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Tenemos en nuestra vida a 3 mejores 
amigos... 
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la hora de nuestra muerte, ellos nos dicen 
hasta pronto… 
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a la hora de nuestra muerte, desaparece y 
simplemente nos dice adiós...  
 
El tercero y más importante de todos son 
las "OBRAS BUENAS" que hicimos durante 
nuestra vida... ellas son las únicas que nos 
acompañarán en nuestra muerte... 
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1. INTRODUCCIÓN 

La evolución de las especies ha estado marcada por diversos factores de tipo 

químico. Esto ha ocasionado respuestas que pueden variar desde la adaptación 

hasta la muerte. En los últimos 150 años, miles de compuestos, productos de la 

actividad antropogénica, han sido liberados a la biosfera, lo que ha puesto en 

riesgo la supervivencia de todas las estructuras vitales. Debido a lo anterior los 

organismos están expuestos, cada vez más, a un mayor número de sustancias 

químicas, ya sea de origen artificial o natural.  

 

Los compuestos químicos pueden ser de naturaleza endógena (prostaglandinas, 

ácidos grasos, esteroides, etc.) o exógenos (medicamentos, cosméticos, alimentos 

y contaminantes ambientales). Estos últimos, denominados xenobióticos, ingresan 

al organismo a través de la vía oral, cutánea o aérea;  la mayoría son liposolubles 

y requieren de ser convertidos a moléculas hidrosolubles  para poder ser 

excretados.  

 

Previo a la eliminación de los xenobióticos se requiere de un proceso conocido 

como biotransformación.  Este proceso es el conjunto de rutas metabólicas (entre 

otras) por medio de las cuales los organismos incrementan la polaridad de un 

agente químico. De esta manera se reduce el tiempo de exposición a xenobióticos 

y se evita o disminuye la acumulación de estos compuestos en los organismos. 



La biotransformación puede darse en cualquiera de los tejidos corporales, pero 

existen órganos con una función metabólica predominante, como lo son el hígado, 

los pulmones, el intestino y los riñones.  

 

Aunque generalmente la biotransformación conlleva a la detoxificación, en algunos 

casos, este proceso da como resultado la producción de un metabolito más tóxico 

que el compuesto parental, es decir, sufre un proceso de bio-activación. Si estos 

metabolitos se acumulan y vencen las defensas del organismo entonces pueden 

producir un daño que se manifieste como un efecto tóxico y genotóxico.  

 

La biotransformación se lleva a cabo por dos tipos de reacciones, las reacciones de 

Fase I y de Fase II. Las reacciones de Fase I metabolizan los xenobióticos 

convirtiéndolos en metabolitos reactivos mediante reacciones de reducción, 

oxidación e hidrólisis. Las reacciones de Fase I son llevadas a cabo, entre otros,  

por un  sistema enzimático de gran funcionalidad y amplia acción, conocido como 

citocromo P-450 (CYP450). Los metabolitos productos de reacciones de Fase I,  

son substratos de las enzimas de Fase II. Las reacciones de Fase II  conjugan a los 

compuestos parentales o a los metabolitos, al ceder un grupo funcional polar al 

xenobiótico o metabolito. Estos son conjugados con sulfato inorgánico, 

aminoácidos, ácido glucorónido o glutatión. Las reacciones de conjugación facilitan 

y aumentan la eliminación de los xenobióticos. 

 



1.1. Citocromos P450 

El sistema enzimático CYP450  es una superfamilia de hemoproteínas con un grupo 

prostético (un grupo hemo unido a un tiolato) idéntico para todas las enzimas 

(Nebert y Gonzalez, 1987). Se les denomina citocromos P-450 debido a que estas 

proteínas producen un pico de absorción a 450 nm. 

 

Las múltiples formas del CYP450 (isoenzimas) representan uno de los más 

importantes sistemas de defensa que poseen las especies.  

 

La superfamilia de CYP450 se ha encontrado presente en bacterias, levaduras, 

plantas y animales. Con base en comparaciones simultáneas en el alineamiento de 

las secuencias de aminoácidos y a pesar de las dificultades que se tienen para 

estimar la divergencia de los CYP450 debida a recombinaciones, transposiciones y 

conversión de genes, se desarrolló un árbol filogenético (Figura 1) que proporciona 

una estructura para el estudio acerca de la evolución de los genes del CYP450 

(Gonzalez y Nebert  1990). 

 

 



 

Figura 1. Versión abreviada del árbol filogenético de los CYP450 comparado con una escala de 

tiempo evolutivo (Lewis, 1996, modificado por nosotros). 

 

En la mayoría de los mamíferos, estas enzimas están localizadas principalmente en 

el retículo endoplásmico liso (Figura 2). Se encuentran distribuidas en diversos 

órganos y tejidos como el hígado, intestino, pulmón, riñón y  testículo, entre otros. 

 
 
Figura 2. Localización del CYP450 en la membrana del retículo endoplásmico. 



El sistema de clasificación para esta superfamilia de isoenzimas está basado en la 

similitud en la secuencia de aminoácidos (Nelson et al., 1996), agrupando las 

isoenzimas dentro de familias (miembros  con  40% de similitud) y subfamilias 

(miembros con un 55% de semejanza). Los citocromos se nombran con la raíz CYP 

seguida de un número arábigo que denota a la familia, una letra que indica la 

subfamilia y otro número arábigo que designa  a la isoforma.  Otra clasificación, la 

cual esta basada en la funcionalidad, divide a los CYP450 en dos grupos, los 

implicados en la síntesis de esteroides y ácidos biliares y aquellos que están 

involucrados en el metabolismo de xenobióticos (Gonzalez, 1992).  

 

Los humanos presentan 18 familias de CYP450 y 43 subfamilias, de las cuales las 

que se expresan principalmente en el humano son: 1A, 1B, 2A, 2B, 2C,2D, 2E, 2J, 

3A, 4B, 5A Y 8A. De estas subfamilias las mejor caracterizadas y con mayor 

importancia toxicológica y farmacológica son: CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, 

CYP2E y CYP3A. Las isoformas que destacan por su importancia en el metabolismo 

de xeno y endobióticos son el CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1, CYP2C9, CYP2C19, 

CYP2D6, CYP2E1 y CYP3A4 (Calderón, 2000). 

 

1.2. Subfamilia CYP3A 

El hígado es el órgano que realiza la biotransformación de la mayoría de los 

xenobióticos, además de contener la mayor concentración de CYP450. De estos, la 

subfamilia más abundante es la CYP3A que consta de cuatro miembros 



funcionales: CYP3A4,  CYP3A5  3A43 y  CYP3A7. Esta última es una enzima fetal, 

ya que solamente se expresa durante esta etapa de desarrollo (Shimada et al., 

1994). 

 

1.3. CYP3A4 

El CYP3A4 se expresa solamente en humanos, representa alrededor del 50% del 

total de CYP450 en el hígado (Shimada et al., 1994) y aproximadamente el 70% 

en el epitelio intestinal (Kolars et al., 1994; Mckinnon et al., 1995).  

