modelo para el estudio de los factores de transcripcion del tipo PPARs es el
nematodo Caenorhabditis elegans. La secuenciacion completa del genoma de este gusano
muestra un alto numero de genes de receptores nucleares (270 genes de RN). En este trabajo se
describe la identificacion de genes putativos homologos a PPARs, un receptor nuclear clave en la
regulacion del metabolismo lipidico celular en vertebrados.

Los PPARSs son factores de transcripcion que se activan por ligandos (acidos grasos y sus
metabolitos (eicosanoides) y activadores farmacologicos), de los cuales se han descrito tres
isoformas (a.,3/0,y), que cumplen distintas funciones en el metabolismo lipidico. La estrategia
utilizada en la bisqueda de un homologo a PPARs, se baso en alineamientos entre secuencias de
proteinas de las distintas isoformas de PPARs de humano y raton, con secuencias de proteinas de
C. elegans, contenidas en una base de datos. Esta busqueda revel6 que existe una alta homologia
en la region del dominio de uniéon a ADN de PPARs con las secuencias de proteinas de
receptores nucleares NHR-85, NHR-23 y SEX-1. Luego realizamos ensayos con activadores
farmacologicos clasicos de PPAR o y vy, los cuales revelaron que en tratamientos con
ciprofibrato, un agonista clasico de PPAR a, existe un aumento en la expresion del ARNm del
receptor nuclear nar-85, asi como también se observa un aumento en la expresion del ARNm del
gen FO8AS.1, el cual codifica para una proteina en C. elegans que es homoéloga a la enzima Acyl-
CoA oxidasa de humanos y roedores, la cual cataliza la oxidacion de acidos grasos de cadena
muy larga en los peroxisomas y cuyo gen es un blanco clasico de PPAR o en vertebrados.

En base a los resultados obtenidos, sugerimos la existencia de un receptor nuclear del tipo

PPAR o en Caenorhabditis elegans.



SUMMARY

A model system for the study of transcription factors of the PPAR type is the nematode
Caenorhabditis elegans. The complete genome sequence of this nematode shows an elevated
number of nuclear receptor genes (270 genes). This work describes the identification of putative
homologous genes of PPARs, a key nuclear receptor in the regulation of cellular lipid metabolism
in vertebrates.

PPARs are transcription factors activated by ligands (fatty acids and their metabolites
(eicosanoids) and pharmacological activators), among which three isoforms have been described
(a, B/3, v), all participating in different functions of lipid metabolism. The strategy used for the
search of a PPAR homologue was based on alignments between the protein sequences of the
different human and mouse PPAR isoforms and protein sequences of C. elegans, contained in a
data base. This search revealed a high homology between the protein sequences of the PPAR
DNA-binding domain and those of the nematode’s nuclear receptors nhr-85, nhr-23, and sex-1.
We then performed assays with classic PPAR o and y activators, which revealed that the
treatment with ciprofibrate, a classic PPAR o agonist, caused an increase in the expression of the
mRNA of nhr-85, as well as on the expression of the mRNA of the gene FO8AS8.1, which codes
for a C. elegans protein that is homologous to the human and murine Acyl-CoA oxidase enzyme,
which catalyses the oxidation of very long chain fatty acids within peroxisomes, and whose gene
is a classic target of PPAR a in vertebrates.

Based on the results obtained we suggest the existence of a nuclear receptor of the PPAR

o type in Caenorhabditis elegans.



2. INTRODUCCION

En 1965 Sydney Brenner selecciona el nematodo Caenorhabditis elegans como un
modelo experimental, para estudiar y comprender el desarrollo animal y los principios
fundamentales del sistema nervioso. (Brenner. 1974)

Caenorhabditis elegans es un nematodo de cuerpo transparente de Imm de largo con un
diametro maximo de aproximadamente 80 um (dimensiones de un hermafrodita adulto) (Fig.1)
Este animal ofrece como modelo muchas ventajas experimentales. Entre ellas encontramos un
facil crecimiento sobre un medio de agar en placas Petri, con una dieta en base a Escherichia coli.
Tiene un corto ciclo de vida (3.5 dias a 20°C ) y un alto nimero de progenie (>300) que es
obtenida a partir de un hermafrodita adulto por auto fertilizacion. El hermafrodita adulto de C.
elegans posee 959 células somaticas de las cuales 302 son neuronas. El nimero de células es
invariable, lo cual ha facilitado el establecimiento de un complejo linaje celular, asi como
también una completa relacion del Sistema Nervioso Central y conexiones sinapticas entre
c€lulas nerviosas y musculares. (White y cols. 1986)

A pesar de tener una organizacion aparentemente rudimentaria, muchos de los distintos
tipos de células asociadas con funciones complejas en mamiferos, tales como; células
musculares, neuronas, células intestinales y del sistema excretor, pueden ser reconocidas e
identificadas inequivocamente en C. elegans. Otra ventaja de este modelo es la disponibilidad de
un mapa genético preciso que contiene mas de 2000 loci. La construccion de un mapa fisico fue
lograda en un comienzo por sub clonamiento en cosmidos y cromosomas artificiales de levaduras
(YACs), completando casi todo el ADN genoémico del C. elegans. Posteriormente estos clones
genomicos fueron ordenados uno respecto del otro y alineados con el mapa genético, con lo cual

el andlisis molecular de los genes de C. elegans se ha facilitado considerablemente. Es una tarea



relativamente simple para la seleccion de un pequefio numero de clones gendémicos para el uso en
la transformacion de animales mutantes por microinyeccion (Mello y cols. 1991)

El numero de estudios cientificos usando C. elegans como un sistema modelo ha
aumentado en forma exponencial en las pasadas tres décadas. El interés por esta especie esta
sustentado en respuestas a los sucesos del proyecto genoma de C. elegans. Este proyecto fue
terminado en diciembre del afio 1998, haciendo de éste nematodo el primer organismo
multicelular para el cual el genoma ha sido secuenciado. Una sorpresa resulté el hallazgo de que
el 65% de las enfermedades asociadas a genes en humanos tienen una contraparte en el gusano
(Sonnhammer y Durbin 1997). La informacién obtenida de la secuenciacion del genoma ha
enfatizado la considerable conservacion de mecanismos bioldgicos. Esta observacion confirma el
valor de C. elegans como un sistema modelo el cual ha contribuido significativamente a nuestros
conocimientos biologicos de todos los animales incluyendo el humano y podria continuar

aportando nuevos conocimientos. (The C. elegans Sequencing Consortium 1998)
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Figura 1. Esquema general de la anatomia de Caenorhabditis elegans
La figura muestra dos fotos de un hermafrodita y un macho con sus respectivos esquemas,

identificando los 6rganos principales de cada uno de ellos. (Muhlrad. 2001)



2.1 Receptores nucleares en Caenorhabditis elegans

Los receptores nucleares (RN) forman una gran super-familia de factores de transcripcion
que son importantes en la regulacion del metabolismo, desarrollo y reproduccion celular
(Mangelsdorf 'y cols. 1995). Un receptor tipico contienen principalmente 4 dominios (Fig. 2) de
los cuales el mas conservado es el dominio de unién a ADN (DBD). Este esta formado por dos
dedos de Zn que han permanecido a través de la evolucion (Laudet y cols 1992). Un segundo
dominio menos conservado, es el dominio de union a ligando (LBD) localizado en el extremo
carboxilo terminal de la molécula e involucra la union de pequenas moléculas hidrofobicas,
hormonas de la clase esteroidales, hormona tiroidea, estero isdomeros de acido retinoico,
farnesoides, terpenoides y prostaglandinas (Mangelsdorf y cols. 1995). La clasificacion
generalmente aceptada de los RN se basa en la homologia de ambos dominios, dominio de unién
a ADN y dominio de union a ligando y en los ligandos especificos si se conocen. La mayoria de
los receptores tienen ligandos no conocidos y usualmente se les denomina receptores huérfanos.

Los receptores nucleares comprenden el mayor nimero de clases de reguladores
transcripcionales codificado en el genoma de C. elegans con al menos, 270 genes de RN
identificados al término de la secuenciacion del genoma (The C. elegans Sequencing Consortium
1998). Aparentemente, numerosas duplicaciones de genes han contribuido a esta abundancia
(Sluder y cols. 1999) de RN, algunos de estos son no funcionales (pseudogenes). Sin embargo,
varias observaciones sugieren que la mayoria de los genes de RN predichos son funcionales. En
primer lugar, experimentos basados en secuencias que expresan (EsT) confirman la expresion de
79 (29%) de los 270 genes predichos. Segundo, estudios de promotores de estos genes fusionados

con Proteina Fluorescente Verde (GFP), revelan la expresion en animales transgénicos para 21 de



los 28 genes de RN estudiados, lo cual sugiere que la mayoria de los genes de RN predichos son
transcripcionalmente funcionales (Miyabayashi y cols. 1999).

Entre los organismos multicelulares para los cuales la secuenciacion del genoma ha sido
efectivamente terminada, solo C. elegans muestra tal extravagancia en genes de RN. Otros
genomas, como el de Drosophila y el de Humano contienen 21genes de RN y 50 genes de RN
respectivamente.

A pesar de la cantidad de genes de RN reportados en C. elegans, sélo 15 de estos
reguladores transcripcionales poseen ortélogos u homodlogos en insectos y vertebrados. Los
restantes 255 genes de RN no pueden ser clasificados dentro de esta super-familia de RN de
acuerdo a los andlisis filogenéticos realizados hasta la fecha (Sluder y cols. 1999).

El gran numero de genes de RN encontrado en C. elegans ha generado un gran interés en
la comunidad cientifica mundial por dilucidar la funcién que €éstos cumplen en el nematodo. Sin
embargo, poco se sabe al respecto. Desde que finalizd el proyecto genoma de C.elegans
(Diciembre 1998), diferentes cientificos se han avocado a la investigacion de los factores de
transcripcion, alcanzandose grandes avances en explicar su relevancia en el gusano. A pesar de
ello se desconoce la existencia de un RN homologo a PPARs en C. elegans. Nuestro objetivo en
este trabajo es estudiar estos factores de transcripcion en el nematodo empleando programas
computacionales de alineamiento y modelamiento de secuencias de proteinas, andlisis de la
expresion de los genes putativos homologos a PPARs (nhr-85, nhr-23 y sex-1) en condiciones
normales y dependiente de drogas. La presencia de homodlogos a PPARs en el nematodo
facilitaria considerablemente el estudio de estos factores nucleares los cuales se encuentran

involucrados en una amplia gama de procesos bioldgicos relevantes en vertebrados. Basicamente,



este trabajo trazard las primeras lineas en la busqueda de un gen putativo homoélogo a PPARs en

C. elegans.

2.2 PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptor)

Los receptores nucleares mas recientemente descubiertos son los PPARs (Peroxisome
Proliferator Activated Receptor), cuya existencia se demostré a comienzos de la década de los
90 por Issemann y Green (Issemann y Green. 1990). Estos autores notaron que estos nuevos
receptores nucleares se activaban por diversas clases de hepatocarcindgenos, que causaban
proliferacion de los peroxisomas en roedores.

