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1  RESUMEN 

La metilación de lisinas, es un componente epigenético que se asocia a apertura o cierre de la 

cromatina. Antes se pensaba que esta modificación era irreversible, sin embargo, se 

descubrieron enzimas capaces de desmetilar a las histonas, entre ellas, KDM4A, la cual 

remueve los grupos metilo de los residuos H3K9me3, asociado con heterocromatina, y 

H3K36me3, relacionado con el proceso de elongación de la transcripción por la RNA 

polimerasa II. La desregulación de metilación y desmetilación de histonas se encuentra 

involucrada en cáncer, por ejemplo, se ha observado la alteración de la expresión de KDM4A 

en cáncer de mama, sugiriendo que puede participar en esta enfermedad. El gen CHD5 es 

inactivado en varios tipos de cáncer, se ha reportado que bajos niveles de expresión de CHD5 

se asocian con el desarrollo y progresión de cáncer de mama. El gen supresor de tumores, 

CHD5, es un gen blanco de KDM4A; esta desmetilasa se une a la región localizada a +741pb 

con respecto al sitio de inicio de la trascripción (TSS) de CHD5; la disociación de KDM4A 

provoca un aumento en la expresión de CHD5. Actualmente se desconoce el mecanismo por 

el cual KDM4A regula negativamente a CHD5, por lo tanto, el objetivo principal del presente 

trabajo fue evaluar el papel de KDM4A, la tri y dimetilación de las lisinas 9 y 36 de la histona 3, 

(H3K9me3/2 y H3K36me3/2) en la regulación de la expresión de CHD5. En nuestro estudio 

demostramos que los niveles de RNA mensajero de KDM4A aumentan en las líneas celulares 

cancerosas de mama MCF7, MDA-MB-231 y la línea celular derivada de cáncer cervico-

uterino HeLa en comparación con una línea celular no neoplásica de mama, MCF 10A. Por 

inmunofluorescencias (IF) se observó la presencia de la proteína KDM4A en las líneas 

celulares neoplásicas y no en MCF 10A; en cambio, la proteína CHD5 se encontró claramente 

en la línea celular MCF 10A. Estos datos sugieren una relación entre la presencia de KDM4A y 

la ausencia de CHD5. Mediante ensayos de ChIP se demostró la unión de KDM4A, en la 

región localizada a +741pb del gen CHD5 en las líneas celulares neoplásicas, mas no en MCF 

10A. La presencia de KDM4A coincide con la disminución de las modificaciones H3K36me3 y 

H3K9me3 y el enriquecimiento de H3K36me2 y H3K9me2. Los datos obtenidos sugieren que 

la unión de KDM4A a la región +741 del gen CHD5 se asocia con el abatimiento proteico de 

CHD5, proponiendo que KDM4A pudiera estar implicada en la disminución de H3K36me3 

involucrada en el proceso de elongación de la transcripción por la RNA polimerasa II, así como 

en la presencia de H3K9me3 y K3K9me2. Nuestros resultados sugieren un posible nuevo 

mecanismo epigenético de inactivación del gen CHD5  donde se pudiera alterar la elongación 

de la RNA polimerasa II. 
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2 ANTECEDENTES 

 

2.1 LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA 
 

En eucariontes, el DNA está empacado en un complejo formado por proteínas y 

RNA conocido como la cromatina, la unidad fundamental de este complejo es el 

nucleosoma, el cual está conformado por aproximadamente 165 pares de bases 

(pb) enrolladas alrededor de un octámero de histonas (H2A, H2B, H3 y H4, un par 

de cada una) (Felsenfeld  y Groudine 2003; Travers et al. 2012). La cromatina se 

puede estructurar en una fibra más compacta de 30 nm de diámetro conocida 

como solenoide el cual se encuentra estabilizado por el reclutamiento y unión de la 

histona H1. A este nivel se da la formación de heterocromatina por lo que se altera 

la expresión de múltiples genes (Luger y Hansen 2005). Las modificaciones en la 

arquitectura de la cromatina, son reguladas por distintos mecanismos 

epigenéticos, entre ellos, la metilación del DNA, los RNAs no codificantes, los 

remodeladores dependientes de ATP, las variantes de histonas y las 

modificaciones postraduccionales de las histonas. Estas últimas ocurren 

principalmente en el extremo amino de las histonas y promueven la relajación o 

compactación de la cromatina, afectando la transcripción genética. Entre estos 

cambios se encuentran, la ADP-ribosilación, la metilación de lisinas y argininas, la 

fosforilación de serinas y treoninas, la ubiquitinación y SUMOilación de lisinas y la 

acetilación de lisinas, por ejemplo, la acetilación de histonas es un proceso 

dinámico que es controlado por acetiltransferasas (HAT) y desacetilasas (HDAC); 

esta modificación conlleva una neutralización de cargas en las histonas lo cual 

provoca la relajación de la cromatina (Kouzarides 2000; Peserico y Simone 2011). 