El CYP3A4 participa en el metabolismo de  más del 50% de todos los fármacos  de 

uso terapéutico actual (Maurel, 1996).  Esta enzima no exhibe aparente 

selectividad estructural por algún sustrato y  es capaz de oxidar moléculas tan 

diversas como son esteroides, antibióticos, ciclosporinas, alcaloides, hidrocarburos 

policíclicos aromáticos, entre otros. El CYP3A4 está involucrado en la bioactivación 

de drogas anticancerígenas y de procarcinógenos ambientales, incluyendo el 

benzo[a]pireno y otros derivados de hidrodioles de hidrocarburos aromáticos 

policíclicos y micotoxinas carcinógenas (Li et al., 1995). Así mismo, lleva a cabo la 

biotransformación de moléculas que juegan un papel relevante en la regulación 

fisiológica a través de la 2β-, 6β- y 15β hidroxilación de la testosterona (Yamazaki, 

et al 1997) y de la 16α-hidroxilación del estradiol (Yamazaki, et al 1998).   

 

 

 



1.3.1. Localización, estructura génica, regulación y polimorfismos 

En CYP3A4 fue secuenciado por Hashimoto et al (1993). Tiene una longitud de 27 

Kb, está localizado en el cromosoma 7q22.1 y está compuesto de 13 exones y 12 

intrones (Itoh et al., 1992). Su estructura y distribución de exones se muestra en 

la figura 3. 

 

 

Figura 3. Organización génica del CYP3A4. (Hashimoto et al., 1993). 

 

El CYP3A4 está regulado transcripcionalmente por una gran variedad de hormonas, 

incluyendo glucocorticoides y la hormona del crecimiento (Schuetz et al., 1993 y  

Liddle et al., 1998). Los xenobióticos también participan en la regulación de la 

expresión del CYP3A4, entre estos se encuentran el fenobarbital, clotrimazol, 

rifampicina y vitamina D, entre otros (Daujat et al., 1991; Schuetz et al., 1993 y  

Kocarek et al., 1995 y Elizondo et al., 2003).  

 

Algunas de estas moléculas actúan mediante su interacción con sus respectivos 

receptores nucleares, formando un complejo que se une a sitios específicos del 

promotor del gen CYP3A4 (elementos de respuesta) induciendo su transcripción. 

 



Si bien la secuencia de nucleótidos de la región 5´ del CYP3A4 ha sido elucidada, 

aún se están evaluando los mecanismos moleculares que definen la transcripción 

de este gen. En la región 5´ se localizan importantes secuencias promotoras, como 

la caja TATA y el elemento básico de transcripción (BTE), el cual se ha reportado 

que existe en la región proximal de la caja TATA en diversos genes que codifican 

para la superfamilia CYP450 (Yanagida et al., 1990). Se han localizado, además, 

otras secuencias transcripcionales a las que se unen factores de transcripción 

como el octámero de unión de proteína (Oct-1) (Sturm et al., 1988);  la proteína 

de unión CCAAT (CP-1) (Chodosh et al., 1988);  el receptor para estrógenos (ER), 

el receptor de progesterona  y glucocorticoides (PR/GR) (Beato, 1989); P53 (Kern    

et al., 1991); el activador de proteína 3 (AP-3) (Chiu et al., 1987); el factor nuclear 

hepático 4 (HNF-4) (Sladek et al., 1990), el factor nuclear hepático 5 (HNF-5) 

(Grange et al., 1991) y más recientemente el receptor X para la pregnonalona 

(PXR) (Kliewer et al., 1998). Otra secuencia necesarias para la transcripción es el 

elemento específico P450HFLa (HLFaSE) (Itoh et al., 1992) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Secuencias promotoras y transcripcionales del CYP3A4. VDR (elemento de respuesta de la 
vitamina D); VD (vitamina D); PXRE (elemento de respuesta del receptor para 16-α-pregnonalona); 
hPXR (receptor huérfano para 16-α-pregnonalona); Rif (rifampicina); ERE (elemento de respuesta 
del receptor de estrógenos); ER (receptor para estrógenos); Est (estradiol); CP-1 (proteína de 
unión CCAAT);  PRE/GRE (elemento de respuesta para el receptor de progesterona y el receptor de 
glucocorticoides); PR (receptor para la progesterona); Prg (progesterona); GR (receptor para 
glucocorticoides); Glu (glucocorticoide); HNF-5 (factor nuclear hepático 5); Oct-1 (octámero de 
unión de proteína); AP-3 (activador de proteína 3); 
 

Por otro lado, se ha observado una amplia variabilidad interindividual en las 

actividades enzimáticas  del CYP3A4, tanto in vivo como in vitro (Murray  y  Reydi, 

1990; Boobis, 1992). Dicha variabilidad se refleja en el metabolismo de 

xenobióticos por exposiciones terapéuticas, ocupacionales o alimenticias. Además 

de los factores ambientales, uno de los principales factores que pueden contribuir 

a la variabilidad es el polimorfismo genético  (Jounaidi et al., 1996).  Aunque se 

han reportado diversas variantes alélicas del CYP3A4 solo seis, localizadas en la 

región codificante del gen, se han asociado con un cambio en la actividad catalítica 

(Tabla 1). 
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Tabla 1 Variantes alélicas asociadas a un cambio en la actividad catalítica del  CYP3A4. 
 
 

VARIANTE ALÉLICA CAMBIO  EFECTO 
CYP3A4*1 -------- Variante silvestre (Gonzalez et al., 1988) 

CYP3A4*2 S222P (exón 7) 
Disminución en la actividad del CYP3A4 

mediada por su capacidad de oxidar 
nifedipina (Sata et al., 2000) 

CYP3A4*4 I118V (exón 5) Disminución en el metabolismo del cortisol 
(6β-hydroxycortisol) (Hsieh et al., 2001). 

CYP3A4*5 P218R (exón 7) Disminución en el metabolismo del cortisol 
(6β-hydroxycortisol) (Hsieh et al., 2001). 

CYP3A4*6 831 Ins R (exón 9) Disminución en el metabolismo del cortisol 
(6β-hydroxycortisol) (Hsieh et al., 2001). 

CYP3A4*17 F189S (exón 7) 
Disminución en el metabolismo de la 

testosterona y plaguicidas organofosforados 
(Chlorpyrifos) (Dai et al., 2001). 

CYP3A4*18 L293P (exón 10) 
Aumento en el metabolismo de la 

testosterona y plaguicidas organofosforados 
(Chlorpyrifos) (Dai et al., 2001). 

 
 

 

1.3.1.1. Variante CYP3A4*1B 

La variante alélica CYP3A4*1B  consiste en un  cambio de nucleótido de  adenina a 

guanina en la región NFSE (elemento específico para la nifedipina) localizada en el 

promotor del gen CYP3A4 (RebbecK et al., 1998 y Sata et al., 2000).  La presencia 

de esta variante alélica ha sido reportada en diferentes poblaciones (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 



Tabla 2 Frecuencias alélicas del CYP3A4*1B en diferentes poblaciones. 