Los Proliferadores Peroxisomales (PPs) son un grupo diverso de compuestos quimicos
que incluyen drogas hipolipidemiantes, herbicidas y plastificantes industriales. La administracion
de estos quimicos a roedores resulta tanto en la proliferacion de peroxisomas hepaticos, como de
hiperplasia hepatica (Reddy y cols. 1979 y Styles y cols. 1998). Ademas, se observa
transcripcion activa de genes requeridos para la -oxidacion de acidos grasos de cadena larga
(Reddy y cols. 1986), y de genes de la familia del citocromo P-450 (Hardwick y cols. 1987). Los
PPs actian como carcindgenos no genotoxicos, ya que no causan dafio directo al ADN (Warren y
cols. 1980). El aumento de la B-oxidacion peroxisomal de acidos grasos en respuesta a los
proliferadores peroxisomales resulta en una gran produccion de perdxido de hidrogeno, el que
generaria estrés oxidativo conducente a un dafio al ADN y posiblemente a la iniciacion de
tumores (Conway y cols. 1989)

A nivel molecular, los PPARs actian de manera similar a otros receptores nucleares

(Fig. 3) Primero, son factores de transcripcion activados por ligandos que controlan la expresion
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Figura 2. Estructura general de los receptores nucleares de la sub-familia PPARs
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors).

Los receptores nucleares presentan tres dominios principales: A/B: dominio de trans-activacion
independiente de ligandos, con sitios de activacion dependientes de fosforilacion. C: dominio de
uniéon a ADN, (altamente conservado). E/F: dominio de unién a ligando, (secuencia poco
conservada), con sitios de unioén a otras proteinas donde se destaca la heterodimerizacion con

RXR y la asociacion de proteinas co-activadoras de la transcripcion (CREB, CBP, p160).



10

génica a través de la interaccion con elementos de respuesta ADN especificos, denominados
PPREs (Peroxisome Proliferators Response Elements ), estos se ubican en la regiéon promotora
de los genes blanco. El sitio PPRE es virtualmente idéntico para los tres isotipos de PPARs, lo
cual implicaria que muchas de las diferencias entre las funciones de los PPARs son derivadas
tanto de la expresion tejido-especifica, como del tipo de activadores. El sitio reconocido por los
PPARs contiene dos copias de una secuencia consenso AGGTCA con un nucledtido de
separacion entre ellos, denominado DR-1. Los PPARs y otros receptores nucleares se unen al
promotor s6lo como un heterodimero con el receptor para el acido 9-cis retinoico, RXR (retinoid
X receptor). Segundo, los PPARs activan la transcripcion en respuesta a union del “ligando™. Para
el heterodimero PPAR: RXR, la unién de un ligando a cualquiera de los receptores activa el
complejo, pero la unidon simultdnea de ambos ligandos potencia aun mas el complejo (Desvergne
y Whali. 1999).

Se han identificado tres isotipos de PPARs : a, B (también llamado 8) y y. PPAR a se
expresa mayoritariamente en el tejido adiposo marrén e higado, siguiendo después el rifion
corazén y musculo esquelético. PPAR 7y se expresa principalmente en tejido adiposo y en menor
grado en el colon, sistema inmune y retina. Este factor existe en dos distintas isoformas y1 y v2,
lo que determina diferentes sitios de transcripcion. PPAR 3 se encuentra en muchos tejidos
encontrando los niveles mas altos en el sistema nervioso, intestino, rifion y corazén (Desvergne y
Whali. 1999). La distribucion diferencial de los distintos isotipos de este receptor nuclear explica
en muchos casos los diversos roles biologicos que ellos poseen.

En general se acepta que los PPARs son factores de transcripcion dependientes de
ligando, es decir, la activacion de la transcripcion de los genes blanco depende de la union de un

ligando al receptor. Algunos ligandos son compartidos por los tres isotipos, tales como acidos
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grasos poliinsaturados y probablemente acidos grasos oxidados. Muchos compuestos se unen con
alta afinidad a PPAR a, incluyendo 4cidos grasos de cadena larga tales como acido linoleico
conjugado y eicosanoides tales como 8S-HETE y leucotrieno B-4 (Desvergne y Whali. 1999;
Lim y cols. 1999). Para PPAR v, el ligando natural més potente es la 15-deoxy —prostaglandina
J2. Anélisis estructurales de los LBDs de PPAR y y PPAR 3 revelan que sus bolsillos de unién a
ligando son tres veces mas grandes que aquellos de otros receptores nucleares, para permitir que
los acidos grasos se unan en diversas conformaciones. Estos descubrimientos sugieren que los
PPARs pueden desenvolverse preferencialmente como sensores lipidicos y reconociendo diversos
acidos grasos y sus metabolitos, mas que una determinada hormona de alta afinidad. Sin
embargo, esta idea permanece especulativa, y la busqueda de un ligando natural de alta afinidad
continua.

Muchas de las funciones de los PPARs pueden ser extrapoladas a partir de la identidad
de sus genes blanco, los cuales pertenecen casi todos al metabolismo lipidico. PPAR a ha sido
principalmente estudiado en células parenquimaticas del higado, donde es altamente expresado.
Los genes blanco de PPAR a son un grupo relativamente homogéneo de genes que participan en
el catabolismo lipidico, tales como salida de acidos grasos de la membrana, unién de acidos
grasos dentro de las células, oxidacién de acidos grasos en microsomas, peroxisomas y
mitocondria, ademas del ensamblaje y transporte de lipoproteinas. El ratéon nulo para PPAR a,
exhibe anormalidades en el metabolismo de los triglicéridos y colesterol, no respondiendo a
fibratos y convirtiéndose en un raton obeso (Costet y cols. 1998), lo que ha llevado a la

conclusion que PPAR a es un regulador clave del metabolismo lipidico intra y extracelular.
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PPAR vy esta involucrado en el almacenamiento de acidos grasos en el tejido adiposo.
Junto a los factores de transcripcion C/EBP, PPAR vy es parte del programa de diferenciacion de
adipocitos (Rosen y cols. 1999), siendo el efector final limitante. La mayoria de los genes blanco
estan directamente implicados en vias lipogénicas, incluyendo la lipoproteinlipasa (LPL), Acyl-
CoA sintaza y proteinas de union y transporte de acidos grasos.

PPAR B ha recibido poca atencion, probablemente a causa de la falta de una conexion
con manifestaciones clinicas importantes. Sin embargo, PPAR B esta ligado al cancer de colon y
regula la expresion de Acyl-CoA sintasa 2 en el cerebro, lo cual ligaria a este isotipo del receptor
al metabolismo lipidico (Basu-Modak y cols. 1999). Por otra parte estaria participando en la
implantacion del embrion y la decidualizacion (Lim y cols. 1999). Por ende, con estos datos en
la actualidad hay mayor interés por el estudio de este isotipo del receptor.

En la actualidad, en paises desarrollados, los desérdenes metabdlicos como
hiperlipidemia, aterosclerosis, diabetes y obesidad, raramente ocurren separadas, siendo parte de
un complejo fenotipico de anormalidades llamadas Sindrome X. Agonistas sintéticos de PPAR o
(fibratos) y PPAR y (tiazolinedionas (TZDs)) son muy usados en el tratamiento de éstas
enfermedades. Los fibratos son drogas hipolipidémicas potentes, estructuralmente similares a los
acidos grasos, endogenos y dietarios, y sus metabolitos contienen un grupo funcional carboxilico
y un tallo hidrofobico. Entre estas drogas tenemos al Ciprofibrato, Gemfibrozil, Bezafibrato y
Fenofibrato, los cuales se unen a PPAR a con mediana afinidad y se cree que la mayoria de sus
efectos son mediados por este RN. Los fibratos bajan marcadamente los niveles de triglicéridos
plasmaticos y aumentan los niveles de HDL en humanos.

Los ligandos sintéticos de PPAR y son usados por sus potentes efectos antidiabético. En

los Estados Unidos, tres TZDs, Troglitazona (Resulin), Rosiglitazona ( Avandia) y Pioglitazona
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(Actos) fueron aprobados para el uso en pacientes de diabetes tipo II. Ellos se unen a PPAR y con
afinidad moderada (Troglitazona) o alta (Rosiglitazona), modo por el cual se cree que ejercen su
efecto hipoglicemiante. Con respecto a la ateroesclerosis, las acciones de agonista de PPAR a y
PPAR vy podrian ser benéficas en el tratamiento de esta enfermedad. PPAR o ademés de regular
las concentraciones de lipoproteinas plasmaticas, decrece las concentraciones plasmaticas de
proteinas pro-ateroescleroticas, tales como fibrindgeno y la proteina C reactiva (Kock y cols.
1999). Ratones nulos para PPARa despliegan respuestas prolongadas a estimulos inflamatorios,
indicando que este isotipo del receptor tiene una accidén antiinflamatoria (Devchand y cols.
1999). Los fibratos pueden modular la inflamaciéon por inhibir la produccién de citoquinas
controladas por PPAR a (Delerive y cols. 1999). Al igual que PPAR a , PPAR y también ha
sido implicado en la inflamacion. En monocitos y macrofagos se ha propuesto que PPAR vy
reduce la produccion de citoquinas por inhibir la actividad de factores de transcripciéon pro-
inflamatorios, tales como AP-1, STAT y NF-k. Ademas puede reducir la expresion de metalo
proteinas tales como MMP-9, las cuales estdn implicadas en la desestabilizacion de la placa
ateroesclerdtica. Con respecto al cancer, PPAR o media los efectos hepatocarcinogénicos de
ciertos proliferadores peroxisomales en roedores. Sin embargo, este efecto de los PPs no ha sido
encontrado en humanos, posiblemente a causa de que la expresion de PPAR o es mucho mas
baja en el higado humano que en el de roedores, 6 debido mas bien a diferencias especificas entre
especies.

PPAR vy tiene un efecto antiproliferativo en pre adipocitos y posiblemente en muchos

tipos celulares tumorales.
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Figura 3. Vision actual de la accion de los PPARs y sus efectos sobre la expresion génica.

La asociacion de los ligandos con el receptor permite la heterodimerizacion con RXR y la
asociacion del heterodimero al ADN en las secuencias PPRE, formadas por dos repeticiones
directas del hexdmero AACTGG separadas por un nucledtido X, activandose de éste modo la
maquinaria transcripcional. Cabe sefalar que en la figura se omite PPARJ, ya que atn no es clara

su funcion, siendo sin embargo su activacion similara oy 7.
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2.3 HIPOTESIS

En funcion de los antecedentes planteados en la introduccion en base a la importancia de
Caenorhabditis elegans como un modelo experimental, y al rol que cumplen los PPARs en el
metabolismo celular planteamos como hipotesis central que existe un receptor nuclear homoélogo

a PPARs en Caenorhabditis elegans.
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2.4 OBJETIVOS

Objetivo especifico
Determinar la existencia de un factor nuclear homologo a PPARs (Proliferator Peroxisome

Activated Receptor) en Caenorhabditis elegans.

Objetivos generales

1. Realizar un alineamiento entre las secuencias de proteinas de los distintos isotipos de
PPARs (a.,B, v) y las secuencias de proteinas de C. elegans contenidas en una base de
datos (wormbase).

2. Determinar el posible efecto de los agonistas sintéticos de PPAR a y y en los diferentes
estados larvales del gusano.

3. Evaluar la expresion de los putativos genes homodlogos a PPARs en tratamientos con
Ciprofibrato y Ciglitazona a través de RT-PCR.