La metilación de lisinas de las histonas es otra modificación ampliamente 

estudiada. Esta marca epigenética puede ser reconocida por al menos 3 dominios 

proteicos: cromodominio, dominios tipo TUDOR y dominios WD40. Las proteínas 

que contienen estos dominios son reclutadas de manera específica por lisinas con 

distintos niveles de metilación. Principalmente las lisinas pueden presentar distinto 
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grado de metilación, mono, di o trimetilación (Bannister et al. 2002), así mismo, la 

unión de algunas proteínas es influenciada por las marcas epigenéticas 

adyacentes, sugiriendo un “código de histonas” (Rea et al. 2000; Lachner et al. 

2001; Rando 2012).  Un ejemplo de este código, es la interferencia de la 

fosforilación de la serina 10 de la histona 3 por la metilación de la lisina 9 de la 

misma histona (Rea et al. 2000).  

Anteriormente se pensaba que la metilación de histonas era estable e irreversible 

ya que la vida media de las histonas canónicas y las histonas metiladas es muy 

similar (Byvoet et al. 1972), sin embargo, la búsqueda de proteínas que tuvieran la 

capacidad de desmetilar residuos de lisinas metiladas comenzó en la década de 

1960 y actualmente se han caracterizado alrededor de 20 enzimas capaces de 

remover esta modificación covalente. 

 

2.2 LAS DESMETILASAS DE HISTONAS 
 

En 1964 el gurpo de Paik y colaboradores reportaron una enzima que podía 

desmetilar lisinas mono y dimetiladas (Kim et al. 1964). Años más tarde el mismo 

grupo de investigación purificó una proteína que podía desmetilar residuos de 

histonas (Paik y Kim 1973, 1974). No obstante la identidad molecular de esta 

enzima permaneció poco clara por varias décadas. 

Fue hasta el 2004 cuando el grupo de Yang Shi identificó y caracterizó la primera 

desmetilasa de histonas, LSD1 (Lysine specific demethylase1 por sus siglas en 

inglés) (Shi et al. 2004), después renombrada como KDM1 (Lysine demethylase 1 

por sus siglas en inglés) (Allis et al 2007). Esta enzima remueve el grupo metilo de 

las lisinas 4 y 9 de la histona 3 (H3K4me2/1, H3K9me2/1) (Shi et al. 2004; Metzger 

et al. 2005) mediante una reacción de oxidación, sugiriendo que KDM1 es 

relevante en el dinamismo de las modificaciones postraduccionales de las histonas 

y por lo tanto en la transcripción génica (Shi et al. 2004; Huang et al. 2006). 
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Actualmente, la desmetilación de las lisinas que se encuentran en las histonas es 

llevada a cabo por dos familias de enzimas, las amino oxidasas y las oxigenasas 

dependientes de Fe2+ y -cetoglutarato. La primera familia lleva a cabo la 

desmetilación de residuos mono y dimetilados, utilizando FAD como aceptor de 

electrones (Shi et al. 2004; Anand y Marmorstein 2007). La segunda familia puede 

desmetilar residuos mono, di y trimetilados y utilizan como co-sustratos O2 y - 

cetoglutarato (Klose et al. 2006; Schneider y Shilatifard, 2006; Whetstine et al. 

2006; Shi y Whetstine, 2007; Klose y Zhang, 2007; Hou 2010; Mosammaparast y 

Shi, 2010; Arrowsmith et al. 2012; Kooistra y Helin, 2012). 

 

2.3 ESTRUCTURA PROTEICA DE KDM4A 
 

La desmetilasa de histonas KDM4A, pertenece a la familia de las oxigenasas y a 

la subfamilia JMJD2; fue la primera enzima reportada que se une y desmetila a 

residuos trimetilados. KDM4A contiene un dominio Jmj-C y un dominio Jmj-N, que 

constituyen un sitio activo compuesto, así como dos dominios PHD y dos dominios 

híbridos tipo TUDOR, que forman una estructura bilobulada y cada lóbulo asemeja 

un dominio TUDOR normal (Figura 1A) (Couture et al. 2007;  Patel y Wang 2013). 

Los dominios híbridos se estructuran por el intercambio de las cadenas ß3 y ß4, 

debido a esto, el potencial electrostático es más negativo en el segundo dominio 

TUDOR comparado con el primero (Chen et al. 2006; Whetstine et al. 2006); como 

consecuencia del plegamiento de los dominios TUDOR, KDM4A se puede unir a 

las modificaciones H3K4me3 y H4K20me2/3, por esta razón puede reconocer 

regiones específicas en la cromatina (Lee et al. 2005; Lee et al. 2008; Kim et al. 

2006). Así mismo, KDM4A desmetila los residuos trimetilados de las lisinas 9 y 36 

de la histona 3 (H3K9me3 y H3K36me3) (Klose et al. 2006).  In vivo KDM4A no 

puede desmetilar residuos dimetilados y monometilados y presenta mayor afinidad 

hacia H3K9me3 que H3K36me3 (Chen et al. 2006; Whetstine et al. 2006). La 

capacidad de KDM4A de reconocer dos regiones con secuencias distintas de 

aminoácidos, se puede explicar porque las interacciones entre la enzima y los 
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péptidos de las histonas se encuentran gobernadas por puentes de hidrógeno, 

interacciones de van der Waals e interacciones con los péptidos base de los 

sustratos. Además, los residuos N-terminales de H3K9me3 y H3K36me3 

comparten una conformación similar y ambos péptidos se unen en la misma 

dirección dentro del lugar de unión al sustrato en la desmetilasa, permitiendo que  

la trimetil-lisina se deposite en el sitio catalítico, el cual contiene un átomo de Fe 

que es fundamental para la actividad catalítica de la enzima (Klose et al. 2006; 

Yamane et al. 2006). 