 

Frecuencia alélica  POBLACIÓN 
CYP3A4*1A CYP3A4*1B n 

Afro-americanos (Walker et al., 1998) 0.47 0.53 140 
Caucásicos-americanos (Walker et al., 1998) 0.96 0.04 264 
Afro-americanos (Ball et al., 1999) 0.45 0.55 372 
Afro-americanos (Ball et al., 1999) 0.33 0.67 180 
Afro-americanos (Paris et al., 1999) 0.45 0.55 232 
Caucásicos-americanos (Ball et al., 1999) 0.96 0.04 546 
Caucásicos-americanos (Ball et al., 1999) 0.91 0.09 376 
Caucásicos-americanos (Paris et al., 1999) 0.91 0.09 234 
Hispano-americanos (Paris et al., 1999) 0.89 0.11 242 
Asiáticos-americanos (Ball et al., 1999) 1.00 0.00 154 
Asiáticos-americanos (Ball et al., 1999) 1.00 0.00 156 
Asiáticos-americanos (Paris et al., 1999) 1.00 0.00 160 
Ghaneses (Tayeb et al., 2000) 0.31 0.69 200 
Escoceses (Tayeb et al., 2000) 0.95 0.05 202 
Saudi-árabes (Tayeb et al., 2000) 0.91 0.09 202 
Afro-americanos (Sata et al., 2000) 0.34 0.66 150 
Caucásicos-americanos (Sata et al., 2000) 0.96 0.04 118 
Asiáticos-americanos (Sata et al., 2000) 1.00 0.00 118 

 
 

Esta variante ha sido muy estudiada debido a que se le ha asociado con cáncer de 

próstata. En un estudio realizado en pacientes con cáncer de próstata se 

observaron altos niveles de testosterona y una alta frecuencia alélica de la variante 

CYP3A4*1B en comparación con el grupo control (RebbecK et al., 1998). Por otro 

lado, la población afro-americana presentan la mayor predisposición a manifestar 

cáncer de próstata. Esta población, además, presenta la variante CYP3A4*1B con 

una frecuencia cercana al 60%. Los caucásicos portan este alelo con una 

frecuencia del 6%, mientras que los asiáticos, quienes tienen la menor incidencia 

de cáncer de próstata, no la presentan (Tayeb et al., 2000; Sata et al., 2000; Ball 

et al., 1999; Paris et al., 1999; Walker et al., 1998).   



Recientemente nuestro grupo de investigación realizó un estudio piloto en donde  

evaluó por medio de la técnica de los Polimorfismos en la Longitud de los 

Fragmentos de Restricción (RFLP, por sus siglas en inglés) la frecuencia de esta 

variante alélica en 69 individuos mexicanos, encontrando que está presente en el 

5.79% de los alelos estudiados, los que nos indica que la población mexicana 

estudiada presenta una frecuencia similar a la encontrada en caucásicos en otros 

estudios. 

 

Se postula que la presencia del alelo mutado puede provocar una reducción en la 

expresión del CYP3A4 y por lo tanto una disminución en el metabolismo de la 

testosterona. Debido a lo anterior y a que se ha demostrado una correlación 

positiva entre los niveles altos de testosterona y la susceptibilidad a desarrollar 

cáncer de próstata, es posible que la presencia de esta variante alélica contribuya 

al desarrollo de dicha neoplasia (Figura 5). Sin embargo,  aún no se ha 

determinado si la variante CYP3A4*1B afecta los niveles de expresión del CYP3A4. 



 
 
 

Figura 5. Posible papel del CYP3A4 en el desarrollo de cáncer de próstata. A) La variante silvestre 
CYP3A4*1A inactiva a la testosterona al hidroxilarla, evitando que esta sea sustrato de la 5α- 
reductasa. B) La variante CYP3A4*1B no se expresa, por lo que la testosterona no es inactivada, 
permitiendo que se forme su metabolito, la dihidrotestosterona (DHT), el cual activa al receptor 
para andrógenos promoviendo la proliferación de células prostáticas. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

La etiología de cáncer de próstata (al igual que con la mayoría de los tumores 

malignos) permanece desconocida. Se le han asociado diversos factores de riesgo 

entre los que destacan la edad, dieta, predisposición genética, cambios 

hormonales, etc. Por lo tanto, esta neoplasia tiene características que hacen 

complicado su diagnostico precoz.  Debido a lo anterior es importante encontrar 

biomarcadores de susceptibilidad individual para esta patología.  

 

Por otra parte se ha asociado la presencia de cáncer de próstata con la variante 

alélica CYP3A4*1B, sin embargo no se ha estudiado si esta variante provoca un 

cambio en la transcripción del gen.   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

3. HIPÓTESIS 

La variante CYP3A4*1B, localizada en la región conocida como NFSE en el 

promotor del gen CYP3A4, da como resultado una disminución de la expresión 

génica del CYP3A4. 

 



 

 

 

 

 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la mutación observada en la región NFSE (cambio de A      G en la 

posición -290) afecta la expresión basal del CYP3A4. 

 

4.1. Objetivos particulares 

1. Realizar transfección celular del vector reportero con el promotor de la 

variante silvestre CYP3A4*1A en la línea celular Hepa I.   

2. Realizar transfección celular del vector reportero con el promotor de la 

variante alélica CYP3A4*1B en la línea celular Hepa I.   

3. Comparar los niveles de expresión del CYP3A4*1A y CYP3A4*1B en células 

Hepa I. 

 

 

 

 

 



 

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.1. Materiales 

Se obtuvieron de Acumedia Manufacturers Inc (Baltimore, Maryland): extracto de 

levadura y agar bacteriológico.  

De Applied biosystem (Foster City, CA): Big Dye. 

De ATCC (Rockville, MD): línea celular Hepa I. 

De Bristol (México D.F.): ampicilina. 

Genome System Inc. (St. Louis, MO): BAC D7-90 

De Gibco BRL (Rockville, Maryland): suero fetal de bovino, tripsina, EDTA, medio 

mínimo esencial modificado (DMEM), L-glutamina, antimicóticos y antibióticos. 

De Invitrogen (Carlsbad, California): triptona, agarosa, kit Concert, Kit TOPO TA 

cloning y ligasa T4. 

De J.T. Baker (Xalostoc, México): cloruro de calcio,  Hepes, metanol, cloruro de 

sodio, cloruro de potasio, hidróxido de sodio, fosfato dibásico de sodio, fosfato  

monobásico de potasio, ácido clorhídrico, ácido bórico, cloroformo, glicerol, 

isopropanol, acetato de sodio, tris-HCl y etanol. 

De New England Biolabs (Beverly, MA): enzimas XhoI y HindIII.  

De Promega (Madison, Wisconsin): SDS y el vector pCAT basic.  

De Qiagen (Clifton, Hill): Kit QUIAquick. 

De Sigma Chemical, Co. (St Louis, MO): β-mercaptoetanol, DMSO, bromuro de 

etidio y trizma base.  

De Stratagene (Cedar Creek, TX): Kit de mutagénesis dirigida. 



6.2. Amplificación del promotor del CYP3A4 

Por medio de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en 

inglés) se amplificó el promotor (-1,200 pb) del gen del CYP3A4. Se utilizó como 

DNA molde el contenido en la clona BAC (Bacterial Artificial Chromosome)  D7-90 

previamente caracterizada y que contiene la región promotora y los 13 exónes del 

gen CYP3A4 (Sata et al; 2000). Debido a que los sitios de restricción para la 

inserción de DNA en el vector reportero, entre otros, se encuentran los sitios 

reconocidos por XhoI y HindIII, los oligonucleótidos que se diseñaron fueron 

flanqueados por dichas secuencias de reconocimiento. Las secuencias de los 

oligonucleótidos fueron las siguientes: 3A4F1-XHO 5 -́

CTCCTCGAGCTGGCTATCTGGGCAGCTGTTCTCTTCTCT-3´ (sentido) y 3A4R1-HIND 

5´-CTCAAGCTTCTCTCTCCTCTGAGTCTTCCTTTCAGCTCT-3´ (antisentido). Las 

condiciones de reacción fueron las siguientes: 

 

TEMPERATURA TIEMPO N°. CICLOS 
95°C 5 MINUTOS 1 
95°C 1 MINUTO 
55°C 1 MINUTO 
72°C 1.5 MINUTOS 

 
33 

72°C 6 MINUTOS 1 

4°C Hasta su 
utilización 

 

 
 

 

 

 



6.3. Integridad del DNA 

Una vez terminada la amplificación, se corrió una electroforesis en gel de agarosa 

al 1%  disuelta  por calentamiento en amortiguador estéril 1X TBE (Tris - base  

0.05M, ácido bórico 0.05 M y EDTA 0.5 M). Una vez disuelta, se agregaron 2 µl de 

bromuro de etidio (10 µg/ml). Se cargaron 5 µl de muestra por pozo y se corrió la 

electroforesis dentro de una cámara horizontal durante 30 min a 100 volts. El DNA 

se visualizó mediante el uso de luz UV en un transiluminador.  