4. Evaluar la expresion de un gen blanco de PPAR o (Acyl-CoA oxidasa) en tratamientos

con Ciprofibrato a través de Northern Blot.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 Cepa Caenorhabditis elegans

Se utilizara una cepa him-5 nimero de alelo (e-1490). Esta cepa fue obtenida del laboratorio

del Dr. Samuel Ward Universidad Arizona y del Caenorhabditis Genetic Center (CGC)

3.1.2 Medios de cultivos
e Medio de cultivo sdlido: agar NGM
Agar-agar, cloruro de calcio, colesterol, sulfato de magnesio, K,PO4 pH 6.0:
Merck (Darmstad, Alemania )
Peptone Bacteriological Grade : ICN Biomedicals (Costa mesa CA, EEUU)
e Medio de cultivo liquido: S-Medium

Cloruro de sodio, KoHPO4, KH,POy, citrato de potasio, acido citricomonohidratado, tri-

potasio de citrato monohidratado,EDTA, FeSO4 7H;0, cloruro de magnesio tetra-

hidratado, sulfato de zinc hepta-hidratado, sulfato de cobre penta-hidratado, cloruro de

calcio, sulfato de magnesio: Merck ( Darmstad , Alemania )
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3.1.3 Bacteria
e Escherichia coli cepa OP50
3.1.4 Enzimas
e Transcriptasa reversa SuperScript II: Gibco. BRL (LIFE Technologies,
Gainthersburg, EEUU)
e Tag DNA polimerasa, DNA polimerasa I Klenow: Promega Corp. (Madison, WI
EEUU)
3.1.5 Marcadores de peso molecular
e Marcadores de peso molecular “100 pb Ladder” para electroforesis de ADN en
geles de agarosa: Gibco. BRL (LIFE Technologies, Gainthersburg, EEUU)
e “IKb plus ADN Leadder” marcador de peso molecular para electroforesis de ADN
en geles de agarosa: Gibco. BRL (LIFE Technologies, Gainthersburg, EEUU):
e Marcador de concentracion ADN escala 100 pb: Winkler. Ltda. (Santiago Chile)

3.1.6 Material radiactivo

e dCTP o- >?P: NEN. ( Life Science Products, Boston, MA, EEUU )

3.1.7 Columnas
e “Mini quick DNA purification columns”: CALBIOCHEM. (San Diego California
EEUU)
e “Concert rapid gel extraction system” kit para la purificacion de sondas: Gibco.
BRL (LIFE Technologies, Gainthersburg, EEUU)
3.1.8 Membranas Northern
e Gene Screen plus, WHATMAN 3MM: NEN. (Life Science Products, Boston, MA

EEUU):
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Reactivos generales

Ultra hyb, liquido de hibridizacion: AMBION. INC ( Austin Texas EEUU ):

Oligo dT: Bios Chile. Ingenieria genética S.A. ( Santiago Chile )

Ciglitazona: BIOMOL. Research laboratories INC ( Phymount Meeting :PA
EEUU):

Bromuro de etidio, trizol, first buffer strand, agarosa ( low melting point ),
agarosa, DTT: Gibco. BRL ( LIFE Technologies, Gainthersburg , EEUU):
Formaldehido, cloruro de sodio, hidroxido de sodio, glicerol, tris, cloroformo,
isopropanol, DMSO, etanol: Merck ( Darmstad , Alemania )

Cloruro de magnesio, dNTPs, Mg free buffer, kit para la marcacion de sondas
(Prime-a- GENE Labeling Sistem): Promega. Corp ( Madison , WI EEUU)
EDTA, isoamylalcohol,: Sigma Chemical Co. ( St Louis , MO, EEUU )
Ciprofibrato: Sterling Organics ( Dudley, Cramligton Inglaterra ):

DEPC, MOPS 10x, acetato de sodio, formamida, SDS: Winkler Ltda ( Santiago

Chile)

3.1.10 Programas computacionales

Trabajo de imagenes: IMAGE Express 4.0 sofware (Media cybernetics, Silver
Spring, MD, USA).

Analisis de 4cidos nucleicos y generacion de partidores de PCR: Biowire
“Jellyfish” (Biowire.com)

Cuantificacion de bandas: programa Scion Image (www.scioncorp.com)

Alineamiento de proteina: Wormbase, Sanger Center, ACeDB
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3.2 METODOS

3.2.1 Alineamiento de Secuencias: Se realizé un alineamiento entre secuencias de proteinas de
los distintos isotipos de PPARs de dos especies diferentes (Homo sapiens y Mus musculus) y
una base de datos que contenia las secuencias de proteinas de C. elegans (Wormbase, Sanger
Center, AceDB) a través de programas computacionales que se encuentran en Internet (LALING

ch EMBnet, Clustalw).

3.2.2 Cultivo, Mantencion y Tratamientos

3.2.2.1 Cultivo medio sélido agar NMG: Esta cepa fue mantenida en medio de cultivo
s6lido agar NMG con una dieta en base a Escherichia coli cepa OP50. Fueron cultivados
en una incubadora a 20 °C en placas Petri estériles, de 100 mm de diametro hasta alcanzar
el nimero de poblacion esperado. En este momento se realizaron pasajes a nuevas placas
o se seleccionaron para los tratamientos. Los pasajes de las placas se hacen, con un
escalpelo o espatula estéril se corta, un trozo pequefio de agar y se traslada a una placa

nueva que contenga bacterias (E .coli cepa OP50)

3.2.2.2 Agar NMG: Se mezclan los reactivos (cloruro de sodio, Bacto-Peptona, agar,
agua bi destilada) en un matraz cuyo volumen es el doble del volumen a preparar, se
autoclava el primer litro del total de liquidos mas cinco minutos por cada litro adicional
(ciclo liquido) se deja que el agar se enfrié¢ hasta aproximadamente 55° C, se agregan los

nutrientes (cloruro de calcio, sulfato de magnesio, fosfato acido de potasio) usando
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técnicas asépticas, se autoclava y luego se agrega colesterol (Smg/ml) en 100 % de etanol.
La preparacion de las placas se lleva a cabo bajo una campana de presion positiva,
utilizando una pro-pipeta de 25ml. El matraz se mantiene en una placa calefactora (calor
medio/ bajo) mezclando suavemente mientras se preparan las placas, estas se dejan secar
en la campana (ventilacion apagada) hasta el dia siguiente, y se guardan en contenedores

plésticos bien cerrados a 4° C.

3.2.2.3 Sembrado placas Petri: Usando técnicas estériles, se siembra la bacteria
(Escherichia coli cepa OP50 en cultivo liquido) en forma de gotas a través de la superficie
del agar, con pipeta Pasteur (cuidando de no dafiar el agar) se deja crecer la bacteria toda
la noche a temperatura ambiente o a 37° C por 8 h. Las placas se guardan a 4° C y se

llevan a temperatura ambiente antes de afiadir los gusanos.

3.2.2.4 Tratamientos con Ciprofibrato y Ciglitazona: Una vez que los gusanos hayan

alcanzado el numero de poblacion esperado (inspeccion visual) se lavan las placas con
medio liquido S-MEDIUM (S-Basal: cloruro de sodio, KH,PO4, K,HPO,, colesterol,

agua bi destilada), citrato de potasio 1M pH: 6.0, solucion de trazas de metal, cloruro de
calcio 1M, sulfato de magnesio 1M). Usando técnicas estériles, estos se traspasan a
matraces de 25ml que contienen 10ml de medio liquido S-MEDIUM. Se agregan
alicuotas de bacteria concentrada (E. coli cepa OP50) y las drogas a utilizar a distintas
concentraciones. Estos agentes fueron pre-disueltos en 1% de DMSO (Epstein and Shakes
1995), utilizando como control el vehiculo en el cual se disolvié. Finalmente se incuba a

25° C con agitacion constante (Shaker) durante 24 horas.
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3.2.3 Extraccion de ARN total

3.2.3.1 Método de Trizol para obtencion de ARN total: Una vez finalizado el periodo
de tratamiento por 24 horas, se procede a lavar los gusanos, traspasandolos desde los

matraces a tubos falcon de 15ml. Se centrifuga por 1 minuto y se extrae el liquido

sobrenadante, el sedimento de gusanos obtenido se lava con buffer M9 (KH,PO,,

Na,HPOy4, NaCl, MgSQO,, agua bi destilada). Este procedimiento se repite cuatro veces

por cada tratamiento. Por cada ml de sedimento de gusanos obtenidos se agregan 4 ml de
Trizol, los tubos son sumergidos en un termo que contiene nitrogeno liquido por 10
segundos, luego son trasladados a un bafio a 37° C por 2 min y finalmente se llevan a
vortex, por no mas de 1 min, repitiéndose este proceso 4 veces. Se agregan 2 ml mas de
Trizol por cada ml de sedimento de gusanos obtenidos al comienzo. Una vez finalizada
esta etapa se homogeniza la solucion con jeringas de tuberculina. El homogenizado total
es traspasado a tubos eppendorf de 1.5 ml y se dejan 5 minutos a temperatura ambiente.
Se agrega 200 pl de cloroformo:isoamilalcohol 49:1, se mezclan bien para la separacion
de las fases y se dejan 2 min a temperatura ambiente. Se centrifuga por 15 minutos a
14000 rpm a 4° C y la fase acuosa se transfiere a otro tubo eppendorf (el DNA vy las
proteinas permanecen en la interfase fenolica). Se agrega 0.5 ml de isopropilalcohol, se
mezcla bien y se deja precipitar el ARN durante 5 min en hielo. Transcurrido este tiempo
se centrifuga 10 minutos a 14000 rpm a 4°C, se remueve el sobrenadante por inversion y
al sedimento obtenido se agrega 1 ml de etanol 75% en agua DEPC enfriado previamente

a —20°C. Se centrifuga nuevamente por 5 min a 14000 rpm a 4°C, se remueve el etanol y
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se deja secar. Finalmente el sedimento se resuspende en agua tratada con DEPC 0.1% y se

deja 10 min en un bafio a 60°C para que solubilice el ARN.

3.2.3.2 Determinacion de la concentracion de ARN: La cantidad de ARN se determina
por espectrofotometria tomando 2 pl de ARN y llevandolo a 1ml de agua con DEPC,
usando como blanco agua DEPC. Se mide absorbancia a 260 y 280 nm y la cantidad de
ARN se determina mediante la formula A260 * 40 mg/ml * 500/1000 = X ng ARN/ul.

El ARN obtenido se guarda a —80° C.

3.2.3.3 Electroforesis de ARN en geles de agarosa: Para verificar la integridad del
ARN extraido se preparan geles de agarosa/formalina disolviendo 1g de agarosa en 72ml
de agua DEPC y agregando 18 pl de formaldehido y 10 pl de tampon MOPS 10X. 1.5 ug
de ARN, se resuspende en tampon de carga (100ul MOPS 10X, 179ul formaldehido 37%,
100ul de solucion de glicerol (30% glicerol + 0.025% de azul de bromo fenol), Sml de
bromuro de etidio (10mg/ml), 116ml de agua DEPC, 500ul de formamida). Las muestras

son cargadas y corridas a 80 volts.

3.2.4 Reacciones enzimaticas con acidos nucleicos

3.2.4.1 Transcripcion reversa (RT): la transcripcion reversa para generar el cDNA de

los receptores nucleares y enzimas (sex-1, nhr-23, nhr-85, Acyl-CoA oxidasa (F59F4.1,

FO8AS.1)) se realiz6 utilizando 0.5ug de ARN en un volumen final de 20ul, conteniendo
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50U de SuperScript I en el tampdén suministrado para la enzima (250mM Tris-HCL pH
8.3, KCI 375mM, MgCl, 15mM), 2ul DTT 0.1M, 1l de una mezcla 10mM de dNTPs
(10mM de dATP, dTTP, dGTP, dCTP) y 495ng de oligo dT. La reaccién fue incubada a

42° C durante lhora y se detuvo mediante denaturacion de la enzima al subir la

temperatura a 72° C por 15 min. Para controlar la presencia de ADN contaminante.

