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RESUMEN

La"exposición"a"metales"se"considera"un"grave"problema"de"salud"pública"en"México."Su"
exposición" está" asociada" con" el" inicio" y" desarrollo" de" un"proceso" tumoral," generando"
alteraciones" a" nivel" genético" y" epigenético." Algunos" metales" pueden" inhibir" el"
funcionamiento" de"enzimas"de"reparación"y"proteínas"con"estructura"de"dedos"de"zinc."
El" factor"nuclear"CTCF," es" una"proteína"que"contiene"11"dedos"de"zinc"que"al"unirse"al"
DNA"evita"su"silenciamiento"por"componentes"epigenéticos"como"la"metilación"del"DNA,"
generando" una" cromatina" local" permisiva" a" la" transcripción." CTCF" se" une"a" genes" de"
reparación"como"ogg1,"msh2,"mbd4," entre"otros," y" antecedentes"de"nuestro" grupo"han"
demostrado"que"la"exposición"a"AsGCdGPb"conlleva"a"la"subGexpresión"de"dichos"genes.

Por" esta" razón" y" debido" a" que" los" eventos" tempranos" en" la" transformación" celular"
inducida"por"AsGCdGPb"aún"no"están"completamente" esclarecidos," decidimos"evaluar" el"
efecto" de" la" exposición" a" AsGCdGPb" en" la" localización" y" función" de" CTCF," así" como"
estudiar"como" es" que" esta"mezcla" de"metales" genera" cambios" en" el" perSil" epigenético"
capaces"de""iniciar"un"proceso"tumoral."

Los"resultados"indican"que"la"transformación"celular"inducida"por"la"exposición"a"AsGCdG
Pb" está" asociada" a" cambios" en" el" perSil" de" metilación" del" DNA," que" pueden" ser"
promovidos"por"alteraciones"en"la" localización"de"CTCF." Estos"datos"permiten"suponer"
que," en" efecto," la" alteración" de" la" expresión" génica"durante" la" transformación" celular"
inducida" por" metales" puede" deberse" al" silenciamiento" epigenético" causado" por" la"
metilación"de"regiones"promotoras.
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ABSTRACT

Environmental" exposure" to" metal" mixtures" is" still" considered" a" severe" publicGhealth"
problem" in" Mexico." Exposure" to" the" formers" is" associated" with" the" onset" and"
development" of" a" tumorigenic" process," generating" genetic" and" epigenetic" anomalies."
Some" metals" can" inhibit" the" catalytic" activity" of" repair" enzymes" and" zinc" SingerG
containing" proteins." The" nuclear" factor" CTCF" is" a" protein" with" 11" zinc" Singers" that"
counters" epigenetic" gene" silencing" by" inducing" a" local" lax," transcriptionGpermissive"
chromatin"upon"binding"to"the"DNA."CTCF"binds"to" the"promoters"of"repair"genes,"such"
as"ogg1,"msh2" and"mbd4," and"previous"unpublished"work" from"our"research"group"has"
determined" that" exposure" to" the" AsGCdGPb"mixture" leads" to" subGexpression" of" those"
genes.

For"this"reason"and"since" the"early"events"in"AsGCdGPbGinduced"cell" transformation"are"
not"yet"completely"understood,"we"decided"to"evaluate"the"effect"of"the"exposure"to"AsG
CdGPb" on" the" localization" and" function" of" CTCF," as" well" as" to" study" how" this" metal"
mixture"modiSies"the"epigenetic"proSile"of"the"cell""for"a"tumorigenic"process"to"occur."""

The"results" obtained"point"out" that"AsGCdGPbGinduced"cell" transformation"is"associated"
with"variations"in"the"DNA’s"methylation"proSile," which"might"be"brought" about"by"the"
altered" localization" of" CTCF." This" data" allows" us" to" presume" that" the" differences" in"
genetic"expression"observed"during"metalGinduced"cell"transformation"might"be"due"to"
the"epigenetic"silencing"induced"by"the"methylation"of"promoter"regions.
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INTRODUCCIÓN

1.9Transformación9celular

! El"proceso"de"carcinogénesis"implica"una"serie"de"eventos"celulares"y"moleculares"
que" comprometen" a" la" célula" a" replicar" material" genético" dañado" y" transmitir"
mutaciones." Se" han" propuesto" algunos" modelos" para" explicar" el" desarrollo" de" este"
fenómeno" tales" como" el" fenotipo" mutador"y" el" progenitor"epigenético," sin" embargo"el"
modelo" mas" aceptado" hasta" ahora" es" el" de" pasos" múltiples," mismo" que"postula" como"
este"fenotipo"celular"maligno"es"el"resultado"de"la"acumulación"de"mutaciones"noGletales"
durante" una" fase" temprana" de" la" carcinogénesis," etapa" conocida" como" de" iniciación."
Estas"mutaciones"son"transmitidas"a"células"hijas"como"consecuencia"de"una"ineSiciente"
regulación" de" la" proliferación" celular" durante" la" siguiente" fase," la" promoción," lo" que"
conlleva" a" la" fase" de" progresión," donde" el" daño" genético" adicional" y" el" acumulado,"
producen"el"fenotipo"maligno"(Klaunig"y"Kamendulis,"2004;"Ohmori"et"al.,"2004).Cell

58

AcquiredGSautonomywas the first of the six capabili-
ties to be clearly defined by cancer researchers, in large
part because of the prevalence of dominant oncogenes
that have been found to modulate it. Three common
molecular strategies for achieving autonomy are evi-
dent, involving alteration of extracellular growth signals,
of transcellular transducers of those signals, or of intra-
cellular circuits that translate those signals into action.
While most soluble mitogenic growth factors (GFs) are
made by one cell type in order to stimulate proliferation
of another—the process of heterotypic signaling—many
cancer cells acquire the ability to synthesize GFs to
which they are responsive, creating a positive feedback
signaling loop often termed autocrine stimulation (Fedi
et al., 1997). Clearly, themanufacture of a GFby a cancer
cell obviates dependence on GFs from other cells within
the tissue. The production of PDGF (platelet-derived
growth factor) and TGFa (tumor growth factor a) by
glioblastomas and sarcomas, respectively, are two illus-
trative examples (Fedi et al., 1997).
The cell surface receptors that transduce growth-

stimulatory signals into the cell interior are themselves
targets of deregulation during tumor pathogenesis. GF
receptors, often carrying tyrosine kinase activities in
their cytoplasmic domains, are overexpressed in many
cancers. Receptor overexpression may enable the can-
cer cell to become hyperresponsive to ambient levelsFigure 1. Acquired Capabilities of Cancer
of GF that normally would not trigger proliferation (FediWe suggest that most if not all cancers have acquired the same set
et al., 1997). For example, the epidermal GF receptorof functional capabilities during their development, albeit through

various mechanistic strategies. (EGF-R/erb B) is upregulated in stomach, brain, and
breast tumors, while the HER2/neu receptor is overex-
pressed in stomach and mammary carcinomas (Slamon
et al., 1987; Yarden andUllrich, 1988). Additionally, grossWe describe each capability in turn below, illustrate with
overexpression of GF receptors can elicit ligand-inde-a few examples its functional importance, and indicate
pendent signaling (DiFiore et al., 1987). Ligand-indepen-strategies by which it is acquired in human cancers.
dent signaling can also be achieved through structural
alteration of receptors; for example, truncated versionsAcquired Capability: Self-Sufficiency of the EGF receptor lacking much of its cytoplasmicin Growth Signals domain fire constitutively (Fedi et al., 1997).Normal cells require mitogenic growth signals (GS) be- Cancer cells can also switch the types of extracellularfore they can move from a quiescent state into an active matrix receptors (integrins) they express, favoring onesproliferative state. These signals are transmitted into the that transmit progrowth signals (Lukashev and Werb,cell by transmembrane receptors that bind distinctive 1998; Giancotti andRuoslahti, 1999). These bifunctional,

classes of signaling molecules: diffusible growth fac- heterodimeric cell surface receptors physically link cells
tors, extracellular matrix components, and cell-to-cell to extracellular superstructures knownas the extracellu-
adhesion/interaction molecules. To our knowledge, no lar matrix (ECM). Successful binding to specific moieties
type of normal cell can proliferate in the absence of of the ECM enables the integrin receptors to transduce
such stimulatory signals. Many of the oncogenes in the signals into the cytoplasm that influence cell behavior,
cancer catalog act by mimicking normal growth signal- ranging from quiescence in normal tissue to motility,
ing in one way or another. resistance to apoptosis, and entrance into the active
Dependence on growth signaling is apparent when cell cycle. Conversely, the failure of integrins to forge

propagating normal cells in culture, which typically pro- these extracellular links can impair cell motility, induce
liferate only when supplied with appropriate diffusible apoptosis, or cause cell cycle arrest (Giancotti and Ru-
mitogenic factors and a proper substratum for their inte- oslahti, 1999). Both ligand-activated GF receptors and
grins. Such behavior contrasts strongly with that of tu- progrowth integrins engaged to extracellular matrix
mor cells, which invariably show a greatly reduced components can activate the SOS-Ras-Raf-MAP kinase
dependenceonexogenousgrowth stimulation. Thecon- pathway (Aplin et al., 1998; Giancotti and Ruoslahti,
clusion is that tumor cells generate many of their own 1999).
growth signals, thereby reducing their dependence on Themost complexmechanismsof acquiredGSauton-
stimulation from their normal tissue microenvironment. omy derive from alterations in components of the down-
This liberation from dependence on exogenously de- stream cytoplasmic circuitry that receives and pro-
rived signals disrupts a critically important homeostatic cesses the signals emitted by ligand-activated GF
mechanism that normally operates to ensure a proper receptors and integrins. The SOS-Ras-Raf-MAPK cas-

cade plays a central role here. In about 25% of humanbehavior of the various cell types within a tissue.
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vs. crecimiento
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Fig 1. Marcadores Moleculares del Cáncer. En el esquema se muestran los eventos, hasta ahora identificados, que conllevan a la 
transformación celular. Los marcadores clave se encuentran al centro. El desequilibrio energético y la evasión del sistema inmunológico son 
marcadores emergentes que se han identificado en algunos cánceres. Tanto la inestabilidad genómica como la inflamación se consideran 
características que facilitarán la adquisición de los marcadores clave y emergentes (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2000-2011).

lunes 19 de marzo de 12

Fig91.9Marcadores9moleculares9del9cáncer.9En"el"esquema"se"muestran"los"eventos,"hasta"ahora"identificados,"que"
conllevan"a"la"transformación"celular."Los"marcadores"clave"se"encuentran"al"centro."El"desequilibrio"energético"y"la"
evasión"del"sistema"inmunológico"son"marcadores"emergentes"que"se"han"identificado"en"algunos"cánceres."Tanto"la"
inestabilidad"genómica" como" la" inflamación" se"consideran" características" que" facilitarán"la" adquisición"de" los"
marcadores"clave"y"emergentes"(Modificado"de"Hanahan"y"Weinberg,"2000;"2011).
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El" proceso" de" transformación"ha" sido" estudiado" a" nivel" molecular," con" la" Sinalidad"de"
entender"los"eventos"tempranos"en"el"desarrollo"tumoral,"sin"embargo"éste"se"origina"a"
causa"de" varias" alteraciones"en"el" funcionamiento" celular." Una"célula"necesita"adquirir"
ventaja"funcional" frente"a"las"demás" células" que"conforman"un"tejido"para"dar" inicio" al"
crecimiento"tumoral"y"algunas" de"las"características"que"conSieren"dicha"ventaja"son"la"
autosuSiciencia" a"estímulos" de"crecimiento" así"como" la"insensibilidad"a"señales"que"los"
inhiban," la"evasión"de"la"muerte"celular"programada"(apoptosis)"y"el"potencial"ilimitado"
de"replicación,"entre"otros" (Hanahan"y"Weinberg,"2000;"2011);"sin"embargo,"el"orden"y"
número" de"alteraciones"mínimas" que"se"deben"presentar"para"dar" inicio" al" proceso"de"
transformación"no"ha"sido"esclarecido,"por"lo"que"el"fenómeno"aún"representa"un"objeto"
de"estudio"(Fig"1)."

1.1"Ensayos"in#vitro#para"el"estudio"de"la"transformación"celular

" Con"la"Sinalidad"de"entender"el"proceso"de"transformación,"se"busca"reproducir"el"
fenómeno" en" condiciones" controladas" con" ensayos" in# vitro." El" objetivo" primordial" de"
éstos" es"estudiar" la" transición"de"un" cultivo" estable" a" un"cultivo" comprometido" en"un"
proceso" carcinogénico," basándose" para" ello" en" marcadores" morfológicos" como" la"
organización"de"las"células"y"su"tipo"de"crecimiento."Estos"ensayos"permiten,"entre"otras"
cosas," determinar" si" un" xenobiótico" posee" propiedades" ya" sea" de" iniciador" o" de"
promotor" del" proceso" de" transformación" celular" (Creton" et" al.," 2011)." Para" estos"
estudios" se" pueden" utilizar" células" primarias" diploides" o" bien" células" inmortalizadas"
haploides,"algunos"ejemplo"de"las" líneas"celulares"usadas"con"esta"Sinalidad"son"las"SHE"
(células"embrionarias"de"hamster),"3H10t1/2,"Balb/c#3T3"(ambas" Sibroblastos"de"origen"
murino)"o"Bhas#42" (células"Balb/c# 3T3" transfectadas" con"el"retrovirus"vGHaGras)"(Tabla"
1)."Dichos"ensayos"se"usan"para"emular"exposiciones"de"menos"de"24"horas"(agudas),"de"
un"mes" o" menos" (subagudas)," de" uno" a" tres"meses" (subcrónicas)"y/o" de"más"de" tres"
meses"(crónicas),"dependiendo"del"número"de"dosis"administradas,"de"su"concentración"
y"del"tiempo"que"durará"el"monitoreo."

Tanto" la" especiSicidad" como" la" sensibilidad" de" estos" ensayos" han" sido" probadas" en"
estudios" interGlaboratorio" (Kajiwara" y" Ajimi," 2003)." En" particular," el" ensayo" de"
transformación"de"dos"fases"que"usa"la"línea"celular"Balb/c#3T3"ha"sido"aprobado"por"la"
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Agencia"Internacional" para" la" Investigación"en"Cáncer" (IARC," por" sus" siglas" en" inglés)"
debido" a" la" alta" sensibilidad" que" tiene" para" detectar" el" efecto" carcinogénico" de"
compuestos" usados" a"concentraciones" bajas," mismo" que"puede"pasar" desapercibido"al"
usar"otros"ensayos"menos"sensibles"(Ohmori"et"al.,"2004;"Sasaki"et"al.,"2012a)"."Si"bien"la"
especiSicidad"del"ensayo"para"identiSicar"compuestos"de"riesgo"para"humanos"es"menor"
a" la" especiSicidad" reportada" por" otros" ensayos," el" pronóstico" de" falsos" positivos" se"
considera"mejor," en"lo"que"al" establecimiento"de"medidas"preventivas"de"salud"pública"
respecta.

Sin"embargo," el"empleo" de"ensayos"de"transformación"con"líneas"celulares"murinas"no"
sólo"permite"identiSicar"los"xenobióticos"que"representaran"un"riesgo"a"la"salud"pública,"
sino" que" también" permite" estudiar" a" nivel" molecular" los" procesos" tempranos" que"
conllevan" a" la" transformación" de" las" células" en" cultivo." Si" bien," el" ensayo" emula" las"
circunstancias" que" favorecerán"la"transformación"celular"para"su"estudio," éste"ha"sido"
frecuentemente"cuestionado," ya"que"extrapola"los"fenómenos"observados"en"células"de"
ratón"a"humano." Sin"embargo," los" estudios" realizados"en" líneas"celulares"murinas"y"los"
resultados"que"de"ellos"se"obtienen"aportan"información"invaluable"acerca"del"proceso"
de"transformación,"con"la"que"se"vislumbran"los"antecedentes"necesarios"para"dar"pié"a"
la"investigación"en"modelos"humanos,"tanto"in#vitro"como"in#vivo.

