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RESUMEN  

 

ANTECEDENTES: El cáncer cérvicouterino es una de las primeras causas de mortalidad 

por cáncer en mujeres a nivel mundial. De acuerdo con el Globocan, en el año  2008 

se registraron 530,232 casos nuevos y fallecieron 275,008 pacientes; ocupó el 

segundo lugar en frecuencia, con una tasa de incidencia de 15.3 x 100,00 habitantes y 

de mortalidad  de 7.8 x 100,000 habitantes. Gemcitabina es un agente útil para el 

tratamiento del cáncer cérvico-uterino: permite el manejo de las pacientes con 

insuficiencia renal; en enfermedad loco-regional incrementa la supervivencia global y 

la tasa de respuesta, al añadirse a quimioterapia. El silenciamiento de genes 

responsables del transporte y activación metabólica de  gemcitabina se asocian a 

resistencia a este antimetabolito. El objetivo de este proyecto fue evaluar los 

mecanismos de regulación epigenética implicados en el desarrollo de resistencia a 

gemcitabina.  

METODOLOGIA:  Se indujo resistencia a gemcitabina en la línea celular Calo, con la 

exposición a dosis crecientes de gemcitabina. Se evaluó el estado de metilación de las 

regiones promotoras de los genes hENT1 y dCK, así como cambios en la actividad de 

desacetilasas de histonas y marcas permisivas y represivas en el código de histonas.  

RESULTADOS: Se documentó silenciamiento de los genes hENT1 y dCK en la línea 

celular resistente a gemcitabina. Este silenciamiento no se asoció a metilación del 

promotor. El tratamiento con hidralazina revirtió la resistencia a gemcitabina y la re-

expresión de estos genes. No se documentaron cambios significativos en la actividad 

de la desacetilasa de histonas, ni en los niveles de acetilación de H3 y H4. El análisis 

por inmunoprecipitación de cromatina  mostró incremento en la marca H3K9me2 en 

las regiones promotoras de estos genes, que correlacionaron con hiper-expresión de 

la metilasa de histonas G9A. Así mismo, la hidralazina inhibió la actividad de 

metiltransferasa de G9A in vitro y la inhibición de este gen a través de iRNA contra 

G9a revirtió la resistencia a gemcitabina.  

CONCLUSIONES: Estos resultados demuestran que la resistencia adquirida a 

gemcitabina se asocia a disminución en la expresión de hENT1 y dCK; esto se 

encuentra regulado por un mecanismo independiente de metilación del DNA y se 

asocia a hiperexpresión de la metiltransferasa G9A. La hidralazina revierte la 

resistencia a gemcitabina en la línea celular CaLo a través de inhibir a la 

metiltransferas de histonas G9A. 
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ANTECEDENTES. 
 

I. Cáncer cervicouterino. 

El cáncer cérvicouterino es una de las primeras causas de mortalidad por cáncer 

en mujeres a nivel mundial. De acuerdo con el Globocan, en el año  2008 se 

registraron 530,232 casos nuevos y fallecieron 275,008 pacientes; ocupó el 

segundo lugar en frecuencia, con una tasa de incidencia de 15.3 x 100,00 

habitantes y de mortalidad  de 7.8 x 100,000 habitantes (Globocan,2008). De 

acuerdo con la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia, el cáncer 

cérvicouterino invasor se clasifica  en 4 etapas, I, II, II y IV, como se señala en la 

siguiente tabla (AJCC, 2010):   

Tumor primario (T):  

      I  Carcinoma cervical confinado al útero (sin extensión al 

cuerpo). 

    IA  Carcinoma invasor con invasión al estroma no  
mayor a 5 mm, medidos a partir de la base del epitelio y 
extensión horizontal de 7 mm o menor.  
IA1: La invasión medida en el estroma no supera los 3     
       mm de profundidad y 7 mm de diámetro.  
IA2: La invasión del estroma está entre 3 y 5 mm de  
       Profundidad y no supera 7 mm de diámetro.  
 

     IB  Clínicamente  visible, confinado al cérvix o con  
extensión  mayor al  IA. Toda lesión  
macroscópicamente visible incluso con una invasión  
superficial es un cáncer de estadio IB. 
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IB1: Lesiones clínicas de tamaño máximo de 4 cm.  
IB2: Lesiones clínicas de tamaño superior a 4 cm.  
 
 

    II   Carcinoma cervical con invasión al útero, sin extensión  
a la pared pélvica  o al tercio inferior de vagina.  

   
   IIA  Sin invasión de parametrios.  La invasión afecta los dos  

Tercios superiores de la vagina.  
 
IIA1: Lesión clínicamente visible, hasta de 4 cm. en su 
diámetro mayor. 
II A 2: Lesión clínicamente visible mayor  de 4 cm. en su 
diámetro mayor. 

  
 

     IIB   Con invasión de parametrios, pero la pared de la pelvis  
    no está afectada. 
 
 
    III   El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el  

tercio inferior de vagina, y/o produce hidronefrosis o riñón  no 
funcional.  
 

     IIIA  Involucra el tercio inferior de vagina, sin extensión a la  
pared pélvica. 
 

IIIB Extensión a la pared pélvica y/o hidronefrosis, o riñón 
no  funcional.  

 
IVA El tumor invade la mucosa de la vejiga o recto, y/o se 

extiende  más allá de la pelvis verdadera. 
 

             IV B  Extensión a órganos distantes.  
 

 
 
 
La etapa I se trata con cirugía o procedimientos locales con lo cual la mayoría se 

cura, sin embargo, las etapas (II-IV) también llamadas localmente avanzadas son 

las más frecuentes y se tratan con quimio-radioterapia. La adición de 

quimioterapia concomitante a la radioterapia estándar incrementó en 10  y 13 % la  
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supervivencia global y libre de enfermedad, respectivamente a 5 años, por lo que 

en la actualidad se considera que la administración concomitante de quimio-

radioterapia basada en cisplatino es el tratamiento estándar del cáncer 

cérvicouterino localmente avanzado [Dueñas-González, 2010]. 

   

 
II. Farmacología de Gemcitabina. 

 
La gemcitabina (2‘,2‘-difluoro 2‘deoxycytidine, dFdC) es un análogo del 

arabinósido de citosina, del que difiere estructuralmente por la presencia de dos  

derivados fluorinados en la posición  2‘ del anillo de la pentosa y ello le confiere 

propiedades farmacológicas distintas [Burris HA,1997; Sandler AB,2000; von der 

Maase H,2000; Cetina, 2004; Mini E, 2006; Gligorov J,2007; Candelaria, 2007b; 

Kaykaki A, 2008; Zucali PA, 2008; Dueñas-Gonzalez,  2010]. Inicialmente, la 

gemcitabina demostró ser un agente terapéutico eficaz en diferentes líneas 

celulares de tumores sólidos y  hematológicos, así como también en modelos 

murinos in vivo y en xenoinjertos de tumores humanos en ratones desnudos. Así 

mismo, este antimetabolito ha demostrado eficacia clínica en diferentes tumores, 

incluyendo el cáncer de páncreas [Burris,1997], cáncer de pulmón de células no 

pequeñas  (NSCLC) [Sandler,2000],  de vejiga [von der Masse, 2000], mama 

[Gligorov, 2007], ovario [Kalykaki A, 2008], cabeza y cuello, mesotelioma  [Zucali 

PA,2008], y cáncer cervical [Cetina, 2004, Candelaria, 2007b]. El papel de la 

gemcitabina en el tratamiento del cancer cervicouterino está demostrado: permite 

la administración de radioterapia en pacientes con enfermedad loco-regional e 

insuficiencia renal [Candelaria,2006a; Candelaria,2007b], y en adición a la 
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administración concomitante con quimio-radioterapia basada en cis-platino 

incrementa la tasa de respuesta patológica, lo que tiene un claro impacto en 

incrementar la supervivencia global [Candelaria 2006b] . Así mismo, un estudio 

prospectivo, aleatorio multicéntrico demostró que la adición de gemcitabina al 

tratamiento combinado de quimio-radioterapia con cisplatino, seguido de 

quimioterapia incrementa la supervivencia libre de progresión de 65 % a 74.4 % y 

la supervivencia global de 69 % a 77  % [Dueñas-González, 2011]. Lo anterior 

demuestra la utilidad de este antimetabolito en el manejo del cáncer cervical.  

 

 

Las características farmacológicas de la gemcitabina son únicas, debido a que dos 

grupos de genes son esenciales para permitir su efecto antitumoral: genes que 

codifican para transportadores de membrana, cuyos productos son responsables 

del ingreso de este pro-fármaco al interior de la célula y genes que codifican 

enzimas, las cuales catalizan su activación e inactivación. Así, parece claro que la 

regulación de estos genes puede afectar la respuesta  tumoral a este fármaco 

[Mini E, 2006; Candelaria, 2009].  

 

 

La gemcitabina es un pro-fármaco que requiere de transportarse al interior de la 

célula por los transportadores de nucleósidos y subsecuente fosforilación 

intracelular por la deoxicitidina kinasa (dCK), para formar el derivado monofosfato 

(dFdCMP), el cual se convierte a los metabolitos di- y trifosforilados (dFdCDP y 

dFdCTP, respectivamente). La citidina deaminasa (CDA) cataliza la degradación 
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de gemcitabina. La actividad antiproliferativa de gemcitabina se atribuye a 

diferentes acciones de inhibición en la síntesis del DNA [Burris HA,1997; Sandler 

AB, 2000; Mini E, 2006]: el metabolito trifosforilado (dFdCTP) inhibe a la DNA 

polimerasa [Gandhi V, 1990] y también se incorpora al DNA. Después de su 

incorporación, por la DNA polimerasa en la cadena de DNA, hace que pare la 

elongación de la cadena [Huang P,1991]. La posición del dFdCTP en la cadena de 

DNA evita la detección y reparación  del DNA [Gandhi V, 1996]. El metabolito 

difosforilado (dFdCDP) es un potente inhibidor de la ribonucléotido reductasa (RR)   

[Heinemann V,1990], y también disminuye el pool de deoxi-ribonucleótidos 

necesarios para la síntesis del DNA.  Otros mecanismos de los metabolitos de la 

gemcitabina incluyen la inhibición de la citidina trifosfato sintetasa  (CTP sintetasa) 

y la inhibición de la deoxicitidilato deaminasa (dCMP deaminasa) por el metabolito 

trifosforilado (dFdCTP)  [Heinemann V, 1992]. Además, se ha señalado que este 

último metabolito se incorpora al RNA, aunque el mecanismo no está identificado. 