El mecanismo de reacción propuesto es muy similar al que llevan a cabo las ferro-

hidroxilasas dependientes de -cetoglutarato (Figura 1B) (Hausinger et al. 2004). 

El átomo de Fe activo, se encuentra en un estado de oxidación +2 y está 

coordinado por dos residuos de histidina, uno de glutamato y tres moléculas de 

H2O [I]. Inicialmente, el -cetoglutarato y el O2 son coordinados en el Fe2+, lo que 

conlleva el desplazamiento de las moléculas de agua [II], después ocurre la 

transferencia de un solo electrón desde el Fe2+ hacia el O2, generandose un 

radical peróxido. Este radical ataca al -cetoglutarato y se obtiene un anhídrido 

mixto que está unido al Fe3+ -radical hidroxilo [III]; entonces el radical hidroxilo, 

altamente reactivo, es capaz de activar el enlace C-H del grupo metilo que se 

encuentra en la trimetil-lisina mediante la sustracción de un protón y la 

transferencia del grupo OH- al átomo de carbono del grupo metilo formándose una 

hidróximetil-lisina [IV]. La reacción de desmetilación procede con la pérdida 

espontánea de formaldehído de la hidróximetil-lisina, debido a que el grupo 

carbonilo es un buen grupo saliente [V]. Dado que la transferencia de OH- deja 

una brecha en la esfera de coordinación del Fe2+, se provoca la ruptura del 

anhídrido mixto que se disocia en succinato y CO2 como subproductos,  y la unión 

de tres moléculas de agua al Fe2+ regenera el sitio catalítico original (Hausinger et 

al. 2004).  

Debido a la actividad catalítica de KDM4A, su estructura y capacidad de reconocer 

regiones específicas en la cromatina, se han asociado diversas funciones a esta 

proteína, algunas de las cuales se describen a continuación. 
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Figura 1. Estructura y mecanismo de la desmetilasa de histonas KDM4A. (A) La proteína 
KDM4A consiste en 1064 aminoácidos (a.a.), los cuales se organizan en diferentes dominios, un 
dominio Jmj-N (en azul) abarca de los a.a 14 al 56, un dominio Jmj-C (en rojo) el cual ocupa los a.a 
142-308, dos dominios PHD (en negro) los cuales abarcan del a.a 709 al 767 y del a.a 829 al 885, 
y dos dominios híbridos tipo TUDOR, los cuales ocupan los a.a 897-1011. (B) El mecanismo de 
reacción propuesto es muy similar al que lleven a cabo las ferro-hidroxilasas dependientes de -
cetoglutarato, se puede dividir en 5 pasos, primeramente el átomo de Fe se encuentra coordinado 
por dos residuos de histidina, uno de glutamina y 3 moléculas de agua, posteriormente se activa el 
Fe mediante la coordinación del -cetoglutarato y O2 (II) , a continuación se transfiere un electrón 
del Fe2+ al O2 y se forma un radical (III), después, la trimetil-lisina es atacada por este radical 
resultando en la hidroxilación de un grupo metilo (IV), después, se pierde espontáneamente el 
grupo carbonilo (V), finalmente se regenera el sitio catalítico de la enzima mediante la coordinación 
de 3 moléculas de H2O al ion Fe2+ (Hausinger et al. 2004). Las estructuras fueron elaboradas con el 
programa ChemSketch.Ink de ACDLABS FREEWARE.  

 

B 
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2.4 FUNCIÓN DE KDM4A 
 

Esta enzima es importante en la replicación celular y en la estabilidad genómica. 

La sobreexpresión de KDM4A en células humanas, se asocia con un relajamiento 

de la estructura de la cromatina, lo que causa que el paso por la fase S sea más 

rápido; por el contrario la mutación de la proteína ortóloga en Caenorhabditis 

elegans conlleva al aumento del tiempo de replicación y del daño al DNA, el cual 

induce a la muerte celular programada dependiente de p53 (Black et al. 2010). Los 

niveles de la proteina KDM4A son dependiente del ciclo celular, asi mismo, 

KDM4A antagoniza con las funciones de la proteína de heterocromatina 1 gamma 

(HP1) (Black et al. 2010), estos resultados sugieren un modelo en el KDM4A 

regula la replicación del DNA controlando la accesibilidad de la cromatna (Black et 

al. 2010). 

En C. elegans, KDM4A está involucrada en la disminución de H3K36me3 en el 

cromosoma X, sugiriendo que esta proteína es importante en el desarrollo de 

células germinales (Reinke et al. 2000; Kelly et al. 2002; Reuben y Lin 2002). 

También se sabe que KDM4A se encuentra involucrada en la represión del gen 

Achaete-Scute Complex Homolog 2 (ASCL2), ya que actúa como co-factor del co-

represor N-CoR, para lo cual requiere de su actividad de desmetilasa (Zhang et al. 