3.2.4.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR): nhr-85, CeiF, nhr-23, sex-1,
FO8AS.1, FS9F4.1: La reaccion de amplificacion se realizo utilizando 2ul del producto de
RT, en un volumen final de 22.5ul, conteniendo 5U de Taqg ADN Polimerasa en el
tampon suministrado por la enzima (Tris — HCI 20mM pH 8.0, KCI 100mM, EDTA
0.1mM, 0.5% Tween 20 y 0.5% Nonidet-P40), 0.5 ul de los desoxinucleotidos 10nM de
cada uno, 2ul de partidores especificos de cada gen, 10pmol cada uno y 1ul de MgCl,
25mM. El programa para amplificar nhr-85, consiste en denaturacion inicial 95° C por
Smin, una amplificacion de 95° C por 1min, 58° C por 1 min. y 72° C por 1min durante 28
ciclos y una extension final a 72° C por 10 min. Para la amplificacion de nhr-23, sex-1'y
FO8AS.1, se determinaron 23 ciclos en la reaccion y 27 ciclos para F5954.1, en las

mismas condiciones de temperatura anteriormente descritas

3.2.4.3 Diseiio de partidores para PCR:
Se disefiaron partidores para una region especifica de los genes seleccionados a través

del programa Jellyfish



Tabla 1. Partidores utilizados en las reacciones de PCR
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Gen constitutivo Partidores F= partidor rio arriba | Tamafio
R= partidor rio abajo |amplificado
CelF 5’-CGGAATCTACGGATTCGGT-3" |F 907 pb
5’-GTGGAGGCAAGAGACTGTC-3> |R
Putativos genes Partidores F= partidor rio arriba | Tamafio
homologos a PPARs R= partidor rio abajo |amplificado
Sex-1 5’-CGCTTTCCCACTCTACTTG-3’ F 580 pb
5’-GTTGTTGATTTGCGCTTGG-3* |R
nhr-23 5’-GCAGTCAATCATCCATCGTC-3’ |F 1399 pb
5’-TGAATTCGGTGAATCCTGTC-3" |R
nhr-85 5’-TGGAGCACTTGAAGGCAGTA-3" |F 795 pb
5’-CTGCAATCGCTGTGAGAATC-3’ |R
Genes homologos a | Partidores F= partidor rio arriba | Tamafio
Acyl-CoA oxidasa R= partidor rio abajo |amplificado
FO8AS.1 5’-GAACTTACATTGCTCCGGCT-3* |F 989 pb
5’-GGATGACTTGTTCCAGGCGA-3’ |R
F59F4.1 5’-GAACTTACATTGCTCCGGCT-3" |F 872 pb
5’-CAGCCGAGCAACATCGAAG-3* |R
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3.2.4.4 Estandarizacion de las Reacciones de PCR

Para la estandarizacion de las reacciones de PCR se realizaron curvas de concentracion de
cDNA y se determin6 el numero de ciclos ptimo para cada reaccion de PCR, de manera
de estar en la zona lineal de la curva y que sea un método semi-cuantitativo. Ademas se

realizaron curvas de tiempo de tratamientos y concentracion de drogas para los genes,

nhr-85, nhr-23 y sex-1.

3.2.4.5. Electroforesis en geles de Agarosa

Los productos de RT-PCR obtenidos se fraccionaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% en tampon TAE, utilizando un estandar de tamafio molecular de 1000pb. La
electroforesis se realizo a voltaje constante de 75 volts por aproximadamente 90 minutos.
El gel se tifid con bromuro de etidio y la fluorescencia emitida se observd en un

transluminador UV.

3.2.5 Northern blot

3.2.5.1 Obtencion de sondas: Las sondas para (nhr-85, CelF, FO8AS8.1, F54F4.1) fueron
obtenidas como producto de PCR utilizando los partidores descritos en tabla 1.
Posteriormente las sondas fueron purificadas desde un gel de agarosa 2% de bajo punto de
fusion, utilizando el kit de purificacion de sonda (Concert rapid gel extraction system)

segun protocolo recomendado por fabricante.
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3.2.5.2 Fraccionamiento de ARN en gel de agarosa: Se prepar6 un gel de agarosa al
1.5%, se cargaron 10pug de ARN de cada muestra. Previamente estas se secaron bajo un
flujo constante de nitrogeno y se resuspendieron en 10ul de tampon de carga de ARN

(100ul MOPS 10X, 179l formaldehido 37%, 100ul de solucion de glicerol (30% glicerol
+ 0.025% de azul de bromo fenol), Sul de bromuro de etidio (10mg/ ml), 116ml de agua
DEPC, 500ul de formamida). Luego las muestras se llevaron a un bafio a 60° C por 10
min y se corrieron a 80 volts. El gel fue lavado con agua DEPC utilizando 2 volumenes de
gel por 10 min con agitacion, luego se hizo un lavado con NaOH 0.05N utilizando 2
volumenes de gel por 20 min con agitacion constante, con el fin de fijar el ARN al gel.
Finalmente se volvid a lavar con 2 volumenes de agua DEPC por 10 min con agitacion.
Una vez finalizada esta etapa se procedio a hacer la transferencia durante toda la noche.
Posteriormente se realizé un “cross-linking” con el fin de fijar el ARN a la membrana.

Esta tltima se pre-hibridé a 42° C con (liquido de hibridizacion, Ultra hyb) durante 4 h.

3.2.5.3 Marcacion de sondas: Se marcaron 25 ng de sonda utilizando el kit ( Prime —a-
GENE Labeling Sistem Promega) con 25uCi de 32p-q-dCTP, luego se purifico la sonda

en columnas Sephadex G-25, se separaron las hebras calentando 5 min a 100° C y se
inicio el proceso de hibridacion durante toda la noche a 42° C. Finalmente la membrana
marcada se lavo dos veces con 20 ml de tampon SSC 2X, SDS 0.1 % por 10 min cada vez
a 42° Cy dos veces con 20 ml de tampon SSC 0.1X, SDS 0.1% por 15 min cada vez a 42°
C. Posteriormente la membrana se cubrid con plastico y se dejé exponiendo en film

Kodak por tiempo relativo a —80° C, en un cassette con pantalla intensificadora
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3.2.6 Inspeccion visual

3.2.6.1 Letalidad embrionaria: Una vez finalizado el periodo de tratamiento con las
drogas (ciprofibrato y ciglitazona) por 24 h se seleccionaron al azar hermafroditas adultos
de los distintos matraces y fueron trasladados a placas Petri de 60mm de didmetro que
contenian bacteria (E.coli cepa OP50). Se depositaron 10 gusanos por cada placa, y se
incubaron a 20° C por 8 h. Terminado el periodo de incubacidon se retiraron los gusanos
(hermafroditas adultos) y se contd el numero total de huevos. Se incubaron las placas

nuevamente a 20° C por 14 h. Finalmente se contaron los huevos no eclosionados

3.2.6.2 Efecto fenotipico: una vez finalizado el periodo de tratamientos por 24 h se
tomaron alicuotas de los distintos matraces y se agregaron a placas Petri de 60mm de
diametro sin bacteria. Se observaron los gusanos bajo lupa (Wild M5 Hetrbrugg, Suiza)
para verificar si existe alglin cambio morfoldgico en la poblacion, los gusanos fueron
seleccionados y trasladados a portaobjetos que contienen en su superficie una capa de
agarosa, posteriormente los gusanos fueron inmovilizados con azida y fotografiados bajo

el microscopio (Zeiss Axioplan Alemania)



4. RESULTADOS

4.1. Alineamiento de proteinas.
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Como primer paso para la identificacion de un homologo de PPARs en Caenorhabditis elegans.

se realizd un alineamiento entre las secuencias de proteinas de PPARs y las secuencias de

proteinas de C. elegans almacenadas en una base de datos como se describe en materiales y

métodos

Tabla 2. Resultados del rastreo en base de datos de las secuencias de proteinas de C.

elegans y PPARs
Secuencia Descripcion Puntaje Valor-e
WO05B5.3 * CE26023 locus nhr-85 321 5.2e-30
F44A6.2 * CE03323 locus sex-1 265 1.5e-19
CO1H6.5 * CE24775 locus nhr- 23 272 8.3e-27
K10C3.6 CE12084 locus nhr-49 228 1.9e-21
B0280.2 CEO00185 locus nhr-10 248 4.7e-20
T23H4.2 CE14120 locus nhr- 69 232 5.0e-20
F55D12.4 CE05597 locus unc-55 220 3.4e-18
F56E3.4 CE23784 locus fax-1 230 5.6e-18
F11Cl1.6 CEO0319 locus nhr-25 225 1.4e-17
C32F10.6 CE08543 locus nhr-2 225 1.6e-17
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C45El1.1 CE16926 locus nhr-64 219 1.6e-17
T01B10.4 CE21131 locus nhr-14 228 1.9e-17
HO01A20.1 CE18798 locus nhr-3 228 2.1e-17
C26B2.3 CE17474 locus nhr-68 228 5.2e-17
CO07A12.3 CE03791 locus nhr-35 209 1.3e-17

El puntaje asignado por el alineamiento se relaciona con la mayor homologia que
presentan dos secuencias y por los arreglos efectuados por la matriz del software empleado, por
lo tanto los mayores puntajes indican homologias mas cercanas entre secuencias de proteinas.

Una de las primeras revelaciones al finalizar la secuenciacion del genoma de C. elegans fue
conocer el nimero de genes de RN cuya suma total es de 270. Sin embargo solo 15 de estos
genes son aparentes ortdlogos u homologos cercanos en insectos y vertebrados los cuales pueden
ser clasificados en las 6 mayores sub-familias de RNs definidas por andlisis filogenéticos de RNs
(Sluder y cols. 2001). Una vez realizado el Blast se seleccionaron 8 secuencias con el fin de
realizar un andlisis més detallado relacionado con la estructura, funcion, y secuencias consenso
que pudieran presentar estas proteinas. Los criterios de seleccion fueron:

e Puntaje asignado por el Blast

e (Que estas secuencias de proteinas pertenecieran a las 15 secuencias que fueron

clasificadas como miembros de la super-familia de RNs descrita para insectos y

vertebrados.

¢ Que estas secuencias de proteinas en el mejor de los casos formen parte de la sub familia

de PPARSs (tres primeras proteinas con asterisco)




4.1.1 Resumen de alineamiento de proteinas seleccionadas
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Las siguientes tablas muestran un resumen del alineamiento obtenido entre las secuencias de los

tres distintos isotipos de PPARs (Homo sapiens y Mus musculus) con las secuencias de proteinas

de C. elegans, alineando por separado la proteina total, DBD y LBD de PPARs

Tabla 3. Homologia de secuencias de proteinas del receptor PPAR o de Homo sapiens y las

secuencias de proteinas de C. elegans

PPAR o Amino % identidad | Amino Valor-e Puntaje | Proteina C .elegans
acidos acidos
57.4 101 |2.1e-30 423 WO05B5.3 = NHR-85*
25.5 423 |3.1e-28 399 F44A6.2a= SEX-1 *
50.5 91 |1.6e-25 369 CO1H6.5 = NHR-23 *
Proteina total 468 47.4 76 |4.8e-19 296 F11C1.6 = NHR-25
51.9 77 |1.4e-19 301 K10C3.6 = NHR-49
37.6 117 |1.6e-18 288 T23H4.2 = NHR-69
40.2 117 |8.5e-21 314 F56E3.4 = FAX-1
44.2 86 |1.2e-18 290 F55D12.4 = UNC-55
62.7 67 |2.1e-30 330 WO05B5.3 = NHR-85 *
62.7 67 |1.8e-23 331 F44A6.2a= SEX-1 *
55.2 67 |3.8e-20 294 COIH6.5 = NHR-23 *
DBD 65 48.5 66 |4.2e-18 271 F11C1.6 = NHR-25
53.0 66 |2.9e-18 268 K10C3.6 = NHR-49
48.5 66 |5.0e-18 272 T23H4.2 = NHR-69
50 66 |1.7e-18 274 F56E3.4 = FAX-1
53 66 |2.2e-19 284 F55D12.4 = UNC-55
30 30 |53 65 WO05B5.3 = NHR-85 *
22.5 187 |1.5e-5 139 F44A6.2a= SEX-1 *
36.7 49 10.038 101 CO1H6.5 = NHR-23 *
LBD 188 24.5 53 | 1.3e+02 61 F11C1.6 = NHR-25
25 60 4.2 77 K10C3.6 = NHR-49
44.8 29 |12 71 T23H4.2 = NHR-69
23.9 67 |1.3e+03 48 F56E3.4 = FAX-1
30.6 49 |5.2e+03 40 F55D12.4 = UNC-55