Estos proceso de biotransformación de gemcitabina se ilustran en la siguiente 

figura:  
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Figura 1: Transporte y biotransformación de gemcitabina.  

 

Biotransformación de gemcitabina. 
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Los mecanismos descritos en la actualidad, implicados en la resistencia a 

gemcitabina son los siguientes: 1) disminución en la expresión de la enzima deoxi-

citidina  kinasa, que se encarga de la fosforilación inicial y activación de 

gemcitabina; 2) aumento en la actividad de enzimas encargadas del catabolismo 

de gemcitabina: citidina deaminasa y deoxicitidina mono-fosfato (dCMP) 

deaminasa; 3) disminución del transporte de nucleósidos al interior de las células; 

4) competencia con nucleótidos fisiológicos trifosforilados (dCTP), a través de un 

aumento en la expresión de citidina trifosfato (CTP) sintetasa. [Kang SP,2008;  Xu 

X, 2011]. 
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Transportadores de nucleósidos. 

Los transportadores de nucleósidos se dividen en dos grupos mayores y diferentes 

subclases, con base en la especificidad del sustrato, uso de co-transportadores de 

cationes y la sensibilidad a inhibidores farmacológicos.  

 

Los transportadores de nucleósidos (ENT, SLC29) trabajan principalmente por 

difusión facilitada. Los transportadores concentrativos (CNT, SLC28) transportan 

nucleósidos con el co-transporte de un catión a favor de un gradiente de 

concentración [Huang Y, 2007, Guzman-Gutiérrez E, 2010; Paproski RJ, 2010].  

 

Los transportadores de nucleósidos equilibrativos se expresan de manera ubícua. 

Existen cuatro subtipos  humanos de (h)ENT, hENT1, -2, -3, and -4. El gen de  

hENT1 se localiza en el cromosoma 6p21.1-21.2; el gen hENT2 en  11q12.1;  la 

localización de hENT3 está en hENT3 10q22.1 y hENT4 se localiza en 7p11.2. El 

inhibidor nitrobenzil mercaptopurina-ribonucleósido (NBMPR) distingue 

funcionalmente a hENT1, mientras que hENT2 no es sensible a NBMPR [Kong W, 

2004].  

 

El principal transportador de gemcitabina  es hENT1. Se ha demostrado una 

correlación clínica entre la sensibilidad a análogos de nucleósidos y la expresión 

de este transportador  [Gati WP, 1997; Achiwa H, 2004; Mine E, 2006]. Así mismo, 

las células deficientes de hENT1 son resistentes a análogos de nucleósidos 

[Griffiths 1997; Barnes K, 2006; Lane J, 2010]. 
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La importancia de la expresión del gen de hENT1 y su relación con la sensibilidad 

a gemcitabina se ha demostrado en diferentes entidades, tales como cáncer de 

páncreas, [Spratlin J, 2004; Giovanetti E, 2006a; Giovanetti E, 2006b], cáncer de 

mama [Mackey JR, 2002], y cáncer de pulmón [Oguri T, 2007].  La evaluación por 

inmunohistoquímica (IHC) en el tejido de 21 pacientes con cáncer de páncreas 

avanzado demostró que la expresión detectable de hENT1 se asoció 

significativamente con un incremento en la mediana de supervivencia, en 

comparación con aquéllos en los que hENT1 estuvo ausente y/o con expresión 

débil (13 vs. 4 meses; p = 0.01) [Oguri T, 2007].  Otros autores demostraron 

resultados similares en 83 pacientes con cáncer de páncreas, en quienes la 

supervivencia global fue mayor en los pacientes con mayor expresión de hENT1, 

en comparación con niveles bajos de hENT1 (mediana, 25.7; 95% intervalo de 

confianza  [95% CI], 17.6 a 33.7 meses, en comparación con una mediana de  8.5; 

95% CI, 7.0 a 9.9 meses); el significado pronóstico de la expresión de hENT1 se 

confirmó por análisis multivariado [Giovanetti E, 2006b]. Así mismo, otros autores 

[Tanaka M, 2010] demostraron en 149 pacientes con cáncer de páncreas que la 

disminución de la función del transportador hENT1 se asoció a menor respuesta a 

quimio-radioterapia con gemcitabina. De igual forma, la disminución en los niveles 

de expresión de hENT1 por inmunohistoquímica  correlacionó con el tiempo a la 

progresión (6.33 meses, en comparación con 2.83 meses) en pacientes  con 

cáncer de vías biliares tratados con gemcitabina [Santini D, 2011].  La importancia 

de la expresión de hENT1 también se ha demostrado en pacientes con cáncer de 

pulmón de células no pequeñas. Oguri y cols. [Oguri T, 2007]  demostraron que la 
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ausencia de este transportador de nucleósidos (por IHC) se asoció con ausencia 

de respuesta a quimioterapia con gemcitabina.  

 

Debido a que la expresión relativa de hENTs, y en particular de hENT1  

correlaciona con  la eficacia de gemcitabina, se requiere de un mayor 

entendimiento de los genes hENT y en particular, de su regulación transcripcional.  

 

Enzimas que participan en la biotransformación de gemcitabina:  

a) Deoxicitidina kinasa. 

Por otra parte, la expresión de dCK también se ha asociado con la sensibilidad a 

gemcitabina. Se ha demostrado en líneas celulares que la inactivación de dCK por 

mutaciones se asocia a resistencia a análogos de nucleósidos [Tanaka M, 2010]. 

Kroep y cols [Kroep JR, 2002] demostraron una relación directa entre los niveles 

de la proteína dCK y actividad enzimática , así como también una relación entre la 

actividad de dCK  y la respuesta tumoral en modelos murinos. La importancia de 

esta enzima en la sensibilidad a gemcitabina se ha confirmado por otros autores, 

quienes reportan que la transfección de dCK produce resensibilización de las 

células a citarabina y gemcitabina [Manome Y, 1996; Sebastiani V, 2006; 

Funamizu N, 2010].  

 

Sebastiani y cols [Sebastiani V, 2006] informaron en pacientes con cáncer de 

páncreas, que la expresión baja de dCK se asocia con menor supervivencia global 
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 (14.6, en comparación con  21.7 meses; p <0.04) aún después de ajustar con 

otros factores de respuesta clínica; estos resultados son consistentes con los de 

otros grupos de investigación [Galmarini CM, 2004]. Así mismo, los niveles de 

expresión de dCK son un factor pronóstico independiente que influye en la 

supervivencia libre de enfermedad y global, en pacientes con cáncer de páncreas 

resecado que reciben tratamiento adyuvante con quimio-radioterapia, basada en 

gemcitabina [Marechal R, 2010].  

 

b) Ribonucléotido reductasa. 

El metabolito difosforilado de la gemcitabina es un inhibidor de la enzima 

ribonucléotido  reductasa, enzima clave para la síntesis intracelular de 

deoxinucléotidos trifosforilados y cataliza su reducción a nucleósidos 

disfosforilados.  Esta enzima, en su forma activa está constituída por un 

heterotetrámeto, compuesto de dos homodímeros no idénticos. La subunidad 

mayor (RRM1) contiene el sitio de unión al sustrato y el sitio catalítico, así como 

los sitios efectores alostéricos, mientras que  la subunidad pequeña (RRM2) tiene 

un sitio di-férrico y un radical tirosilo, esenciales para la catálisis. 

 

La hiperexpresión de las subunidades RRM1 y RRM2 se han asociado con 

resistencia a gemcitabina  [Jordheim LP, 2005; Boukovinas I, 2008]. La hiper-

expresión de RRM1 en líneas celulares de cáncer, así como en pacientes con 

cáncer de pulmón de células no pequeñas  se asocian a pobre respuesta a la 

quimioterapia combinada con gemcitabina y cisplatino [Rosell R, 2004]. Así 
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mismo, un aumento en la expresión de mRNA de RRM1 y RRM2 se ha asociado 

con menor respuesta a gemcitabina y taxanos en pacientes con cáncer de pulmón 

[Rosell R, 2004; Boukovinas I, 2008; Souglakos J, 2008]. En contraste con estos 

resultados, otros autores [Sebastiani V, 2006; Tanaka M, 2010; Santini D, 2011] no 

han demostrado una relación entre la expresión de ribonucleótido reductasa y la 

sensibilidad a gemcitabina. Por otra parte, se ha reportado una tendencia a la 

quimiosensibilidad a gemcitabina y la presencia del polimorfismo RRM1 2462G>A 

en múltiples líneas celulares [Kwon WS, 2006].  

 

c) Citidina Deaminasa y  5´Nucleotidasa. 

La enzima citidin deaminasa (CDA) cataliza la deaminación de la deoxi-citidin 

citidina y análogos. Las nucleotidasas defosforilan los análogos de nucleósidos y 

su papel en la resistencia a fármacos es aún controversial  [Chabner BA, 1974; 

Galmarini CM, 2004].  