2005; Klose et al. 2006). Por otro lado, KDM4A también se asocia con 

desacetilasas de histonas y la proteína de retinoblastoma, pRb, para reprimir los 

promotores regulados por E2F, pero en este caso el papel de esta proteína como 

desmetilasa no ha sido estudiado (Gray et al. 2005). Mediante ensayos de 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP), se encontró que la mayoría de los 

genes regulados por KDM4A de Drosophila melanogaster (dKDM4A), no 

presentan cambios en las marcas de H3K36me3 y H3K9me3, además, en algunos 

casos, los genes afectados por esta enzima, se encuentran cercanos, sugiriendo 

que gran parte de los genes controlados por dKDM4A no son regulados por los 

niveles de H3K36me3 y H3K9me3, y que otras funciones que dependen de 

dKDM4A están involucradas (Crona et al. 2013). Una probable explicación de los 
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cambios encontrados en las mutantes, podría ser la interacción con otras 

proteínas como, pRb (Gray et al. 2005) y el represor N-CoR (Zhang et al. 2005). 

 

Así mismo, KDM4A coactiva el gen NANOG en células troncales (Agger et al. 

2007; Lan et al. 2007 y Loh et al. 2007), y la isoforma ΔN-KDM4A lleva a cabo la 

desmetilación de H3K9me3 del promotor del gen Myog, durante la diferenciación 

del músculo esquelético de mioblastos a miotubos (Verrier et al. 2011).  

 

 

Estos datos indican que KDM4A tiene un papel importante en desarrollo de células 

madre y sugieren que la expresión de KDM4A en células diferenciadas puede 

contribuir a la modificación de la arquitectura de la cromatina, la cual se encuentra 

alterada local y globalmente en el cáncer. Se ha sugerido que los patrones de 

expresión de KDM4A se ven alterados en varios tipos de neoplasias (Cloos et al. 

2008; Jovanovic et al. 2010). 

 

2.5 EL PAPEL DE KDM4A EN EL DESARROLLO DE 
CÁNCER. 

 

2.5.1 Cáncer de próstata 
 

En el 2007 se determinó que KDM4A se encuentra sobreexpresado en cáncer de 

próstata, además la proteína KDM4A funciona como un co-activador del receptor 

de andrógenos (RA) y en condiciones que simulan niveles bajos de ligandos del 

RA, KDM4A puede activar la transcripción basal del antígeno específico prostático 

(PSA, por sus siglas en inglés de Prostate specific antigen), estos resultados 

sugiren que la sobreexpresión de KDM4A puede ser una causa de que los 

tumores de próstata se vuelvan refractarios a la terapia de abatimiento de 

andrógenos (Shin y Janknecht 2007). 
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2.5.2 Cáncer de vejiga. 
 

Contrario a lo observado en cáncer de próstata, los niveles de KDM4A y KDM1 en 

cáncer de vejiga son bajos con relación a tejido normal y su regulación no 

depende del receptor de andrógenos (Kauffman et al.2011). La pérdida de KDM4A 

y RA en tumores primarios y avanzados sugiere que estas proteínas no son 

necesarias para la iniciación y/o progresión de la enfermedad y hace suponer que 

tengan un papel potencial en retardar la carcinogénesis, sin embargo, el 

significado fisiológico de los bajos niveles del RA y de KDM4A con respecto a la 

señalización de andrógenos se desconoce (Kauffman et al. 2011).Por otra parte, la 

pérdida de KDM4A correlaciona con un mal pronóstico, lo que sugiere evidencia 

para emplear a esta desmetilasa como un nuevo biomarcador para la 

estratificación del riesgo de los pacientes con cáncer de vejiga (Kauffman et al. 

2011).  

 

2.5.3 Cáncer colorrectal 
 

En el 2012, Kim y colaboradores demostraron mediante ChIP que las proteínas 

KDM4A y p53 son reclutadas al promotor de p21, después de la estimular celulas 

derivadas de cáncer de colón con doxorrubicina, agente que ocasiona daño al 

DNA (Kim et al. 2012). 

Por otra parte, la disminución de KDM4A, mediada por sIRNAs conllevó al 

aumento de p21 y a la proteína pro-apoptótica Puma, induciendo la apoptosis de 

las células HCT116 de cáncer colorectal, este decremento también derivó en la 

disminución de la proliferación en diversas líneas celulares cancerosas de colon, 

mientras que la expresión exógena de KDM4A aumento la proliferación de 

HCT116 en medio con baja concentración d |e suero (Kim et al. 2012). Estos 

hallazgos indican que KDM4A promueve la proliferación y sobrevivencia de las 

células derivadas de cáncer de colon (Kim et al. 2012). 
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2.5.4 Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello 
 

El factor de transcripción AP1 (Activating Protein 1, por sus siglas en inglés), juega 

un papel importante en el desarrollo de tumores y metástasis, este factor está 

compuesto por dos proteínas, entre las que destacan c-Jun y c-Fos, la formación 

de AP1 puede estar mediada por la transcripción de los genes JUN y FOS, así 

mismo, estos genes regulan su propia expresión mediante sitios de unión a AP1 

en sus promotores, promoviendo así la formación de AP1, en una cascada de 

retroalimentación positiva (Angel et al. 1988; Ozanne et al. 2000; López-Bergami 

et al. 2010).  