DBD = Dominio de unién a ADN
LBD = Dominio de unioén a ligando
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Tabla 4. Homologia de secuencias de proteinas del receptor PPAR B de Homo sapiens y las

secuencias de proteinas de C. elegans

PPAR f Amino % identidad | Amino Valor -e Puntaje | Proteina C. elegans
acidos acidos
50.4 113 | 1.6e-30 424 WO05B5.3 = NHR-85 *
27.4 409 |1.6e-28 404 F44A6.2a= SEX-1*
52.9 87 [6.2e-25 362 CO01H6.5 = NHR-23 *
Proteina total 441 50 76 | 1.7¢-20 312 F11C1.6 = NHR-25
50.6 81 |8.8e-20 303 K10C3.6 = NHR-49
45.8 83 [1.3e-19 300 T23H4.2 = NHR-69
39.5 124 | 6.0e-19 293 F56E3.4 = FAX-1
44.8 87 [5.8e-18 268 F55D12.4 = UNC-55
65.7 67 [2.7e-24 338 WO05B5.3 = NHR-85 *
62.5 67 |6.4e-28 340 F44A6.2a= SEX-1*
58.2 67 |9.1e-21 297 CO1H6.5 = NHR-23 *
DBD 65 51.5 66 |1.6e-19 279 F11C1.6 = NHR-25
53.0 66 |2.4e-18 272 K10C3.6 = NHR-49
50.0 66 |5.7e-19 271 T23H4.2 = NHR-69
51.5 68 |5,8e-18 268 F56E3.4 = FAX-1
54.5 66 |1.2e-19 287 F55D12.4 = UNC-55
37.1 35 119 70 WO05B5.3 = NHR-85 *
21.3 188 |1.2e-6 140 F44A6.2a= SEX-1*
22.2 189 10.13 95 CO1H6.5 = NHR-23 *
LBD 188 37.9 29 |73 64 F11C1.6 = NHR-25
20.9 191 |12 72 K10C3.6 = NHR-49
51.7 29 |15 81 T23H4.2 = NHR-69
50.0 20 | 1.6e+03 47 F56E3.4 = FAX-1
23.9 88 [3.3e+02 5 F55D12.4 = UNC-55

DBD = Dominio de unién a ADN
LBD = Dominio de unioén a ligando
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Tabla 5. Homologia de secuencias de proteinas del receptor PPAR y de Homo sapiens y las

secuencias de proteinas de C. elegans

PPARY Amino % identidad | Amino Valor-e Puntaje | Proteina C. elegans
acidos acidos
57.0 100 | 7.8e-30 417 WO05B5.3 = NHR-85 *
26.1 371 |1.3e-20 415 F44A6.2a= SEX-1*
Proteina total 505 48.5 97 13.9e-25 97 CO01H6.5 = NHR-23 *
50 76 | 1.5e-19 302 F11C1.6 = NHR-25
543 81 [3.0e-20 309 K10C3.6 = NHR-49
46.9 96 |3.6e-20 307 T23H4.2 = NHR-69
46.8 94 ]6.1e-21 316 F56E3.4 = FAX-1
42.1 107 |5.7¢e-19 294 F55D12.4 = UNC-55
64.2 67 [8.9e-23 323 WO05B5.3 = NHR-85 *
65.7 67 [2.7e-25 329 F44A6.2a= SEX-1 *
DBD 65 53.7 67 [2.4e-19 285 CO1H6.5 = NHR-23 *
51.5 66 |1.2e-18 277 F11C1.6 = NHR-25
57.6 66 |1.0e-18 277 K10C3.6 = NHR-49
51.5 66 |1.3e-18 275 T23H4.2 = NHR-69
55.9 68 [4.1e-19 281 F56E3.4 = FAX-1
57.6 66 [3.3e-19 282 F55D12.4 = UNC-55
314 35 119 70 WO05B5.3 = NHR-85 *
20.3 187 |1.3e-17 162 F44A6.2a= SEX-1*
LBD 188 44.4 45 10.004 112 CO01H6.5 = NHR-23 *
37.9 29 |1.3e+02 61 F11C1.6 = NHR-25
22.2 194 10.82 85 K10C3.6 = NHR-49
47.1 34 1.8 80 T23H4.2 = NHR-69
19.7 66 | 7.4e+03 37 F56E3.4 = FAX-1
23.9 88 |65 63 F55D12.4 = UNC-55

DBD = Dominio de unién a ADN
LBD = Dominio de unioén a ligando
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Tabla 6. Homologia de secuencias de proteinas del receptor PPAR o de Mus musculus y las

secuencias de proteinas de C. elegans

PPAR o Amino % identidad | Amino Valor-e Puntaje | Proteina C.elegans
acidos acidos
47.7 128 [4.1e-31 431 WO05B5.3 = NHR-85 *
25.9 424 |2.5¢-28 400 F44A6.2a= SEX-1*
Proteina total 468 50.5 91 |1.6e-25 369 CO01H6.5 = NHR-23 *
47.4 76 |4.8e-19 296 F11C1.6 = NHR-25
51.9 77 |1.4e-19 301 K10C3.6 = NHR-49
38.5 117 |8.8e-19 291 T23H4.2 = NHR-69
39.3 117 |3.7e-21 318 F56E3.4 = FAX-1
49.3 73 |1.8e-18 288 F55D12.4 = UNC-55
62.7 67 [2.1e-23 330 WO05B5.3 = NHR-85 *
62.7 67 |1.8e-23 331 F44A6.2a= SEX-1 *
DBD 65 55.2 67 |[3.8e-20 294 CO1H6.5 = NHR-23 *
48.5 66 |4.2¢-18 271 F11C1.6 = NHR-25
53.0 66 [2.9¢-18 272 K10C3.6 = NHR-49
48.5 66 |5.5¢-18 268 T23H4.2 = NHR-69
50.0 68 |1.7e-18 274 F56E3.4 = FAX-1
53.0 66 [2.2e-19 284 F55D12.4 = UNC-55
28.6 35 143 66 WO05B5.3 = NHR-85 *
23 187 |7.8e-6 142 F44A6.2a= SEX-1*
LBD 188 34.7 41 10.047 100 CO01H6.5 = NHR-23 *
24.5 53 |2.5¢+02 58 F11C1.6 = NHR-25
25 60 4.2 77 K10C3.6 = NHR-49
44.8 29 |12 71 T23H4.2 = NHR-69
22.4 67 [3.2e+03 43 F56E3.4 = FAX-1
28.6 49 |8.1e+03 36 F55D12.4 = UNC-55

DBD = Dominio de unién a ADN
LBD = Dominio de unioén a ligando
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Tabla 7. Homologia de secuencias de proteinas del receptor PPAR B de Mus musculus y las

secuencias de proteinas de C. elegans

PPAR f Amino % identidad | Amino Valor-e | Puntaje | Proteina C. elegans
acidos acidos
50.4 113 |3.6e-30 [420 WO05B5.3 = NHR-85 *
26.5 408 |4.2e-28 397 F44A6.2a= SEX-1*
Proteina total 441 52.9 87 |1.4e-24 |358 CO01H6.5 = NHR-23 *
48.7 76 |8.7e-20 |304 F11C1.6 = NHR-25
50.6 81 [1.1e-19 [302 K10C3.6 = NHR-49
36.8 117 14.4°-19 |294 T23H4.2 = NHR-69
44.8 87 [1.6°-18 |288 F56E3.4 = FAX-1
50.7 73 |2e-18 287 F55D12.4 = UNC-55
65.7 67 |4.1e-24 |338 WO05B5.3 = NHR-85 *
62.7 67 [2.8e-24 |340 F44A6.2a= SEX-1*
DBD 65 58.2 67 [2.1e-20 |297 CO1H6.5 = NHR-23 *
50.0 66 |8.1e-19 279 F11C1.6 = NHR-25
53 66 [2.9e-18 272 K10C3.6 = NHR-49
48.5 66 |3.1°-18 |271 T23H4.2 = NHR-69
51.1 68 |[2.0°-17 |262 F56E3.4 = FAX-1
54.5 66 [2.7e-19 |283 F55D12.4 = UNC-55
343 35 |53 65 WO05B5.3 = NHR-85 *
22.9 188 [2.3e-6 |148 F44A6.2a= SEX-1*
LBD 188 27.7 101 ]0.083 86 CO1H6.5 = NHR-23 *
41.4 29 |26 69 F11C1.6 = NHR-25
21.8 191 6.3 75 K10C3.6 = NHR-49
48.3 29 |34 77 T23H4.2 = NHR-69
45 20 |5.4°+3 |40 F56E3.4 = FAX-1
25 88 |65 63 F55D12.4 = UNC-55

DBD = Dominio de unién a ADN
LBD = Dominio de unioén a ligando
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Tabla 8. Homologia de secuencias de proteinas del receptor PPAR y de Mus musculus y las

secuencias de proteinas de C. elegans

PPARY Amino % identidad | Amino Valor-e Puntaje | Proteina C. elegans
acidos acidos
57.0 100 | 7.8e-30 417 WO05B5.3 = NHR-85 *
25.6 371 |4.2e-29 409 F44A6.2a= SEX-1*
Proteina total 505 48.5 97 13.9e-25 365 CO01H6.5 = NHR-23 *
50.0 76 | 1.5e-19 302 F11C1.6 = NHR-25
543 81 [3.2e-20 309 K10C3.6 = NHR-49
46.9 96 |3.6e-20 307 T23H4.2 = NHR-69
48.3 88 [9.2e-21 314 F56E3.4 = FAX-1
42.1 107 |5.7¢e-19 294 F55D12.4 = UNC-55
64.2 67 [8.9e-23 323 WO05B5.3 = NHR-85 *
65.7 67 [2.7e-23 329 F44A6.2a= SEX-1 *
DBD 65 53.7 67 [2.4e-19 285 CO1H6.5 = NHR-23 *
51.5 66 |1.2e-18 277 F11C1.6 = NHR-25
57.6 66 |1.8e-18 277 K10C3.6 = NHR-49
51.1 66 |1.3e-18 275 T23H4.2 = NHR-69
55.9 68 [4.1e-19 281 F56E3.4 = FAX-1
57.6 66 [3.3e-19 282 F55D12.4 = UNC-55
28.6 35 [35 67 WO05B5.3 = NHR-85 *
19.3 187 |4.4e-7 156 F44A6.2a= SEX-1*
LBD 188 42.2 45 10.0074 109 CO01H6.5 = NHR-23 *
41.4 29 149 66 F11C1.6 = NHR-25
21.6 194 10.82 85 K10C3.6 = NHR-49
44.1 34 |51 75 T23H4.2 = NHR-69
333 12 |8.7¢+03 35 F56E3.4 = FAX-1
48.3 89 |65 63 F55D12.4 = UNC-55

DBD = Dominio de unién a ADN
LBD = Dominio de unioén a ligando




37

Conclusiones

A la luz de los resultados obtenidos a través de los diferentes alineamientos realizados
entre las secuencias de proteinas de C. elegans y las secuencias de proteinas de los distintos
isotipos de PPARs de Homo sapiens y Mus musculus y los andlisis filogenéticos de receptores
nucleares ya descritos (Sluder y cols. 2001), podemos concluir que de los 270 genes de RN
predichos hasta la fecha en C. elegans, s6lo tres de estos genes podrian ser clasificados como
probables homologos a PPARs. Segun el alineamiento realizado, SEX-1, NHR-23 y NHR-85
presentan los mayores porcentajes de identidad no so6lo en el alineamiento total de la proteina, si
no también en la region que corresponde al dominio de union a ADN con porcentajes de
identidad que superan el 57%, ademdas del puntaje asignado por el alineamiento donde estos
poseen los mas altos valores. Estos tres factores de transcripcion pertenecen a los 15 genes de RN
en C. elegans que son clasificados como ortdlogos u homologos en insectos y vertebrados por
andlisis filogenéticos, ademas estos son miembros de la sub-familia NR1 que es a la cual
pertenecen los PPARs en la clasificacion general de RN en insectos y vertebrados (Sluder y cols.
2001).