La enzima CDA se ha asociado con resistencia a citarabina y gemcitabina en 

casos aislados  [Yonemori K, 2005; Gilbert JA, 2006], que evaluaron la toxicidad 

secundaria a gemcitabina, en relación con la presencia de polimorfismos de 

nucleótidos aislados. Por otra parte, Kroep y cols [Kroep JR, 2002] demostraron 

que los niveles de CDA no tienen valor pronóstico, así como tampoco la relación 

en la actividad de las enzimas dCK/CDA no influyen en la sensibilidad a 

gemcitabina. Así mismo, se han secuenciado 17 polimorfismos, incluyendo uno no 

sinónimo: cSNA, 79 A>C (Lys27Gln), el cual tuvo el 66 + 5.1 (promedio + DS) de 

actividad, en comparación con la enzima silvestre y éste no se asoció con 
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diferencias en la sensibilidad a gemcitabina  [Yonemori K, 2005]. La variación en 

los niveles de CDA entre diferentes tipos tumorales puede explicar la razón de que 

los niveles de CDA no sean un factor pronóstico para la respuesta a gemcitabina 

[Gilbert JA, 2006].  

 

La actividad de 5‘nucleotidasa también se ha asociado con la resistencia a 

antimetabolitos. Aún cuando la relación de las enzimas dCK/5‘NT se ha asociado 

con resistencia a cladribina, no se ha demostrado resistencia cruzada  a 

gemcitabina en la línea celular LH60  [Schirmer M, 1998]. Por el contrario, otros 

autores demostraron que los niveles de expresión de cN-II nucleotidasa pueden 

identificar a subgrupos de pacientes con cáncer de pulmón con diferente 

evolución, al tratarse con gemcitabina, pero se requiere de mayores estudios 

prospectivos para confirmar el valor predictivo de cN-II en estos pacientes [Seve 

P, 2005].  

 

III. Epigenética y cáncer.  

Las modificaciones epigenéticas afectan la expresión génica, principalmente por 

dos mecanismos: metilación de islas CpG en el DNA genómico y modificaciones 

en los residuos de lisinas e histidinas de las histonas [Sparmann A, 2006]. 

 

La metilación de los residuos de citocinas en las islas CpG silencia al promotor al 

impedir o dificultar la acción de factores de transcripción y la interacción con los 
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complejos de RNA polimerasa II. En la actualidad se conocen cuatro tipos de DNA 

metiltransferasas (DNMT): DNMT1, -3a, -3b, -3L [Chen T, 2004].   

 

Las modificaciones postransduccionales (acetilación, metilación, fosforilación, 

ubiquitinacion, entre otras) de las histonas H3 y H4 ocurren en los extremos amino 

terminales de residuos de lisina [Smith BC, 2009]. Las histonas son el componente 

proteico del nucleosoma sobre las cuales se enrolla el DNA. Los  nucleosomas 

son la unidad básica de la estructura de la cromatina y están compuestos por un 

octámero de histonas acoplados a 147 pares de bases del DNA. Cada octámero 

de histonas contiene dos copias de las histonas H2A, -2B, -3, and -4 [Rice JC, 

2001]. La acetilación de los residuos de lisina en las histonas H3 y H4 reduce su 

interacción con el DNA en el nucleosoma, lo  cual permite el acceso de factores de 

transcripción al DNA   [Thiriet C, 1998].  El proceso  de acetilación de residuos de 

lisina se realiza por las histona-acetil transferasas (HATs) [Rice JC, 2001], por otra 

parte las deacetilasas de histonas  (HDAC‘s) remueven grupos acetilo de los 

residuos de lisina  [Rice JC, 2001]. De manera opuesta, la metilación de las colas 

de histonas aumenta la afinidad de unión del DNA al nucleosoma, lo cual produce 

una asociación estrecha entre los nucleosomas y el DNA genómico que confiere 

una configuración no permisiva para la expresión génica [Schotta M, 2004].  Por 

otra parte, las metil transferasas de histonas (HMT) no suprimen la transcripción 

en todos los casos, de hecho tienen efectos diferenciales en la expresión génica, 

en función del sitio de residuo de lisina metilado [Rice JC, 2001]. Como ejemplo, la 

metilación H3K4 se asocia a activación de la transcripción [Thiriet C, 1998]  

mientras que la metilación de la lisina 9 (H3K9) y/o de la lisina 27 (H3K27) de la 
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histona 3 se asocian a supresión de la actividad transcripcional. En particular, la 

metil-transferasa de histonas EZH2, que trimetila  H3K27 (Enhancer de Zeste-

homolog 2), y pertenece al grupo de proteínas Polycomb, interactúa con las 

DNMT‘s y es esencial para la metilación del DNA en los promotores para los 

cuales EZH2 es blanco, lo cual sugiere una acción directa entre la  represión 

génica a través de proteínas del grupo Polycomb y la metilación del DNA  [Cao R, 

2002; Simon JA, 2008; Zhou X, 2008]. Las  HMT también pueden desmetilar 

activamente y afectar la expresión génica. Se han identificado dos familias de 

desmetilasas de histonas: KDM1 (antes llamada LSD1) y las enzimas con dominio 

JmiC [Zhou X, 2008]. 

 

Recientemente se ha descrito la importancia de mecanismos epigenéticos en el 

silenciamiento de genes relacionados con el trasporte de sustratos, tales como el 

gen ABCG2 y el  Transportador Aniónico orgánico Humano 3 [Kikuchi R, 2006]. La 

evaluación in vitro del estado de metilación de tres líneas de carcinoma renal 

demostró que metilación del  promotor de UOK121 y UOK-143 y se asoció con 

proteínas  con dominio de unión a CpG (MBDs), tales como MBD2 y MeCP2. La 

desacetilasa de histonas 1 y el co-represor mSin3A se unen a la región del 

protomor que contiene islas CpG, así suprime la transcripción de ABCG2. El 

tratamiento in vitro con el desmetilante de DNA decitabina reactiva la expresión de 

ABCG2, de manera conjunta con la liberación de MBDs del promotor. Aún más, la 

asociación de H3K9 metilada, un marcador de metilación del promotor reduce con 

el tratamiento con decitabina [Kastrup IB, 2008]. Otros autores  [Worm J, 2001] 

también han demostrado que la actividad del promotor de transportadores de 
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membrana, como hOAT3 se reprime in vitro por metilación del DNA y que el 

tratamiento con el desmetilante azacitidina, de forma concentración dependiente, 

aumenta la expresión del mRNA de SLC22A8,  lo que sugiere que factores 

epigenéticos pueden tener un papel importante en la regulación de la expresión 

del  gen SLC22A8. 

 

Se ha informado que el miembro 8 de la familia de transportadores de solutos 5 

(transportador deI gen SLC5A8) también se silencia por metilación del promotor en 

carcinomas pancreáticos y de próstata y que el tratamiento con inhibidores de la 

metilación re-establecen su expresión [Park JY, 2008]. También se ha demostrado 

la regulación epigenética de otros transportadores. La hipermetilación aberrante 

del acarreador reducido de folatos (RFC) se asocia con resistencia a metotrexate 

en líneas celulares, osteosarcomas primarios, padecimientos linfoproliferativos 

[Shutoh M, 2005] y cáncer de mama [Worm J, 2001]. Así mismo, se ha 

demostrado reactivación de la proteína 1 de unión celular al retinol en cáncer 

gástrico [Shutoh M, 2005], así como del gen para el sym transportador Na+/I- en 

células de cáncer de tiroides, lo  que re-establece su capacidad para la captura de 

yodo [Kastrup IB, 2008; Provenzano MJ, 2007]. 

 

El promotor de hENT1 es rico en islas CpG, lo cual aunado a la localización 

ubícua  de este transportador, sugirió inicialmente se tratara de un gen constitutivo 

[Abdulla P, 2007]. Sin embargo, la presencia de un sólo sitio de inicio de la 

transcripción, localizado río debajo de la caja TATA con variaciones temporales en 

la expresión sugieren que pareciera estar sujeto a una  regulación transcripcional 
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y/o  post-transcripcional. Así mismo, se han identificado diferentes secuencias 

relacionadas con factores de transcripción dentro del promotor, tales como ERE, 

MAZ, Sp1, AP.2, myogenin, IRF-2, CREB, y PTF-B. P. Adicionalmente, no  se han 

encontrado regiones conservadas en el promotor dentro de otros genes hENT  

(hENT2, -3, y -4/PMAT), lo que sugiere que el promotor de cada gen humano tiene 

características únicas y solamente se ha demostrado una conservación en la 

secuencia entre hENT1 y mENT1 [Choi DS, 2000]. Aún cuando la ausencia de 

expresión de transportadores de nucleósidos, particularmente hENT1 en 

diferentes tumores se ha asociado a pobre respuesta clínica a antimetabolitos, 

como gemcitabina  [Mackey JR, 2002; Spratlin J, 2004; Giovanetti E, 2006a; 

Giovanetti E, 2006b; Oguri T, 2007], no se han descrito mecanismos de 

silenciamiento en los genes asociados a resistencia a gemcitabina. No se ha 

descrito si la regulación epigenética controla la expresión de hENT1 a través de 

metilación del promotor, o si este control está influído por otros mecanismos y ésto 

constituye un campo de investigación.  