 

6.4. Clonación del fragmento 

Se procedió a clonar el fragmento -1200 pb obtenido en la reacción de PCR, con el 

kit  TOPO TA Cloning. Se mezclaron 4 µl del producto de PCR, 1 µl de la solución 

SALT (NaCl 1.2 M y MgCl2 0.06 M) y 1 µl de vector TOPO. Se mezcló y se dejó 

incubando durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizó 

la transformación. 

 

6.5. Transformación celular 

La transformación se realizó según el protocolo del kit TOPO TA Cloning. Se 

tomaron 2 µl de la mezcla de clonación los cuales se depositaron en un vial de 

células competentes TOP10F´de Eschericha coli  y se mezcló suavemente. Se 

enfrió en hielo durante 30 minutos, posteriormente se sometió a choque térmico a 

42°C durante 45 segundos y en hielo durante 2 minutos. Se le adicionaron 250 µl 

de medio SOC  estéril (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCl 



2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4 10mM y glucosa 20 mM) y se incubó en agitación a 

200 rpm a 37°C durante 1 h. Se tomaron 50 µl del cultivo y se espatuló en una 

caja petri con agar bacteriológico estéril (triptona 1%, extracto de levadura 0.5 %,  

NaCl 1% y agar bacteriológico 1.5%) suplementada con ampicilina 100 µg/ml, 

solución X-Gal 40 mg/ml y solución IPTG 100 mM (la ampicilina se le agregó 

cuando el agar bacteriológico se encontraba a ∼55°C, posteriormente se 

depositaron en cada caja 40 ml y se dejó solidificar. Las soluciónes X-Gal e IPTG se 

adicionaron a la caja con agar solidificado 30 minutos antes de espatular). La caja 

se dejó incubando durante 16 horas a 37°C. 

 

6.6. Análisis de clonas positivas 

Para el análisis de las clonas se procedió a cultivar 5 colonias blancas, 

depositándolas en un tubo de polipropileno de 15 ml el cual contenía 4.5 ml de 

medio Luria-Bertani (LB) estéril (triptona al 1%, extracto de levadura al 0.5% y  

NaCl al 1%) suplementado con 100 µg/ml de ampicilina. Se incubó a 200 rpm 

durante 16 horas a 37°C.  

 

6.7. Obtención de DNA plasmídico por lisis alcalina (minipreps) 

Se siguió el protocolo propuesto por Zhou y col. (1990) el cual es una modificación 

al procedimiento de lisis alcalina descrita por Sambrook (1989). 

Se centrifugaron 1.5 ml de cada cultivo celular durante 10 segundos a 13,000 rpm. 

Posteriormente se decantó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con el 



sobrenadante restante. Se  adicionaron 300 µl de buffer TENS (NaOH 0.1 N  y SDS 

0.5 %  disueltos en buffer TE), se mezcló con vórtex, se adicionaron 150 µl de 

acetato de sodio 3 M pH 5.2 y nuevamente se agitó con vórtex. La suspensión 

obtenida se centrifugó por 2 min a 13,000 rpm. El sobrenadante fue transferido a 

microtubos que contenían 900 µl de etanol absoluto (previamente enfriado a –

20°C) y se enfrió durante 20 minutos en hielo seco (el enfriamiento en hielo seco 

fue una modificación que nosotros realizamos para eficientar el aislamiento del 

DNA). Transcurrido este tiempo se descongeló y se centrifugó 2 min a 13,000 rpm. 

Las pastillas obtenidas fueron lavadas  dos veces con etanol al 70 %. Se dejaron 

secar las muestras y finalmente cada  pastilla fue resuspendida en 30 µl de buffer 

TE. Posteriormente se evaluó la integridad del DNA obtenido por minipreps por 

medio de electroforesis en gel de agarosa. 

  

6.8.  Digestión del DNA  

Para verificar que las clonas aisladas contenían el fragmento de DNA esperado, se 

realizó una digestión del DNA con enzimas de restricción. 

En un microtubo de 1.5 ml se mezclaron 3 µl  XhoI, 3 µl HindIII, 0.4 µl de 

albúmina sérica bovina (BSA por sus siglas en inglés), 4 µl Buffer II, 24.6 µl H2O y 

5 µl de DNA. Se dejó incubando durante 16 horas a 37°C. 



6.9. Verificación de los tamaños del DNA 

Para verificar que los tamaños de los fragmentos del DNA correspondieran a los 

esperados, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% como 

anteriormente se describió. 

 

6.10. Obtención del DNA plasmídico ultrapuro (midipreps) 

Se seleccionaron los tubos que contenía las clonas positivas y se crecieron en 100 

ml de LB con 100 µg/ml ampicilina durante 16 horas a 37°C a 225 rpm. De estos 

cultivos se separaron alícuotas de 500 µl y se mezclaron con 500 µl de glicerol 

estéril al 80% en viales de 1 ml los cuales fueron congelados a –70°C. El resto del 

cultivo fue utilizado para la obtención de DNA plasmídico ultrapuro (midipreps) con 

el KIT Concert. Brevemente, se agregaron 10 ml de buffer E4 a cada  columna 

(para equilibrarlas) permitiendo que este descendiera por gravedad. Los cultivos 

celulares  fueron centrifugados en tubos de 50 ml  a  3,000 rpm durante 10 min. 

Se resuspendió la pastilla obtenida en 4 ml de buffer de suspensión celular que 

contenía RNAasa (buffer E1). Posteriormente se agregaron 4 ml de solución de lisis 

celular (buffer E2) y se mezcló 5 veces por inversión. Se incubó a temperatura 

ambiente por 5 min, transcurrido este tiempo  se agregaron 4 ml de buffer de 

neutralización (E3) y se mezcló inmediatamente 5 veces por inversión. Se 

centrifugó  a 10,000 rpm a temperatura ambiente por 20 minutos y el 

sobrenadante fue depositado en la columna, permitiendo que el líquido 

descendiera por gravedad. La columna se lavó dos veces con el buffer de lavado 



(E5). La columna fue depositada sobre un tubo limpio y se le adicionaron 5 ml de 

buffer de elución (E6), permitiendo que descendiera por gravedad. Al eluído se le 

adicionaron 3.5 ml de isopropanol y se centrífugo a 10,000 rpm durante 20 min a 

4°C. La pastilla obtenida fue lavada con 1 ml de etanol al 70%. Se centrifugó a 

10,000 rpm durante 5 min. Finalmente se lavó, se centrifugó dos veces más y se 

dejó secar la pastilla por 15 min. El DNA fue  disuelto en buffer TE  y se conservó a 

- 20°C. 