Si bien con estos antecedentes no podemos asegurar la existencia de un homologo a
PPARs en el nematodo, si podemos afirmar que estos tres RN son los candidatos mas seguros

para ser calificados como genes putativos homodlogos de PPARs en Caenorhabditis elegans.
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4.2 Efecto del Ciprofibrato y Ciglitazona en letalidad embrionaria.

Con el objetivo de evaluar la letalidad embrionaria y establecer algunos parametros en
tratamientos con Ciprofibrato, un activador farmacolégico de PPAR a (Keller y cols. 1997) y
Ciglitazona, un ligando farmacoldgico especifico de PPAR y (Caro y cols. 1989) ensayamos
diferentes concentraciones de estas drogas utilizando una cepa de C. elegans llamada him-5 (e-
1490). Esta cepa contiene una mutacion que produce una nodisjuncion meiotica del cromosoma
X, lo que se traduce en un mayor porcentaje de machos. La cepa silvestre (N2) utilizada
generalmente posee un 0.05% de macho en una poblacion determinada, him-5 (e-1490) posee un
30 % de machos en la misma poblacion (The Nematode Caenorhabditis elegans. Wood. 1988)
Este mayor porcentaje nos permitird evaluar el efecto de esta droga en un mayor nimero de
machos en una poblacion determinada. Esto es importante para mantener una poblacion lo mas
homogénea posible.

En la figura 4A y 4B, se muestra el efecto de los tratamientos con Ciprofibrato y
Ciglitazona en la muerte de los huevos de gusanos, traducidos en letalidad embrionaria.
Letalidad embrionaria se define como: huevos no eclosionados / huevos totales ( Shim y cols.
2002). Si bien se observa un aumento en la muerte de los huevos en tratamientos con 500uM y
SmM de Ciprofibrato y 50uM y 500uM de Ciglitazona, estos no son significativos respecto a su
control segin analisis estadisticos (prueba t), lo que indicaria que a las concentraciones

empleadas las drogas no son toxicas para C. elegans
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4.2.1 Letalidad embrionaria en tratamientos con Ciprofibrato y Ciglitazona

0,5 -
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Fig. 4A. Efecto de Ciprofibrato en la letalidad embrionaria

Los huevos de los gusanos no son afectados en tratamientos con Ciprofibrato en medio de cultivo

liquido por 24 horas, seglin analisis estadisticos prueba t. 10 experimentos independientes
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Fig. 4B. Efecto de Ciglitazona en la letalidad embrionaria

Los huevos de los gusanos no son afectados en tratamientos con Ciglitazona en medio de cultivo

liquido por 24 horas, segin analisis estadisticos prueba t. 10 experimentos independientes, los

valores son expresados como el promedio + DS.
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4.3 Efecto fenotipico en tratamientos con Ciprofibrato y Ciglitazona

Con el objetivo de evaluar el efecto que podria causar Ciprofibrato y Ciglitazona ligandos
farmacologicos de PPAR o y vy respectivamente, en los gusanos y aprovechando una de las
caracteristicas que hacen del gusano un buen modelo (transparencia del cuerpo) observamos bajo
lupa el comportamiento y estructura anatomica del nematodo. El tratamiento con Ciprofibrato
revela un cambio anatomico transiente que fue visible a través de la lupa. El cudl se traducia en
un aumento en el volumen del lumen intestinal del gusano a una concentraciéon SmM como
muestra la figura 5C. En tratamientos con Ciglitazona no se observaron cambios anatdmicos
visibles figura 5D, al igual que en los controles, figuras SA y 5B lo que nos indicaria que el
DMSO, agente en el cual se resuspendieron las drogas, no causaria efecto sobre el gusano en

tratamientos por 24 horas en medio de cultivo liquido.
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4.3.1 Efecto de agonistas farmacologicos de PPARs en C. elegans

Controel ¢/ DMSO Control s’ DMSO

hen intestinal

Ciprofibrato SmM Ciglitazona SmM

Fig.5. Efecto de Ciprofibrato en el lumen intestinal de C. elegans
Los gusanos fueron incubados por 24 horas en medio de cultivo liquido. El tratamiento con
Ciprofibrato muestra un aumento de volumen en el lumen intestinal del gusano. Se trabajé con un

aumento 20x en todas las preparaciones.
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4.4 Efecto de Ciprofibrato sobre la expresion de los genes putativos homologos

a PPARs.

En la bisqueda de un homologo de PPARs en C. elegans, evaluamos la expresion de los
genes que fueron seleccionados a través del alineamiento de secuencias (nhr-85, nhr-23, sex-1).

El Ciprofibrato es un PPs y ha demostrado ser un ligando especifico de PPAR a. Este
isotipo de PPAR esta altamente expresado en tejidos catabolicos de lipidos (higado, corazoén, y
mucosa intestinal) y regula la expresion de varios genes de la -oxidacion (Acyl-CoA oxidasa;
Dreyer y cols. 1992; enzima bifuncional, Bardot y cols. 1993 y tiolasa, Lee y cols. 1995), ademas
de genes que regulan el transporte y captacion de lipidos por parte de las células (proteina
transportadora de 4cidos grasos: FATP, CD36, proteina de union de acidos grasos en el higado:
L-FABP; Motojima y cols. 1998), el metabolismo mitocondrial de &cidos grasos (Mascaro y cols.
1998; Brandt y cols. 1998), la formacién de cuerpos cetonicos (Rodriguez y cols. 1994) y es
responsable del proceso de proliferacion peroxisomal generada por PP en higado de roedores
(Gonzalez y cols. 1995 ; Lee y cols. 1995). Como ya se menciond, se utiliz6 Ciprofibrato para
evaluar el efecto en la expresion de los genes putativos homologos a PPARs.

En las figura 6 y 7 se puede observar que gusanos tratados por 24 h con Ciprofibrato a una
concentracion SmM, no se altera la expresion de los genes sex-I y nhr-23, genes putativos
homologos a PPARs. Sin embargo, se puede ver una induccion en la expresion del gen nhr-85

respecto a su control en las mismas condiciones experimentales recientemente mencionadas

(Fig. 8).
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4.4.1 Expresion relativa del gen sex-1 en gusanos tratados con Ciprofibrato
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Fig. 6. Efecto del Ciprofibrato en la expresion del gen sex-1 de C. elegans

Mediante un RT-PCR semicuantitativo se determind la expresion del ARNm de sex-/. Las
bandas se cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que
los gusanos tratados con CiP presentan una inhibicion que no es significativa respecto al control
(tratados con DMSO) segun analisis estadisticos (prueba t). Se realizaron 3 experimentos

independientes, los valores son expresados como el promedio + DS.
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4.4.2 Expresion relativa del gen nhr-23 en gusanos tratados con Ciprofibrato

mhr-23
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Fig. 7. Efecto de Ciprofibrato en la expresion del gen nhr-23 de C. elegans
Mediante un RT-PCR semicuantitativo se determind la expresion del ARNm de nhr-23.Las
bandas se cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que
los gusanos tratados con CiP presentan una inhibicidon que no es significativa respecto al control
(tratados con DMSO) segun analisis estadisticos (prueba t). Se realizaron 3 experimentos

independientes, los valores son expresados como el promedio = DS.
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4.4.3 Expresion relativa del gen nhr-85 en gusanos tratados con Ciprofibrato

k85

CelF gen constitutivo
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Fig. 8. Efecto de Ciprofibrato en la expresion del gen nhr-85 de C.elegans

Mediante un RT-PCR semicuantitativo se determiné la expresion del ARNm de nhr-85. Las
bandas se cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que
los gusanos tratados con CiP presentan una induccion que es significativa respecto al control
(tratados con DMSO) seglin analisis estadisticos (prueba t) * p< 0.05. Se realizaron 3

experimentos independientes, los valores son expresados como el promedio + DS.
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4.5 Efecto de Ciglitazona sobre la expresion de los genes putativos homologos a

PPARs.

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar la expresion de los genes de RN seleccionados a
través del alineamiento (sex-I, nhr-23 y nhr-85) en tratamientos con Ciglitazona, un ligando
farmacologico especifico de PPAR y (Hofmann y cols. 1992 ), con el objetivo de comenzar a
establecer parametros que permitieran determinar la presencia de un putativo gen homologo a
PPARs en C. elegans y poder asi clasificarlo como un isotipo especifico de este RN.

PPAR vy es un isotipo de PPAR que se expresa principalmente en tejido adiposo (Tontonoz y
cols. 1994) y en menor grado en el intestino grueso, sistema inmune y retina. Los ligandos
sintéticos de PPAR y son conocidos como tiazolinedionas y son usados por sus potentes efectos
antidiabéticos, entre ellos se encuentran, Troglitazona, Rosiglitazona, Pioglitazona y Ciglitazona
(Hofmann y cols. 1992 ). PPAR vy fue inicialmente identificado como un regulador para la
diferenciacion de adipocitos en roedores (Tontonoz y cols. 1994). Estudios posteriores realizados
en células 3T3-L1 (pre-adipocitos de raton) en tratamientos con tiazolinedionas revelaron un
aumento en el ARNm de PPAR y (Takamura y cols. 2001). Como ya se mencion6 se evaluo la
expresion de los genes putativos homodlogos a PPARs de C. elegans, en tratamientos con
Ciglitazona.