Un estudio realizado en 2013, analiza líneas celulares derivadas de carcinoma de 

células escamosas de cabeza y cuello, demostró que la activación transcripcional  

JUN y FOS es mediada por la desmetilación de la marca represiva de histonas 

H3K9me3, la cual es llevada a cabo por KDM4A (Ding et al. 2013). Este mismo 

estudio mostro que la proteína AP1 no es capaz de unirse a las regiones 

promotoras de JUN y FOS que contienen la marca H3K9me3 (Ding et al. 2013). 

Adicionalmente, la abundancia de la desmetilasa correlaciona con la cantidad de 

las proteínas c-Jun y c-Fos. En conjunto, estos resultados sugieren que KDM4A 

puede estar involucrada en los procesos de invasión y metástasis del carcinoma 

de células escamosas (Ding et al. 2013). 

 

2.5.5 Cáncer de mama 
 

Se ha mostrado una sobreexpresión de KDM4A en tumores triple negativo, este 

aumento se asocia con la pérdida de la marca de histonas H3K9me3, la cual de 

manera normal esta enriquecida en la región pericentromérica. Slee y 

colaboradores demostraron que la pérdida de H3K9me3 en los cromosomas 5 y 7 

puede contribuir al desarrollo de aneuploidías e inestabilidad cromosómica (Slee 

et al. 2012), no obstante, pueden existir causas diferentes del aumento de 

KDM4A, que pudieran originar inestabilidad cromosómica debido a la falta de 
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H3K9me3, tales como la disminución de la expresión de las metiltransferasas 

SUV39H1/2 que incorporan dicha marca (Peters et al. 2001), o complejos que 

ayudan a la correcta segregación cromosómica y a la supresión tumoral como son 

pRb (Gonzalo et al. 2005), SWI/SNF (Bourgo et al. 2009) y mSds3 (David et al. 

2003; David et al. 2006). 

 

Otros estudios han comparado tejido canceroso de mama y mama no neoplásica, 

donde se observaron diferencias significativas en la abundancia de proteínas que 

modifican las histonas, entre ellas KDM4A; estas diferencias se asocian con 

parámetros patológicos y clínicos, sin embargo, se requieren más estudios para 

determinar el significado biológico y clínico de las diferentes combinaciones en los 

perfiles de expresión (Patani et al. 2011).  

 

En 2012 Li y colaboradores demostraron que el abatimiento de KDM4A mediante 

la transfección de siRNAs en líneas celulares derivadas de cáncer de mama, 

reduce la proliferación, invasión y migración, no obstante, el papel de KDM4A en 

el desarrollo de cáncer de mama, aún no está claro (Li et al. 2011; 2012). 

Otro estudio propone que KDM4A funciona como un coactivador del receptor de 

estrógenos (RE) debido a que forman un complejo, KDM4A-RE, la sobreexpresión 

de KDM4A deriva en un incremento de la transcripción dependiente de 

estrógenos, mientras que su abatimiento causa una disminución transcripcional de 

los genes blanco del RE, entre ellos la CCND1(gen que codifica para la ciclina 

D1), el cual se ve aumentado en cáncer de mama (Altucci et al.1996; Cicatiello et 

al. 2004). De manera interesante, la expresión de c-JUN es independiente de 

señalización hormonal y también se ve disminuida después del abatimiento de 

KDM4A. La proteína c-Jun tiene funciones importantes en tejidos neoplásicos, su 

sobreexpresión estimula la invasión, migración y la formación de tumores y su 

inactivación causa el arresto  del ciclo celular (Berry et al. 2012). En conjunto, 

estos datos sugieren que KDM4A puede coactivar genes tanto dependientes como 

independientes del RE, y que puede estar regulando el crecimiento y proliferación 



14 
 

de las células de cáncer de mama promoviendo la expresión de al menos dos 

oncogenes, c-JUN y CCND1 (Berry et al. 2012). 

 

2.5.6 Cáncer de pulmón  
 

Recientemente, se han llevado a cabo estudios sobre KDM4A en cáncer de 

pulmón, entre ellos, dos reportes independientes observaron la presencia nuclear 

de KDM4A en tejidos neoplásicos, como carcinomas pulmonares y carcinomas de 

células no pequeñas NSCLC (Non-Small Cell Lung Carcinoma, por sus siglas en 

inglés), mientras que no se detectó KDM4A en tejido de pulmón normal (Mallette y 

Richard 2012; Kogure et al. 2013). De manera interesante, no se encontró relación 

alguna entre la expresión de KDM4A y el pronóstico de los pacientes (Kogure et 

al. 2013). Estos datos sugieren que la sobreexpresión de KDM4A en NSCLC 

puede considerarse un evento temprano en la carcinogénesis de este tipo de 

tumores (Kogure et al. 2013). 