 

6.11. Construcción del vector reportero 

Para la construcción de un vector reportero que contuviera a la región -1200 pb 

del promotor del CYP3A4, se utilizó el vector reporteo pCAT3 basic (Promega). 

Tanto el vector pCAT3 basic como el plásmido que contenía la región -1200 pb del 

promotor del CYP3A4, fueron digeridos con XhoI y HindIII. Los productos de 

digestión se corrieron en una electroforesis y se purificaron del gel tanto el vector 

pCAT3 basic linearizado como el fragmento -1200 pb, con el KIT QUIAquick. Las 

bandas deseadas se cortaron del gel con una navaja. Cada fragmento del gel se 

depositó en un microtubo de 1.5 ml  pesado previamente. Se obtuvieron los pesos 

de los fragmentos de agarosa que contenían cada banda y se le adicionaron 3 

volúmenes de buffer QG por cada volumen de gel. Se incubó a 50°C  por 10 

minutos agitando con vórtex cada 2 minutos hasta que el gel se disolvió 

completamente. A cada tubo se le adicionó un volumen de isopropanol por 

volumen de gel y se mezcló suavemente. Se colocó la columna en el tubo colector 



y se adicionó la mezcla anterior. Se centrifugó a 13,000 rpm durante un minuto y 

el sobrenadante fue desechado. Posteriormente se adicionaron 750 µl de buffer PE 

a cada columna y se les dejó incubando durante 5 min. Transcurrido este tiempo 

se centrifugó nuevamente a 13,000 rpm durante un min y se desechó el 

sobrenadante. Se volvió a centrifugar con las condiciones anteriormente descritas. 

La columna fue colocada sobre un microtubo limpio y se agregó en el centro de 

cada una 30 µl de buffer EB dejando reposar un min. Transcurrido este tiempo se 

centrifugó a 13,000 rpm durante un minuto y se recuperó el eluído, el cual 

contenía los fragmentos de DNA purificados. 

 

La integridad del DNA purificado se evaluó por electroforesis ángel de agarosa al 

1%.  

 

La concentración de pCATbasic y -1200 pb se determinó mediante el uso de un 

espectrofotómetro  a una longitud de onda de 260 nm. 

 

La ligación del fragmento -1200 pb con el vector pCATbasic se llevó a cabo en un 

microtubo estéril donde se mezclaron 4 µl de buffer de reacción ligasa 5X,  30 fmol 

de vector, 90 fmol de inserto, 1µl de ligasa T4 y agua inyectable para un volumen 

final de 20 µl. Se mezcló de forma suave y se centrifugó brevemente. Se dejó 

incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. De este producto de la ligación 

(pCAT-3A4*1A) se utilizaron 2 µl para realizar transformación de células 



competentes. La obtención, concentración y verificación de la integridad del vector 

reportero pCAT-3A4*1A se llevó a cabo como se indica anteriormente. 

 

6.12. Secuenciación del vector pCAT-3A4*1A 

Para verificar que el vector pCAT-3A4*1A contenía la región -1200 pb sin 

alteraciones, se secuenció. Debido a que el tamaño del gen es muy grande y que 

el marco de lectura fiel que nos proporciona el secuenciador automático es de 

∼800 pb, se utilizaron 4 oligonucleótidos para diferentes que nos dieron la 

secuencia completa del gen del CYP3A4. Por lo tanto se realizaron 4 reacciones    

en el termociclador utilizando para cada reacción un oligonucleótido diferente, 

localizados en diferentes regiones del fragmento, siendo estos: sentido 3A4F1-XHO 

5´-CTCCTCGAGCTGGCTATCTGGGCAGCTGTTCTCTTCTCT-3´, sentido 3A4/3B 5 -́ 

CTCTGTCTGTCTGGGTTTGG-3´, antisentido 3A4/2B 5 -́ 

CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTC-3´ y antisentido  3A4R1-HIND 5 -́

CTCAAGCTTCTCTCTCCTCTGAGTCTTCCTTTCAGCTCT-3´. La mezcla de reacción 

contenía 500 ng de molde, 20 pico moles de oligonucleótido, 8 µl de Big Dye, 

aforada a un volumen final de 20 µl con agua inyectable. La mezcla de reacción se 

mezcló bien y se centrifugó brevemente. Las condiciones de la reacción de 

amplificación fueron las siguientes: 

TEMPERATURA TIEMPO NÚMERO DE CICLOS 
96°C 30 segundos 
50°C 15 segundos 
60°C 4 minutos 

 
25 

 



Una vez que terminó la reacción en el termociclador, se guardó a 4°C hasta su 

purificación en las columnas Centrisep. Para ello, se agregaron 800 µl de agua 

inyectable a las columnas, se mezcló bien y se dejó reposar por 2 h. Transcurrido 

este tiempo se permitió que el agua saliera de la columna (de 200 a 300 µl) y se 

centrifugó a 2,500 rpm durante 5 min. El producto obtenido en la reacción en el 

termociclador fue centrifugado brevemente y se adicionó en el centro de la 

columna. Se centrifugó a 2,500 rpm durante 10 min y se concentró en una 

centrífuga de vacio (Speed back) por 30 min. Los tubos fueron conservados a       

–20°C hasta su análisis por electroforesis capilar en un secuenciador automático 

ABI PRISM 310.  

Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia del promotor del 

CYP3A4 publicada en el National Center for Biotechnology Information   (NCBI)     

en:   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd= 

Retrieve&db=nucleotide&list_uids=219569&dopt=GenBank.  

 

6.13. Mutagénesis dirigida 

Para obtener la variante alélica CYP3A4*1B se realizó un ensayo de mutagénesis 

dirigida con el kit de mutagénesis sitio dirigida de Stratagene. Se utilizaron 2 

oligonucleótidos que contenían la mutación: P3A4F/MD sentido cuya secuencia es 

5´ - GAGACAAGGGCAAGGGAGAGGCGATTT-AATAG -3´ y el antisentido P3A4R/MD 

5´- CTATTAAATCGCCTCTCCCTTGCCCTTG-TCTC. El cambio de base se muestra en  



negrita y subrayado.  Se utilizó como molde al plásmido p3A4. Las condiciones de 

la reacción se muestran a continuación:  

La mezcla de reacción contenía: 

 

Buffer 10X 5.0 µl 
Oligonucleótido R 125 ng 
Oligonucleótido F 125 ng 
dNTP 1.0 µl 
DNA 10 ng 
DNA polimerasa Pfu Turbo 1.0 µl 
Agua Inyectable Volumen final 50 µl 

 

La reacción se catalizó en el termociclador siguiendo los parámetros establecidos 

en el kit: 

Temperatura Tiempo Número de ciclos 
95°C 30 segundos 1 

95°C 30 segundos 
 

12 
 

55°C 60 segundos  
68°C 10 minutos  
4°C 5 minutos 1 

 

Una vez que terminada la reacción en el termociclador, se procedió a realizar la 

digestión del molde, para lo cual se le adicionó 1µl de la enzima de restricción 

DpnI directamente a los tubos de reacción. Se mezcló suavemente, se centrifugó 

un min a 13,000 rpm y se dejó incubando una hora a 37°C. 

El producto se transformó en células competentes, se purificó, se verificó la calidad 

y se insertó en el vector reportero pCAT basic para así obtener el vector reportero 

pCAT-3A4*1B. 



Se secuenció el vector pCAT-3A4*1B para verificar que contenía la región -1200 pb 

sin alteraciones con  el cambio nucleotídico A      G.  