1.2"Daño"al"DNA"y"establecimiento"de"mutaciones

" Como" ya" se" mencionó" antes," para" dar" inicio" al" proceso" de" transformación" es"
necesario"que"se"acumulen"mutaciones"del"tipo"noGletales"en"el"material"genético"de"las"
células"(Fraga"et"al.,"1990)."Existen"varias"maneras"en"las"que"se"pueden"producir"daño"
que"genere"mutaciones"de"este"tipo,"pero"todos"ellos"dependerán,"en"última"instancia,"de"

Tabla91.9Ensayos9de9transformación9celular9in#vitro.9Algunos"de"los"ensayos"de"transformación"celular"
más"empleados"y"sus"características"(Modificado"de"Creton,"2011)
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la"actividad"de"la"DNA"polimerasa"II:"si"el"dañado"es"reparado"antes"del"siguiente"ciclo"de"
replicación" del" DNA" no" se" producirán" transiciones," ni" transversiones" que" alteren" el"
marco" de"lectura"de" los"genes" codiSicados" en" la" secuencia"dañada," es" decir" que"no" se"
habrán" establecido" las" mutaciones." La" exposición" a" luz" UV," la" presencia" elevada" de"
radicales" libres" de" oxígeno," el" estallido" respiratorio" de" macrófagos," así" como" la"
exposición"a"xenobióticos"tanto"genotóxicos"como"noGgenotóxicos"representan"ejemplos"
de" condiciones" que" propician" el" daño" al" DNA" (Mena" et" al.," 2009);" los" errores" en" la"
replicación,"en"cambio,"representan"un"caso"independiente"a"lo"antes"descrito,"ya"que"la"
incorporación"errónea"de"bases"nitrogenadas"establece"una"mutación"per#se.

Los" xenobióticos" noGgenotóxicos," denominados" así" por" su" falta" de" interacción"directa"
con" " la" molécula" de" DNA," contribuyen" a" la" generación" y" acumulación" de" daño"
comprometiendo" los"procesos"enzimáticos"de"reparación"del"DNA" (Ames"y"Gold," 1990;"
Ames," 1991)," lo" cual" incrementa"la"tasa"de"mutación"en"las" células" expuestas" (Fraga"et"
al.,"1990;"Mass"y"Wang," 1997)."Este"es"el"caso"de"algunos"metales," a"cuya"exposición"se"
asocia" el" inicio" y" desarrollo" de" procesos" tumorales." La" genotoxicidad"derivada" de" la"
exposición"a"estos"xenobióticos"no" solo" radica"en"la"inhibición"de"algunos"mecanismos"
de"reparación," sino" tambien"en"la" inducción"de" estrés" oxidante" (Hartwig" et" al.," 2002;"
Beyersmann" y" Hartwig," 2008)." A" través" de" la" inhibición" de" mecanismos" celulares"
antioxidantes" de" tipo" enzimático," tales" como" la" catalasa," la" glutatión" reductasa" y" la"
superóxido"dismutasa"promueve"la"acumulación"de"especies"reactivas"de"oxígeno"(ROS,"
por"sus" siglas"en" ingles);"el" efecto"genotóxico"de" la"producción"de"ROS"empero," solo" se"
hace" evidente" cuando" la" generación" de" éstas" abruma" las" defensas" celulares"
antioxidantes"(Galaris"y"Evangelou,"2002),"efecto"que"se"ve"favorecido"por"la"exposición"
a"metales.

La" acumulación"de"ROS" como" el" hidroxilo" (OHm)," el" superoxido" (O2m)"o" el" peróxido" de"
hidrógeno" (H2O2)" también" compromete" la" estabilidad" de" la" membrana" celular" y" al"
material"genético"debido"a"que"estos"agentes"pueden" "reaccionar"tanto"con"residuos"de"
aminoácidos," así" como" con" lípidos" y" ácidos" nucleicos," produciendo" lesiones"
características" en" cada" una" de" estas" moléculas:" carbonilación" de" proteínas,"
lipoperoxidación" y" oxidación" de" bases," respectivamente." Dichas" especies" no" solo"
generan" daño" oxidante," sino" que" también"pueden"desGregular" la" proliferación" celular"
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debido" a" su" función" mitogénica" (Beyersmann" y" Hartwig," 2008;" Jiang" et" al.," 2009),"
promoviendo" la"replicación"de"material" genético" dañado" y"con"ello," el" establecimiento"
irreversible"de""mutaciones."

2.9Exposición9a9metales

" Desde" sus" comienzos," la" actividad" mineroGmetalúrgica" ha" exacerbado" la"
exposición"humana"a"mezclas" de"metales" que"solía" limitarse"a" casos"particulares" como"
es"el"caso"del"consumo"de"agua"de"mantos"acuíferos"ricos"en"metales"provenientes"de"la"
sedimentación"natural," de"modo" que," a"pesar"de"que" la"exposición"natural" a"metales" es"
un"fenómeno"persistente,"es"debido"a"dicha"industria"que"aumenta"el"potencial"nocivo"de"
estos" elementos." Esto" ocurre" principalmente" de" dos" maneras:" modiSicando" la"
disponibilidad"de"los"metales"en"el"ambiente"(aire,"agua,"tierra"y"alimentos)"y"alterando"
la"especiación"o" la"bioquímica"del" elemento"(Yañez,"2003;"MéndezGGómez" et"al.,"2008)."
La" exposición" se" puede" presentar" tanto" en" el" personal" ocupacionalmente" expuesto"
(POE)" y" en" los"habitantes" de" asentamientos" urbanos" localizados" cerca" de"minas" o" de"
yacimientos" naturales" de" metales." Para" el" caso" del" POE," la" contaminación" ocurre"
principalmente" por" inhalación" directa" del" metal" suspendido" en" el" aire," mientras" que"
para"las"demás"personas"la"contaminación"no"solo"se"presenta"por"vía"respiratoria,"sino"
por"ingestión"de"agua"y/o"alimentos"contaminados"(Rojas"et"al.,"1999).

EspecíSicamente,"la"exposición"crónica"a"concentraciones"bajas"de"la"mezcla"de"metales/
metaloide" plomo" (Pb)," cadmio" (Cd)" y" arsénico" (As)" aún" representa" un" problema"
considerable" de" salud" pública" en" México." A" pesar" de" que" los" niveles" de" partículas"
suspendidas"en"el" aire"que"se"registran"en" los"alrededores" de" las" zonas"mineras" estén"
dentro"de"lo"reglamentario"según"la"normativa"mexicana,"estos"niveles"son"superiores"a"
los"permitidos"en"otros"países"(Pérez"Duarte,"1994;"Wolff"et"al.," 2010)."Esto" tiene"como"
consecuencia"un"elevado"número"de"personas"con"complicaciones"de"salud"producidas"
por" la" exposición"crónica" a" la"mezcla" de"PbGCdGAs," a" las" cuales" no" se" llega" a" atender"
correctamente" porque" los" síntomas" que" se" presentan" tras" una" exposición" crónica" a"
metales"diSieren"en"gran"medida"de" la"mejor" conocida" sintomatología"por" intoxicación"
aguda."
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La"problematica"anterior"se"debe"a"la"relación"dosisGefecto."Para"el"caso"de"los"metales,"
se" entiende" por" dosis" la" concentración" intracelular" necesaria" que" ocasiona" que" un"
órgano" "maniSieste"un"efecto" tóxico" (Klaassen" y"Watkins," 1999)." Ahora"bien," debido" a"
que"la"exposición"es"a"concentraciones"bajas"y"de"manera"crónica," los"efectos"biológicos"
en" personas" expuestas" a" dicha" mezcla" tardan" varios" años" en" manifestarse," por" esta"
razón" se" complica" sobremanera" el" diagnóstico" en" pacientes" sintomáticos" y" es"
únicamente"a"través"de"estudios"epidemiológicos"retrospectivos"que"se"puede"identiSicar"
la"causa"de"la"afección,"la"fuente"de"exposición"y"los"elementos"contaminantes.

2.1"Componentes"de"la"mezcla"de"PbGCdGAs

" La" toxicidad" de" los"metales" que" conforman"esta"mezcla"ha" sido" bien"estudiada"
cuando"se"presentan"de"manera" individual,"así"que"se"sabe"que"hay"varios"mecanismos"
comunes"entre"ellos,"algunos"de"los"cuales" son"la"capacidad"de"reaccionar"con"tioles," la"
producción"de" estrés" oxidante," la"oxidación"de"macromoléculas," el" desplazamiento" de"
metales" esenciales" y" la" inactivación" de" enzimas" antioxidantes" o" de" reparación" que"
tengan"metales"esenciales"o"grupos"sulShidrilo"en"su"sitio"activo"(Hartwig"et"al.,"2002;"G."
Wang"y"Fowler,"2008)."Existen,"empero,"consecuencias"inherentes"a"la"exposición"a"cada"
uno"de"estos"metales/metaloide.

2.1.1"Arsénico"(As)

" Este" elemento" presenta" predilección" por" la" piel" y" tiene" una" vida"media" de" 10"
horas."A"nivel"celular,"altera"enzimas"y"proteínas"con"grupos"sulShidrilo"y"compromete"el"
Slujo" de" electrones" de" la" cadena" respiratoria" impidiendo" que" ésta" se" lleve" a" cabo,"
conduciendo" a" la"muerte"celular." Los" efectos"de" la" exposición" son"dosis" dependientes,"
pero" cuando" la" exposición" crónica" se" prolonga" durante" años" se" vuelve" más" diSícil"
establecer" una" relación" entre" la" dosis" absorbida" y" los" efectos" que" produce" en" las"
personas"expuestas"(Klaassen"y"Watkins,"1999;"Casarett"et"al.,"2008).""

La" exposición" crónica" a" As" produce" neurotoxicidad"en" el" sistema"nervioso" periférico."
Ésta" se" origina" por" la" desmielinización" de" los" axones" que" ocasiona" parestesia,"
sensibilidad"y"debilidad"muscular."El"As"tambien"daña"al"hígado"produciendo"ictericia"y"
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después" cirrosis." Además," este" elemento" induce" un" aumento" anormal" en" las"
concentraciones"de"hierro" (Fe)"en"el" hígado"(44%)"y"de"cobre"(Cu)"en"el"riñón"(200%)"
(Klaassen"y"Watkins,"1999;9Casarett"et"al.,"2008)."

Este" metaloide" ha" sido" clasiSicado" por" la" IARC" como" integrante" del" Grupo" 1,"
carcinogénico""para"humanos,"debido"a"que"se"ha"comprobado"la"relación"causal"entre"la"
exposición"a"este"elemento"y"el"desarrollo"de"cáncer"de"piel"y"de"pulmón;"tambien"se"ha"
asociado"con"linfomas,"leucemias,"hemangiosarcoma"de"hígado"y"cánceres"nasofaríngeo,"
de"riñón"y"de"próstata"(Klaassen"y"Watkins,"1999;9Casarett"et"al.,"2008).
"
2.1.2"Cadmio"(Cd)

" Entre"el"50"y"el"75%"del"Cd"que"es"absorbido" se"aloja"en"los" riñones"y"el"hígado."
Su"aparente"falta"de"reactividad"en"el"riñón"se"debe"a"que"forma"complejos"intracelulares"
con"la"metalotioneína"2"(Ramírez," 2002)," prolongando" su"vida"media"hasta"30G50"años"
(Klaassen"y"Watkins,"1999;"ATSDR,"2004;"Casarett"et"al.,"2008).""

La" exposición" crónica" a" Cd"produce"hipertensión" así" como" enfermedad" renal" crónica"
(ERC)" y" enfermedad" pulmonar" obstructiva" crónica" (EPOC)." También" afecta" el"
metabolismo"del"calcio" (Ca)"favoreciendo"su"excreción"por"vía"urinaria," lo"cual"produce"
dolor" óseo," osteomalacia" y" osteoporosis." El" Cd" induce" una" disminución" en" la"
concentración"total" de"Fe" en"riñón"(33%)"femur" (43%)"e" hígado" (63%)," así" como"una"
disminución"del"27%"de"zinc" (Zn)"en"fémur"y"un"aumento"de"este"último"elemento" en"
riñón"(20%)"(Klaassen"y"Watkins,"1999;"Casarett"et"al.,"2008)."
"
La"IARC"clasiSica"al"Cd"en"el"Grupo"1," ya"que"en"algunos"estudios"epidemiológicos"se"ha"
visto" una" relación" entre" la" exposición" ocupacional" a" este" elemento" y" el" desarrollo" de"
cancer"de"pulmón"y"próstata"(Klaassen"y"Watkins,"1999;"Casarett"et"al.,"2008)."

2.1.3"Plomo"(Pb)

" Este"metal" se" puede"alojar" tanto" en"hueso" como" en" tejido" blando" (ligamentos,"
tendones," músculos," nervios," vasos," órganos)," siendo" el" primer" reservorio" el" que"
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prolonga"la"vida"media"del"metal"hasta"por"20"años."El"Pb"es"capaz"de"cruzar" la"barrera"
hematoencefálica" y" se" aloja" en" la" materia" gris," principalmente" en" el" hipocampo," el"
cerebelo,"la"corteza"cerebral,"así"como"en"la"médula"(Klaassen"y"Watkins,"1999;"Casarett"
et"al.,"2008).

Las" alteraciones" que" la" exposición" a" Pb" produce" en" el" sistema" nervioso" del" niño" se"
acentúan"en"el"sistema"central,"esto"se"debe"a"que"el"Pb"compromete"al"circuito"neuronal"
en"desarrollo," evitando" la"formación" de" conexiones" intercelulares." Este"metal" tambien"
perturba" el" Slujo" de" neurotransmisores" de" los" sistemas" colinérgico," noradrenérgico,"
dopaminérgico" y" del" ácido" gammaGaminobutírico" (GABA)." Estos" efectos" producen"
irritabilidad,"pérdida"parcial"de"la"conciencia"y"retraso"mental"en"los"niños"expuestos"de"
manera"crónica."En"adultos" en"cambio," los"efectos"patológicos" de" la"exposición"a"Pb"se"
presentan"en"el" sistema"nervioso"periférico"y"se"limitan"a"neuronas"motoras"en"las"que"
ocurre"una"desmielinización"progresiva"que"culmina"en"la"degeneración"axonal."Esto"da"
lugar"a"la"característica"parálisis"de"los"nervios"radial"y"peroneo" común,"volviendo"a"las"
personas"expuestas" incapaces"de" "realizar"los"movimientos"de"pronación"y"dorsiSlexión"
respectivamente"(Klaassen"y"Watkins,"1999;"Casarett"et"al.,"2008).

Tambien" existen" repercusiones" hematológicas" por" la" exposición" crónica" a" Pb" que"
conducen"al"individuo"a"un"cuadro"anémico"a"causa"de"la"reducción"de"la"vida"media"de"
los" eritrocitos" y" a" la" alteración" de" la" biosíntesis" de" grupos" hemo." Y" en" cuanto" a" las"
nefropatías," el" Pb" se" caracteriza" por" formar" cuerpos" de" inclusión" en" las" células" de"
túbulos" proximales," alterando" " su" morfología" y" función" (Klaassen" y" Watkins," 1999;"
ATSDR,"2004;"Casarett"et"al.,"2008).

El" Pb"está"catalogado" como" probable"carcinógeno" para"humanos" en" el" grupo"2A" de" la"
IARC," porque" a" pesar" de" que" hay" evidencia" que" relaciona" la" exposición" a" Pb" con" el"
desarrollo"de"cáncer"de"pulmón"y"del"sistema"digestivo"y"de"que"se"han"presentado"casos"
de"adenocarcinoma"renal"en"trabajadores"con"exposición"prolongada,"dicha"evidencia"no"
es"lo"suSicientemente"contundente"(Klaassen"y"Watkins,"1999;"Casarett"et"al.,"2008)."

" Ahora"bien," se"sabe"que"cuando" se"presentan"en"forma"de"mezcla"los"elementos"
no" se" comportan"de" la"misma"manera"debido" al" efecto" de" sinergia"o" antagonismo"que"
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pueden"ejercer"entre" sí,"produciendo"efectos"diferentes"a" los" que" se"observan"tras"una"
exposición" individual." Es" por" esta" razón" que" la" exposición" a" la" mezcla" de" metales/
metaloide" llega" a" tener" efectos" severos" tanto" a" concentraciones" elevadas" como" bajas"
(ATSDR,"2004)." La"manera"en"la"que" interactúan"los"metales"que"conforman"la"mezcla"
aún"no"está"esclarecida"pero"se"ha"sugerido"que"algunas"de"las"moléculas"que"regulan"la"
respuesta"celular"a"estos"metales"(tales"como"metalotioneínas"(MT),"proteínas"de"unión"
a" plomo" (PbBP)," glutatión" (GSH)" y" proteínas" de" choque" térmico" (Hsp)" están"
involucradas"en"el"proceso"(Wang"y"Fowler,"2008).