En el 2012, Mallette y colaboradores observaron que KDM4A se sobreexpresa en 

líneas celulares cancerosas de pulmón de ratón y humano, y también que el 

abatimiento de KDM4A en la línea celular de cáncer A549 dispara la senescencia 

(Mallette y Richard 2012). Esta desmetilasa parece estar implicada en la 

regulación del gen supresor de tumores CHD5, el cual se encuentra implicado en 

la ruta de ubiquitinación p53 (Bagchi 2007 y Serrano 1997). Los resultados 

obtenidos por este grupo de investigación proponen que el aumento de los niveles 

de KDM4A en cáncer de pulmón, podría estar cooperando con otros factores para 

promover la transformación de celular, bloqueando la senescencia dependiente de 

p53 vía CHD5 (Mallette y Richard 2012). 

 

2.1 El GEN CHD5 
 

El gen CHD5 está localizado en el cromosoma 1 en el locus 1p36.31, CHD5 

presenta un promotor que se encuentra embebido en una isla CpG clasificada 

como alta, ya que presenta una densidad de 180 CpGs en dicha región (Figura 
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2A). CHD5 codifica para una enzima que pertenece a la familia de las helicasas 

(chromodomain helicase DNA-binding protein 5, por sus siglas en inglés) 

(Thompson et al. 2003), la proteína CHD5 está conformada por dos dominios 

PHD, dos cromodominios, un dominio con actividad de helicasa y un dominio de 

unión a DNA, el cual se encuentra conservado en la familia (Figura 2B) 

(Thompson et al. 2003). 

 

 

 
Figura 2. Estructura del gen y de la proteína CHD5 (A) El gen CHD5, se encuentra en el locus 
1p36.31, su promotor se encuentra embebido en una la isla CpG de 1577 pb con 180 sitios CpGs,  
(B) La proteína CHD5 consiste en 1954 aminoácidos los cuales están organizados en dos dominios 
tipo PHD, dos cromodominios, un dominio con actividad de helicasa y un dominio de unión a DNA 
(Thompson et al. 2003). 
 

Se sabe que la proteína CHD5, tiene función como supresora de tumores, ya que 

controla la proliferación, apoptosis y senescencia celular por la vía de p19Arf /p53 

(Bagchi 2007 y Serrano 1997). CHD5 regula de manera positiva a p19Arf, que 

codifica para una proteína que secuestra a Mdm2 (Murine doble minute 2), la cual 

se encarga de ubiquitinar a p53, para su posterior degradación. La deficiencia de 

p19Arf y de CHD5 compromete a p53 y sus funciones de supresor de tumores tales 

como la inducción de senescencia (Bagchi 2007 y Serrano 1997). 
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CHD5 se encuentra inactivado en varios tipos de neoplasias, como el cáncer de 

mama (Wu et al. 2012). Hasta ahora se han encontrado 2 mecanismos de 

inactivación del gen CHD5: el primero es por un proceso genético donde se ha 

reportado la deleción del gen en neuroblastomas, y el segundo ecanismo conocido 

es la hipermetilación del promotor, la cual se presenta en gliomas y cáncer 

colorrectal (Mulero-Navarro y Esteller 2008). En el caso de cáncer de mama, se ha 

detectado que la hipermetilación del promotor de esta helicasa es específica de 

tumor y que bajos niveles de CHD5 se relacionan con el desarrollo y progresión de 

este tipo de neoplasia (Mulero-Navarro y Esteller 2008). 

 

En el 2012 por medio de ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina y 

microarreglos (técnica conocida como ChIP-on-ChIP), se identificó a CHD5 como 

un blanco génico de KDM4A. En este estudio se observó que KDM4A se une a la 

región localizada a +741pb con respecto al TSS de dicho gen (Figura 3A) (Mallette 

y Richard 2012). La expresión de KDM4A conduce a una reducción del transcrito y 

la proteína de CHD5, por el contrario, el abatimiento de KDM4A en la línea celular 

de pulmón A549 aumenta los niveles de CHD5 y desencadena la senescencia 

(Figuras 3B, 3C, 3D, 3E)  (Mallette y Richard 2012). 

Estos hallazgos sugieren que la regulación negativa del gen CHD5 está dada por 

otros mecanismos diferentes a la metilación del promotor y la deleción del gen. 

Uno de estos procesos alternos, pudiera estar mediado por la pérdida de 

H3K36me3, esta modificación postraduccional es llevada a cabo por la enzima 

Set2 y se encuentra asociada con el proceso de elongación de la transcripción por 

RNA polimerasa II (Li et al. 2007; Vavouri y Lehner 2012). Se ha reportado que la 

presencia de H3K36me3 en el cuerpo del gen, correlaciona con altos niveles de 

trascripción mientras que H3K36me2 en el cuerpo del gen se relaciona con niveles 

bajos de trascripción (Li et al. 2007; Vavouri y Lehner 2012).  