 

6.14. Transfección en células Hepa I 

6.14.1. Cultivos celulares 

Para realizar la transfección se utilizaron cultivos de una línea celular transformada 

derivada de hepatocarcinoma de ratón denominada Hepa I. Las  células Hepa I se  

incubaron en Medio mínimo esencial de Dulbecco (DMEM) estéril suplementado 

(1% L-glutamina, 1% antibióticos y antimicóticos [10, 000 unidades/ml de 

penicilina G sódica, 1000 µg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml de anfotericina] y 

10% suero fetal bovino inactivado) y se mantuvieron en  cajas de cultivo de      

100 mm de diámetro a 37°C en una incubadora (Forma  Scientific)  con  atmósfera 

de humedad al 5% de CO2 y 95% de aire.  Una vez que los cultivos alcanzaron 

confluencia, se eliminó el medio de cultivo y  se incubaron a 37°C con 2 ml de 

Tripsina-EDTA (0.25%-1mM) por 5 min. Las cajas se sacudieron  durante 15 

segundos para despegar por completo las células, inmediatamente la suspensión 

celular se depositó en tubos de polipropileno de 15 ml y se centrifugaron a 1,000 

rpm durante 3 min.  La pastilla celular  se  resuspendió en medio de cultivo  DMEM 

estéril suplementado para realizar resiembra o  en medio  de congelación (Dimetil 

Sulfóxido [DMSO] al 5% y  medio DMEM suplementado al 95%)  para su 

almacenamiento.  

 



6.14.2. Transfección con fosfato de calcio 

Cuatro horas antes de realizar la transfección se cambió el medio DMEM de 

cultivos celulares que se encontraban entre un 50-60% de confluencia. Las células 

se transfectaron con el vector de expresión β-galactosidasa (como  control de la 

eficiencia de transfección) y los vectores reporteros pCAT-3A4*1A o pCAT-3A4*1B. 

Se transfectaron 12 cajas las cuales se dividieron en 4 grupos como a continuación 

se describen:  

 

GRUPO No. CAJAS VECTOR CONCENTRACIÓN 
1 3 β-galactosidasa 1 µg 

β-galactosidasa 1 µg 2 3 
pCAT 2 µg 

β-galactosidasa 1 µg 3 3 
PCAT-3A4*1A 2 µg 

β-galactosidasa 1 µg 4 3 
PCAT-3A4*1B 2 µg 

 

En microtubos estériles de 1.5 ml se depositaron las cantidades necesarias de los 

vectores correspondientes y en tubos de polipropileno estériles de 14 ml  se 

depositaron 500 µl de la solución HN2X estéril (HEPES a 50 mM, NaCl a 280 mM y 

fosfato de sodio dibásico a 175 mM. Se ajustó el pH a 7.09)  con cuidado de no 

burbujear.  A cada microtubo se le adicionaron 500 µl de cloruro de calcio estéril al 

0.5 M  por goteo y se resuspendieron suavemente. El contenido de los microtubos 

se adicionó a los tubos de 14 ml por goteo mientras se burbujeaba la solución 

HN2X. Los tubos fueron agitados con vórtex y se dejó precipitar durante 20 min a 

temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se homogeneizó el contenido de 



los tubos con una pipeta. Las cajas fueron sacadas de la incubadora y se les 

agregó, por goteo, el contenido de los tubos correspondientes. Los cultivos se 

incubaron por 16 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, el medio fue cambiado y 

se dejaron incubando hasta completar 48 horas post-transfección.  

 

6.15. Obtención de extractos nucleares 

Una vez que transcurrieron 48 horas después de iniciada la transfección, el medio 

fue eliminado y las células se lavaron con 6 ml de PBS 1X pH 7.4 (NaCl  137 mM, 

KCl  2.7 mM, Na2HPO4  10 mM, KH2PO4 2 mM. El pH se ajustó con HCl) frío. El PBS 

fue desechado y las células se rasparon, se resuspendieron en 6 ml de PBS 1X frío 

y se transfirieron a tubos de polipropileno de 15 ml. Los tubos fueron 

centrifugados durante 5 min a 1,500 rpm a 4°C, el sobrenadante fue desechado y 

la pastilla se resuspendió en  1 ml de buffer 1 (Tris 0.25 M pH 7.8)  frío. Esta 

solución se transfirió a microtubos y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min 

a 4°C, el sobrenadante se desechó y la pastilla fue resuspendida en 120 µl del 

buffer 1. Se tomaron alícuotas de 30 µl para el ensayo de β-galactosidasa  y el 

resto del extracto se almacenó a –80°C para su posterior uso.  

 

6.16. Ensayo de  ββ-galactosidasa 

Las alícuotas para el ensayo de la β-galactosidasa se incubaron en hielo seco 

durante 5 min. Posteriormente se transfirieron a un baño a  37°C por 5 min. El 

choque térmico se repitió 8 veces más. Una vez terminado dicho procedimiento, se 



adicionó a cada tubo 30 µl del buffer 2X β-gal estéril (Na2HPO4 120 mM, NaH2PO4 

80 mM y MgCl2 2 mM. Cuando la solución se encontraba fría se adicionaron 69 µl 

de β-mercaptoetanol 14.4 M y 1.33 mg/ml o-nitrofenil-β-D-galactopiranoside 

[OPNG]) y se mezcló bien. Se incubaron los tubos a 37°C durante 3 horas, al 

término de esto se midieron las absorbancias de los tubos a 420 nm en un lector 

de ELISA.  

 

6.17. ENSAYO DE CAT 

Los extractos nucleares almacenados a -70°C se descongelaron a 37°C por 5 min y 

posteriormente se incubaron en hielo seco durante 5 min. Esta operación se repitió 

8 veces más. Los microtubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 min a 4°C. 

Los tubos fueron incubados durante 10 min a 65°C, posteriormente se 

centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 min a 4°C y  los sobrenadantes fueron 

transferidos a microtubos limpios.  A cada microtubo se le adicionaron 20 µl de 

Acetil CoA 8 mM y 0.4 µCi de 14C-Cloramfenicol y se incubaron a 37°C durante una 

h. Transcurrido este tiempo se le adicionaron a cada tubo 600 µl de acetato de 

etilo, se agitaron con vórtex por 10 seg, se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 

min y se transfirieron 500 µl de la capa superior a microtubos nuevos. A los tubos 

que contenían la capa acuosa se le adicionaron 500 µl de acetato de etilo y se 

repitió la operación anterior. El contenido de los tubos se dejó evaporar. 

 

 



6.17.1. Cromatografía en capa fina (TLC) 

 En una placa de sílica de 20 X 20 cm se marcaron las distribuciones de las 

muestras a 2.5 cm de la base y 1.5 cm entre muestras. Los tubos evaporados se 

resuspendieron en 30 µl de acetato de etilo y se agitaron con vórtex. Se 

centrifugaron brevemente y se depositó el contenido de cada tubo de   3 µl en 3 µl  

dejando secar entre cada aplicación. Se depositaron 100 ml de la mezcla de  

solventes de corrida (95 % cloroformo y 5% metanol)  en la cámara de 

cromatografía, dentro de la cámara se colocó un papel watmam de 20 X 20 cm y 

se dejó que la mezcla de solventes migrara en el papel durante 1 hora para saturar 

el ambiente. Transcurrido este tiempo se colocó la placa de TLC dentro de la 

cámara, se dejó migrar la mezcla de solventes hasta ¾ partes de la placa. Una vez  

que alcanzó esta distancia, la placa se sacó de la cámara y se dejó secar a 

temperatura ambiente. Cuando la placa estuvo seca se cubrió con papel plástico, 

se colocó en un cassette que contenía una placa fotosensible y se dejó exponiendo 

toda la noche. La determinación de las formas acetiladas se hizo mediante el 

análisis de la placa fotosensible en el Typhon. 