La"potenciación"de"los"efectos"que"cada"metal"genera"en"las"células"se"han"reportado"en"
estudios"in#vitro"e"in#vivo,"tanto"en"modelos"humanos"como"en"rata."Algunos"ejemplos"de"
lo" anterior" son" el" incremento" de" 20%" en" la" carbonilación" de" proteínas" de" células"
expuestas"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs,"mientras"que"la"inducción"de"daño"oxidante"al"DNA,"
medido" por" la" generación" de" 8GoxoG2’Gdesoxiguanosinas" (8GoxoGdG)," aumenta"
considerablemente"por"la"exposición"conjunta"a"los"metales,"en"comparación"a"cuando"la"
exposición"es"individual"(Wang"y"Fowler,"2008).""

Del"mismo"modo," la"inducción"de"la"respuesta"celular"para"contrarrestar"la"presencia"de"
estos" metales" tiene" lugar" a" concentraciones" mucho" menores," siempre" y" cuando" los"
metales"se"presenten"simultaneamente." Como" ejemplos"está"la"sobreGexpresión"de"MTs"
ante" la" exposición" a" PbGAs," misma" que" es" mayor" que" cuando" dichos" elementos" son"
administrados" individualmente" (Wang"y"Fowler," 2008)," o" bien" los" genes"de"las" Hsp60,"
70" y" 90" que" se" sobreGexpresan" ante" una" concentración" 10" veces" menor" de" Cd" y" As"
cuando" éstos"se"administran"juntos" (Madden"et"al.," 2002;"Wang"y"Fowler," 2008)." Estos"
ejemplos"ponen"en"evidencia"como"la"sinergia"que"los"metales"pueden"ejercer" entre"sí,"
potencia"el" efecto"celular"desencadenado"por"la"exposición,"pudiendo"no"solo" estimular"
una"mejor"respuesta"desintoxicante,"sino"también"aumentar"los"efectos"perjudiciales."""

En"cuanto" a" la" transformación"celular," algunos" trabajos"han"demostrado"que"la"mezcla"
de"AsGCdGPb"posee"mayor" potencial"de" transformación"que"cuando" cada"uno" de" estos"
metales/metaloide" se" presentan" de" manera" individual." Si" bien" hay" reportes" de" la"
capacidad"transformadora"de"éstos"cuando" se"administran"a"dosis" elevadas" (Tsuchiya,"
2005;"MartinezGZamudio" y"Ha," 2011)," se"observó"en"estudios" in# vitro"que"la"exposición"
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conjunta" a" estos" metales" no" solo" comprometía" la" viabilidad" celular" por" medio" de" su"
genotoxicidad," sino" que" la" exposición" a" dosis"bajas," pero" biológicamente" efectivas," fue"
capaz"de"transformar"un"cultivo"celular"después"de"un"curso"temporal"de"exposición"a"la"
mezcla"de"metales.

SilvaGAguilar"et"al."(2011)"al" igual"que"otros"grupos"(Tsuchiya,"2005),"observaron"que"la"
carcinogenicidad" de" los" metales" es" más" evidente" en" la" fase" de" promoción" de" la"
transformación"celular,"cuando"las"células" iniciadas"comienzan"a"proliferar."Ahora"bien,"
los" metales" de" la" mezcla" en" efecto" son" capaces" de" generar" estrés" oxidante" y"
comprometer" la"eSiciente"reparación"de"macromoléculas"dañadas," pero" las" células" son"
capaces"de"contrarrestar"este"desequilibrio"en"su"estado"de"oxidoGreducción"de"manera"
que,"en"ausencia"de"un"agente"promotor"que"favorezca"la"replicación"celular,"el"potencial"
transformador"de" los" metales"disminuye"una" vez" pasado" el" evento" de" exposición." Por"
otro" lado," sus" experimentos" pusieron" en" evidencia" el" hecho"de"que" la" transformación"
observada" es" dependiente" de" las" ROS" inducidas" por" el" PbGCdGAs," ya" que" el" coG
tratamiento" con" el" compuesto" antioxidante" NGacetilGcisteína" (NAC)" atenúa"
considerablemente" el" potencial" de" transformación" de" la" mezcla" de" metales" (SilvaG
Aguilar"et"al.,"2011)."

Cabe"mencionar"que" la" transformación"solo" es"impedida"al" eliminar" el" estrés" oxidante"
durante"la"fase"de"promoción;"eliminar"el"estrés"producido"por"PbGCdGAs"durante"la"fase"
de"iniciación" "no"atenúa"el"potencial" transformador"del" tratamiento."Por" esta" razón"se"
propone" que" el" fenómeno" de" transformación" celular" es" estimulado" por" diferentes"
factores"dependiendo"de"la"fase"del"proceso" de"transformación"celular,"de"modo"que,"si"
la"presencia"de"ROS"no" es"un"factor"desencadenante"durante" la" iniciación,"debe"existir"
otra"variable"responsable"de"la"carcinogenicidad"de"los"metales"en"fases" tempranas"del"
proceso"de"transformación.
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3.9Contexto9epigenético

" En" 1975" se" publicó" un" modelo" que" apoyaba" una" hipótesis" formulada" por" el"
biólogo" Conrad"Waddington:" los" patrones" de" expresión" génica," y" no" los" genes"per# se,"
determinan"el"tipo"celular"a"través"de"procesos"dinámicos"que"conducen"del"genotipo"al"
fenotipo;" fue"para"esta" teoría"que"Waddington"acuñó" el" término"epigenética# (Barros" y"
Offenbacher," 2009)." " En" este" modelo" se" propuso" que" la" metilación" enzimática" de"
citosinas"estaba"relacionada" con"la"expresión"génica"y"que"esta"marca" se"conservaba"a"
través" de" ciclos" de" replicación." Es" decir" que" cualquier" alteraciones" producida" por" la"
metilación" citosinaGespecíSica" sería" heredable" (Holliday" y" Pugh," 1975;9 Riggs," 1975)."
Actualmente" se" sabe" que" la" regulación" epigenética" del" genoma" depende" de" varios"
fenómenos," así" como" de" la" interacción" entre" ellos," la" mayoría" de" los" cuales" están"
asociados"con"la"cromatina."

La"cromatina"representa"la"unidad"estructural"del"genoma"eucarionte"y"está"compuesta"
por" DNA" y" las" proteínas" que" se" unen"a" él." La" unidad" funcional" de" la" cromatina" es" el"
nucleosoma," un"octámero" de" histonas" (H2A," H2B," H3" y" H4)"al" cual" se" enrolla" el" DNA"
(alrededor" de" 147"pb," (Stewart" et" al.," 2005)"para"compactar" al"DNA" entre" cinco" y"10"
veces" su" volumen" (Fig" 2)." Sin" embargo" la" función" de" las" histonas" no" se" limita" a" la"
compactación" del" DNA," sino" que" su" presencia" hace" posible" la" regulación" de" las"
secuencias"codiSicantes"comprendidas"en"los"nucleosomas."Tanto"la"metilación"del"DNA"
como" la"modiSicación" postGtraduccional" de" las" histonas" representan" los" componentes"
epigenéticos" mas" estudiados" hasta" ahora." Gracias" a" esto" se" ha" evidenciado" que" la"
dinámica"de"los"patrones"tanto"de"metilación"del"DNA,"como"de"acetilación,"metilación"y"
fosforilación"entre"otras"modiSicaciones"de"histonas,"tienen"una"fuerte"correlación"con"el"
crecimiento"y"la"diferenciación"celular"(Bernstein"et"al.,"2006;"Gan"et"al.,"2007;"Meissner"
et" al.," 2008)," por" lo" que" alteraciones" en" el" perSil" epigenómico" pueden"predisponer" al"
organismo" a" desarrollar," retener" y" heredar" un" fenotipo" anormal." Un" ejemplo" de" lo"
anterior" corresponde" a"la" correlación"entre" los" patrones" aberrantes" de"metilación"del"
DNA"y"el"desarrollo"de"procesos"tumorales"especíSicos"(Esteller,"2011)."

Las" alteraciones" en" los" patrones" normales" de"metilación"que" se" presentan" en"células"
cancerosas"conforman"al"fenotipo#metilador#del#cáncer#(Issa,"2004)."Éste"fue"descrito"por"
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primera" vez" en" linfomas" y" cáncer"
pulmonar"por"Baylin"et"al." (1986)"y" se"
caracteriza" por" una" hipometilación"
global" del" genoma," aunado" a" una"
hipermetilación"local"del"mismo." Parte"
de l" f enot ipo" se" a t r ibuye" a" l a"
desmetilación" de" los" elementos"
móviles" y" de" las" secuencias" repetidas"
(mismas"que"representan"alrededor"de"
un"44%" del" genoma" (Allis," 2007)," sin"
embargo" la" " hipermetilación" se"
presenta" únicamente" en" secuencias"
discretas"(de"200"pb"a"3"kb)"que"están"
enriquecidas" en" citosinas" y" guaninas"
llamadas" islas#CpG." Entre"el" 60"y"70%"
de" las" islas" CpG" se" encuentran"
asociadas" a"promotores" (Larsen"et" al.,"
1992)" y" permanecen" desmetiladas" a"
pesar" de" ser" ricas" en" dinucleótidos"
CpG," contexto" en"el"que"se"presenta" la"
mayor" parte" de" la" metilación" en"
m am í f e r o s" ( E s t e l l e r ," 2 0 1 1 ) ."
Dependiendo" de" la" densidad" de" estos"
dinucleótidos,"los"promotores"a"los"que"
se" encuentran" asociadas" las" islas" son"
clasiSicados" como" promotores# de# alta,# baja# o# densidad# intermedia# de# CpGs," lo" cual"
determina" la"inSluencia"que"el"estado" de"metilación"de"la"isla" tendrá"sobre"la"expresión"
del"gen"adyacente"(Weber"et"al.,"2007;"SotoGReyes"y"RecillasGTarga,"2010).

En"las" células"malignas" se"subGexpresan"genes" que"regulan" el" crecimiento" y"la"muerte"
celular" (supresores"de" tumores)"promoviendo" la" sobreGexpresión"de"genes" que"darán"
ventaja"funcional"a"la"célula"afectada"(oncogenes)"(Breivik"y"Gaudernack,"1999;"Barros"y"
Offenbacher,"2009;"Reichard"y"Puga,"2010)."Esto"se"debe,"entre"otras"razones,"a"que"los"
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may facilitate gene activation, by promoting specific structural 
interactions between distal sequences, or repression, by occluding
binding sites for transcriptional activators. 

We suggest that the function of archaeal histones reflects their
ancestral function, and therefore that chromatin evolved originally
as an important mechanism for regulating gene expression. Its use in

packaging DNA was an ancillary benefit that was recruited for the
more complex nucleosome structure that subsequently evolved in
the ancestors of modern eukaryotes, which had expanded genome
sizes. Although their compactness might seem to suggest inertness,
chromatin structures are in fact a centre for a range of biochemical
activities that are vital to the control of gene expression, as well as
DNA replication and repair.

Packaging DNA into chromatin
The fundamental subunit of chromatin is the nucleosome, which
consists of approximately 165 base pairs (bp) of DNA wrapped in two
superhelical turns around an octamer of core histones (two each of
histones H2A, H2B, H3 and H4). This results in a five- to tenfold
compaction of DNA6. The DNA wound around the surface of the 
histone octamer (Fig. 1) is partially accessible to regulatory proteins,
but could become more available if the nucleosome could be moved
out of the way, or if the DNA partly unwound from the octamer. The
histone ‘tails’ (the amino-terminal ends of the histone protein
chains) are also accessible, and enzymes can chemically modify these
tails to promote nucleosome movement and unwinding, with 
profound local effects on the chromatin complex.

Each nucleosome is connected to its neighbours by a short 
segment of linker DNA (~10–80 bp in length) and this polynucleo-
some string is folded into a compact fibre with a diameter of ~30 nm,
producing a net compaction of roughly 50-fold. The 30-nm fibre is
stabilized by the binding of a fifth histone, H1, to each nucleosome
and to its adjacent linker. There is still considerable debate about the
finer points of nucleosome packing within the chromatin fibre, and
even less is known about the way in which these fibres are further
packed within the nucleus to form the highest-order structures.

Chromatin regulates gene expression 
Regulatory signals entering the nucleus encounter chromatin, not
DNA, and the rate-limiting biochemical response that leads to 
activation of gene expression in most cases involves alterations in
chromatin structure. How are such alterations achieved?

The most compact form of chromatin is inaccessible and 
therefore provides a poor template for biochemical reactions such as
transcription, in which the DNA duplex must serve as a template for
RNA polymerase. Nucleosomes associated with active genes were
shown to be more accessible to enzymes that attack DNA than those
associated with inactive genes7, which is consistent with the idea that
activation of gene expression should involve selective disruption of
the folded structure.

Clues as to how chromatin is unpacked came from the discovery that
components of chromatin are subject to a wide range of modifications
that are correlated with gene activity. Such modifications probably
occur at every level of organization, but most attention has focused on
the nucleosome itself. There are three general ways in which chromatin
structure can be altered. First, nucleosome remodelling can be induced
by complexes designed specifically for the task8; this typically requires
that energy be expended by hydrolysis of ATP. Second, covalent modifi-
cation of histones can occur within the nucleosome9. Third, histone
variants may replace one or more of the core histones10–12.

Some modifications affect nucleosome structure or lability
directly, whereas others introduce chemical groups that are recog-
nized by additional regulatory or structural proteins. Still others may
be involved in disruption of higher-order structure. In some cases,
the packaging of particular genes in chromatin is required for their
expression13. Thus, chromatin can be involved in both activation and
repression of gene expression.

Chromatin remodelling
Transcription factors regulate expression by binding to specific DNA
control sequences in the neighbourhood of a gene. Although some
DNA sequences are accessible either as an outward-facing segment
on the nucleosome surface, or in linkers between nucleosomes, most
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Figure 1 Packaging DNA. a, The organization of DNA within the chromatin structure.
The lowest level of organization is the nucleosome, in which two superhelical turns of
DNA (a total of 165 base pairs) are wound around the outside of a histone octamer.
Nucleosomes are connected to one another by short stretches of linker DNA. At the
next level of organization the string of nucleosomes is folded into a fibre about 30 nm
in diameter, and these fibres are then further folded into higher-order structures. At
levels of structure beyond the nucleosome the details of folding are still uncertain.
(Redrawn from ref. 41, with permission). b, The structure of the nucleosome core
particle was uncovered by X-ray diffraction, to a resolution of 2.8Å (ref. 42). It shows
the DNA double helix wound around the central histone octamer. Hydrogen bonds
and electrostatic interactions with the histones hold the DNA in place.

© 2003        Nature  Publishing Group

Fig 2. Organización del DNA en la Cromatina.   El 
nivel  mas bajo de organización es el nucleosoma y  el 
conjunto de ellos conforman la fibra de 30nm, que es 
plegada para compactar y estructurar el genoma 
celular. (Modificado de Felsenfeld y Groudine, 2003).

lunes 19 de marzo de 12

Fig92.9Organización9del9DNA9en9la9cromatina.9 9 "El"nivel""
más"bajo"de"organización"es"el"nucleosoma"y""el"conjunto"
de"ellos"conforman"la"fibra"de"30nm,"que"es"plegada"para"
compactar" y" estructurar" el"genoma" celular." (Modificado"
de"Felsenfeld"y"Groudine,"2003).

17



promotores"de"genes" supresores"suelen"ser"del" tipo" con"alta" densidad"de"CpGs," o"bien"
con"densidad" intermedia," de" tal" manera" que" su"actividad"es" atenuada" cuando" la" isla"
adyacente"es"hipermetilada"durante"la"transformación"celular."