Debido a las implicaciones de la pérdida de la modificación H3K36me3, en este 

trabajo se propone estudiar a un nuevo mecanismo de inactivación genética donde 

la pérdida de H3K36me3, mediada por KDM4A, en el cuerpo del gen CHD5 altera 

la elongación de la transcripción mediada por la RNA polimerasa II. 
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0 

Figura 3: Papel de KDM4A en la regulación del gen CHD5. (A) Inmunoprecipitación de la 
Cromatina evaluada por PCR cuantitativo (qPCR) donde se observa que KDM4A se une a la región 
+741 del gen CHD5, (B) Determinación de la expresión del gen CHD5, qPCR en el cual se 
demuestra que el abatimiento de KDM4A conlleva a un aumento de la expresión de este gen, (C) 
Determinación de la abundancia de la proteínas por Western blot, se muestra la presencia de 
CHD5 y KDM4A, tras la transfección de siGFP y siKDM4A (Modificado de Mallette y Richard 2012). 
(D) Esquema de la unión y efecto de KDM4A en el gen CHD5, se muestra que KDM4 tiene un 
efecto negativo en la trascripción del gen CHD5, y (E) Esquema de la unión y efecto de KDM4A en 
el gen CHD5, después del abatimiento de KDM4A mediante un RNA de interferencia, se observa 
que CHD5 es transcrito. 
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

¿La desmetilación de H3K36me3 en la región localizada a +741pb en el gen 

CHD5, por KDM4A, podría repercutir en su expresión? 

4 HIPÓTESIS 

La pérdida de H3K36me3 por KDM4A, conlleva a una disminución de la expresión 

del gen CHD5. 

5 OBJETIVOS 

5.1 OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el papel de la desmetilasa de histona KDM4A y las modificaciones 

H3K9me3/2 y H3K36me3/2 en la regulación de la expresión del gen CHD5. 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES  
 

1. Determinar el patrón de expresión de KDM4A en líneas celulares 

derivadas de cáncer de mama así como líneas celulares no cancerosas. 

2. Evaluar la presencia y localización de KDM4A y CHD5 en modelos 

celulares de mama. 

3. Determinar la presencia de H3K36me2/3 y H3K9me3/2, en líneas 

celulares no neoplásicas y neoplásicas. 

4. Evaluar las modificaciones postraduccionales de las histonas, 

H3K36me2/3 y H3K9me3/2, asi como la presencia de KDM4A en la región 

localizada a +741 pb en gen CHD5, en líneas celulares neoplásicas y no 

neoplásicas. 
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6 DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

6.1 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN 
 

Se extrajo RNA total de las distintas líneas celulares por el método de Trizol 

(Invitrogen cat. 1559602), y se cuantificó y determinó la integridad mediante un gel 

de agarosa. Se obtuvo el cDNA con el Kit GeneAmp RNA PCR KIT, empleando  

un microgramo de RNA y siguiendo las especificaciones del fabricante, ver 

sección 11.2. 

Las reacciones de PCR en tiempo real (qPCR), se llevaron a cabo por triplicado 

experimental en una placa de 96 pozos utilizando SYBR Green/ROX qPCR Master 

Mix (Fermentas ® cat. K0222) en el termociclador Step One Plus de Applied 

Biosystems. Los resultados se analizaron con el método de doble CT, (Livak y 

Schmittgen 2001), se empleó a GAPDH como gen de expresión constitutiva y los 

datos se normalizaron con respecto a la línea celular no neoplásica MCF 10A. 

 

6.2 INMUNOFLUORESCENCIAS 
 

Se cultivaron distintas células en cubreobjetos de 22x22 mm, posteriormente se 

fijaron las interacciones celulares con formaldehido al 1%. Seguido de esto se 

realizan 3 lavados con PBS de 3 minutos cada uno, se permeabilizaron las células 

con tritón X-100 al 0.1% durante 5 minutos, a continuación se realizan lavados con 

PBS. Las células fueron bloqueadas con glicina 100 mM por una hora. 

Posteriormente se incubaron los distintos anticuerpos primarios durante una hora 

en una cámara húmeda (Los anticuerpos empleados y su dilución se indican en la 

sección 12.2). Se realizaron 3 lavados con PBS y se incorporó el anticuerpo 

secundario, previamente diluido (1:200), durante una hora en cámara húmeda 
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aislada de la luz.  Por último se realizaron 3 lavados de PBS y las muestras se 

montaron con medio de montaje Vecta Shlied con DAPI. Los controles negativos 

son únicamente los anticuerpos secundarios con el fin de determinar el fondo de 

los mismos. 

6.3 ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACIÓN DE 
LA CROMATINA (ChIP) 

 

Para realizar los ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina se siguieron las 

especificaciones que indica el Kit OneDay ChIP kit, (Diagenode ® Cat. kch-

oneDIP-060 / kch-oneDIP-180) también se usaron anticuerpos que se indican en 

la sección 12.2. Los ChIPs se evaluaron por PCR en tiempo real el análisis de 

datos se llevó a cabo como se indica en la sección 11.4, los resultados se 

muestran en veces de enriquecimiento de las inmunoprecipitaciones con respecto 

al anticuerpo inespecífico, IgG. Para consultar la metodología detalladamente ver 

la sección 11. 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 EVALUACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DEL GEN 
KDM4A EN LINEAS CELULARES DE ESTIRPE MAMARIO. 