 

También se han explorado los factores que influyen en la función y regulación 

transcripcional del gen que codifica para la enzima deoxi-citidin kinasa. El análisis 

funcional del promotor de dCK demuestra que éste es rico en islas CpG y carece 

de caja TATA, pero tiene sitios de unión a SP1 en dos cajas GC y a USF en una 

caja-E, que  son críticos para la actividad del promotor en cultivos de linfoblastos  

[Chen E, 1995]. Con base en estos resultados, otros autores [GE Y, 2003; Al-

Madhoun AS, 2004] confirmaron  que las dos cajas GC (denominadas GCa y 

GCb) y  el elemento de caja-E son regiones reguladoras importantes:  las cajas 
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GCa y –E son activadoras, en tanto que la caja GCb es represiva; también 

demostraron un efecto sinérgico de Sp1 y USF2a en la actividad del promotor del 

gen dCK.  Adicionalmente, Antonsson [Antonsson BE, 1987] demostró un 

incremento hasta del 37 % en la actividad de dCK después de tratar líneas 

celulares linfoides humanas con  5,6-dihidro-5-azacitidina, lo cual sugiere un 

control epigenético implicado en el silenciamiento del gen dCK durante el 

desarrollo de resistencia a gemcitabina.  

Recientemente, Peters y cols describieron que la metilación de la caja 3‘GC,que 

constituye el sitio de unión a SP1,  en la región promotora de dCK puede afectar la 

expresión  [Peters GJ, 2010] de dCK.  Lo anterior hace necesario un mayor 

entendimiento de los reguladores de la expresión del gen dCK que permita  

desarrollar potenciales aplicaciones terapéuticas para optimizar el tratamiento 

combinado con análogos de nucleósidos.  

 

El papel de las enzimas ribonucléotido reductasa (RR) y ciditina-deaminasa (CDA) 

en  el desarrollo de resistencia a gemcitabina es controversial y la hiperexpresión  

de ambas se ha asociado a resistencia a este antimetabolito. Es importante 

investigar  si la expresión de RR y/o CDA se asocia con hipometilación del DNA, 

hiperacetilacion de histonas o metilación de lisinas en sitos específicos que 

favorezcan su transcripción. Existe evidencia que el tratamiento con 5-aza-2´-

deoxycitidina, un inhibidor de la metilación del DNA, incrementa la actividad de 

CDA en la línea celular leucémica mieloide HL-60, y ello correlaciona con 

inducción a diferenciación. Sin embargo, no se conoce si el incremento en esta 

actividad se debe a la desmetilación del promotor o está relacionada con otros 
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mecanismos epigenéticos [Smid K, 2006; Abajo A, 2010; Zu X, 2011; Ciccolini J, 

2011].  

JUSTIFICACION DEL PROYECTO E IMPACTO. 
 
 
Los resultados con el tratamiento actual del cáncer cérvico-uterino distan de ser 

satisfactorios. Recientemente, se ha demostrado la utilidad de gemcitabina para el 

tratamiento de esta neoplasia en etapas localmente avanzadas y también en 

enfermedad metastásica.  

Existe una relación entre la expresión de hENT1 y dCK y la sensibilidad a 

gemcitabina en diferentes neoplasias. Así mismo se ha demostrado que los 

cambios epigenéticos son factores que influyen en la quimiosensibilidad de 

diferentes tumores y en la actualidad existen estudios clínicos que demuestran la 

eficacia de agentes desmetilantes, como la hidralazina, o decitabina en neoplasias 

resistentes a quimioterapia. Aún cuando la falta de expresión de hENT1, así como 

de dCK se ha asociado con pobre respuesta a antimetabolitos, tales como 

gemcitabina, [Manome Y, 1996; Kroep JR, 2002; Mackey JR, 2002; Galmarini CM, 

2004; Spratlin J, 2004 Giovanetti E, 2006a; Giovanetti E, 2006b; ; Sebastini V, 

2006; Oguri T, 2007; Tanaka M, 2010; Santini D, 2011; Funamizu N, 2010;], no se 

han descrito los mecanismos de silenciamiento de estos genes en el carcinoma 

cervico-uterino.  Por lo anterior, es importante evaluar si algún(os) mecanismo(s)  

de regulación epigenética influyen en la expresión de estos genes  y ello 

constituye el fundamente de este proyecto.  
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De demostrarse que la resistencia inducida por gemcitabina en cáncer cérvico-

uterino es debida a cambios epigenéticos en los genes implicados en el transporte 

y/o activación de este fármaco, la terapia epigenética sería una opción de 

tratamiento para pacientes con neoplasias resistentes a gemcitabina. 
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HIPOTESIS:  

Los cambios epigenéticos que silencian a los genes involucrados en el transporte 

(hENT1) o vías de activación de gemcitabina (dCK,) producen resistencia a 

gemcitabina y la reversión de estos cambios restituye la sensibilidad a este 

antimetabolito. 
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OBJETIVOS: 

1. Evaluar la sensibilidad a gemcitabina en líneas celulares de cáncer cérvico-

uterino.  

2. Evaluar la expresión de los genes hENT1, dCK, RRM1, RRM2 y CDA  y  su 

correlación con la sensibilidad a gemcitabina en líneas celulares de cáncer 

cérvico-uterino.  

3. Inducir resistencia a gemcitabina en líneas celulares de cáncer cérvico-

uterino, mediante el tratamiento con este antimetabolito. 

4. Evaluar los cambios en la expresión de los genes hENT1, dCK, RRM1, 

RRM2 y CDA en líneas celulares de cáncer cervicouterino resistentes a 

gemcitabina. 

5. Investigar los mecanismos epigenéticos asociados a los cambios de 

expresión de los genes hENT1 y dCK y la resistencia a gemcitabina 

6. Demostrar la reversión de la resistencia a gemcitabina con agentes 

epigenéticos. 
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 MATERIAL Y METODOS. 

 

Cultivo celular. 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares de cáncer cérvico-uterino: HeLa, CaLo, 

SiHa and C33A. Se cultivaron en cajas de cultivo de 25 ml con DMEM 

suplementado con  10 %  de suero fetal bovino (Gibco), en incubadora, a 37°C, 

con atmósfera humedificada con  5 % CO2. 

 

Ensayos de citotoxicidad:  

Se cultivaron 2 x 103 células en placas Falcon de 6 pozos (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ) con 200 µl de medio (DMEM, suplementado con 10 % de  

SFB) con gemcitabina a concentraciones crecientes de  1 x 10-8 hasta 1x10-4 M 

durante 24 horas. Después de este tiempo, se removió el sobrenadante y se 

añadió DMEM suplementado con 5 % de SFB durante 72 hrs. Después de este 

tiempo se removió el sobrenadante y las células se fijaron con formol al 10 % y se 

tiñeron con cristal violeta. El producto final se analizó con un lector de ELISA a 570 

nm. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.  

 

Se tomó como  viabilidad del 100 % la absorbancia mostrada en las células sin 

exposición al fármaco.  Estas curvas se realizaron por triplicado y  se obtuvieron 

concentraciones inhibitorias, que se expresaron como promedio + DS 
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Inducción de resistencia a gemcitabina:  

La línea celular CaLo se cultivó en cajas de cultivo de 25 ml con DMEM 

suplementado con  10 %  de suero fetal bovino (Gibco), en incubadora, a 37°C, 

con atmósfera humedificada con 5 % CO2. La sensibilidad a gemcitabina se 

definió operacionalmente como tener una CI 50 < 100  µM.  Una vez obtenidas las 

concentraciones inhibitorias 30 a 90, se añadieron dosis crecientes de gemcitabina 

(CI 30, CI 50, y finalmente CI 90, en dos ocasiones) semanalmente para inducir 

resistencia a este antimetabolito. Después de la exposición en dos ocasiones a la 

CI 90, se repitió el ensayo de citotoxicidad para confirmar la resistencia a 

gemcitabina.  

 

 

Tratamiento con hidralazina y ácido valproico. 

La línea celular CaLo  resistente a hidralazina se cultivó cajas de cultivo de 25 ml 

con DMEM suplementado con  10 %  de suero fetal bovino (Gibco), en incubadora, 

a 37°C, con atmósfera húmeda 5 % CO2. Posteriormente se añadió hidralazina (H)  

en las siguientes concentraciones: durante 5 días 10 µM y 30 µM y durante 10 

días 2 µM.  Esta línea celular también fue tratada en las mismas condiciones, 

adicionando al medio ácido valproico (AV) a concentraciones de 0.24m M y 1 mM 

durante 10 y 5 días, respectivamente. Así mismo, se utilizaron las siguientes 

combinaciones: H 2µM+ AV 0.24 mM durante 10 días; H 10 µM + AV 1 mM por 5 

días y H 30µM + AV 1mM por 5 días. 
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Extracción de RNA. 

El RNA se extrajo por el método de trizol. En resumen: en las cajas de cultivo se 

removió el material sobrenadante y se adicionó trizol; las células se removieron 

con un gendarme y se extrajeron con una pipeta estéril, se mantuvo  en hielo. 

Posteriormente se añadió cloroformo, se agitó e incubó en hielo y se procedió a 

centrifugar. La fase acuosa se precipitó con un volumen de isopropanol a -20°C 

durante 30 minutos. Se centrifugó, se decantó  el sobrenadante y se  lavó con 

etanol al 70 %. Se centrifugó nuevamente  y se dejo evaporar el sobrenadante. El 

botón de RNA se resuspendió con agua tratada con DEPC,  se cuantificó por 

espectrofotometría y se almacenó a -80 °C.  

 

Extracción de DNA. 

El DNA genómico se extrajo por el método de proteinasa K. En resumen: al botón 

celular se añadió buffer de extracción de DNA y proteinasa K, se homogeneizó y 

se dejó precipitar a 55 °C. Posteriormente se añadió un volumen de 

fenol:cloroformo (1:1) y se centrifugó. Se recuperó la fase acuosa superior y se 

adicionó un volumen igual de cloroformo.  Después de recuperar la fase acuosa, 

se precipitó con un volumen de isopropanol  y NaCl 5M, se mezcló por inversión 

suave y se dejó precipitar a -20°C por 12 hrs. Se centrifugó y se decantó el 

sobrenadante.  El botón de DNA se lavó con etanol  y se centrifugó, para decantar 

el sobrenadante y  también la evaporación del alcohol excendente.  El DNA se 

resuspendió con TE; se cuantificó por espectrofotometría y se almacenó a -20°C. 
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RT-PCR.  