3.1"Epigenética"de"la"exposición"a"metales

" Además"de"que"algunos"metales"producen"mutaciones"que"afectan"directamente"
a"la"secuencia"del"DNA," también"pueden"dar" pie"a"alteraciones"capaces"de"modiSicar" el"
perSil" de" expresión" génica" de" una" célula," sin" necesidad" de" que" haya" cambios" en" los"
marcos" de" lectura" de" los" genes" comprometidos." Estas" perturbaciones" se" denominan"
epimutaciones" (Suter" et" al.," 2004;" Martin" et" al.," 2011)" y" pueden" conducir" al"
silenciamiento"de"genes"cuyos"productos"pueden"ser"críticos"para"mantener"regulado"el"
ciclo"celular,"la"apoptosis,"entre"otras"funciones"esenciales"para"evitar"la"transformación"
de"una"célula.
"
Curiosamente," los"metales/metaloide"de"la"mezcla"de"PbGCdGAs" se"destacan"por" la"baja"
tasa"de"mutagenicidad"que"inducen"de"manera"directa,"aún"presentándose"en"conjunto."
Sin"embargo,"son"capaces"de"iniciar"un"proceso"de"transformación"celular,"por"lo"que"se"
ha"propuesto"que"su"capacidad"carcinogénica"no"se"debe"a"mecanismos"genéticos,"sino"a"
los" cambios" epigenéticos" que" produce" la" exposición" a" éstos" (Arita" y" Costa," 2009;"
Merzenich"et"al.,"2001)."

Se" sabe" que" la" exposición" individual" a" Cd" y" As" altera" de" manera" global" el" estado" de"
metilación"de"la"célula."Según"la"metodología"empleada"para"el"estudio"epigenético"de"la"
exposición"a"metales,"los"resultados"varían"entre"un"incremento"o"una"disminución"en"el"
porcentaje" total" de"DNA" metilado." Por" otro" lado" el" incremento" en"la"metilación"de"los"
promotores" de" genes" especíSicos" ocurre" de" manera" consistente" en" genes" como" el""
Inhibidor#2A# #de# la# cinasa#dependiente#de# ciclinas"(CDKN2A/p16," (Issa,"2004;"Ren"et"al.,"
2010;"RecillasGTarga"et"al.," 2011;"RodríguezGParedes"y"Esteller,"2011)," la"ProteinIcinasa#
asociada#con#la#muerte"(DAPK,"(Barros"y"Offenbacher,"2009;"Ren"et"al.,"2010;"RodríguezG
Paredes" y" Esteller," 2011)," la" Proteína# 1A# de# la# familia# del# dominio# de# unión# a# Ras"
(RASSF1A," (Esteller," 2005;" Ren" et" al.," 2010;" RecillasGTarga" et" al,." 2011)," y" la"
metalotioneína" 1" (MTG1," (Chung" et" al.," 2010;" Tokar" et" al.," 2010)." A" su" vez," ciertas"
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modiSicaciones"postGtraduccionales" en"las"histonas"se"han"asociado"con" la"exposición"a"
estos" metales," tales" como" la" triGmetilación" de" las" lisinas" 9" y" 27" en" la" histona" H3"
(H3K9me3" y" H3K27me3," respectivamente," ambas" marcas" asociadas" a" la" represión"
transcripcional)," así" como" la" triGmetilación" de" la" lisina" 4" (H3K4me3," asociada" a"
promotores)"y" la" fosfoGacetilación"de"la"histona"H3"(H3K9AcS10P," asociada"a"actividad"
transcripcional)"(Barski"et"al.,"2007)."Estas"marcas"se"presentan"simultáneamente"en"las"
regiones"promotoras"de"genes"como" la"CinasaIfosfatasa#activada#por#mitógenos"(MKPG1"
(MartínezGZamudio" y"Ha," 2011)"y"MTG3"(Somji" et" al.," 2011)"entre"otros," silenciando" la"
expresión" de" los" mismos" pero" marcándolos" para" su" rápida" transcripción" ante" algún"
estímulo.""

La"hipometilación"genómica"observada"en"presencia"de"mezclas"de"metales"se"ha"llegado"
a" atribuir" a" la" merma"de" la" SGadenosil"metionina" (SAM," donador"universal" de" grupos"
metilo"en"todos"los"procesos"celulares"de"metilación"(Barros"y"Offenbacher,"2009;"Hou"et"
al.,"2011)," inducida"por"el"metabolismo"del"As,"aunque"la"concentracion"de"As"necesaria"
para" disminuir" signiSicativamente" la" concentración" de" SAM" debe" ser" muy" elevada,"
además"de"que"esta"asociación"se"ha"visto"principalmente"en"estudios"in#vitro#(MartínezG
Zamudio"y"Ha,"2011)."La""disminución"de"la"SAM"no"explica,"empero,"el"incremento"en"la"
metilación" de" regiones" discretas" del" genoma." Este" fenómeno" en" particular" ha" sido"
atribuido" a" la" expresión" alterada"de" la" DNA"metilGtransferasas" (DNMT1," DNMT3A/B),"
puesto" que" se" ha" reportado" como" la" concentración" del" RNA" mensajero" (mRNA)"que"
codiSica" para" estas" proteínas"disminuye" luego" de"una" exposición"corta," generando" un"
patrón"de"hipometilación"global,"mientras"que,"tras"una"exposición"crónica," el"mRNA"de"
estas" proteínas" aumenta," favoreciendo" la"hipermetilación"de" los" promotores" de"genes"
como"los"antes"mencionados"(BenbrahimGTallaa"et"al,."2007;"Jiang"et"al.,"2008;"MartínezG
Zamudio"y"Ha,"2011).

A"pesar"de"la"evidencia"que"existe,"se"desconocen"los"mecanismos"precisos"através"de"los"
cuales"se"presentan"estos"cambios"epigenéticos"a"lo"largo"del"proceso"de"transformación"
celular." De" hecho," el" panorama" se" complica" más," puesto" que" los" metales" pesados"
también"poseen"la"capacidad"de"comprometer"el"funcionamiento"de"proteínas"asociadas"
con"el"estado"de"permisividad"de"la"cromatina,"es"decir"aquellas"capaces"de"modiSicar"el"
código" de" histonas" (Tabla" 2)" (acetilGtransferasas" de" histonas" (HAT)," desacetilasas" de"
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histonas"(HDAC),"cinasas"(Msk1,"Rsk2," (Zhu"et"al.," 2011),"metilGtransferasas"de"histonas"
(G9A"(AitGSiGAli" et"al.," 2004;"Bandyopadhyay"et"al.," 2007;" Arita"y"Costa," 2009)," SET7/9"
(Chi" et" al,." 2010)," SUV39H1" (AitGSiGAli" et" al.," 2004;" Wu" et" al.," 2008)" CHD8" (Van" De"
Nobelen"et"al.,"2010),"entre"otras)"así"como"las"proteinas"que"reconocen"y"efectúan"dicho"
código" (Swi/Snf" (Bandyopadhyay" et" al.," 2007;" Chi" et" al.," 2010)," CRB2" (Sanders" et" al.,"
2004;"Fraga"y"Esteller,"2005),"MECP2"(RodríguezGParedes"y""Esteller,"2011),"PRC2,"EZH2"
(Esteller," 2007;"Baylin"y" Jones," 2011;"Branco" et" al.," 2011;"Chi" et" al.," 2010;"Crea," 2012),"
HP1"(Wirth"y"JedrusikGBode,"2009)," sin"embargo"esta"no"es"la"única"manera"en"la"que"el"
estado"de"la"cromatina"puede"alterar"la"expresión"génica."

Como" se" mencionó" antes," la" cromatina" se" compone" por" DNA" y" proteínas," pero" las"
histonas" no" son" el" único" tipo" de" proteínas" asociadas" al" DNA." Existen" proteínas"
encargadas" de" la" organización" espacial" de" la" cromatina" en" el" interior" del" núcleo." Su"
adecuado" funcionamiento" permite" delimitar" territorios" nucleares," que" se" caracterizan"
por"una"diferente"tasa"de"actividad"transcripcional"y"son"determinantes"para"coordinar"
la" regulación" génica" (Williams" y" Flavell," 2008;" Hou" et" al.," 2010)." La" lámina" A/C," la"
cohesina" y" la" nucleofosmina" son"ejemplos" de" proteínas" que"organizan"la" arquitectura"
nuclear"(Hou"et"al.,"2010;"Ohlsson"et"al.,"2010),"sin"embargo" todas"ellas"interactúan"con"
el"factor"de"transcripción"CTCF,"la"proteína"responsable"del"mantenimiento"e"interacción"
de"los"territorios"antes"mencionados.

4.9CTCF9en9la9transformación9celular

"
" El"factor"de"unión"a"CCCTC"(CTCF)"es"una"proteína"nuclear"con"11"dedos"de"zinc,"
muy" conservada" en" vertebrados" e" invertebrados," a" la" que" se" le" atribuyen"diferentes"
funciones" como" bloqueador" de" enhancers," actividad" por" la" que" fue" originalmente"
descrita," activador" transcripcional," puesto" que" contrarresta" el" silenciamiento"
epigenético" de" los" genes" induciendo" un" estado" permisivo" en" la" cromatina," elemento"
barrera," gracias"a"que"evita" la"propagación"de" la"metilación"del"DNA" y" organizador"del"
genoma," ya" que" puede" modiSicar" la" estructura" de" la" cromatina," delimitando" regiones"
génicas"discretas"(Weth"y"Renkawitz,"2011)."Su"función"varía"según"su"localización"y"el"
número" de"dedos" de"zinc" con" los"que"se"une"al"DNA" (Wallace" y"Felsenfeld," 2007)"y" se"
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estima" que" los" sitios" de" unión" de" CTCF" en" el" genoma" humano" rondan" entre" los"
14,000G15,000," y"el"factor"de"transcripción"se"encuentra"asociado"a"la"mayoría"de"estos"
sitios"(Kim"et"al.,"2007),"mismos"que"también"están"conservados"(Xie"et"al.,"2007).

La" distribución" de" los" sitios" de" union" a" CTCF" correlaciona" con" una" densidad" génica"
elevada"(Van"De"Nobelen"et"al.,"2010),"contrario"a"lo"que"antes"se"suponía"ya"que,"siendo"
CTCF"un"elemento" de" " barrera"se"esperaría"que"estuviera"presente" en"regiones" interG
génicas." Sin"embargo" CTCF" se"localiza" con"cierta"frecuencia"cerca"de"genes"(Hou"et" al.,"
2010)"mientras" que," los" dominios" aparentemente" libres" de" CTCF," se" caracterizan"por"
estar"delimitados"en"sus"extremos"por"esta"molécula"(Williams"y"Flavell,"2008).

Gracias" a" sus" 11" dedos" de" zinc," CTCF" puede"
formar" homodímeros" (ValadezGGraham" et" al.,"
2004;" Yusufzai" et" al.," 2004;" Williams" y" Flavell,"
2008)" e" interactuar" con" proteínas" involucradas"
en" la" estructura" nuclear" como" la" nucleofosmina"
(Yusufzai" et" al.," 2004;" Ohlsson" et" al.," 2010)," " la"
lámina"nuclear"(Ottaviani"et"al.,"2009;"Zlatanova"y"
Caiafa," 2009)," la"cohesina"(Cuddapah"et"al.," 2008;"
Hou" et" al.," 2010)," etc." Algunos" de" los" modelos"
propuestos" para" las" funciones" de" CTCF" incluyen"
el"plegamiento"de"la"cromatina"para" formar"asas"
con" actividad" transcripcional" diferente" a" las"
regiones" aledañas" (Fig." 3A)," plegar" la" cromatina"
para" aproximar" los" genes" y" los" elementos"
reguladores" entre" sí" (o" bien" acercar" genes" coG
regulados" para" optimizar" su" control)" (Fig." 3B),"
unir" elementos" reguladores" interGcromosómicos"
(Fig." 3C)," y" secuestrar" secuencias" a" la" periferia"
nuclear"para"su"silenciamiento"(Williams"y"Flavell,"
2008;"Boban"et" al.," 2010;"Handoko" et" al.," 2011)." Debido"a"que" CTCF" se"une" a" un"gran"
número" de" secuencias" capaces" de" inhibir" la" activación" de" promotores" (elementos"
aisladores)"y"a"causa"de"la"plétora"de"funciones"de"control"que"la"molécula"puede"ejercer"

Fig9 3.9 Modelos9 propuestos9 de9 la9
función9 de9 CTCF." Esta" proteína" puede"
formar" asas" con" diferente" actividad"
transcripcional" (A)" y"aproximar" genes" a"
elementos" reguladores" a" nivel" intraG
cromosómicos"(B)"o" interGcromosómicos"
(C),"entre"otros" (Modificado"de"Williams"
y"Flavell,"2008).""
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en" ellas," la" presencia" de" este" factor" de" transcripción"es" de" suma" importancia"para" la"
regulación"del"transcriptoma"y"por"ende"para"el"mantenimiento"de"la"integridad"celular."
Sin" embargo," dado" que" es" una" proteína" ubicua," su" función" no" puede" estar" regulada"
simplemente"por" expresion"diferencial," " su"control" debe"estar" dado" por" la"síntesis" de"
factores"que"recluten"a"CTCF"a"sus"secuencias"blanco,"o"bien"por"el"bloqueo"de"la"unión"
de"esta"molécula"a"las"secuencias"que"reconoce,"fenómeno"en"el"cual"se"propone"que"la"
metilación" del" DNA" está" involucrada" (Williams" y" Flavell," 2008)." Es" precisamente" por"
este"hecho" que"el" fenotipo"metilador"del"cáncer"puede"estar" directamente"relacionado"
con"la"función"de"CTCF.

Esta" proteína" no" puede" unirse" a" secuencias" metiladas" (Felsenfeld" y" Bell," 2000;" Allis,"
2007;"De"la"RosaGVelazquez,"et"al,"2007;"Lienert"et"al.,"2011),"pero"el"DNA"no"se"metilará"
siempre"y"cuando"el"factor"permanezca"unido" a" los"elementos"aisladores"que"reconoce,"
de" modo" que," " ¿cómo" es" que," durante" la" carcinogénesis," se" puede" presentar" la"
hipermetilación"característica"en"los"promotores"de"p16INK4,"MLH1,"BRCA1,"entre"otros"
genes" supresores" de" tumores" (Esteller," 2007;" Bhusari" et" al.," 2010)," si" sus" regiones"
promotoras"se"encuentran"asociadas"a"CTCF"?""