 

 



7. RESULTADOS 

 

7.1. Clonación de la región promotora del CYP3A4 

Para obtener la región -1,200 pb del promotor del CYP3A4, se realizó amplificación 

mediante el uso de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y utilizando 

como molde el BAC D7-90. Como se puede apreciar en la figura 6 se logró 

amplificar el fragmento de -1,200 pb del promotor del gen del CYP3A4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Amplificación del fragmento -1,200 pb del promotor del CYP3A4. Las condiciones de 
amplificación se describen en la Sección Materiales y Métodos. 1, fragmento amplificado. M, 
marcador de peso molecular. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1%  a 100 Volts.  
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Una vez amplificado, el fragmento fue clonado en el vector pCRII TOPO, el cual se  

denominó p3A4*1A. Posterior a la clonación, células DH5α fueron transformadas 

con el plásmido p3A4*1A. Se seleccionaron 5 colonias las cuales se crecieron para 

obtener el DNA plasmídico (Figura 7). Como se puede observar las 5 muestras de 

DNA plasmídico se encontraban íntegras. También se aprecian diferentes 

conformaciones del plásmido correspondientes a las 3 bandas indicadas por las 

flechas.  

 

 

 

Figura 7. Aislamiento del DNA plasmídico p3A4*1A (miniprep). 5 diferentes muestras del plásmido 
p3A4 (carril 1-5) se aislaron y corrieron en un gel de agarosa al 1% a 100 Volts. 
 
 
 

Para determinar si estos plásmidos contenían al fragmento -1,200 del promotor del 

gen CYP3A4 fueron digeridas con las enzimas de restricción XhoI y HindIII. En la 

figura 8 se puede observar que la digestión enzimática liberó al fragmento 

esperado en 3 de las 4 muestras. Por otro lado se puede apreciar una banda de 

alrededor de 4,000 pb correspondiente la plásmido  pCRII TOPO linearizado.  
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Figura 8. Digestión del DNA plasmídico p3A4*1A. DNA plasmídico p3A4 de 4 diferentes muestras 
(carril 1-4) se digirieron con XhoI y HindIII y se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 100 Volts. 
M, marcador de peso molecular. 
 
 
 

 Para la obtención del DNA plasmídico ultrapuro (midiprep), se seleccionó la 

colonia crecida que dio como resultado la muestra del carril 4 (Figura 8). En la 

figura 9 se muestra, a través de electroforesis en agarosa, el plásmido p3A4*1A 

ultrapuro.  El tamaño del plásmido obtenido corresponde al esperado, ya que se 

obtuvo una banda de ∼ 5.2 Kb, la cual corresponde a la suma del plásmido pCRII 

TOPO (4,000 pb) y el fragmento de 1,200 pb del promotor del CYP3A4.  
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Figura 9. Obtención del plásmido p3A4*1A ultrapuro. Mediante el uso de midipreps se obtuvo el 
plásmido p3A4 (carril 1). La muestra se sometió a electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 100 
Volts. M, marcador de peso molecular. 
 

Para verificar que el plásmido contenía a la región -1,200 del promotor del gen 

CYP3A4 y que ésta no presentara alguna alteración en la lectura nucleotídica, se 

realizó una secuenciación del plásmido p3A4*1A. No se observaron cambios en la 

secuencia nucleotídica del promotor. En la figura 10 se muestra sólo  la región 

donde se localiza el NFSE. Se puede observar que la secuencia corresponde al 

alelo silvestre ya que el nucleótido presente en la posición -290 es una adenina 

(señalada por una flecha). Estos datos indican que en el plásmido p3A4*1A se 

encuentra clonada la región -1,200 pb del promotor del gen CYP3A4 sin 

alteraciones.  

 

3054 pb 

5090 pb 

2036 pb 

M 1 

5200 pb 



 

 

 

 
Figura 10. Secuenciación del plásmido p3A4*1A. El plásmido p3A4*1A  se secuenció como se 
describe en la Sección de Materiales y Métodos. El nucleótido en la posición -290  está señalado por 
una flecha. La región NFSE se encuentra indicada en el recuadro. 
 

7.2. Construcción del vector reportero pCAT-3A4*1A 

Una vez que se obtuvo y purificó  el plásmido p3A4*1A, se procedió con la 

construcción de un vector reportero que contuviera la región promotora silvestre 

del gen CYP3A4 (pCAT3A4*1A).  Para ello se liberó del vector pCRII TOPO a la 

región -1,200 pb del promotor del CYP3A4, así como la linearización del vector 

reportero pCAT basic. Ambas acciones se llevaron a cabo mediante la digestión 

con XhoI y HindIII. Posterior a la digestión se purificaron ambos fragmentos (la 

región -1,200 pb y el vector pCAT basic linearizado) como se describe en la 

Sección de Materiales y Métodos. En la figura 11 se muestra un gel con dichos 

fragmentos purificados. 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Purificación del vector pCAT basic y la región promotora -1,200 pb del gen CYP3A4. 
Carril 1, fragmento -1,200 pb; carril 2, vector pCAT basic linearizado; M, marcador de peso 
molecular. Las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 100 Volts. 
 
 
 

 

Una vez purificada la región -1,200 pb del promotor del CYP3A4, así como la el 

vector reportero pCAT basic linearizado, se ligaron y transformaron en células 

DH5α como se indica en la Sección de Materiales y Métodos.  
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Ulteriormente se realizó el aislamiento del vector reportero pCAT-3A4*1A (Figura 

12 A). Como se puede observar el tamaño del vector fue de ~ 5,200 pb, 

correspondiente a la suma del vector pCAT basic (4,047 pb) y el fragmento de       

-1,200 pb. También se verificó por digestión que el vector pCAT-3A4*1A  incluía al 

fragmento -1,200 pb (Figura 12 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. A) Purificación del vector pCAT-3A4*1A. Carril 1, vector pCAT-3A4*1A. B) Digestión del  
vector pCAT-3A4*1A con XhoI y HindIII (carril 1). M, marcador de peso molecular.  Las muestras 
se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% a 100 Volts. 
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7.3. Construcción del vector reportero pCAT-3A4*1B 

Para obtener al vector reportero con el promotor del alelo CYP3A4*1B se realizó 

una mutagénesis dirigida. Para ello se utilizó el plásmido p3A4*1A, 

oligonucleótidos específicos con la mutación deseada y un kit de mutagénesis. El 

plásmido con la mutación correspondiente al alelo CYP3A4*1B (p3A4*1B) se 

transformó en células competentes DH5α, y se ultrapurificó como se indicó 

previamente. 