Se aisló RNA  por técnicas estándares. Después 5 µg de RNA se trataron con 

DNAsa. Se realizó la reacción de reversa transcriptasa con el  siguiente kit: RNA 

kit PCR Core Gene Amp R (Applied Biosystems Roche), en un ciclo en las 

siguientes condiciones: 15 min 42°C, 5 min a 99 °C, 5 min a 5°C. 

 

Amplificación por PCR:  

 

Se amplificaron  fragmentos de los siguientes genes: hENT1, dCK, RRM1, RRM2, 

CDA, con los siguientes oligonucléotidos: 

  

hENT1: SE:   5‘GCAAAGGAGAGGAGCCAAGA-3‘ 

    AS: 5‘CCCAACCAGTCAAAGATATTG-3‘ 

dCK:  SE: 5‘-CGATCTGTGTATAGTGACAG-3‘ 

   AS: 5‘GTTGGTTTTCAGTGTCCTATG-3‘ 

RRM1: SE: 5'-GCAGCTGAGAGAGGTGCTTT-3‘ 

   AS: 5'-CAGGATCCACACATCAGACA-3‘ 

RRM2: SE: 5'-GAGTTCCTCACTGAGGCC-3‘ 

   AS: 5'-TTAGAAGTCAGCATCCAAG-3‘ 

CDA: SE: 5‘-GTTGCCTTGTTCCCTTGTAA-3‘ 

   AS: 5‘-TCTTGCTGCACTTCGGTATG-3‘ 

 

La reacción de PCR se realizó en un volumen final  de 25 µL, conteniendo cDNA, 

primers a 20 pmol, dNTps 200 uM, Taq polimerasa 0.25U y buffer 1 x 
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suplementado por el fabricante (Applied Biosystems, Foster City,CA, USA).  Todas 

las reacciones se realizaron en las siguientes condiciones: paso inicial de 

desnaturalización a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 35 

segundos, 59°C por 35 segundos, and 72°C por 45 segundos; la extensión final se 

realizó a 72°C por 7 min. Los productos finales se conservaron a 4°C 

 

Se realizó RT-PCR antes y después de la inducción de resistencia a gemcitabina, 

así como también después del tratamiento con H, AV o ambos.  

 

También se evaluó la expresión de G9A por RT-PCR cuantitativa (iCycler iQ, Bio-

Rad, Hercules, CA),   con los siguientes primers: Sentido: 5'-

CTCCGCTGATTTTCGAGTGTAA-3' y el antisentido: 5'-

GTCGAAGAGGTAAGAATCATCC-3'. Se utilizó como control endógeno primers 

específicos para beta glucuronidasa humana (GUSB); sentido 5'-

CCTGTGACCTTCTGAGCAA-3' y antisentido 5'-AAACCCTGCAATGGTTTCTG-3'. 

La reacción de PCR inició después de una incubación a  95◦C por 1 minuto, 

seguido de 35 ciclos, a 94 °C, 35 segundos, a  59 ◦C, 50 segundos, y  72 ◦C por 45 

segundos, con una extensión final a 72 ◦C por 7 minutos. Se determinó el número 

de ciclos de PCR de manera experimental y los datos se analizaron utilizando el 

método de 2−ΔΔCT y se informaron como las repeticiones en el cambio de 

expresión génica, normalizadas con un control endógeno y en relación a las 

células sin tratamiento.   

 

 



27 

 

Análisis por Western blot: 

Los extractos celulares completos se realizaron con buffer de lisis conteniendo tris-

HCl 50 mNM, pH 7.4, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 al 0.5%, EDTA 1 mM, fluoruro 

de fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF) 1mM, Na3VO4 0.2mM y cocktail de inhibidor de 

proteasas (sigma). Las proteínas extraídas se analizaron por electroforesis en 

geles de poliacrilamida (SDS-PAG) con sulfato duodecil de sodio; el inmunoblot se 

realizó con anticuerpos contra la proteína G9A (policlonal de conejo: IgG, anti G9A 

protein; Millipore), EZH2 (policlonal de conejo, IgG anti EZH2, Millipore) y B-actina 

(Santa-Cruz).  Las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida al 10 % y se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se utilizaron anticuerpos secundarios 

peroxidados, especie-específicos, contra inmunoglobulina G (IgG-HRP, de Santa 

Cruz). Las membranas se revelaron con un sustrato de quimioluminiscencia 

(Millipore).   

 

Ensayo de actividad de desacetilasas de histonas:  

La evaluación de la actividad de desacetilasa de histonas se realizó con un 

método colorimétrico (BioVision Research Products, Mountain View, CA, USA). Se 

diluyeron 50 ug de extracto nuclear de la línea celular CaLo en 85 µL de ddH20, 10 

µL del buffer para HDAC 10 x y 5 µL del sustrato colorimétrico; las muestras se 

incubaron a 37°C por  una hora. La reacción se detuvo al añadir 10 µL del 

revelador de lisina y permanecieron por 30 minutos a 37 °C. Las muestras se 

analizaron con un lector de ELISA a 400 nm. La actividad de HDAC se expresó 

como el valor relativo por µg de proteína. El kit contiene controles positivos y 



28 

 

negativos que consisten en extracto nuclear de células HeLa  con y sin tratamiento 

con tricostatina A, respectivamente.  

 

PCR  específica de metilación (MSP). 

El DNA genómico se extrajo con el kit de extracción Wizard Genomic DNA 

purification kit (Pormega, Madison, WI, USA). El DNA se cuantificó  por 

espectrofotometría y se almacenó a -20°C.   

 

La modificación con bisulfito se realizó con kit de metilación (Methylation DirectTM 

KIT [Zymo Research]), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se 

sintetizaron oligonucleótidos dobles para analizar las regiones metiladas y no 

metiladas del promotor de los genes hENT1 y dCK, con ayuda del programa 

Methprimer:  

La amplificación de dCK se realizó de la posición -245 a la -18 del promotor: 

dCK U: SE: 5‘- TGGGGTAGAGGTTTTTTGTTATATG- 3‘  

              AS: 5‘- AACTAAAAACACTAACAAACCTACAAA- 3‘ 

dCK M   SE: 5‘- TGGGGTAGAGGTTTTTCGTTATAC-3‘ 

               AS: 5‘- CAACTAAAAACACTAACGAACCTACG- 3‘ 

 

La amplificación de hENT1 se realizó de la posición -560 a la -264 del promotor 

hENT1 M  SE: 5‘- GGTTTTGTTTATTAGGAGAGAGTAGTC-3‘ 

               AS: 5‘- ATTAAAAAATCTAAAAACCACCGAA-3‘ 

hENT1 U: SE:  5‘- TTTTGTTTATTAGGAGAGAGTAGTTGT -3‘ 

              AS: 5‘- ATTAAAAAATCTAAAAACCACCAAA -3‘ 
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Después de la modificación con bisulfito, se realizó la reacción de PCR en un 

volumen total de 25 µL, conteniendo DNA modificado, primers a 20 pmol, dNTps 

200 µM, Taq polimerasa 0.25U y buffer 1 x (Applied Biosystems, Foster City,CA, 

USA). Las reacciones de PCR se realizaron con un paso inicial de 

desnaturalización a 94°C por 5 min, seguido por  50 ciclos a  94°C por 35 

segundos, 57°C por 35 segundos, y 72°C por 45 segundos; con una extensión 

final a 72°C por 7 minutos. Los productos finales se conservaron a 4°C.  

 

Secuenciación 

 

Como se señaló anteriormente, el DNA se almacenó a -20 °C y se modificó con 

bisulfito y posteriormente se amplificó por PCR con los siguientes 

oligonucléotidos: 

 

hENT1: (de la posición -1000 a la -115, con respecto al inicio de la transcripción, 

en dos fragmentos.)  

 

SE:  5'-GGGTGGAGAGATTAGATTTGTAGAG-3' 

AS:  5'-AATCAAAAAAAACAAACAAAAAAAC-3' 

 

SE:  5'-TTATATAAATGGGGAGTAGGAGAGG-3' 

AS:  5'-CCCAAAAACTTCCTAATTACTAACC-3' 
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dCK: de la posición  -490 a la +5,  con respecto al inicio de la transcripción (en dos 

fragmentos):  

SE:  5'-TTTGTTTATTTTTAATAGGTTTATTAGAGA-3' 

AS:  5'-TCTACCCCAAACCAACAAAC-3' 

 

SE: 5'-GGTTTGGGGTAGAGGTTTTT-3' 

AS: 5'-CTAAACCAAATCCTAACCTACC-3' 

 

La  PCR se realizó en un volumen total de 25 µL, conteniendo DNA modificado, 

primers a 20 pmol, dNTps 200 µM, Taq polimerasa 0.25U y buffer 1 x 

suplementado por el fabricante (Applied Biosystems, Foster City,CA, USA). Las 

reacciones de PCR se realizaron con un paso inicial de desnaturalización a 94°C 

por 5 min, seguido por  50 ciclos a  94°C por 35 segundos, 57°C por 35 segundos, 

y 72°C por 45 segundos; con una extensión final a 72°C por 7 minutos. Los 

amplicones se purificaron y clonaron con un vector pGEM-T-Easy  (Promega) y se 

secuenciaron con el primer T7. Se seleccionaron 5 clonas al azar para 

secuenciación. Los electroferogramas se analizaron en las direcciones sentido y 

antisentido para la búsqueda de islas CpG metiladas y no metiladas. Las 

secuencias obtenidas se compararon antes y después de la adquisición de 

resistencia a gemcitabina, así como también en las células resistentes a 

gemcitabina, tratadas posteriormente con hidralazina (ver figura 2).  