Para"que"se" lleve"a"cabo" este"proceso" la" proteína" asociada"a"una" actividad"de"barrera"
debería" disociarse" temporalmente" del"DNA," permitiendo" que" las"metilGtransferasas"de#
novo" incorporan" los" grupos" metilo" a" las" citosinas" de" la" isla" CpG" antes" protegida" y"
conduzcan"al"silenciamiento"del" gen"asociado." Esto" ya"se"ha"postulado" antes" (DávalosG
Salas"et"al.,"2011),"e"incluso"dicha"secuencia"de"eventos"se"ha"correlacionado"con"la"desG
localización"de"CTCF"hacia"el"citoplasma"celular"en"casos"de"cáncer"de"mama"esporádico"
(DiNardo"et"al.," 2001;"Butcher"et" al.," 2004;"Butcher"y"Rodenhiser," 2007)."Debido" a"que"
reconocen"la"misma"secuencia," se"ha"propuesto"que"el" parálogo" de" CTCF"Hermano# del#
regulador# de# sitios# improntados/proteína# tipo# CTCF" (BORIS/CTCFL," por" sus" siglas" en"
inglés)"puede"desplazar"a"CTCF"de"sus"sitios"de"unión,"o"reemplazarlo"una"vez"disociado"
éste" (Butcher" y" Rodenhiser," 2007;" MartinGKleiner," 2011;" SotoGReyes" y" RecillasGTarga,"
2010)"permitiendo"la"metilación"del"DNA."Consideramos,"sin"embargo,""que"ésta"no"es"la"
única"manera"en"la"que"se"puede"promover"la"disociación"de"CTCF"y"con"ello"exponer"las"
islas"CpG"al"efecto"de"metilGtransferasas.
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Como" ya" se" mencionó," la" exposición" a" metales" también" produce" epimutaciones" y" el"
desplazamiento"de"Zn"en"presencia"de"Cd,"Pb"Cobre,"Níquel,"Cobalto"o"Hierro"(Cu,"Ni,"Co,"
Fe," respectivamente)"es"un"caso"particular"de"la"etiología"de"estas"alteraciones." "Existen"
reportes" de" la" aSinidad" que" estos" iones" presentan" por" los" sitios" coordinados" por" Zn"
(Galaris" y"Evangelou," 2002)"pero," especíSicamente," se" reconoce"el" efecto" negativo"que"
ejercen" sobre" las" estructuras" de" dedos" de" zinc." Si" bien" las" diferencias" en" su" aSinidad"
(Cu>Cd>Zn>Co>Ni" (Predki" y" Sarkar," 1992)" permiten" que" estos" iones" desplacen"
facilmente"al"Zn," tanto"la"estructura"de"los"dedos"como" la"función"de"la"proteína"se"ven"
comprometidas"(Predki"y"Sarkar,"1994;"Asmuss"et"al.,"2000;"Zawia"et"al.,"2000;"Basha"et"

Modificación post-
traduccional

Residuo modificado Funciones reguladas

Acetilación

H2A (K5)
H2B (K12,K15)

H3 (K9, K14, K18, K23, 
K56y)

H4 (K5, K8, K12, K16)

Transcripción, reparación, 
replicación,

 condensación

Metilación de lisinas 
(mono-, di-, tri-)

H3 (K4, K9, K27, K36, K79)
H4 (K20)

Transcripción y reparación

Metilación de 
argininas (mono-, di-, 

tri-)

H3 (R2, R8, R17, R26)
H4 (R3)

Transcripción

Fosforilación de 
serinas

H2B (S14)
H3 (S10, 2S8)

H4 (S1)

Transcripción, reparación, 
replicación,

condensación 

Fosforilación de 
treoninas

H3 (T3)

Transcripción, reparación, 
replicación,

condensación 

Ubiquitinación H2A (K119)
H2B (K120h/123y)

Transcripción y reparación

ADP-ribosilación 
(argininas)

H2B (E2) Transcripción

Sumoilación
H2A
H2B
H4

Transcripción

Des-aminación de 
arginina mono-met a 
citrulina (no en R di-, 

tri-met)

H3
H4

Transcripción

Isomerización de 
prolinas

H3 (P30y, P38y) Transcripción

Biotinilación
H2A (K9, K13, K125, K127, 

K129)
H3 (K4, K9, K18)

H4 (K8, K12)

Silenciamiento génico, 
condensación mitótica,
silenciamiento génico

Tabla92.9Resumen9de9modificaciones9de9histonas.9Algunas"de" las"modificaciones"
postGtraduccionales"mas"conocidas,"los"residuos"en"las"que"se"encuentran"y"las"funciones"
que"regulan"(Modificado"de"Heath,"2007"basado"en"Kouzarides,"2007"y"Hassan,"2006).
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al.,"2003)."Si"en"lo"que"respecta"a"las"proteinas"de"reparación," la"sola"desGestabilización"
de"sus"dedos"de"Zn"es"lo"suSicientemente"signiSicativa"para"promover"la"acumulación"de"
daño"al"DNA"y"dar"pie"a"un"proceso"carcinogénico,"las"consecuencias"de"los"efectos"que"la"
exposición" a"metales" puede" tener" sobre" CTCF" serían," en" teoría," más" graves," pues" los"
blancos" que" involucra" son"muchos" más" y" las" funciones" comprometidas" van" desde" la"
regulación"del"transcriptoma"hasta"la"estabilidad"del"genoma.

PLANTEAMIENTO9DEL9PROBLEMA

En"vista"de"que"CTCF" tiene"11"dedos"de"zinc"que"la"convierten"en"un"blanco"susceptible"
al" efecto"nocivo" de" los"metales"(Ong"y"Corces," 2009;" Yusufzai"et"al.,"2004;"Zlatanova" y"
Caiafa,"2009)"resulta"de"interés"determinar"si"este"factor"nuclear"está"involucrado"en"las"
fases"tempranas"del"proceso"de"transformación"celular"inducido"por"la"exposición"a"PbG
CdGAs."Esto"dado"que"el"silenciamiento" transcripcional"de"genes"supresores"de"tumores"
por" la"hipermetilación"de"sus"promotores"es"un"evento" clave"en"la" tumorigénesis" " que"
conlleva" a" la" adquisición" de" los" marcadores" típicos" del" cáncer" (Esteller," 2007)" y" la"
pérdida" de" función" de" CTCF" puede" modiSicar" el" perSil" de" metilación" celular" para" dar"
inicio"al"proceso"de"transformación"celular.

HIPÓTESIS

La"exposición"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs"alterará"la"función"y"en"particular"la"localización"
nuclear"de"CTCF"causando"cambios"en"los"patrones"de"metilación"del"DNA."

OBJETIVO

Evaluar"el"efecto"de"la"exposición"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs"sobre"el"factor"nuclear"CTCF"y"
su"papel"en"el"proceso"temprano"de"transformación"celular.
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" Objetivos9particulares
ॐ9Evaluar"los"efectos"de"la"exposición"a"la"mezcla"PbGCdGAs"sobre"la"localización"""

"" """""de"CTCF
ॐ"Evaluar"los"cambios"en"la"metilación"del"DNA,"tanto"a"nivel"global"como"local,""

" """""durante"la"transformación"celular."

MATERIALES9Y9MÉTODOS

Cultivo#celular#y#tratamiento#

La" células"usadas" fueron" Sibroblastos" embrionarios"murinos" de" la" línea"celular"Balb/c"
3T3" (ATCC," No." CCLG163," también" conocido" como" sistema" de" trasformación" de" dos"
fases)."Las"células"fueron"incubadas"a"37°C,"5%"CO2"y"95%"humedad."El"medio"usado"en"
todos" los" estudios" fue" Dulbecco’s" ModiSied" Eagle’s" Medium" (DMEM)" de" baja" glucosa"
(Gibco),"y"complementado"con"glucosa,"bicarbonato"de"sodio"(Merk),"1%"de"antibióticoG
antimicótico"(penicilina/estreptavidina/anfotericina,"Gibco),"10%"de"suero"fetal"bovino"
(SFB," Gibco)" para" la" fase" de" iniciación" y" 2%" de" SFB" " para" la" fase" de" promoción"
respectivamente"y"2%"de"insulinaGtrasferrinaGselenioGA"(ITS)"para"el"medio"de"la"fase"de"
promoción"(Gibco).

Fig 4.  Esquema de las fases del ensayo de transformación celular. Fase de Iniciación (días 1-6), fase de promoción 
(días 7-25).  El tratamiento iniciador (N-Metil-N’-Nitro-n-Nitrosoguanidina, MNNG) se administra al primer día del 
ensayo, mientras que el promotor (12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato, TPA) se administra tres veces a lo largo de la 
segunda fase (Modificado de Tsuchiya et al, 2005).
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Se"agregaron"al"medio" 50"µl" de"NGmetilGN´GnitroGNGnitrosoguanidina" (MNNG)"para"una"
concentración" Sinal" de" 2.872" µM" (Sigma)" y" 100" µl" de" 12GoGtetradecanoilforbolG13G
acetato" (TPA)" para" una" concentración" Sinal" de" 0.162µM" (Sigma)." Los" metales" de" la"
mezcla"de"plomo"(Pb)"4.8"µM,"cadmio"(Cd)"2.7"µM"y"arsénico"(As)"2"µM"fueron"obtenidos"
de"acetato"de"plomo,"cloruro"de"cadmio"y"arsenito"de"sodio"respectivamente"(Merk)."Se"
agregaron"36.7µl"de"la"mezcla"al"medio."Las"células" fueron"cultivadas"en"cajas"p100"con"
7x104" células" para" los" grupos" control" (Co)"y" 90"mil" células" para" los" grupos" tratados"
(MNNG"y"Met),"poniendo"en"cada"caja"4"cubreGobjetos""de"18x18"centímetros.

Modelo#de#transformación#celular#de#dos#fases

Las" células" son" cultivadas" con" diferentes" concentraciones" de" SFB" para" las" etapas" de"
iniciación"(días" 1G6)"y" promoción"(días"7G25)"y"se"utilizan"tanto" un" iniciador"como"un"
promotor"conocidos"para"obtener"el"control"positivo"de"transformación:"

ॐ9MNNG"en"la"iniciación,"un"mutágeno"que"presenta"mucha"aSinidad"por"el"NG7"
" """""de"las"guaninas,"por"lo"que"produce"transversiones"al"formar"pares"anómalos"
"" """""con"timina"(Fang"et"al.,"2001;"Sakai,"2007).

ॐ"TPA"en"la"promoción,"un"éster"de"forbol"capaz"de"activar"a"la"PKC"y"de"este"
" """"""modo"estimular"el"ciclo"celular"(Rebois"y"Patel,"1985).

Después" de" 25" días" de" cultivo" bajo" las" condiciones" antes" descritas" las" células" son"
procesadas" por" tinción" de" Giemsa" y" analizadas" al" microscopio" para" identiSicar" las"
características" morfológicas" de" focos" de" transformación:" coloración" intensa," diametro"
mayor"o"igual" a"2"mm,"orientación"celular"azarosa"en"los"bordes"del"foco"y"crecimiento"
en"multiGcapa"(Sasaki"et"al.," 2012b)."Los" focos"identiSicados"se"cuentan"para"determinar"
la"eSiciencia"relativa"de"formación"de"colonias"(Fig"3).

Este" modelo" está" validado" por" la"Agencia" de" Protección" Ambiental" (EPA)," la" Agencia"
Internacional" para" la" Investigación" sobre" el" Cáncer" (IARC)"y" el" Instituto" Nacional" del"
Cáncer" (NCI)" y" es" usado" para" evidenciar"el" efecto" iniciador" y/o" promotor" de" agentes"
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químicos" en" la" transformación" celular" de" manera" reproducible" y" altamente" sensible"
(Ohmori"et"al.,"2004).

InmunoUluorescencia

Las" células" se" cultivaron" en" cajas" p100" usando" dos" cubreobjetos" estériles" para" cada"
condición," cosechándolas" a" baja" conSluencia." Las" muestras" fueron" lavadas" con" PBS" y"
Sijadas"por"40"minutos"con"paraformaldehído"4%"(PFA)"y"permeabilizadas"con"solución"
amortiguadora" de" fosfatos" con" tritón"al" 2%" (PBSGTritón)." Se"usó" PBS" con"suero" fetal"
bovino"al"1%"(PBSGFBS)"durante"40"minutos"a"temperatura"ambiente"para"el"bloqueo."A"
partir" de" este" paso" y" después" de" cada" incubación," las" muestras" fueron" lavadas"
alternando"un"enjuague"con"PBS,"un"lavado"de"5"minutos"con"PBSGTritón"y"otro"enjuague"
con"PBS," con"el" Sin"de" retirar" el" exceso" de"proteínas"del" suero" y/o" de"anticuerpos." Los"
anticuerpos"primario" 1:50"(IgG"de"conejo" vs" CTCF;"Sta"Cruz)"y" secundario" 1:100"(IgGG
FITC"de"cabra"vs"conejo;"ZyMed)"o"1:200"(IgGGAlexa488"de"cabra"vs"conejo;" Invitrogen)"
se"colocaron"por"goteo"y" las"incubaciones"se"hicieron"a"37°C"en"cámara"húmeda"por"40"
minutos." La" contratinción" nuclear" se" realizó" durante" la" incubación" con" el" anticuerpo"
secundario," agregando" 5"µl" de"DAPI" 100"µg/ml" a" la" solución," 5"minutos" antes" de"que"
transcurrieran"los"40"minutos"de"dicha"incubación."Una"vez"lavadas," la"muestras"fueron"
montadas" usando" medio" de" montura" de" Dako" (Fluorescent" Mounting" Medium;" Dako"
Cytomation)." Las" muestras" fueron" analizadas" por" microscopía" epiSluorescente" (Carl"
Zeiss,"Axiostar"plus,"AxioCam"IGc1)"y"confocal"para"hacer"reconstrucciones"de"las"células"
completas"con"aproximadamente"10"cortes"de"5µm"cada"uno" (Carl"Zeiss,"LSM"Duo"710,"
Axio"Observer"2.1." Láser"de"argón"de"488"nm"para"visualizar"FITC."Láser"multifotónico"
Coherent"(Chameleon)"a"420"nm"para"visualizar"DAPI).

Electroforesis#unicelular#(ensayo#cometa#modiUicado)

Las"células"fueron"cosechadas"utilizando"PBSGEDTA"0.2%"para"contarlas"y"usar"la"misma"
cantidad"de" células" por"reacción." Se" tomó" una" alícuota" con"aproximadamente"100"mil"
células"y"se"centrifugó"a"1200"rpm"durante"5"minutos"para"poder"quitar"el"sobrenadante"
y"resuspender"el"botón"de"células"en"150"µl"de"agarosa"de"bajo"punto"de"fusión"al"1%."Se"
tomaron"75"µl" para"poner"50"mil"células"por"goteo" en"extremos"opuestos"de"laminillas"
previamente"cubiertas"con"150"µl"de"agarosa"regular"al"1%"(Sigma),"cubriendo"las"gotas"
con"cubreGobjetos"de"18x18mm"(Knittel)"para"expandir" las" células" embebidas"en"ellas."
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Una" vez" solidiSicada" la" agarosa," se" removieron" los" cubreobjetos" y" se" guardaron" las"
laminillas"a"4°C"en"buffer"de"lisis"por"al"menos"1"h"(2.5M"NaCl," 100"mM"EDTA," 10"mM"
Tris"pH"10," adicionado"con"10%"DMSO,"1%"Triton"XG100"(J.T."Baker," Invitrogen,"Sigma)"
(Rojas"et"al.,"2000).

Previo" a" la"digestión" enzimática" las" laminillas" fueron" enjuagadas" en"buffer"de" lavado"
para"remover"el" exceso" de"sales"(Tris"pH"10"50"mM," EDTA"10"mM"(Sigma," Invitrogen)."
Cada"laminilla"fue"incubada"con"10"µl"de"la"enzima"NotI"(GC’GGCCGC)"diluída"según"las"
indicaciónes"del"proveedor"(Fermentas)"o" con"10"µl"de"buffer," colocando" cada"reactivo"
sobre" la" agarosa" solidiSicada" en" extremos" opuestos" de" la" laminilla" y" poniendo"
cubreobjetos"encima"para"evitar"que"se"evaporara"el"reactivo"durante"la"incubación."Las"
muestras" fueron"incubadas"por" 30"minutos" a" 37°C" y" luego" lavadas" en"buffer" de" paro"
(Tris"pH"10"50"mM"(Sigma)," EDTA"200"mM"(Invitrogen)"por"5"minutos"para"detener"la"
reacción"enzimática."Las"laminillas"se"colocaron"de"inmediato"en"buffer"de"electroforesis"
(NaOH" 300" mM" (J." T." Baker)," Na2EDTA" 1" mM" (Invitrogen)," pH" >13)" en" una" cámara"
horizontal" (Maxicell)" para" llevar" a" cabo" el" protocolo" a" 0.8" V/cm" y" 300" mA" por" 10"
minutos," sin" dar" tiempo" adicional" para" el" desenrrollamiento" del" DNA." Las" laminillas"
fueron"lavadas"dos"veces"por"5"minutos"en"buffer"de"neutralización"(Tris"0.4"M"(Sigma),"
pH" 7.5)" a" temperatura" ambiente," y" luego" deshidratadas" con" etanol" absoluto" por" 5"
minutos.

Las" células" se" analizaron"con" un"objetivo" de" 20x"en"un"microscopio"Olympus"BMXG60"
acoplado"a""Sluorescencia"(Siltro"de"excitación"de"515G560"nm"y"Siltro"de"barrera"de"590"
nm)"usando"20"µl"de"una"solución"de"bromuro"de"etidio"(Sigma)"20"µg/ml"y"colocando"
un" cubreobjetos" del" lado" a" analizar" de" cada" laminilla." (Valverde" et" al.," 2002)." Los"
parámetros"de"migración"del"DNA"(largo"de"la"cola"del"cometa,"porcentaje"de"DNA"en"la"
cola" del" cometa" y" momento" de" la" cola" de" Olive" (OTM)" fueron" evaluados" usando" el"
software"Komet"v3.0"(Kinetic" Imaging)"analizando"100"células"por"condición,"cada"una"
de"éstas"con"su"réplica"biológica."Para"estimar"el"valor"neto"producido" por" la"digestión"
enzimática"la"media"obtenida"de"las" laminillas" tratadas" con"buffer"de"cada"tratamiento"
fue"restada"de" la"media"obtenida"en"la"laminilla"correspondiente"tratada"con"la"enzima"
(Collins,"2009).
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ModiUicación#de#DNA#con#bisulUito#de#sodio#

Se"extrajo"DNA"de"las"células"cosechadas"usando"DNAzol"(Gibco)"y"se"cuantiSicó"usando"
un"NanoDrop"(NDG1000"Spectrophotometer)."Se"usaron"2"µg"de"DNA"para"cada"reacción"
de"bisulSito"de"sodio"ajustando"el"volúmen"a"18"µl"con"agua"bidestilada."Se"calentaron"las"
muestras"a"95° C"por"dos"minutos"y"transcurrido"ese"tiempo"se"pusieron"en"hielo"por"5"
minutos." Se"añadieron"2"µl" de"NaOH" 3"M"para" desnaturalizar" el" DNA" y" se" incubó"por"
cinco" minutos" a" 37°C." Pasado" el" tiempo" de" incubación," se" adicionaron" 12" µl" de"
hidroquinona"10"mM"y"208"µl"de"bisulSito"de"sodio"3"M"a"pH"5,"se"mezcló"ligeramente"y"
se"adicionaron"100µl"de"aceite"mineral"antes"de"poner"las"muestras"a"incubar"a"50°C"por"
14"horas"en"oscuridad.