En las figuras 9,10 y 11 se puede observar que la Ciglitazona a una concentracion de 100uM
no altera la expresion de los genes sex-1, nhr-23 y nhr-85 en tratamientos de 24 h en medio de

cultivo liquido.
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4.5.1 Expresion relativa del gen sex-1 en gusanos tratados con Ciglitazona
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Fig. 9 Efecto de Ciglitazona en la expresion del gen sex-1 de C. elegans

Mediante un RT-PCR semicuantitativo se determind la expresion del ARNm de sex-I. Las
bandas se cuntificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que
los gusanos tratados con Ciglitazona presentan una inhibicidon que no es significativa respecto al
control (tratados con DMSO) segun analisis estadisticos (prueba t). Se realizaron 3 experimentos

independientes, los valores son expresados como el promedio £+ DS.
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4.5.2 Expresion relativa del gen nhr-23 en gusanos tratados con Ciglitazona

CelF gen constitutivo

Conirol 100puM Cig

unidades normalizadas
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Fig. 10 Efecto de Ciglitazona en la expresion del gen nhr-23 de C. elegans

Mediante un RT-PCR semicuantitativo se determin6 la expresion del ARNm de nhr-23 .Las
bandas se cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que
los gusanos tratados con Ciglitazona presentan una inhibicion que no es significativa respecto al
control (tratados con DMSO) segun analisis estadisticos (prueba t). Se realizaron 3 experimentos

independientes, los valores son expresados como el promedio = DS.
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4.5.3 Expresion relativa del gen nhr-85 en gusanos tratados con Ciglitazona
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Fig. 11 Efecto de Ciglitazona en la expresion del gen nhr-85 de C. elegans

Mediante un RT-PCR semicuantitativo se determind la expresion del ARNm de nhr-85. Las
bandas se cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que
los gusanos tratados con Ciglitazona presentan una inhibiciéon que no es significativa respecto al
control (tratados con DMSO) segun analisis estadisticos (prueba t). Se realizaron 3 experimentos

independientes, los valores son expresados como el promedio + DS.
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4.6 Efecto de Ciprofibrato sobre la expresion de la enzima Acyl-CoA oxidasa,

gen blanco de PPAR a

Con el fin de comprobar la existencia de un gen homologo a PPARs en C. elegans,
comenzamos a ensayar en genes blanco de estos receptores nucleares, especificamente del isotipo
a, entre los cuales se encuentra el gen que codifica para la enzima Acyl-CoA oxidasa. Esta
participa en la B-oxidacion peroxisomal de los acidos grasos de cadena muy larga, catalizando la
deshidrogenacion de los ésteres de Acyl-CoA a su correspondiente trans-2-Enoyl-CoA, en la
primera etapa de la reaccion de la B-oxidacion (Dreyer y cols. 1992 ). En estudios realizados por
el grupo de J K. Reddy en 1989 (Thangada y cols. 1989) se describe que los niveles del ARNm
de la enzima Acyl-CoA oxidasa aumentan 7 a 26 veces respecto a su nivel basal en roedores
tratados con Ciprofibrato. Basados en estos antecedentes se evalud la expresion de genes que
codifican para la enzima Acyl-CoA oxidasa de C.elegans en tratamientos con Ciprofibrato, con el
objetivo de conocer si estos genes responden a PPs, como se ha descrito en vertebrados. La
secuenciacion del genoma del nematodo ha revelado la existencia de 4 genes que codifican para 7
proteinas distintas de Acyl-CoA oxidasa, las cuales presentan homologia con los diferentes tipos
de Acyl-CoA oxidasa, tanto en roedores como en humanos. Se confeccionaron partidores para los
cDNAs de 2 de las 7 proteinas que estan presentes en C. elegans.

FO8AS&.1 = Identificado como Acyl-CoA oxidasa peroxisomal

F59F4.1= Identificado como Acyl-CoA oxidasa I de rata



4.6.1 Homologias entre proteinas de Acyl-CoA oxidasa

Las siguientes tablas contienen un resumen de las homologias que presentan las proteinas

seleccionadas en C.elegans con proteinas de Homo sapiens y Mus musculus

Tabla. 9 Homologia entre la proteina de C. elegans (CE: 17633 = FO8AS8.1)

y proteinas de Homo sapiens

Gen Descripcion Amino acidos | % Identidad | Valor-e

ACOX' 1 Acyl-CoA oxidasa |670 43 le-146
peroxisomal

AXCO2 Acyl-CoAoxidasa de | 683 38 le-115
Cadena ramificada

AXCO3 Putativa 567 32 2e-63
Pristanoil-CoA
oxidasa

ACADS Acyl-CoA 340 21 5e-05
dehydrogenasa

de cadena corta




Tabla. 10 Homologia entre la proteina de C.elegans (CE:17633 = FO8AS8.1)

y proteinas de Mus musculus.

Gen

Descripcion

Amino acidos

% ldentidad

Valor-e

ACOX

Acyl-CoA oxidasa

670

43

le-150

Tabla. 11 Homologia entre la proteina de C. elegans (CE:11546 = F59F4.1)

y proteinas de Homo sapiens.

Gen Descripcion Amino 4cidos | % Identidad | Valor-e

ACOX 1 Acyl-Coa oxidasa 670 39 le-144
peroxisomal

ACOX 2 Acyl-Coa oxidasa de | 683 35 le-112

Cadena ramificada

Tabla. 12 Homologia entre la proteina de C. elegans (CE:11546 = F59F4.1)

y proteinas de Mus musculus

Gen

Descripcion

Amino acidos

% Identidad

Valor-e

ACOX 1

Acyl-CoA oxidasa

Palmitoyl

670

40

le-120

52
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4.6.2 Expresion relativa gen FO8AS8.1 en gusanos tratados con Ciprofibrato
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Fig. 12. Efecto de Ciprofibrato en la expresion del gen FO8AS8.1 de C. elegans

Mediante Northern Blot se determind la expresion del ARNm de FO8AS8.1. Las bandas se
cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. Se observa que los gusanos
tratados con CiP presentan una induccién pequefia pero que es estadisticamente significativa
(prueba t) * p < 0.05. Se realizaron 3 experimentos independientes, los valores son expresados

como el promedio + DS.
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4.6.3 Expresion relativa gen F59F4.1 en gusanos tratados con Ciprofibrato
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Fig. 13. Efecto del Ciprofibrato en la expresion del gen F59F4.1 de C. elegans

Mediante Northern Blot se determind la expresion del ARNm de F59F4.1. Las bandas se
cuantificaron por densitometria con respecto al control de carga CelF. No se observan diferencias
significativas (prueba t). Se realizaron 3 experimentos independientes, los valores son expresados

como el promedio + DS.
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5. DISCUSION

El rol que cumplen los PPARSs en la regulacion del metabolismo lipidico (Dreyer y cols.
1992), procesos inflamatorios, hepatocarcinogénesis (Roberts y cols. 1998) y la alta incidencia
que han tenido los ligandos sintéticos de estos receptores nucleares, (fibratos y tiazolinedionas)
en el tratamiento de enfermedades como hipertrigliceridemia (Lehmann y cols. 1995), efecto
antiinflamatorio (Devchand y cols. 1996) y efectos anti-ateroescleroticos (Tontonoz y cols.
1998), resaltan el importante papel que cumplen estos RN en la coordinacion de estos procesos
bioldgicos. Bajo este contexto, encontrar un homologo a PPARs en Caenorhabditis elegans
facilitaria enormemente el estudio de este factor de transcripcion, no s6lo como una forma de
evaluar el efecto de ligandos sintéticos especificos de PPARs en el nematodo, sino que ademas
para dilucidar otras vias de sefializacion por la cual este RN podria estar actuando en el gusano y
de esta forma es posible responder a incognitas que han surgido, respecto de la regulacion de
diferentes vias metabdlicas en las cuales se encuentran involucrados los PPARs. El trabajo en C.
elegans es entonces relevante, ya que como se menciono anteriormente, demuestra ser un sistema
modelo altamente ventajoso por el alto nimero de genes que codifican para RN y la facilidad del
manejo en el laboratorio.

Este trabajo de Tesis se concentrd en la busqueda de un gen putativo homodlogo a PPARs
en C. elegans. Esta investigacion es pionera en el estudio de los RN en el gusano y de alguna
manera, descriptiva en el analisis general. La estrategia de trabajo comenzo6 con un alineamiento
entre las secuencias de proteinas de los distintos isotipos de PPARs (a,f,y) de dos especies
diferentes (Homo sapiens y Mus musculus) y las secuencias de proteinas de C. elegans contenidas

en la base de datos “ Wormbase, Sanger Center, AceDB”. Como segundo paso, se
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evaluo los efectos producidos por los agonistas farmacologicos de PPARs a y y, Ciprofibrato y
Ciglitazona, en el fenotipo de los gusanos, la muerte embrionaria y su efecto en la expresion de
los genes putativos homoélogos a PPARSs (sex-1, nhr-23 y nhr-85). Ademas, se evalud el efecto de
Ciprofibrato en la expresion de genes blanco clasicos mediados por PPAR a, como lo es la
enzima Acyl-CoA oxidasa . Con relacion a PPAR f3, existen pocos datos en la literatura que nos
permitan analizar con claridad la funcidon de este isotipo, esto es debido a la falta de ligandos
sintéticos especificos para este receptor y al desconocimiento del rol que este cumple en

vertebrados.

5.1 Alineamiento de secuencias

A la luz de los resultados obtenidos a través de los diferentes alineamientos realizados
entre las secuencias de proteinas de C.elegans y las secuencias de proteinas de los distintos
isotipos de PPARs de Homo sapiens y Mus musculus 'y los andlisis filogenéticos de receptores
nucleares ya descritos (Sluder y cols. 2001), podemos concluir que entre los 270 genes de RN
identificados hasta la fecha en C. elegans, so6lo tres de estos genes podrian ser clasificados como
probables homologos a PPARs. Los resultados muestran que los genes sex-1, nhr-23 y nhr-85
presentan los mayores porcentajes de identidad no solo en el alineamiento total de la proteina, si
no también en la regién que corresponde al dominio de unién a ADN, con porcentajes de
identidad que superan el 57%, y en el puntaje asignado por el alineamiento, donde estos poseen
los mas altos valores. Estos tres factores de transcripcion pertenecen a los 15 genes de RN de C.
elegans que son clasificados como ortdlogos u homodlogos a RN de insectos y vertebrados, segin

los resultados del andlisis filogenético. Ademads estos son miembros de la sub-familia NR1, a la
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cual pertenecen los PPARs en la clasificacion general de RN en insectos y vertebrados (Sluder y
cols. 2001).

Si bien con estos antecedentes no se puede asegurar la existencia de un homologo a PPARs en el
nematodo, si podemos afirmar que estos tres RN son los candidatos mas préximos para ser

calificados como genes putativos homologos a PPARs en Caenorhabditis elegans.

5.2 Efectos de agonistas farmacologicos especificos de PPARs en C. elegans

Un punto central en esta tesis era comprobar el efecto que podrian causar tratamientos
con agonistas farmacoldgicos clasicos de PPAR o y y (Ciprofibrato y Ciglitazona
respectivamente) en los gusanos. En primer lugar se evaluo el efecto de Ciprofibrato y
Ciglitazona en la muerte de los huevos (letalidad embrionaria) y la respuesta de los gusanos
adultos traducida en cambios visibles en la anatomia general (efecto en el fenotipo). Segin
nuestros resultados, podemos concluir que Ciprofibrato y Ciglitazona no afectan el desarrollo
normal del gusano, ya que no se observaron diferencias significativas en la muerte de los huevos
en tratamientos de 500uM y 5mM de Ciprofibrato y 50mM y 500mM de Ciglitazona. Cabe
senalar que el uso del medio de cultivo liquido S-Medium disminuye la fertilidad de los
hermafroditas, basicamente por encontrarse en un medio que no es el Optimo para el crecimiento
de los gusanos (C. elegans. A Practical Approach. Hope. 1999).

Con respecto al efecto fenotipico producido en tratamientos con Ciprofibrato y
Ciglitazona, se observa que Ciprofibrato a una concentracion de SmM produce un cambio
anatomico transiente, visible a través de la lupa, el cual se caracteriza por un aumento de
volumen del lumen intestinal del gusano (Fig. 5C). Comparativamente, en el tratamiento con

Ciglitazona no se produjo cambios morfologicos visibles como se muestra en la figura 5D.
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5.3 Efecto de Ciprofibrato sobre la expresion de genes putativos homologos a

PPARs en C. elegans

El tercer objetivo del trabajo es responder a una pregunta que surge de manera espontanea
pensando, en que los PPs son ligandos sintéticos activadores de PPAR a, segun estudios
realizados por el grupo F.J. Gonzalez (Peters y cols. 2000). En este trabajo se demuestra que el
tratamiento de hepatocitos de rata con WY-14,643 produce un aumento del ARNm y de la
proteina de PPAR a. Por lo cual, la pregunta a responder es ¢ El tratamiento con Ciprofibrato,
un proliferador peroxisomal, afectard la expresion de los putativos genes homologos a PPARs
en C. elegans como ocurre en roedores?. Basados en los resultados de F.J. Gonzalez nosotros
pretendemos comprobar si un PP puede activar la expresion de los genes seleccionados del
gusano como se ha descrito en roedores. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el
tratamiento con Ciprofibrato SmM no altera la expresion de los genes sex-1 y nhr-23 respecto a
su control segin analisis estadistico (prueba t) como muestran las figuras 6 y 7. No obstante se
observa una induccion en la expresion del gen nhr-85 respecto a su control ( (prueba t) p=0.022)
como muestra la figura 8§ a través de RT-PCR semicuantitativo. Este es el primer antecedente que

sugiere la activacion de un gen de RN en C. elegans mediada por PPs.