 

 

 



31 

 

Ensayo de transfección con iRNA.  

Las células con resistencia secundaria a gemcitabina se cultivaron en placas  

Falcon (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ)  en un número de  1.5 x 105 

células/pozo con medio optimem y después de  24 horas se transfectaron con 

lipofectamina y el siRNA G9A   (Ambrion cat #439242).  El control negativo se 

realizó con lipofectamina  + siRNA Scramble  (Ambrion, cat # 4390844).  Las 

células se cultivaron a 37 °C  en atmósfera húmeda, conteniendo  C02 al 5 %. 

Después de 72 hrs se aspiró el medio y se extrajo RNA, así como también se hizo 

un ensayo de citotoxicidad para evaluar la sensibilidad a gemcitabina. 

 

 

Análisis por inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 

 Las células se cultivaron en las condiciones antes descritas, en cajas de cultivo 

de 75 ml. Se decantó el sobrenadante y se fijaron las células con formaldehido  al 

37%, a temperatura ambiente por 10 minutos, bajo agitación constante. La 

reacción se detuvo con la adición de glicina 125 mM. Las células se lavaron  con 

10 ml de PBS frío con inhibidores de proteasas y se repitió el proceso  2 veces. 

Una vez obtenido el botón celular, se procedió a realizar la lisis celular  con el 

buffer de lisis celular (Hepes-KOH 50 mM, pH7.9; EDTA 10 mM,  pH 8.0; SDS 1%) 

con inhibidores de proteasas. Se utilizó una jeringa de 1 ml para la obtención de 

núcleos y se incubó en hielo por 10 minutos. Posteriormente se centrifugó a 2000 

RPM, a 4º C durante 5 minutos. El botón se resuspendió con el buffer de lisis 

nuclear y la cromatina aislada se fraccionó por sonicación en pulsos. Después de 

este proceso, la cromatina se diluyó 1:10 en el buffer de inmunoprecipitación (IP) 
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(Hepes-KOH 10 mM, pH 7.9; Triton X-100  1%; NaCl 150 mM, e inhibidores de 

proteasas).  La cromatina se  separó en dos fracciones: la primera se conservó a -

80°C (input) y la segunda se procedió a pre-limpiar el extracto total con proteina 

A/G agarosa y esperma de salmón (Sigma-Aldrich) por 2- 4 horas. La proteína A/G 

agarosa se removió por centrifugación y la cromatina pre-limpiada se incubó con 

un anticuerpo (anticuerpo  anti-acetil-histona H3, anti acetil-histona H4, anti-

H3K4me3, anti -H3K9me2, anti- H3K27me2; Millipore) durante 12-14 horas. Se 

obtuvieron los inmunoprecipitados con incubación con proteína A/G agarosa y 

centrifugación a baja velocidad. Los botones se lavaron 3-4 veces con el buffer IP, 

tres veces con el buffer de lavado (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0; LiCl 0.25 mM; NP-40 

0.5%; deoxicolato de sodio 0.5%; EDTA 1 mM, pH 8.0) y tres veces con Tris-EDTA 

(TE) pH 8.0. Los precipitados obtenidos se incubaron con buffer de elución buffer 

(Tris 50 mM, pH 8.0; SDS 1%; NaHCO3  50 mM; EDTA 1 mM, pH 8.0) y la 

reversión de los cruces se realizó con NaCl 5M, a un volumen 1:1 durante 8 horas 

a 65°C. Se extrajo el DNA por la técnica de fenol cloroformo y se precipitó con 

etanol y éste se amplificó por PCR. 

 

 

a) Para la amplificación del promotor de dCK se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos:  

Se:  5‘-CCTCCCCACCCGACTCCGGAACC-3‘ 

As: 5‘-CAGCTGAGGACACTGGCGGGCCTG-3‘ 

 

Se utilizó un tiempo de desnaturalización a 90° C durante 5 minutos y 35 ciclos  

con TM de 59 °C y los siguientes tiempos de desnaturalización, alineamiento y 
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extensión: 35‘‘, 35‘‘, 45‘‘, con una extensión final  de 7 minutos a 72°C. Los 

productos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 2 %.  

 

b) Para la amplificación del promotor de hENT1 se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos:  

 

Se:  Se: 5‘-CCTGTGACAGAGAGGAACTAAG-3‘ 

As: 5‘-GCGACAACATCGATGATGACTG-3‘ 

  

Se utilizó un tiempo de desnaturalización a 90 ° C durante 5 minutos y 35ciclos  

con TM de 59  °C y los siguientes tiempos de desnaturalización, alineamiento y 

extensión: 35‘‘, 35‘‘, 45‘‘, con una extensión final  de 7 minutos a 72°C.  Los 

productos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 2 %. 

 

 

Las regiones del promotor de los genes hENT1 y dCK que se amplificaron para 

RT-PCR, MSP y secuenciación y CHIP-PCR se muestran en las siguientes 

figuras:  

 

Figura 2: Regiones amplificadas del promotor de hENT1:  

 

Inicio de la transcripción 

Secuencia: 

Promotor hENT1 (3714 pb) 
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Figura 3: Regiones amplificadas del promotor de dCK:  

 

 

Ensayo in vitro de metil-transferasa.  

La inhibición in vitro de la metiltransferasa de H3K9 con hidralazina se evaluó con 

el Kit EpiQuikTM Histone Methyltransferase Activit/Inhibition Assay Kit [(H3-K9) 

Epigentek, Brookly,NY] que contiene a la enzima G9A recombinante como control. 

Este ensayo se realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

 

Promotor dCK (1480 pb) 

Secuencia:  
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RESULTADOS.  

I.Sensibilidad  a gemcitabina en líneas celulares de cáncer cervico-uterino:  

 

Se evaluó inicialmente la sensibilidad a gemcitabina en las líneas celulares de 

cáncer cervical CaLo, HeLa, C33A y SiHa. La  CI 50 en la línea SiHA fue  > 1000 

µM, por lo que se consideró con resistencia primaria. La  CI 50  fue de 3.3 µM, 0.3 

µM y 0.1 µM en las líneas  CaLo, HeLa y C33A , respectivamente, como se 

muestra en la siguiente figura:  

 

Figura  4: Sensiblidad basal a gemcitabina. 
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II. Expresión de genes involucrados en el transporte y  metabolismo de 

gemcitabina en líneas celulares de cáncer cervical:  

 

La expresión de los genes involucrados en el transporte (hENT1) y metabolismo 

(DCK, CDA, RRM1, RRM2) fue similar en las líneas celulares estudiadas, como se 

muestra en la siguiente figura:  

 

Figura 5: Expresión de genes involucrados en el transporte y  metabolismo de 

gemcitabina en líneas celulares de cáncer cervical:  

 

 

Adicionalmente, como puede observarse en la siguiente tabla, no existió una 

correlación entre los niveles de expresión de los genes estudiados y la sensibilidad 

a gemcitabina (evaluada a través de CI 50) en las líneas celulares analizadas:  
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Tabla 1: Correlación de la expresión de genes involucrados en el transporte y  

metabolismo de gemcitabina y sensibilidad a este antimetabolito en líneas 

celulares de cáncer cervical:  

 

Línea 

celular  

CI50 (μM) hENT1 *  dCK * CDA* RRM1* RRM2* 

HeLa  0.375 + 0.03  0.73  0.78  0.56  1.15  0.99  

C33A  0.093 + .07  0.76  0.79  0.75  0.84  0.86  

CaLo  3.3 + 2.4  0.41  0.48  0.41  1.01  0.98  

SiHa  1000 **  0.57  0.64  0.52  0.75  0.83  

*Unidades normalizadas con actina 

**CI 45 

 

 

III.Inducción de resistencia a gemcitabina:  

 

Después de exponer a la línea celular CaLo  a dosis crecientes de gemcitabina la 

CI 50 incrementó de 3.3 µM a 927 µM (concentración 280 veces mayor). Así 

mismo, la expresión de los genes hENT1 y dCK disminuyeron. Los genes  RRM1 y 

RRM2 tuvieron cambios menores y la expresión de CDA disminuyó, como se 

muestra en las figuras 6 y 7.  
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Figura 6: Sensibilidad a gemcitabina en la línea celular CaLo, después de 

exposición a dosis creciente de este fármaco.  
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Figura 7: Expresión de los genes hENT1, dCK, CDA, RRM1 y RRM2 en la línea 

celular  CaLo durante la inducción de resistencia a gemcitabina. 

 

 

 

IV.Tratamiento epigenético de células CaLo resistentes a gemcitabina y su 

efecto en la sensibilidad a este antimetabolito.  

Como se describió en el apartado de metodología, las células CaLo resistentes a 

gemcitabina se trataron con hidralazina (2µM x 10 días, 10 µM x 5 días y 30 µM x 

Actina 
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5 días), ácido valproico 0.24m M y 1 mM durante 10 y 5 días, respectivamente. Así 

mismo, se utilizaron las siguientes combinaciones: H 2µM+ AV 0.24 mM durante 

10 días; H 10 µM + AV 1 mM por 5 días y H 30µM + AV 1mM por 5 días. 

La resistencia a gemcitabina revirtió después del tratamiento con hidralazina 

(figura 8).  