Se" congelaron" las"muestras" a"G70°C"para"poder" retirar"el" aceite"mineral" y" después" se"
pasaron"por"columas"Wizard"(Promega)"para"eliminar"el"bisulSito"y"resuspender"el"DNA"
en"agua"bidestilada." Se"agregaron"5.5"µg"de"NaOH"3"M"y"se"incubaron"las"muestras"por"
15"minutos"a"37°C"para"desulfurar"el"DNA"y"posteriormente"se"precipitó"toda"la"noche"a"
G70° C"con"20"µg"de"glucógeno," 33.3"µl"de"acetato"de"amonio" 5"M"a"pH"7.0"y"300"µl"de"
etanol" 100%." Se" centrifugaron" las" muestras" a" 4° C"por" una" hora" a" 13,000" rpm" para"
remover"el"etanol"y"después" lavar"el"pellet"con"300"µl" de"etanol"70%." Se"dejó" secar" el"
DNA"y"luego"se"resuspendió"en"30"µl"de"agua"bidestilada."

Diseño#de#oligonucleótidos

Se"usaron"oligos"con"secuencia"modiSicada"por"bisulSito"de"sodio"para"el"reconocimiento"
y"ampliSicación"de"la"región"promotora"de"los"genes"ogg1" y"p53."Para"el"diseño"de"cada"
oligo"se"usó" la"secuencia"que"se"localiza"a"dos"mil"pares"de"bases"río"arriba"del" sitio"de"
inicio"de"la"transcripción"de"cada"gen"y"se"buscó"ampliSicar"una"zona"que"cumpliera"con"
las"características"de"un"promotor"de"alto"contenido,"o"bien"de"contenido"intermedio"en"
CpGs,"según"el"algoritmo"descrito"por"Weber"et"al."(Weber"et"al.,"2007):

Tasa#de#CpGs##=##(Número#de#CpGs)#(Número#de#pb)#/#(Número#de#Cs)#(Número#de#Gs)

# ###donde#CpG## =#####nucleótidos#en#contexto#5’I#CG#I3’#

# ### ##pb## =#####pares#de#bases

##### ### ##C## =#####citosina

## ### ##G## =#####guanina
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OGG1

Secuencia"original:
5‘GGAACTCCAAAGAAAGCCCATCTCTCCACGCTCGGACTGGAGCGCGGGTAGCTGTGCCGCAGGCTGTAGCCAGG
GCGAGCAAACCTGAGACTGGCCTCTGAAGCCTGGGAAGCCCGAGATGGCGCATTCGGGGCCTCCTGACAAGACGT
GGAGGGGACAGCGCTGAAAAATCACTGCCTCAGAAGAGGCTCGGTGGAGAAAGGCTTGAGCAGGGGAGGATGAG
ATTCTTTCGGTTTATTTCTTGAGACAGAGTCTCGCCATGAAGCCCAGCCTAGTTAAGCTTCAAACGTGCCTCCCGC
CTCTGCCTACCGAGTTCTGGGACGACCGGTGTGTACCACTACGCCCCGCAATGATGTGGCTCCAGTGCGGGCCAGC
ACGAGAAGTTGCAGGCAGGCCCTGAGATTGCACCGAAAGCCCTGAAATGGCAGAGCCGGGTCTCTGGCAGCCAAT
CGCCAAGCAGCGAGGCCAGCAGGCCAACCGCTCCCACCTCACAGGCCCGCCCACTCCGGCACTCCCGAGTTCTCAT
TGGTGCTTCGTACTTTCTTCTCGGATTGGCTACCTCTAGGGTCAAATAAGCGGGAGCAAGGATCTACTTCCGGTG
GGAGTAAACTGGGACCCGGAAGAACCATACTGGCGCGCCTTTCCAAACCTCGAGGGCTGCGCAGGAGGAGGAGG
CGCGCGCCGGGAGGTCCTGGGGGCGGGGCCACGTCCGGAGGAAGAGGCGGGGCGTGCTGCACGGGAGAGCGGAG
TGGGGCGTTTAGGGGTTTGGTGGTGTGCGAGAGGCTTTCCTACGAGGAGAGGGAAATTCATTCAACAGGGACTC
AAATTAAAATTACACCGGACCCATAAGCTAGGACCCACGGTGCTACACTCCCGGTGTGTGTGGTCACTTGTGTGC
GAGGCTTTAGGACTTGGGAAAGTCGAGTTCTGATTGGACAGTGCCGTAATGGGCTGGGGCTGCTAGCCGAATGTT
ATTCCGTTCCTGGCTGCCTAGCAGCATGAGACATCGCACCCTAAGCTCCAGCCG3’

Secuencia"modiSicada"con"bisulSito"de"sodio:
5‘GGAATTTTAAAGAAAGTTTATTTTTTTACGTTCGGATTGGAGCGGGTAGTTGTGTCGTAGGTTGTAGTTAGGGC"
GAGTAAATTTGAGATTGGTTTTTGAAGTTTGGGAAGTTCGAGATGGCGTATTCGGGGTTTTTTGATAAGACGTGG
AGGGGATAGCGTTGAAAAATTATTGTTTTAGAAGAGGTTCGGTGGAGAAAGGTTTGAGTAGGGGAGGATGAGAT
TTTTTCGGTTTATTTTTTGAGATAGAGTTTCGTTATGAAGTTTAGTTTAGTTAAGTTTTAAACGTGTTTTTCGTT
TTTGTTTATCGAGTTTTGGGACGATCGGTGTGTATTATTACGTTTCGTAATGATGTGGTTTTAGTGCGGGTTAGT
ACGAGyAAGTTGTAGGTAGGTTTTGAGATTGTATCGAAAGTTTTGAAATGGTAGAGTCGGGTTTTTGGTAGTTAA
TCGTTAAGTAGCGAGGTTAGTAGGTTAATCGTTTTTATTTTATAGGTTCGTTTATTTCGGTATTTTCGAGTTTTT
ATTGGTGTTTCGTATTTTTTTTTCGGATTGGTTATTTTTAGGGTTAAATAAGCGGGAGTAAGGATTTATTTTCGG
TGGGAGTAAATTGGGATTCGGAAGAATTATATTGGCGCGTTTTTTTAAATTTCGAGGGTTGCGTAGGAGGAGG
AGGCGCGCGTCGGGAGGTTTTGGGGGCGGGGTTACGTTCGGAGGAAGAGGCGGGGCGTGTTGTACGGGAGAGCGG
AGTGGSGGCGTTTAGGGGTTTGGTGGTGTGCGAGAGGTTTTTTTACGAGGAGAGGGAAATTTATTTAATAGGG
ATTTAAATTAAAATTATATCGGATTTATAAGTTAGGATTTACGGTGTTATATTTTCGGTGTGTGTGGTTATTTGT
GTGCGAGGTTTTAGGATTTGGGAAAGTCGAGTTTTGATTGGATAGTGTCGTAATGGGTTGGGGTTGTTAGTCGAA
TGTTATTTCGTTTTTGGTTGTTTAGTAGTATGAGATATCGTATTTTAAGTTTTAGTTG3’

Oligos"para"la"PCR"sensible"a"metilación"(MSGPCR)"

Secuencias"metiladas
Forward:"5'GGATTCGGAAGAATTATATTGGCG3'""Tm"="63.36;"CpG"="2
Reverse:"5'GCCTCGTAAAAAAACCTCTCGG3'""Tm"="63.67;"CpG"="2

30



Producto"de"la"ampliSicación
5'GGATTCGGAAGAATTATATTGGCGCGTTTTTTTAAATTTCGAGGGTTGCGTAGGAGGAGGAGGCGCGCGTCGGG"
AGGTTTTGGGGGCGGGGTTACGTTCGGAGGAAGAGGCGGGGCGTGTTGTACGGGAGAGCGGAGTGGGGCGTTTAG"
GGGTTTGGTGGTGTGCGAGAGGTTTTTTTACGAGGG3'

Secuencias"noGmetiladas
Forward:"5'GGGGATTTGGAAGAATTATATTGGTG3'""Tm=61.34
Reverse:"5'GTCCTCATAAAAAAACCTCTCACG3'""Tm=58.63

Producto"de"la"ampliSicación
5'GGATTTGGAAGAATTATATTGGTGTGTTTTTTTAAATTTTGAGGGTTGTGTAGGAGGAGGAGGTGTGTGTTGG"
GAGGTTTTGGGGGTGGGGTTATGTTTGGAGGAAGAGGTGGGGTGTGTTGTATGGGAGAGTGGAGTGGGGTGTTT
AGGGGTTTGGTGGTGTGTGAGAGGTTTTTTTATGAGGG3'

p53
Secuencia"original:
5‘GGAAAACAGTCTTTACAGAGAGTGATAAGGACTGTACAGGAAATTAAACACGGTGGTGCGATACCAAGTATCT"
CGGAGAACACGTTAGATTGAGATACTATGAAAAGCCTTTCTAAAGTGACATTTTAGCTAATGAGGGGAAAAAGA
ACTTAGGGGCCCGTGTTGGTTCATCCCTGTACTTGGAAGGCCTAAAGCAGGAAGACGGCCGCGAATTCCAGGCC
AGCCTTGGCTACAAAGACTCTGTCTTAAAAATCCAAAAAGATGGCTATGACTATCTAGCTGGATAGGAAAGAGCA
CAGAGCTCAGAACAGTGGCGGTCCACTTACGATAAAAACTTAATTCTTTCCACTCTTTATACTTGACACAGAGGC
AGGAGTCCTCCGAATCGGTTTCCACCCATTTTGCCCTCACAGCTCTATATCTTAGACGACTTTTCACAAAGCGT
TCCTGCTGAGGGCAACATCTCAGGGAGAATCCTGACTCTGCAAGTCCCCGCCTCCATTTCTTGCCCTCAACCCACG
GAAGGACTTGCCCTTACTTGTTATGGCGACTATCCAGCTTTGTGCCAGGAGTCTCGCGGGGGTTGCTGGGATTGG
GACTTTCCCCTCCCACGTGCTCACCCTGGCTAAAGTTCTGTAGCTTCAGTTCATTGGGACCATCCTGGCTGTAGGT
AGCGACTACAGTTAGGGGGCACCTAGCATTCAGGCCCTCATCCTCCTCCTTCCCAGCAGGGTGTCACGCTTCTCC
GAAGACTGGGTAAGTAATTGATGAGCGTGACGAGACCTCTCGGTCACTGGCTCTCTCCGTTTGCATCCATAAAA
CTAGAGAAAACCGTGGGGTG3’

Secuencia"modiSicada"con"BisulSito"de"Sodio:
5‘GGAAAACAGTCTTTACAGAGAGTGATAAGGACTGTACAGGAAATTAAACACGGTGGTGCGATACCAAGTATCTC"
GGAGAACACGTTAGATTGAGATACTATGAAAAGCCTTTCTAAAGTGACATTTTAGCTAATGAGGGGAAAAAGAA
CTTAGGGGCCCGTGTTGGTTCATCCCTGTACTTGGAAGGTTTAAAGTAGGAAGACGGTCGCGAATTTTAGGTTA
GTTTTGGTTATAAAGATTTTGTTTTAAAAATTTAAAAAGATGGTTATGATTATTTAGTTGGATAGGAAAGAGTA
TAGAGTTTAGAATAGTGGCGGTTTATTTACGATAAAAATTTAATTTTTTTTATTTTTTATATTTGATATAGAGG
TAGGAGTTTTTCGAATCGGTTTTTATTTATTTTGTTTTTATAGTTTTATATTTTAGACGATTTTTTATAAAGCG
TTTTTGTTGAGGGTAATATTTTAGGGAGAATTTTGATTTTGTAAGTTTTCGTTTTTATTTTTTGTTTTTAATTTA
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CGGAAGGATTTGTTTTTATTTGTTATGGCGATTATTTAGTTTTGTGTTAGGAGTTTCGCGGGGGTTGTTGGGATT
GGGATTTTTTTTTTTTACGTGTTTATTTTGGTTAAAGTTTTGTAGTTTTAGTTTATTGGGATTATTTTGGTTGTA
GGTAGCGATTATAGTTAGGGGGTATTTAGTATTTAGGTTTTTATTTTTTTTTTTTTTAGTAGGGTGTTACGTTTT
TTCGAAGATTGGGTAAGTAATTGATGAGCGTGACGAGATTTTTCGGTTATTGGTTTTTTTCGTTTGTATTTATAA
AATTAGAGAAAATCGTGGGGTG3’

Oligos"para"la"PCR"sensible"a"metilación"(MSGPCR)"

Secuencias"metiladas
Forward:"5'GTTTAAAGTAGGAAGACGGTCGCG3'""Tm"="62.93;"CpG"="3
Reverse:"5'GACCGATTCGAAAAACTCCTACCG3'""Tm"="63.85;"CpG"="2

Producto"de"la"ampliSicación
5'GTTTAAAGTAGGAAGACGGTCGCGAATTTTAGGTTAGTTTTGGTTATAAAGATTTTGTTTTAAAAATTTAAAA"
AGATGGTTATGATTATTTAGTTGGATAGGAAAGAGTATAGAGTTTAGAATAGTGGCGGTTTATTTACGATAAAA
ATTTAATTTTTTTTATTTTTTATATTTGATATAGAGGTAGGAGTTTTTCGAATCGGTG3'

Secuencias"noGmetiladas
Forward:"5'GAGGTTTAAAGTAGGAAGATGGTTGTG3'""Tm=60.59
Reverse:"5'GACCAATTCAAAAAACTCCTACCTCTG3'""Tm=62.52

Producto"de"la"ampliSicación
5'GTTTAAAGTAGGAAGATGGTTGTGAATTTTAGGTTAGTTTTGGTTATAAAGATTTTGTTTTAAAAATTTAAAA"
AGATGGTTATGATTATTTAGTTGGATAGGAAAGAGTATAGAGTTTAGAATAGTGGTGGTTTATTTATGATAAAA
ATTTAATTTTTTTTATTTTTTATATTTGATATAGAGGTAGGAGTTTTTTGAATTGGTG3'

El"producto" ampliSicado" se"puriSicó"mediante"electroforesis"en"un"gel"de"agarosa"al"1%"
para" después" cortar" la" banda" correspondiente" al" peso" del" fragmento" de" interés" y"
recuperar" el" DNA" usando" el" kit" QIAquick" (Quiagen)" siguiendo" las" indicaciones" del"
proveedor."

Preparación#de#bacterias#competentes

Se" usaron" bacterias" de" la" cepa" DH5α." El" protocolo" para" la" preparación" de" bacterias"
competentes" se" llevó" a" cabo" usando" un"mechero" para"producir" un"medio" estéril." Las"
bacterias" se" sembraron"en"5"ml"de"medio" LB" sin"antibiótico" y" se" incuban" "a"37°C," en"
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agitación"a"200"rpm," toda"la"noche." Se"resembró"una"alícuota"de"4"ml"en"400"ml" de"LB"
(dilución"Sinal" de"1:200),"usando"un"matraz" de"un"litro,"a"37°C"en"agitación"a"200"rpm,"
hasta"alcanzar"una"densidad"óptica"de"0.4"G"0.6"a"630"nm."Se"centrifugó"a"400"rpm,"a"4°C,"
durante"15"minutos"para"resuspender"en"20"ml"de"Buffer"de"Transformación"1"(TBF1"pH"
5.8," 1.2" g" RbCl," 0.99" g" MgCl," 3"ml" CH3CO2K" 1" M," pH" 7.5," 0.15" g" CaClG2H2O," 11.9" ml"
Glicerol)," las"bacterias" se" incubaron"en"hielo"20"minutos" y"después"se" centrifugaron"a"
400"rpm"a"4°C,"durante"15"minutos"para"resuspender"en"7"ml"de"TBF2"("2"ml"MOPS"0.5"
M," pH" 6.8," 0.12"g" RbCl," 1.1" g" CaClG2H2O," 11.9" ml" Glicerol)." Se" incubaron" en" hielo" 20"
minutos"y"se"hicieron"alícuotas"de"100"µg"para"almacenar"a"G70°C.