Para verificar que el plásmido p3A4*1B contuviera la región -1,200 pb, se digirió 

con las enzimas de restricción XhoI y HindIII. Como se puede observar en la figura 

13, todos los plásmidos purificados provenientes de las colonias analizadas dieron 

lugar a fragmentos de 1,200 y 4,000 pb, correspondientes al promotor del CYP3A4 

y al plásmido pCRII TOPO, respectivamente. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Digestión del DNA plasmídico p3A4*1B ultrapuro. El DNA plasmídico p3A4*1B de 5 
diferentes muestras (carril 1-5) se digirieron con XhoI y HindIII y se corrieron en un gel de agarosa 
al 1% a 100 Volts. M, marcador de peso molecular. 
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Para verificar si el plásmido contenía a la región -1,200 del promotor del gen 

CYP3A4 y que ésta presentaba el cambio nucleótidico adenina      guanina (-290 

pb) se realizó una secuenciación del plásmido p3A4*1B. Se encontró que 

presentaba la guanina en la posición -290 pb  sin presentar ninguna otra alteración 

en el resto de la secuencia nucleotídica. En la figura 14 se muestra sólo  la 

secuencia donde se localiza la región NFSE. Se puede observar que la secuencia 

corresponde al alelo CYP3A4*1B ya que el nucleótido presente en la posición -290 

es una guanina (señalada por una flecha). Estos datos indican que en el plásmido 

p3A4*1B se encuentra clonada la región -1,200 pb del promotor del gen CYP3A4 

con la alteración esperada.  

 
 
 

 
 
Figura 14. Secuenciación del plásmido p3A4*1B. El plásmido p3A4*1B  se secuenció como se 
describe en la Sección de Materiales y Métodos. El nucleótido en la posición -290  está señalado por 
una flecha. La región NFSE se encuentra indicada en el recuadro. 



Una vez que se obtuvo y purificó  el plásmido p3A4*1B, se procedió con la 

construcción de un vector reportero que contuviera la región promotora mutada 

del gen CYP3A4 (pCAT3A4*1B).  Para esto se procedió a liberar del plásmido 

p3A4*1B a la región -1,200 pb, así como la linearización del vector reportero pCAT 

basic. Ambas acciones se llevaron a cabo mediante la digestión con las enzimas de 

restricción XhoI y HindIII. Posterior a la digestión se purificaron ambos fragmentos 

(la región -1,200 pb y el vector pCAT basic linearizado) como se describió 

anteriormente. En la figura 15 se muestra un gel con dichos fragmentos 

purificados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Purificación del vector pCAT basic y la región promotora -1,200 pb del gen CYP3A4*1B. 
Carril 1, fragmento -1,200 pb; carril 2, vector pCAT basic linearizado; M, marcador de peso 
molecular. Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1% a 100 Volts. 
 
 
 
Una vez realizada la ligazón del vector reportero pCAT basic con la región -1,200 

se transformó y ultrapurificó  el vector reportero pCAT-3A4*1B  y se comprobó que 

este efectivamente contenía la región -1,200 pb, para ello se digirió con XhoI y 
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HindIII como se describió anteriormente. En la figura 16 se puede apreciar que la 

digestión dio lugar a una banda de 4,047 y 1,200 pb, correspondientes al vector 

pCAT basic y al promotor del CYP3A4, respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Digestión pCAT-3A4*1B. El vector pCAT-3A4*1B se digirió con XhoI y HindIII (carril 1). 
M, marcador de peso molecular.  Las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa 
al 1% a 100 Volts. 
 
 
 
 
7.4 Actividad del promotor, variantes *1A y *1B, del CYP3A4 
 
 
Las células fueron transfectadas, por el método de Fosfato de Calcio (ver Sección 

de Materiales y Métodos) con los vectores reporteros pCATbasic, pCAT-3A4*1A y 

pCAT-3A4*1B. Sin embargo, debido a que no es posible controlar y homogenizar la 

eficiencia de transfección, los datos que se obtuvieron de las actividades CAT 

fueron corregidos con la actividad reportera de otro vector. Para ello las células se 
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1200 pb 
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M 1 



co-transfectaron con un vector de expresión para la β-galactosidasa. La actividad 

enzimática resultante de los vectores CAT se corrigió al dividir estas con los valores 

correspondientes de la actividad de la β-galactosidasa. En la tabla 3 y figura 17 se 

muestran los resultados de dichos experimentos. Como se puede apreciar la 

variante CYP3A4*1B disminuye la actividad del promotor en un 45% cuando se 

compara con la variante silvestre.  

 

Tabla 3. Actividad Relativa de CAT normalizada con β-galactosidasa.  Control, pCAT basic. *p=0.02 
comparado con pCAT-3A4*1A. N=4. 
 

 
GRUPO MEDIA ERROR ESTÁNDAR 

pCAT basic 242.2175 ± 27.3397 

pCAT-3A4*1A 287.61 ± 34.8279 

pCAT-3A4*1B 157.6825* ± 15.5550 
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Figura 17. Actividad relativa de CAT normalizada con β-galactosidasa. *p=0.02, comparado con la 
variante silvestre (pCAT-3A4*1A). N=4. 
 

 



8. DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio, encontramos una disminución de la actividad del vector  

reportero pCAT-3A4*1B cercana al 50% en comparación con el vector reportero 

que expresaba la variante silvestre. La actividad del vector reportero CAT refleja la 

actividad del promotor del CYP3A4. Esto nos sugiere que los portadores del alelo 

CYP3A4*1B expresan una menor cantidad de CYP3A4. Este hallazgo es importante 

ya que la etiología del cáncer de próstata es poco entendida. Entre los factores 

causales de esta patología encontramos a los hormonales, como la asociación 

observada entre incremento de la concentración de testosterona en el organismo y 

el cáncer de próstata. La testosterona (sustrato endógeno del CYP3A4) se une al 

receptor intracelular de andrógenos, sin embargo si la testosterona no es 

hidróxilada puede ser transformada a DHT (reacción catalizada por la 5α-

reductasa) la cual también es ligando del receptor de andrógenos (Figura 5). 

Ambos complejos se unen al DNA iniciando la transcripción de varios genes que 

inducen la proliferación de células prostáticas. Un incremento en la formación de 

DHT puede deberse a la presencia de la variante alélica CYP3A4*1B, ya que la 

testosterona es inactivada a través de la hidroxilación catalizada por el CYP3A4. 

 

Rebbeck et al (1998) sugieren que la variante alélica CYP3A4*1B influye en el 

desarrollo del cáncer de próstata ya que pacientes con cáncer de próstata 



presentaron altos niveles  testosterona en combinación con una frecuencia alélica 

alta del CYP3A4*1B.  

 

La población afro - americana  presenta una frecuencia cercana al 60% de esta 

variante alélica y tienen la mayor predisposición a desarrollar cáncer de próstata, 

en contraste con los caucásicos que portan este alelo con un frecuencia 

aproximada del 6% y los asiáticos cuya incidencia de cáncer de  próstata es menor 

no presentaron la variante alélica CYP3A4*1B (Tayeb et al., 2000; Sata et al., 

2000; Ball et al., 1999; Paris et al.,1999; Walker et al., 1998). 

 

Sin embargo, la relación de la variante alélica CYP3A4*1B con una variación en la 

actividad del CYP3A4 no se ha reportado. Con base en los resultados obtenidos en 

el presente estudio, y considerando los estudios epidemiológicos,  proponemos que 

la presencia de la variante alélica CYP3A4*1B podría ser un biomarcador de 

susceptibilidad para el desarrollo de cáncer de próstata.  

 

En conclusión, en el presente trabajo se demostró, por primera vez, que la 

variante CYP3A4*1B disminuye la transcripción del gen en un 50%. 

 

Como perspectivas, consideramos importante determinar la presencia de este alelo 

en poblaciones  con cáncer de próstata y buscar si existe una asociación con la 



capacidad metabólica de dichos pacientes medida a través de la evaluación de la 

testosterona presente en la orina. 
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