Figura 8: Cambios en sensibilidad a gemcitabina en la línea celular CaLo 

resistente a este antimetabolito, después de tratamiento epigenético: 

 

H= hidralazina 

AV = Ácido valproico 

AV/H= Ácido valproico/hidralazina 
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De igual forma, los genes hENT1 y dCK se re-expresaron después del tratamiento 

con hidralazina, en las tres dosis administradas (figura 9):  

 

Figura 9: Cambios en la expresión de los genes involucrados en el transporte 

(hent1) y metabolismo de gemcitabina (DCK, CDA, RRM1, RRM2) en la línea 

celular CaLo resistente a este antimetabolito, después de tratamiento epigenético.  
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V. Evaluación de mecanismos epigenéticos implicados en el silenciamiento 

de hENT1 y dCK, como mecanismo de resistencia adquirida a gemcitabina.  

 

Actividad de HDAC.  

La actividad de HDAC tuvo un decremento no significativo en las células CaLo 

resistentes a gemcitabina, que no explica el silenciamiento observado en los 

genes hENT1 y dCK en estas células con resistencia adquirida.  

 

Figura 10: Actividad de HDAC en células sensibles y resistentes a gemcitabina.  

 

 

 

 

 

 

                  

 

Así mismo, el tratamiento de células CaLo resistentes a gemcitabina con ácido 

valproico, un inhibidor de HDAC, no revirtió la resistencia a este antimetabolito, lo 

que apoya que éste no es el mecanismo  de generación de resistencia.  

 

Metilación del promotor.  

El estado de metilación del promotor se evaluó mediante MSP antes y después de 

la inducción de resistencia a gemcitabina. En ambas situaciones se encontró una 
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metilación parcial del promotor, que no correlacionó con los cambios en la 

expresión de los genes dCK y hENT, como se observa en la siguiente figura:  

 

Figura 11:  Estado de metilación del promotor y cambios en la expresión de los 

genes hENT y dCK, durante el desarrollo de resistencia a gemcitabina.  

 

            

 

 

El estado de metilación del promotor tampoco se modificó con el tratamiento 

epigenético, como se  muestra a continuación.  
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Figura 12:  Estado de metilación del promotor de los genes hENT1 y dCK en la 

línea celular CaLo sensible, resistente a gemcitabina y resistente con tratamiento 

epigenético.  

        

 

Los resultados documentados por MSP, se  confirmaron por secuenciación del 

promotor de los genes hENT1 y dCK. Para el promotor de hENT1 se secuenció 

desde  la posición -1000 a la -101, que incluye 9 islas CpG  (ver figura 2) y las 

regione funcionales conocidas: 5 regiones de sitios de unión a Sp1, 2 regiones 

Ap2α y un sitio de unión para   RarαSRF. 

 

En el análisis  de dCK se secuenció desde la posición -420 a la +5, que incluye a 

11 islas CpG (figura 3) y las siguientes regiones funcionales: dos regiones Cga, la 

caja E-box  y el sitio de unión a E2F. 

  

En el análisis de secuencia de ambos promotores no se documentaron cambios 

en el estado de metilación de citosinas, incluyendo la región 3‘Cg, que ha sido 

descrita por otros autores como sitio potencial de metilación implicado en la 

resistencia a gemcitabina, como se observa en la siguiente figura:  

Hidralazina  μM 
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La ausencia de modificaciones en el estado de metilación del promotor de los 

genes estudiados antes y posterior al desarrollo de resistencia secundaria sugiere 

que el silenciamiento de hENT1 y dCK  está controlado por una regulación, 

diferente a la metilación de islas CG en el promotor,  lo que hizo necesario evaluar 

los modificaciones post-transcripcionales en las histonas.  
 

Modificaciones en histonas.  

 

A través de la técnica de CHIP-PCR se evaluaron modificaciones 

postransduccionales a nivel de histonas. No se documentaron cambios 

significativos en la expresión de H3 total acetilada y H4  total acetilada, hallazgos 

que concuerdan con la ausencia de incremento en la actividad de HDAC.  

Figura 13:   Secuenciación del promotor de los genes  hENT1 
& dcK  en la línea celular  Calo  (1)antes de la exposición a 
gemcitabina,  (2) después de adquirir resistencia, (3) células 
resistentes a gemcitabina, tratadas con hidralazina.  
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Por otra parte, se evaluaron marcas permisivas (H3K4me3) y represivas 

(H3K9me2). Como se observa en la siguiente figura, a nivel de hENT1 se 

documentó un incremento de  la marca  represiva H3K9m2. En el mismo sentido, a 

nivel del gen dCK se documentó aumento de esta  marca  represiva  (K3K9me2), 

con disminución de la marca permisiva K3K4me3. Adicionalmente, el tratamiento 

de las células CaLo resistentes con hidralazina disminuyó las marcas represivas.  

 

Figura 14: Cambios en histonas documentados por CHIP-PCR involucrados en el 

silenciamiento de hENT1 y dCK, después de inducción de resistencia a 

gemcitabina en la  línea celular CaLo y su tratamiento con hidralazina.  

 

CaLo= línea celular CaLo sensible a gemcitabina.  

CaLo GR= línea celular CaLo resistente a gemcitabina.  

CaLo GRH= línea celular CaLo resistente a gemcitabina, tratada con hidralazina.  

 

Estos resultados sugieren que los cambios postransduccionales a nivel de 

histonas constituyen el  mecanismo regulador del silenciamiento de estos genes  

en la resistencia adquirida a gemcitabina.  
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Por lo anterior, se evaluó por RT-PCR y Western Blot los niveles de expresión de 

metil-transferasas de histonas. Como se observa en la siguiente figura, los niveles 

de expresión de G9a  incrementaron al adquirir resistencia a gemcitabina. 

 
  

 

 

 

 

Así mismo, se observa en el WB, que los niveles de G9a incrementaron al adquirir 

resistencia a gemcitabina y posterior al tratamiento con hidralazina descendieron a 

niveles basales. Así mismo, para evaluar la capacidad inhibitoria de hidralazina 



48 

 

sobre G9A se realizó un ensayo de inhibición de la metiltransferasa de H3K9 in 

vitro con el Kit  EpiQuickTM Histone Methyltransferase Activity/Inhibition (H3-K9), y 

las concentraciones 2uM y 10uM de hidralazina redujeron de manera significativa 

la metilación de H3K9, como se muestra en la figura 15C.  

 

 

Como se señaló anteriormente,  el tratamiento de células CaLo resistentes a 

gemcitabina con hidralazina revirtió la resistencia a gemcitabina (figura 8), además 

de que re-expresó hENT1 y dCK (figura 9). En la misma dirección, también 

disminuyeron las marcas represivas, como se observa en la   figura 14.  

 

Para comprobar estos resultados se realizó un knockout con iRNA contra G9A en 

la línea celular CaLo resistente a gemcitabina y se evaluó la la sensibilidad a 

gemcitabina, a través de un ensayo de citotoxicidad. En la siguiente figura se 

muestra que las células   transfectadas con iRNA reviritieron la resistencia (Figura 

16 B), misma que no se modificó  cuando también se trataron con hidralazina  

(Figura 16 C).  
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Figura 16: Sensibilidad a gemcitabina en células CaLo transfectadas con iRNA scramble 
(A), iRNA contra G9A (B), así como iRNA contra G9A + tratadas con hidralazina (C). 
Inhibición de la expresión de G9A con iRNA (D).  
 

 

Estos  resultados señalados sugieren que el mecanismo de resistencia adquirida a 

gemcitabina es a través cambios postransduccionales a nivel de histonas. Así 

mismo, la hidralazina revierte la resistencia adquirida a este antimetabolito a 

través de un efecto en la  desmetilación de histonas, a través de G9A. 
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DISCUSIÓN. 

El desarrollo de resistencia al tratamiento es un reto a vencer diariamente en el 

manejo de los pacientes con cáncer. Se conoce que diferentes mecanismos de 

regulación epigenética afectan la expresión de múltiples genes;  su influencia en  

el desarrollo de resistencia que surge durante el tratamiento con quimioterapia 

constituye un área de investigación.   

La actividad de gemcitabina se ha demostrado ampliamente en diferentes 

tumores, incluyendo el cáncer cervical [Cetina  L,2004; Candelaria M, 2007b], 

donde tiene un papel fundamental al permitir el manejo con quimio-radioterapia 

concomitante, en aquéllas con insuficiencia renal [Cetina L, 2004] y también 

incrementa la tasa de respuesta patológica completa y la supervivencia global 

[Candelaria M, 2006b] al añadirse al tratamiento combinado de quimio-radioterapia 

con cisplatino [Dueñas-González, 2011].  

 

Los resultados aquí señalados muestran que  la resistencia adquirida a 

gemcitabina en líneas celulares de cáncer cervical es reversible por el agente 

desmetilante hidralazina y que este desarrollo se acompaña de una disminución 

en la expresión de genes hENT1 y dCK, que son  determinantes fundamentales 

para la captura intracelular de gemcitabina y su metabolismo, respectivamente.   

 

De manera interesante, se demostró que los cambios en la  regulación  de los 

genes hENT1 y dCK durante el desarrollo de resistencia a gemcitabina no fueron 
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secundarios a hipermetilación de las regiones promotoras de estos genes, como 

se comprobó  por MSP y secuenciación de DNA modificado con bisulfito. Sin 

embargo, el tratamiento con  hidralazina revirtió la resistencia y  permitió la re-

expresión de estos genes.  Estos datos sugieren que otros mecanismos 

epigenéticos  influyeron en el silenciamiento de genes asociados con la resistencia 

a quimioterapia y que la hidralazina tiene efectos independientes de la metilación 

de DNA, aún más a través del programa METADRUGTM se predijo una regulación 

en la metilación a través de H3K9. Estos hallazgos son importantes para explicar 

los mecanismos de resistencia a quimioterapia.      