Transformación#de#bacterias#mediante#un#choque#térmico

El" producto" ampliSicado" de"los" genes" se" ligó" al" plásmido"pGEMGT"Easy" (Promega)"por"
medio" de" una" reacción" de" ligación" con" la" enzima" T4" (Promega)." El" protocolo" de"
transformación"se" llevó" a"cabo"usando" un"mechero" como"medio"estéril."Se"usaron"5"µl"
del" DNA" obtenido" de" la" reacción" de" PCR" y" se" mezclaron" con" 100" µl" de" bacterias"
competentes."Los"tubos"se"pusieron"en"hielo"durante"30"minutos"y"después"se"incubaron"
a"42°C"durante"60"segundos." Inmediatamente"después," los"tubos"se"volvieron"a"colocar"
en"hielo"por"dos"minutos"y"pasado"el"tiempo"se"les"agregó"a"cada"uno"1"ml"de"medio"Lb"
sin" ampicilina" (Amp)" y" se" incubaron" a" 37° C" durante" una" hora." Los" tubos" se"
centrifugaron"por"cinco"minutos"a"5000"rpm"y"se"decantó"el" sobrenadante."El"pellet"fue"
resuspendido"en"el"poco"medio"que"quedó"en"cada"tubo," se"plaqueó"en"cajas"petri"p100"
con"agar"Lb"con"100"µg/ml"de"Amp"y"éstas"se"incubaron"a"37° C"durante"toda"la"noche.

Se"seleccionaron"las"colonias"de"bacterias"transformadas"y"con"ellas"se"inocularon"4"ml"
de"medio"LB"con"100"µg/ml"de"Amp."Se"incubó"toda"la"noche"a"37°"C"agitando"a"200"rpm."
Las" bacterias" se" centrifugaron" 5"minutos" a" 10,000" rpm" y" se" extrajeron" los" plásmidos"
usando" el" kit" QIAprep" Spin" (Quiagene)" siguiendo" las" instrucciones" del" proveedor." Se"
digirió" una" alícuota" de" los" plásmidos" para" conSirmar" la" presencia" del" fragmento" de"
interés"usando"la"enzima"EcoR1"(New"England)."Las"muestras"se"digirieron"durante"dos"
horas"a"37° C"y"se"corrieron"en"un"gel"de"agarosa"al"1.5%."
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RESULTADOS

Potencial#carcinogénico#del#PbICdIAs"
Para"corroborar"la"capacidad"transformadora"de" la"mezcla"de"metales,"se"establecieron"
las" condiciones" del" ensayo" de" transformación" celular" de" dos" fases" y" se" evaluó" la"
eSiciencia"relativa""de"formación"de"colonias." "El"análisis"morfométrico"para"el"conteo"de"
focos"de"transformación"celular"conSirmó"el"potencial"carcinogénico"que"tiene"la"mezcla"
de" PbGCdGAs." Al" administrar" la" mezcla" de" metales" como" tratamiento" promotor" la"
eSiciencia"relativa"de"transformación"fue"mayor" con"respecto"al" control," pero"la"mezcla"
resultó" ser" mejor" iniciador" del" proceso" de" transformación" celular" porque," como" se"
observa" en" la" gráSica" (Fig" 5)," la" eSiciencia" relativa" de" formación" de" colonias" sólo" fue"
signiSicativa"al"usar"la"mezcla"como"tratamiento"iniciador."

*
**

Fig9 5.9 ETiciencia9 relativa9 de9 formación9 de9 colonias." Conteo" de" focos" de" transformación"
celular," tras"25"días"de"cultivo,"identiSicados"por"tinción"de"Giemsa"intensa" ," diametro"mayor" o"
igual"a"2"mm,"orientación"celular"azarosa"y"crecimiento"en"multiGcapa." Células"Balb/c" 3T3"bajo"
condiciones"control," tratadas" solo" con"el"promotor"(TPA),"tratadas"solo"con"el"iniciador"(MNNG)"o"
tratadas"usando"la"mezcla"de"metales"como"iniciador"(PbGCdGAs/TPA),"como"promotor"(MNNG/PbGCdG
As)"o" como"ambos" (PbGCdGAs/PbGCdGAs)."Para"el"control"positivo"de"transformación"se"utiliza"MNNG"
como"iniciador"y"TPA"como"promotor."n"="2."Anova"de"una"vía,"**"p<0.01,"*"p<0.05""
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Fig$6.$Efecto$del$tratamiento$con$la$mezcla$de$metales$sobre$la$localización$de$CTCF.$(A)$Inmuno*detección$de$CTCF$(verde)$en$células$Balb/c$3T3$bajo$condiciones$control$y$a$las$4,$24,$48$
y$72$horas$post*tratamiento$con$Pb*Cd*As.$Contratinción$nuclear$realizada$con$DAPI$(azul).$(B)$Amplificación$digital$del$recuadro$mostrado$en$A.$Panel$superior,$control$negativo.$66x
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Efecto#de#la#mezcla#de#PbICdIAs#sobre#CTCF

Con"el"propósito"de"evaluar"los"efectos"de"la"exposición"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs"sobre"la"
localización" del" factor" nuclear," se" realizó" una" inmunoSluorescencia" contra" CTCF" para"
determinar" si" el" tratamiento" con" la" mezcla" de" metales" inducía" algún" cambio" en" su"
localización"y/o"abundancia"relativa"(Fig"6)."

El" análisis" confocal" y" las" reconstrucciones" realizadas" a" partir" de" las" células" en"
condiciones"control"y"de"aquellas" tratadas"por"cuatro" horas" con"MNNG"mostraron"que"
después" de" 72" horas" CTCF" se" localiza" únicamente" en" el" núcleo." De" acuerdo" a" lo"
reportado" en"la"literatura," la"marca"se"distribuye"en"las" regiones"de"cromatina"laxa." Sin"
embargo,"en"las"células"tratadas"por"cuatro"horas"con"la"mezcla"de"PbGCdGAs," el"análisis"
mostró" como" la" marca" de" CTCF" ahora," además" de" ser" nuclear," se" observa" en" el"
citoplasma," con" una" distribución" casi" uniforme" a" través" del" nucleoplasma." Estos"
resultados" nos" llevan" a" suponer" que" la" exposición" aguda" a" la"mezcla" de"PbGCdGAs" es"
capaz"de"comprometer"la"localización"de"CTCF.

Con"base"en"este"resultado"y"debido"a"la"capacidad"que"CTCF"tiene"por"proteger"las"islas"
CpGs" " de" su" metilación" aberrante," se" buscó" determinar" si" su" reGlocalización" inducía"
cambios" en" el" estado" de" metilación" global" y/o" local" del" genoma" durante" la"
transformación"celular."

Análisis#global#de#metilación

A"Sin"de"evaluar"el"estado"global"de"metilación"en"las"células"expuestas"a"la"mezcla"de"PbG
CdGAs" se" hizo" un" ensayo" cometa"modiSicado" usando" NotI," una" enzima" de" restricción"
sensible" al" estado" de" metilación" del" DNA" (Fermentas)" y" se" estimó" el" estado" de"
metilación"del"DNA" basándonos"en"el" porcentaje"del"DNA" que"migró" a" lo" largo" del" gel"
durante" la" electroforesis" (i.e." porcentaje" de" DNA" en" la" cola" del" cometa)." El" análisis"
anterior" tiene" como" base" teórica" el" hecho" de"que"NotI" es" incapaz" de" realizar" el" corte"
endonucleolítico" cuando" la" primera" citosina" de" su" secuencia" blanco" está" metilada"
(C5met)," así"que"un"incremento"en"la" tasa"de"metilación"a"nivel"genómico"produce"una"
disminución"en"el"sustrato"de"esta"enzima"y"con"ello"una"disminución"en"el"porcentaje"de"
DNA"en"la"cola"de"los"cometas.
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Al"comparar" los"valores" obtenidos" de" los" diferentes" días" de"muestreo" se" observó" que,"
con"relación"al"control,"el"DNA"estaba"hipometilado"a"las"24"y"48"horas"postGexposición"a"
la"mezcla"de"metales"(Fig" 7)." Sin" embrago," a" las" 72"horas" postGexposición"se"presentó"
una"disminución"en"el"porcentaje"de"DNA"en"la"cola"de"los"cometas," lo"cual"sugiere"una"
hipermetilación"en"el" genoma"celular"a" las"72"horas" del" ensayo"de"transformación." De"
este"modo,"se"corroboró"que""que"la"exposición"por"4"horas"a"la"mezcla"de"metales"puede"
alterar"los"patrones"de"metilación"de"las"células"expuestas.

Selección#de#genes#candidatos#para#el#análisis#local#de#metilación

Con" el" propósito" de" determinar" si" los" cambios" en" el" estado" de" metilación" podían"
repercutir""directamente"en"el"perSil"de"expresión"génica,"se"decidió"evaluar"el"estado"de"
metilación"de""los"promotores"de"algunos"genes"candidatos."Éstos"se"escogieron"con"base"
en"los"resultados"de"un"microGarreglo"de"mRNA"realizado"previamente"en"nuestro"grupo"
de" trabajo" para" la" línea" celular" Balb/c" 3T3" y" bajo" las" condiciones" antes" descritas." Se"
evaluaron"los"cambios"en"la""expresión"génica"inducidos"por"la"exposición"a"la"mezcla"de"

Fig97.9Porcentaje9de9DNA9en9la9cola9del9cometa."Ensayo"cometa"modificado"con"la"enzima"
sensible"a"metilación"NotI."Nucleoides" provenientes" de"células"Balb/c" 3T3"en"condiciones"
control"o"tratadas"con"la"mezcla"de"PbGCdGAs."n"="2."T"de"Student,"***"p<0.001

***
***

***
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metales"en"la"fase"de"iniciación"(72"horas)." De"la"plétora"de"genes" que"se"encontraron"
subGexpresados" (<" G1.5" veces" de" cambio)" se" seleccionaron" aquellos" cuyas" regiones"
promotoras" correspondieran" a" islas" CpG" y" unieran" a" CTCF" in# vivo," para" lo" cual" se"
consultó"la"base"de"datos"de"la"Universidad"de"California"en"Santa"Cruz"(UCSC,"n.d.)."

Fig9 8.9 Esquema9 de9 la9 región9 promotora9 de9 ogg1.9 En" la" parte" superior" del" esquema" se" muestra" la"
posición"del" gen" ogg1" en" el" cromosoma" humano" 3" (3p25)." En "la" parte" inferior" se"muestra," en" orden"
descendente,"el"marco"de"lectura"del"gen"así"como"sus"variantes"de"splicing,"el"sitio"de"unión"de"CTCF,"la"
isla" CpG"asociada"al"promotor"y" las" marca"de"histonas" asociadas" a" promotores" H3K4Me3"y"H3K4Me1."
Tomado"de"UCSC"Genome"Browser."

Fig9 9.9 Esquema9 de9 la9 región9 promotora9 de9 p53.9 En" la" parte" superior" del" esquema" se" muestra" la"
posición"del "gen"p53" en" el" cromosoma" humano" 17"(17p13)." En" la" parte" inferior" se"muestra," en "orden"
descendente," el"marco" de"lectura"del"gen"así"como"sus"variantes"de"splicing,"el"sitio"de"unión "de"CTCF,"la"
isla" CpG" asociada" al" promotor" y" las" marca"de"histonas" asociadas" a"promotores" H3K4Me3"y"H3K4Me1."
Tomado"de"UCSC"Genome"Browser."
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Los"genes"seleccionados"fueron"el"de"la"8Ghidroxiguanosina"DNA"glicosilasa"(ogg1,"Fig"8.)""
y"el"supresor"tumoral"p53#(Fig"9.)."El"primero"debido"a"que"algunos"estudios"indican"que"
la"exposición"a"metales"compromete"la"vía"de"reparación"por"escisión"de"bases,"en"donde"
ésta"participa."El" supresor"tumoral"p53" se"escogió" como"control"negativo"de"metilación"
durante"la"exposición"a"metales,"puesto"que"es"sabido"que"el"promotor"de"este"gen"no"se"
regula" por" metilación" del" DNA," sino" por" modiSicaciones" de" histonas" (SotoGReyes" y"
RecillasGTarga,"2010).

Análisis#local#de#metilación#con#MSIPCR

Se"hicieron"PCRs" sensibles" a"metilación"(MSGPCR)"en"donde" los" oligonucleótidos" para"
ogg1"mostraron"una"diferencia"en"el"estado"de"metilación"entre"las"muestras"obtenidas"a"
las" cuatro" y" 72"horas"postGexposición"a"la"mezcla"de"metales." En" todos" los" casos"hubo"
ampliSicación"de"las"secuencias"reconocidas"por"ambos"tipos"de"oligonucleótidos,"pero"el"
apareamiento" de" los" oligonucleótidos" diseñados" para" reconocer" las" secuencias"
metiladas"fue"mayor"con"las"muestras"obtenidas"a"las"72"horas"postGexposición"(Fig"10)."

Por"otro" lado"y" consistente"con" los"datos"publicados," al" usar" los"oligonucleótidos"para"
p53"solo"hubo"ampliSicación"en"las"muestras"en"las" que"se"usaron"los" oligonucleótidos"
diseñados"para"reconocer"las"secuencias"noGmetiladas"(Fig"11)." Se"usó"DNA"metilado"in#

Fig9 10.9 PCR9 sensible9 a9 la9 metilación9 (MS\PCR)9 de9 la9 región9 promotora9 del9 gen9
ogg19murino.9Amplificación"con"oligos" para" secuencias"noGmetiladas" (U)" y"metiladas"
(M)" de" muestras" con" 4" y" 72" horas" postGtratamiento" modificadas" con" bisulfito" de"
sodio."DNA"metilado" in# vitro" (IVD)"usado" como"control" positivo" de"amplificación"para"
los" oligos" de" secuencias" metiladas." DNA" obtenido" de" células" Balb/c" 3T3" cultivados"
bajo"condiciones"control"o"tratadas"con"la"mezcla"de"PbGCdGAs.
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vitro# (IVD," por" sus" siglas" en" inglés)# como" control" positivo" de" ampliSicación" para" los"
oligonuclótidos"diseñados"para"reconocer"las"secuencias"metiladas."

Análisis#local#de#metilación#por#secuenciación

En"vista"de" las" diferencias" en"el" estado" de"metilación"que" fueron" evidenciadas" con"el"
ensayo" de"MSGPCRs," se" decidió" comprobar" por"medio" de" la" transformación" del" DNA"
genómico" con" bisulSito" de" sodio," ampliSicación," clonación" y" secuenciación" de" los"
productos,"el"patrón"especíSico"para"cada"CpG"de"las"secuencias"de"los"promotores"de"los"
genes" analizados." Al" alinear" las" secuencias" generadas" se" pudo" observar" que" el"
tratamiento"con"la"mezcla"de"metales"indujo"un"incremento"del"43.15%"en"la"metilación"
de" la" región" analizada" de" la" isla" asociada" al" promotor" de# ogg1," sin" embargo" este"
fenómeno" solo" se" pudo" apreciar" 72" horas" después" de" la" exposición" a" la" mezcla" de"
metales" (Fig" 12)." De" modo" opuesto," la" región" analizada" en" la" isla" CpG" asociada" al"
promotor" de" p53" no" mostró" un" cambio" representativo" en" su" estado" de"metilación" a"
causa"del"tratamiento"con"la"mezcla"de"metales"(Fig"13).

Las" MSGPCRs" y" la" secuenciación" de" sus" productos," mostraron" que" en" efecto" hay" un"
cambio" en" la" metilación" de" la" región" promotora" del" gen" analizado," mismo" que" se"
encuentra"subGexpresado"en"el"microGarreglo"antes"descrito."Más"aún," que"este"cambio"
es"dependiente"de"la"exposición"aguda"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs.