5.4 Efecto de Ciglitazona sobre la expresion de los putativos genes homologos a

PPARs en C. elegans
Ciglitazona pertenece al grupo de farmacos llamados tiazolinedionas, los cuales son
empleados en medicina clinica por sus potentes efectos antidiabéticos (Caro y cols. 1989). Esta

droga es un ligando especifico para PPAR y. En consecuencia, permite responder a la
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interrogante planteada (Ciglitazona al igual que Ciprofibrato puede inducir la expresion de al
menos uno de los tres genes candidatos a ser un homologo de PPARs en
C.elegans?,;ciglitazona podrd inducir o6 alterar la expresion del gen nhr-85? Responder a estas
preguntas resulta clave en el disefio de futuros experimentos ya que podriamos centrar nuestros
esfuerzos en el estudio de un isotipo especifico de PPARs.

Los resultados de los experimentos realizados con Ciglitazona revelan que a una
concentracion de 100uM, en tratamientos por 24 horas en medio de cultivo liquido, no se observa
induccion de los genes putativos homologos a PPARs en C. elegans, (Fig. 9,10 y 11) a través de
RT-PCR semicuantitativo. Estos resultados podrian sugerir que en el gusano no existen RN que
respondan a drogas de la familia de las tiazolinediona y mas alin se podria descartar la presencia

de un homologo de PPAR v en el nematodo.

5.5 Gen blanco de PPAR a: Acyl-CoA oxidasa

Para identificar la presencia de un gen homologo a PPARs en C. elegans, se comprobo la
existencia de genes blanco de estos RN en el gusano, sustentado en la base de datos del nematodo
“Wormbase, AceBD, Sanger Center”. En base a los resultados anteriores, donde se observo
induccion en la expresion del gen nhr-85 en tratamientos con Ciprofibrato, se rastreo en primer
lugar, genes blanco de PPAR a. Un gen blanco clasico de este RN es la enzima Acyl-CoA
oxidasa que participa en el proceso de B-oxidacion peroxisomal en roedores. La busqueda reveld
la existencia de 4 genes que codifican para 7 proteinas diferentes de Acyl-CoA oxidasa . Se
disefiaron partidores para los cDNA de 2 de las 7 proteinas que estan presentes en C. elegans.

Las (tablas 9-11) muestran un resumen de las homologias de las proteinas del nematodo
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(FO8AS8.1: CE 17633) y (F59F4.1: CE11546) respecto a Acyl-coA oxidasa encontradas en
Homo sapiens y Mus musculus. Estos resultados indican que los mas altos porcentajes de
identidad corresponden a Acyl-CoA oxidasa peroxisomal y Acyl-coA oxidasa de cadena
ramificada. Cabe resaltar que el efecto en la expresion de genes que corresponden a Acyl-CoA
oxidasa en tratamientos con Ciprofibrato nos permitird no s6lo evaluar la expresion del gen si no
que ademas nos permitira discriminar entre los distintos isotipos de PPARs. Se ha descrito en la
literatura que en tratamientos con Ciprofibrato a una concentraciéon de 0.1mM, los niveles del
ARNm del gen de Acyl-CoA oxidasa aumenta entre 7 a 26 veces respecto a su control en
hepatocitos de rata (Tangada y cols. 1989). Comparativamente, los resultados obtenidos en C.
elegans muestran que la expresion del gen F59F4.1 (Acyl-CoA oxidasa del nematodo), evaluada
por ensayos de Northern blot, no es alterada en tratamiento con Ciprofibrato SmM por 24 h en
medio de cultivo liquido, segun analisis estadisticos (prueba t), (Fig. 13). En cambio, si se
observd un aumento en la expresion del gen FO8AS.1 (Acyl-CoA oxidasa del nematodo) en
tratamientos con Ciprofibrato SmM por 24 h en medio de cultivo liquido, (prueba t con un valor
P=0.0399) evaluados con experimentos de Northern blot (Fig. 12). Si bien estos resultados se
correlacionan, el orden de magnitud observada en la induccion del gen de la enzima Acyl-CoA
oxidasa, en roedores, es mucho mayor comparada con nuestros resultados. Este hecho puede
tener varias explicaciones. Primero: La extraccion de ARN total en roedores se realizd
exclusivamente de cultivos de hepatocitos de rata, donde se ha descrito una alta expresion de
Acyl-CoA oxidasa. Por el contrario, la extraccion de ARN total del nematodo se realiz6 a partir
de un cultivo de gusanos donde convergian todos los estados larvales. Se ha descrito que existen
estados larvales donde el metabolismo lipidico es mas elevado (larva L1) (Liu F y cols. 1997) y

por ende podria existir mayor expresion y actividad de las enzimas involucradas en el
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catabolismo de lipidos. Estas observaciones sugieren que el efecto final del Ciprofibrato pudo
haberse diluido en las condiciones experimentales antes descritas. Segundo: Es necesario
recordar que en la anatomia del gusano existe una cuticula que cubre todo el largo del cuerpo y
que es bastante impermeable, por lo cual la captacion de droga en el medio de cultivo liquido esta
sujeta solo a la cantidad de comida que cada gusano ingiere en el periodo de incubacion. En
consecuencia, se necesitan altas cantidades de drogas en los tratamientos (Methods in Cell
Biology. Epstein. 1995). Este es otro factor de dilucion en el efecto final del Ciprofibrato.
Tercero: como ya se menciond antes, la enzima Acyl-CoA oxidasa es altamente expresada en
hepatocitos de rata. Es probable que esta localizacion presente en roedores tenga su contraparte
en el nematodo y so6lo se exprese en un tipo celular, por ende el efecto final de la droga sea aun
menor.

Con respecto a los resultados observados en la expresion de los genes de Acyl-CoA
oxidasa de C. elegans tratados con Ciprofibrato, surge una pregunta interesante ; por qué solo
existe la induccion del ARNm de solo uno de los dos genes evaluados si ambos presentan una
homologia muy cercana respecto a genes de Acyl-Coa oxidasa de humano y roedores?. En la
literatura se ha descrito que existen al menos dos proteinas distintas de Acyl-Coa oxidasa en
humanos que utilizan sustratos especificos diferentes (Van Veldhoven y col 1992). La primera de
ellas cataliza la B-oxidacion de acidos grasos saturados de cadena larga, lineal y acidos grasos de
cadena muy larga, preferentemente en peroxisomas, Mientras que la segunda via actua sobre
Acyl-coA de cadena ramificada, la cual no es inducida por PPs (Reddy y cols. 1986). Al analizar
las tablas 9-11 podemos constatar que las principales homologias respecto de Acyl-CoA oxidasa
del gusano con Acyl-CoA oxidasa de humano y roedores recaen sobre Acyl-CoA oxidasa tipo I

y Acyl-CoA oxidasa de cadena ramificada. Esto podria sugerir que el gen no inducido en C.
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elegans (F59F4.1 gen homologo a Acyl-CoA oxidasa en humano y roedores) participaria en la
segunda via de la B-oxidacion peroxisomal oxidando Acyl-CoA de cadena ramificada la cual no
es inducida por PP lo que concuerda con la no induccion del gen F59F4.1 (gen homologo a

Acyl-CoA oxidasa en el gusano) en el tratamiento con Ciprofibrato.

5.6 Receptores nucleares en Caenorhabditis elegans

El estudio de RN en el nematodo ha avanzado considerablemente con el término del
proyecto del genoma de C. elegans ( The C. elegans Sequencing Consortium 1998). Este estudio
reveld la existencia de aproximadamente 270 genes de RN, un numero nunca antes observado en
organismos multicelulares (Sluder y cols. 2001). Las investigaciones han sido orientadas en una
primera etapa a explicar el rol de estos RN en el gusano. Entre estas investigaciones encontramos
trabajos que han descrito la funcion de dos de los tres genes candidatos a ser probables
homologos a PPAR en C. elegans. La primera de ellas relaciona al RN nAr-23 como un regulador
de la muda y del desarrollo epidermal del gusano (Kostrouchova y cols. 2001). La segunda
investigacion relaciona al gen sex-1 como un gen clave en la determinacién del sexo en C.
elegans (Carmi y cols. 1998). Estos resultados nos entregan nuevas herramientas para
comprender aun mas la funciones de estos RN en el nemétodo y al mismo tiempo nos permitirian
suponer que estos dos RN aparentemente no se relacionan con las funciones de PPARs que estan
ampliamente descritas en la literatura. Lo que nos permite comenzar a seleccionar entre nuestros
genes candidatos. Ademas, cabe sefialar que a pesar de los avances significativos en el estudio de
RN en el nematodo, alin no existe evidencia que relacione a nhr-85 con una funcioén en particular
en el gusano, mas alin no hay trabajos que relacionen a un RN de C. elegans con PPARs, lo que

demuestra la relevancia de esta investigacion como una idea pionera en el drea de RN. Es
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importante sefialar que existen estudios que describen la existencia de peroxisomas en el gusano
(Motley vy cols. 2000; Petriv y cols. 2002; Togo y cols. 2000) y del proceso de B-oxidacion
mitocondrial (O'Riordan y cols. 1990). Al respecto el trabajo del grupo de Maeubuchi es el mas
cercano a nuestra investigacion ya que ha tratado los gusanos con un PPs (Clofibrato),
demostrando que existe un aumento de tamafio y de nimero en los peroxisomas (Maebuchi y
cols. 1999; Yokota y cols. 2002) del intestino del nematodo. En cierta manera, estos trabajos
respaldan la idea de la existencia de un RN en C. elegans que cumpliria una funcioén similar a
PPAR a.

Finalmente los antecedentes ya descritos con relacion a la funcidon y accion de los
ligandos sintéticos de PPARs, especificamente de la clase fibratos, conjuntamente con los
resultados obtenidos en esta investigacion nos permitirian sugerir que el gen nhr-85 podria
corresponder a un gen homologo a PPAR a en Caenorhabditis elegans. Sin embargo creemos
que este es un trabajo preliminar en el area y que obviamente estd sujeto a nuevas técnicas
experimentales que permitan definir que el gen nhr-85 especificamente actuaria como un

regulador lipidico en el gusano y se relaciona con las funciones de PPAR a antes mencionadas.
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Conclusiones

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis indican que

Segun alineamiento de secuencias de proteinas de los distintos isotipos de PPARs (o, y
v) de dos diferentes especies Homo sapiens y Mus musculus y las secuencias de proteinas
de C. elegans, mas los estudios filogenéticos de RN antes descritos, clasifican a nhr-23,
sex-1y nhr-85, en la misma sub familia NR1 a la cual pertenece PPARs en la clasificacion

general de los RN de insectos y vertebrados.

Ciprofibrato y Ciglitazona a las concentraciones utilizadas, no son letales para C. elegans.

Sin embargo Ciprofibrato podria estar generando un fenotipo distinto en el gusano.

Ciprofibrato induce la expresion del gen nhr-85, gen homoélogo a PPAR o de gusanos a

una concentracion de SmM.

Ciglitazona no altera la expresion de los genes homologos a PPARs en C. elegans a una

concentracion de 100uM en tratamientos por 24 horas.

Ciprofibrato induce la expresion del gen FO8AS8.1, gen homologo a Acyl-Coa oxidasa en

el gusano, a una concentracion de SmM.
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