 

La inactivación de genes por metilación de DNA fue el primer mecanismo que se 

describió  como  directamente involucrado en la resistencia adquirida a 

quimioterapia en modelos  in vitro [Nice J, 1989; Nice J, 1997]. Sin embargo, 

conforme ha evolucionado el conocimiento de los procesos epigenéticos, se han 

descrito otros mecanismos, como son las desacetilasas de histonas (Zinc- y NAD-

dependientes), así como las metiltransferasas de histonas, desmetilasas de 

histonas y los procesos de  inactivación a través de microRNA‘s, implicados en el 

desarrollo de resistencia a quimioterapia  [Choi DS, 2000; Huang Y, 2007; 

OugolKov AV, 2008;  Inoue T, 2009; Huo H, 2010; Ma J, 2010; Jiang ZP, 2010].  

Los resultados aquí presentados sugieren fuertemente que en este modelo de 

resistencia adquirida a gemcitabina en la línea celular CaLo, la metilación de H3K9 

podría ser el  principal mecanismo para el silenciamiento de la expresión de los 

genes  hENT1 y dCK . Este hallazgo es relevante, ya que actualmente se 
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encuentran en desarrollo inhibidores de la metil transferasa de histonas G9A [Liu 

F, 2010]. 

 

Estudios previos demostraron que los inhibidores de la metilación del DNA 

inducían la re-expresión de dCK en células CEM/dCK [Antonsson, 1987] y que la 

ausencia de la expresión de este gen es clave para la activación de análogos de 

nucleósidos, como gemcitabina, y ésta es debida a metilación del promotor 

[Avramis VI, 1989; Kig XB, 1991; Ohhashi S, 2008; Peters GJ, 2010]. Para 

investigar los mecanismos por los cuales las células tumorales adquieren 

resistencia a gemcitabina, Galmarini y cols  [Galmarini CM, 2004] desarrollaron 

una línea de linfoma folicular humano con exposición repetida a gemcitabina. La 

exposición a gemcitabina disminuyó la inducción de apoptosis y esta alteración se 

asoció con ausencia de expresión de RNAm de dCK, evaluado por RT-PCR 

cuantitativa. Otros autores [Bergman AM, 2002; Ohhashi S, 2008] también 

demostraron una correlación entre la disminución en la expresión de dCK y el 

desarrollo de resistencia gemcitabina o citarabina, aún cuando no esclarecieron el 

mecanismo regulador de esta disminución de expresión. Hasta la actualidad, no se 

han descrito otros mecanismos de silenciamiento de este gen en los modelos de 

resistencia a quimioterapia.  

 

Así mismo, la ausencia o disminución de los niveles de  expresión de hENT1 

correlacionan estrechamente con la resistencia a gemcitabina y a otros análogos 

de nucleósidos [Gati WP,1997; Griffiths M, 1997; Mackey JR, 2002; Achiwa H, 

2004; Spratlin J, 2004; Barnes K, 2006, Giovanetti E, 2006a;  Dueñas-Gonzalez A, 
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2010]. Aún cuando se  conoce que la expresión de varios genes que codifican 

para transportadores como hOAT3 se suprime a través de la metilación del DNA in 

vitro, y que el tratamiento con azacitidina aumenta la expresión del mRNA de 

SLC22A8, en proporción con la concentración del fármaco utilizada, lo cual 

sugiere que factores epigenéticos pueden tener  un papel importante en la 

regulación de la expresión del gen SLC22A8 [Worm J, 2001]. Así mismo, 

mecanismos de regulación epigenética similares, se han descrito en el miembro 8 

de la familia 5 de transportadores de solutos (transportador de iodo) (SLC5A8), en 

carcinomas de páncreas y próstata [Park JY, 2008]. También se ha demostrado 

silenciamiento por regulación epigenética de los siguientes transportadores: 

hipermetilación aberrante del transportador de folatos reducido (RFC), en 

asociación con  resistencia metotrexate en líneas celulares de osteosarcomas, 

padecimientos linfoproliferativos  [Kastrup IB, 2008] y cáncer de mama [Worm J, 

2001]. De manera similar, la administración de decitabina  indujo  la re-expresión 

del gen para el sym-transportador  Na+/I-symporter en líneas celulares de cáncer 

de tiroides, las cuales recuperaron su capacidad de transporte de iodo 

[Provenzano MJ, 2007].  Estudios previos realizados por nuestro grupo [Arce C, 

2006]  demostraron que  diferentes miembros de las familias de genes 

transportadores de solutos tienen regulación epigenética en pacientes con cáncer 

de mama y cervical tratadas con inhibidores de la metilación del DNA y de HDAC, 

como la hidralazina y el valproato de magnesio, respectivamente. Diferentes 

genes SLC se sobre-expresan después de 7 días de tratamiento con estos 

fármacos (GEO, números de acceso GSE6304 y -8604) [Arce C, 2006]. Estos 

hallazgos pueden explicar la re-inducción de sensibilidad a gemcitabina en la línea 
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celular CaLo resistente a este antimetabolito, a través de re-expresión de hENT1.  

A pesar de que se ha demostrado que la región promotora del gen hENT1  

contiene islas CpG [Abdulla P, 2007], en este estudio, demostramos  que la 

disminución en la expresión del gen  hENT1 no era secundario a metilación del 

promotor. Adicionalmente,  el tratamiento con hidralazina permitió su reactivación 

por un mecanismo independiente de la metilación de DNA, lo que sugiere que esta 

disminución en la expresión  está regulada  a través de la metilación de H3K9  por 

la metil-transferasa de histona G9A.  

 

En la misma dirección,  se ha demostrado de manera consistente la metilación del 

promotor del gen dCK en células resistentes a quimioterapia [Antonsson,1987]. 

Sin embargo, en nuestro modelo no se encontró una correlación entre la 

metilación de este promotor  y su expresión. Estos resultados obligaron a la 

búsqueda de otros mecanismos epigenéticos que explicaran el silenciamiento de 

estos genes.  

 

El papel de los  agentes desmetilantes o inhibidores de HDAC para revertir la 

resistencia a quimioterapia se ha evaluado y publicado por nuestro grupo 

[Candelaria M, 2007a]. Tampoco encontramos hallazgos consistentes en la 

actividad de desacetilasas de histonas, ni en la acetilación de histonas que 

explicaran este mecanismo de modificación de histonas como causa del 

silenciamiento de genes en este modelo.  
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Debido a que la decitabina, agente inhibidor de las metiltransferasas de DNA ha 

mostrado tener otros mecanismos alternativos implicados en la reactivación 

transcripcional, tales como la desmetilación de la histona H3K9 en regiones 

regulatorias de genes silenciados [Wozniak, 2007], se realizó una búsqueda en el 

programa METADRUGTM sobres otros efectos posibles de la hidralazina. Esta 

búsqueda predijo que la hidralazina podría estar involucrada en la regulación 

negativa de la metilación de H3K9. Con estos resultados, se realizó un análisis por 

CHIP para evaluar los cambios en H3K9me2 en los promotores de los genes 

hENT1 y dCK en la línea celular CaLo resistente a gemcitabina. Ambos 

promotores contenían H3K9me2  en las células no tratadas y  disminuyó  en las 

células con resistencia adquirida, así mismo ésta revirtió con el tratamiento con 

hidralazina. Estos cambios fueron débiles y  consistentes en tres ensayos por 

separado, la magnitud de este cambio puede explicarse porque por lo menos ocho  

diferentes metiltransferasas, incluyendo G9A tiene a H3K9 como su blanco de 

metilación [Wozniak, 2007]. 

 

Para confirmar estos hallazgos, se demostró por RT-PCR cuantitativa un  

incremento en la expresión de G9A en las células resistentes, en comparación con 

las células sensibles a gemcitabina, además se demostró por WB una disminución 

importante en los niveles de proteína de esta metil-transferasa de histona  en las 

células resistentes tratadas con hidralazina. Estos resultados son similares a los 

encontrados en un modelo de cáncer mama, en el cual el tratamiento  con 5-aza-

CdR, disminuyó los niveles de la metiltransferasa de histonas G9A y permitió la re-

expresión de MASPIN [Wozniak, 2007]. Adicionalmente, se demostró en un 
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ensayo in vitro  el efecto inhibitorio de la hidralazina en la actividad de esta metil-

transferasa de histona. Estos hallazgos se demostraron con un knockout de G9A 

en la línea celular CaLo resistente a gemcitabina, la cual fue reversible  y esta 

sensibilidad no incrementó al adicionar hidralazina a las células depletadas de 

G9A, lo cual descarta un mecanismo de silenciamiento diferente de la hidralazina.  

La evidencia actual sugiere que el silenciamiento génico secundario a cambios 

epigenéticos son capaces de modificar la respuesta a fármacos. Los datos 

actuales sugieren que los cambios epigenéticos  están asociados con un fenotipo 

de resistencia en las líneas cancerosas. Estos resultados sugieren que la 

hidralazina tiene actividad no solamente como agente desmetilante del DNA, sino 

también como un desmetilante de histonas, puesto que se documentó una 

reducción de  H3K9me2 después del tratamiento con este fármaco. El demostrar 

que los mecanismos epigenéticos están implicados en el silenciamiento de los 

genes asociados con resistencia a gemcitabina sugiere que éstos son importantes 

para vencer la resistencia a fármacos y tiene potencial aplicación en  el 

tratamiento de tumores quimio-resistentes. 

CONCLUSIONES: Estos resultados demuestran que la resistencia adquirida a 

gemcitabina se asocia a disminución en la expresión de hENT1 y dCK; esto se 

encuentra regulado por un mecanismo independiente de metilación del DNA y se 

asocia a hiperexpresión de la metiltransferasa G9A. La hidralazina revierte la 

resistencia a gemcitabina en la línea celular CaLo a través de inhibir a la 

metiltransferas de histonas G9A. 
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