Fig9 11.9 PCR9 sensible9 a9 la9 metilación9 (MS\PCR)9 de9 la9 región9 promotora9 del9 gen9
p539 murino.9 Amplificación"con"oligos" para" secuencias" noGmetiladas" (U)"y" metiladas"
(M)" de" muestras" con" 4" y" 72" horas" postGtratamiento" modificadas" con" bisulfito" de"
sodio."DNA"metilado" in#vitro" (IVD)"usado" como" control"positivo"de"amplificación"para"
los" oligos" de" secuencias" metiladas." DNA" obtenido" de" células" Balb/c" 3T3" cultivados"
bajo"condiciones"control"o"tratadas"con"la"mezcla"de"PbGCdGAs.
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Fig912.9Análisis9del9estado9de9metilación9por9bisulfito9de9sodio9y9secuenciación9del9promotor9del9gen9ogg19murino.9Amplificación"de"una"región"de"200"pb"
del"promotor" de"ogg1."Muestras" con"4"y" 72"horas" postGtratamiento" convertidas"por" bisulfito"de" sodio."DNA"obtenido"de" células" Balb/c" 3T3"cultivados" bajo"
condiciones"control"(Co)"o"tratadas"con"la"mezcla"de"PbGCdGAs."Los"cuadros"negros"representan"CpGs"metilados"y"los"blancos"CpGs"noGmetilados."( )"Nucleótidos"
mutados."( )"Nucleótidos"que"no"fueron"secuenciados.
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Fig9 13.9 Análisis9 del9 estado9de9 metilación9 por9 bisulfito9de9 sodio9y9 secuenciación9 del9 promotor9 del9 gen9 p539murino.9
Amplificación"de"una"región"de"200"pb"del"promotor"de"p53."Muestras"con"4"y"72"horas"postGtratamiento"convertidas"por"bisulfito"de"
sodio."DNA"obtenido"de"células"Balb/c"3T3"cultivados"bajo"condiciones"control"(Co)"o" tratadas"con"la"mezcla"de"metales"(Me)."Los"
cuadros"negros"representan"CpGs"metilados"y"los"blancos"CpGs"noGmetilados."( )"Nucleótidos"mutados.
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DISCUSIÓN

La"exposición"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs"a"concentraciones"de"relevancia" epidemiológica"
fue" capaz" de" inducir" ciertas" alteraciones" asociadas" a" la" regulación" epigenética" de" la"
homeostasis" celular." De" manera" especíSica," la" inmunoSluorescencia" mostró" como" la"
exposición" a" la" mezcla" de" metales" es" capaz" de" alterar" parcialmente" la" localización"
nuclear"de"CTCF,"una"proteína"con"funciones"que"van"desde"regulación"transcripcional"
hasta"organizador"espacial"del"genoma,"puesto"que"la"marca"Sluorescente"de"dicho"factor"
se" encontró" dispersa" en"el" interior" del" núcleo" e" inclusive" fuera"de"éste," en" el" citosol."
Como"ya"se"mencionó,"este"fenómeno"se"ha"descrito"previamente"en"casos"de"cáncer"de"
mama" esporádico," sin" embargo" las" inmunohistoquímicas" donde" se" detectó" el"
desplazamiento"de"CTCF"al"citoplasma"celular"provenían"de"biopsias"de"tumores,"por"lo"
que" podría" pasar" por" un" evento" tardío" en" el" proceso" tumorigénico" (Butcher" y"
Rodenhiser,"2007)."En"nuestro"caso"este"fenómeno"fue"evidente"72"horas"después"de"dar"
inicio"a"un"proceso"de"transformación"celular"inducido"por"la"exposición"conjunta"a"PbG
CdGAs," lo" que"habla"de"un"evento" considerablemente"temprano" en"la"tumorigénesis."La"
desGlocalización" de" CTCF" y" el" consecuente" silenciamiento" de" genes" debido" a" la"
metilación"del"DNA"puede"explicar"los"cambios"en"la"expresión"génica"observados"desde"
fases"tempranas"en"el"proceso"de"transformación"celular."Cabe"mencionar"que,"debido"a"
que"el"efecto"de"desGlocalización"fue"exclusivo"del"tratamiento"con"la"mezcla"de"metales,"
la" transformación" celular" que" desencadena" la" exposición" al" mutágeno" MNNG" debe"
llevarse"a"cabo"a"través"de"mecanismos"alternos," independientes"del"silenciamiento"por"
metilación" de" los" genes" que" aparecen" subGexpresados" en" el" microarreglo" antes"
mencionado."

El" análisis" del" ensayo" cometa" modiSicado" mostró" que" la" exposición" de" 4" horas" a" la"
mezcla" de" PbGCdGAs" fue" capaz" de" inducir" la" hipometilación" del" DNA" a" nivel" global,"
pasadas" 24" y" 48" horas" de" exposición." De" manera" interesante," este" fenómeno" fue"
temporal," lo" que" apunta" a" un" proceso" de" reGmetilación" del" DNA," que" ocasiona" la"
hipermetilación"observada"a" las"72"horas"postGexposición"y"que"fue"evidenciada"por" la"
disminución" en" los" sitios" de" corte" disponibles" para" la" enzima" sensible" al" estado" de"
metilación" Not" I." El" comportamiento" observado" ha" sido" propuesto" previamente" por"
Mass"y"Wang"(1997)"para"adjudicar"los"patrones"del" fenotipo"metilador"en"cáncer"a"un"
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fenómeno" secuencial" desencadenado" por" un" agente" exógeno" que" induce" la"
hipometilación"de"regiones" normalmente"metiladas"(i.e." secuencias" repetidas," regiones"
pericentroméricas," regiones" teloméricas," etc.)." La" disminución" en" la" tasa" global" de"
metilación" activa" a" las" metilGtransferasas" de# novo" (DNMT3a/b)" como" mecanismo" de"
protección"de" la" integridad"del"genoma"pero," a"causa"de"una"regulación" ineSiciente," las"
metilGtransferasas"metilan" secuencias" que"antes" estaban"desmetiladas." Ellos"proponen"
que"esto"da"origen"a"la"hipermetilación"local,"también"característica"del"genoma"celular"
en"cáncer" (Takiguchi" et" al.," 2003)." Nuestros" resultados" indican" que" la" exposición"a" la"
mezcla"de"PbGCdGAs"tiene"la"capacidad"de"alterar"de"manera"epigenética"el"estado"basal"
de"la"célula"al"poco" tiempo"de"la"exposición."Es"debido" a"que"estas"alteraciones"pueden"
ser"transmitidas"a"la"siguiente"generación"celular"que"el"efecto"de"la"exposición"a"PbGCdG
As"sobre"la"metilación"del"genoma"podría"dar"inicio" fácilmente"a"la"selección"clonal"que"
conduce"a"la"transformación"celular.

En"cuanto"a"la"evaluación"del"grado"local"de"metilación"tras"la"exposición"a"la"mezcla"de"
PbGCdGAs," los" resultados" de" la" ampliSicación" con" la" MSGPCR" muestran" como" el"
tratamiento"aumentó" la"tasa"de"metilación"en"la"región"analizada"del"promotor"de"ogg1."
Si" bien"el" efecto" no" fue" total," como" se" aprecia" por" la" ampliSicación" constante" con" los"
oligonucleótidos"que"reconocen"las"secuencias"noGmetiladas,"si"hubo"un"enriquecimiento"
en" la" marca" epigenética" de" esta" secuencia," mismo" que" fue" conSirmado" mediante" el"
protocolo"de"transformación"del"DNA"por"bisulSito"de"sodio"y"secuenciación."

Los"resultados"conSirmaron"de"manera"cuantitativa"que"el"tratamiento"con"la"mezcla"de"
PbGCdGAs"conduce"a"un"incremento"en"la"metilación"de"la"región"analizada"del"promotor"
de"ogg1."Se"observaron"varios"grados"de"metilación"a"lo"largo"de"la"región"promotora"del"
mismo"gen."A"pesar"de"que"4"horas"después"de"la"exposición"a"la"mezcla"de"PbGCdGAs"la"
secuencia" analizada" resultó" estar" prácticamente" desmetilada" (apenas" un" 0.76%" de"
metilación),"se"ampliSicó"la"misma"secuencia"usando"los"oligonucleótidos"diseñados"para"
reconocer"dinucleótidos"CpG"metilados." Aunque"esta"ampliSicación"fue"similar"a"la"que"
se" presentó" en" el" grupo" control," no" es" despreciable" porque" fue" mayor" al" grado" de"
metilación"observado" en"el"gen"p53," nuestro" gen"control."Esto" se"puede"deber"a"que," a"
pesar"de"que"el"protocolo" de"MSGPCR" solamente"analiza"el" grado"de"metilación"en"una"
porción"muy"reducida"del"gen," el"resultado"se"obtiene"a"partir"del"DNA"extraído"de"todo"
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un"cultivo" celular." Si"existiera"DNA"metilado" en"la" región"promotora"del" gen"ogg1," por"
poco" que" fuera," sería" ampliSicado" y" su" presencia" se" vería" reSlejada" después" de" la"
electroforesis."Es"por"ello" que"la"ausencia"de"metilación"en"el"mismo"grupo,"de"acuerdo"
con"los"resultados"del"protocolo"de"bisulSito"de"sodio"y"secuenciación,"se"puede"deber"a"
que" la" cantidad" de" secuencias" generadas" por" la" PCR" es" muchas" veces" mayor" que" la"
cantidad"de"clonas"que"se"generaron"a"partir"de"ellas,"ya"que"cada"bacteria"adquiere,"en"
teoría," una" sola" variante"del"promotor"de"ogg1." De" este"modo," si" el"DNA" metilado" era"
poco," no" se" vería" en" la" secuenciación" Sinal," a" menos" que" se" incrementara"
considerablemente"la"cantidad"de"clonas"para"el"análisis."

Cabe" hacer" énfasis" en" que" las" condiciones" de" experimentación" empleadas" han" sido"
aprobadas" por" la" IARC"para"la" identiSicación"de"xenobióticos," o" mezclas" de"éstos," que"
representen"un"riesgo"a" la"salud"pública"por"su"capacidad"carcinogénica," de"modo"que"
los" resultados" obtenidos" vislumbran," a" nivel" molecular," algunos" de" los" eventos"
involucrados" en"el"proceso"carcinogénico"temprano"desencadenado"por"la"exposición"a"
la"mezcla"de"PbGCdGAs."Más"aún,"estos"mecanismo"también"pueden"estar"presentes"en"la"
malignización"de"células" humanas"comprometidas"en"un"proceso" tumorigénico"a"causa"
de"la"exposición"a"la"mezcla"de"metales,"debido"a"que"la"región"promotora"analizada"está"
conservada"en"el"genoma"humano"con"un"porcentaje"de"identidad"del"73%"(NCBI,"n.d.)."
Esta"misma" zona"ha" sido" identiSicada" por" el" grupo" de" Barski" et" al.," (2007)" como" una"
región" enriquecida" en" CTCF" y" puesto" que" los" sitios" de" unión" a" CTCF" también" están"
conservados"en"vertebrados"(Siepel"et"al.,"2005;"Kim"et"al.,"2007),"propusimos"que"en"el"
genoma"murino" el" factor" de" transcripción"CTCF" también" juega"un"papel" regulatorio" a"
nivel"epigenético.

Para"ponderar"esta"teoría"evaluamos"in# silico#la"región"promotora"del"gen#ogg1"murino"
en"busca"de"sitios"potenciales"de"unión"a"CTCF"(University"of"Essex,"n.d.)"e"identiSicamos"
cuatro" sitios" probables" para" la" unión" del" factor" de" transcripción" en" la" secuencia"
analizada."Ahora"bien,"dado"que"se"sabe"de"la"unión"de"cerca"de"15000"sitios"para"CTCF"
en"el" genoma" (Xie"et"al.," 2007)"y"que"dichos"sitios" se"encuentran"muy" conservados," se"
puede" deducir" que" en" el" genoma" murino" la" región"promotora" de" ogg1" también" está"
Slanqueada"por"CTCF." Esto"permitiría"una"cromatina"permisiva"a"la"transcripción"pero,"
ante"la"disociación"de"este"factor"de"transcripción"inducida"por"la"mezcla"de"PbGCdGAs,"el"
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promotor" se"vuelve" susceptible" al" efecto" de" las" metilGtransferasas," lo" cual" conduce"al"
eventual"silenciamiento" del"gen," favoreciendo"el" proceso"de"transformación"celular." Sin"
embargo," aún" resta" comprobar" dicho" supuesto" de" manera" experimental" en" los"
Sibroblastos"murinos"empleados"en"el"modelo"de"transformación"de"dos"fases.

CONCLUSIÓN

El"proceso"de"transformación"celular"desencadenado"por"la"mezcla"de"PbGCdGAs"se"vale"
de"varios"mecanismos," dentro" de" los" cuales" se" encuentran"aquellos"que" involucran" la"
regulación" epigenética." El" trabajo" realizado" corroboró" esto" con"el" análisis" del" estado"
global"de"metilación"y"el"estudio"de"secuencias"especíSicas"y"nos"permitió"conSirmar"que"
la"desGlocalización"de"CTCF" observada"después"de"una"exposición"a"PbGCdGAs," es" capaz"
de"alterar" los"patrones"celulares"de"metilación"del"DNA." Aunado"a"esto," el"estudio"nos"
permitió" ratiSicar" que" se" puede" presentar" una" hipermetilación" especíSica" en" los"
promotores"de"los"genes"asociados"a"islas"CpGs,"lo"que"nos"permite"suponer"que"la"subG
expresión"de"los"genes"detectados"con"el"microarreglo"se"puede"deber"al"silenciamiento"
causado" por" la" metilación" de" sus" promotores." Si" bien" únicamente" se" evaluó" un" gen"
blanco" (ogg1)"de" los"muchos" candidatos" que"arrojó" el" microarreglo"del" transcriptoma"
analizado," el" resultado" indica"que" la" hipótesis" es" correcta" y"que" la" desGlocalización"de"
CTCF" propicia" la" hipermetilación" y" el" silenciamiento" de" algunos" de" los" genes" que"
impiden"la"transformación"celular.""

PERSPECTIVAS

Los"resultados"obtenidos"muestran"que"los"patrones"de"metilación"se"ven"alterados"ante"
la" exposición" a" la" mezcla" de" PbGCdGAs," pero" resta" veriSicar" que" dicho" fenómeno" sea"
ocasionado" " por" el" desplazamiento" del" factor" nuclear" CTCF." Por" esta" razón," conviene"
reSinar"el"trabajo"aquí"descrito"puntualizando"el" análisis"de"la"localización"del" factor"de"
transcripción." Para" conocer" la" proporción" de" la" desGlocalización" de" ésta" proteína," se"
propone"evaluar"su"concentración"en"fracciones"nucleares"y"citoplásmicas."De"este"modo"
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se" pueden" comprobar" de" manera" cuantitat iva" los" resultados" de" las"
inmunoSluorescencias"y"las"reconstrucciones"realizadas"a"partir"de"ellas."

En" cuanto" al" desplazamiento" del" factor" de" transcripción," se" propone" conSirmar" esta"
hipótesis" inmunoGprecipitando" las" secuencia" a" las" que" se" une" CTCF" en" los" genes"
analizados" y" así" corroborar" si" el" efecto" evidenciado" en"este" trabajo" se" genera" por" la"
disociación" de" la" proteína" después" del" tratamiento" con" la" mezcla" de" PbGCdGAs." Sin"
embargo," aún" falta" conSirmar" si" los" metales" de" la" mezcla" utilizada" son" capaces" de"
desplazar" al" Zn"del" sitio" de"coordinación"que"ocupa" en" las" estructuras" de"dedos" zinc."
Esto"puede"ser"evaluado"por"microscopía""electrónica,"a"Sin"de"identiSicar"la"ubicación"de"
los"iones"metálicos"en"el"interior"de"la"célula"y"a"la"vez"veriSicar"si"éstos"colocalizan"con"la"
proteína"CTCF.""

Fig9 14.9 Diagrama9 de9 flujo9 de9 las9 perspectivas9 del9 proyecto.9 El" panel" izquierdo" muestra" las"
cuestiones" del" proyecto" que" quedan" pendientes" por" estudiar9 y" el" panel" derecho" muestra" la"
metodología"con"la"que"se"propone"resolver"cada"una"de"ellas.
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