 

Con el fin de conocer los niveles de expresión del gen KDM4A, se realizó una 

retrotranscripción y PCR cuantitativa (RT-qPCR) en las líneas celulares 

neoplásicas de mama MCF7 y MDA-MB-231. Como control positivo se empleó la 

línea celular HeLa la cual previamente se ha reportado que sobreexpresa al gen 

KDM4A (Zhang et al. 2005). Se utilizó a GAPDH como control interno y 

normalizamos con respecto a la línea celular no neoplásica MCF 10A. Los 

resultados mostraron que las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231 presentan un 

incremento significativo de 10.771.38 y 5411.55 veces, respectivamente, en la 

expresión KDM4A comparándolas con MCF 10A. A su vez se observa que la línea 

derivada de cáncer cervico-uterino, HeLa, mostró una expresión 5.631.18 veces 

mayor en comparación con la línea MCF 10A (Figura 4). Estos resultados sugieren 

que el gen KDM4A se sobreexpresa en líneas celulares de cáncer de mama 

mientras que en MCF 10A no observamos este fenómeno. 
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Figura 4. Evaluación de los niveles de expresión por medio de RT-qPCR del gen KDM4A, en 
líneas celulares neoplásicas y no neoplásicas. Normalizamos la expresión del gen KDM4A con 
respecto MCF 10A a la cual asignamos un valor de 1. Se extrajo RNA total de las líneas celulares 
por el método de Trizol, se sintetizo cDNA a partir de 1g de RNA el cual se utilizó como templado 
para las reacciones de qPCR. Se emplearon oligonucleótidos específicos para los oligonucleótidos 
específicos para KDM4A y GAPDH. Los valores promedio  la desviación estándar se obtuvieron a 
partir del triplicado experimental. (*) p<0.05 con respecto a la línea celular MCF 10A. 

 

7.2 ESTUDIO DE LA PRESENCIA Y LOCALIZACIÓN DE LAS 
PROTEÍNAS KDM4A Y CHD5 EN LÍNEAS CELULARES 
NEOPLÁSICAS Y NO NEOPLÁSICAS. 

 

Con el objetivo de determinar la presencia y localización de las proteínas KDM4A 

y CHD5 en líneas celulares neoplásicas y no neoplásicas se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia (IF). Los resultados mostraron que la localización de KDM4A 

se observa principalmente en el núcleo de las células neoplásicas, MCF7, MDA-
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MB-231 y HeLa, en contraste en la línea celular MCF 10A, no se detectó esta 

proteína (Figura 5).  

Por el contrario, la proteína CHD5, se encuentra en el núcleo de la línea celular 

MCF 10A, y en menor proporción en el núcleo de la línea celular MDA-MB-231, no 

se observó en las líneas celulares MCF7 y HeLa (Figura 6). Estos datos proponen 

una relación entre la presencia de KDM4A y la ausencia de CHD5. 

Figura 5. Detección de la presencia y la localización  por citoinmunoflourecencia, de la 
desmetilasa de histonas KDM4A en líneas celulares neoplásicas (MDA-MB-231, MCF7, HeLa) 
y una no neoplásica (MCF 10A) (100 aumentos). Encontramos que KDM4A se encuentra 
principalmente en el núcleo de las células neoplásicas, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa, así mismo se 
observa que KDM4A está presente en el citoplasma de las células cancerosas de mama, en 
contraste, en la línea celular MCF 10A no se detectó esta proteína. En la columna de la izquierda 
se observa el núcleo de las distintas líneas celulares teñido con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol), 
en la columna central se observa la detección de KDM4A mediante un anticuerpo primario 
monoclonal, el cual es específico para KDM4A y fue detectado por un anticuerpo secundario 
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acoplado a un fluoróforo (ALEXA 488). En la columna derecha se observa el empalme del núcleo 
con KDM4A. 

Figura 6. Detección de la presencia y localización de la proteína CHD5 en líneas celulares 
neoplásicas (MDA-MB-231, MCF7, HeLa) y una no neoplásica (MCF 10A) (100 aumentos). Se 
encontró que la helicasa, CHD5, se localizó en el núcleo celular de la línea celular no neoplásica y 
en menor proporción encontramos presencia de esta proteína en la línea celular cancerosa de 
mama MDA-MB-231, en contraste, no detectamos CHD5 en las líneas celulares neoplásicas MCF7 
y HeLa. En la columna de la izquierda se observa el núcleo de las distintas líneas celulares teñido 
con DAPI, en la columna central se observa la detección de KDM4A mediante un anticuerpo es 
específico para CHD5 y fue detectado por un anticuerpo secundario acoplado a un fluoróforo 
(ALEXA 488). En la columna derecha se observa el empalme del núcleo con CHD5. 
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7.3 ANÁLISIS DE LAS MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE 
LAS HISTONAS H3K36me3, H3K36me2, H3K9me3 y H3K9me2. 

 

Con la finalidad de analizar la presencia de las modificaciones H3K9me3, 

H3K36me3, H3K9me2 y H3K36me2 a nivel celular, se llevaron a cabo ensayos de 

inmunofluorescencia en las líneas celulares neoplásicas MDA-MB-231, MCF7, 

HeLa y en la línea celular no neoplásica MCF 10A. La localización de las 

modificaciones H3K36me3, H3K36me2 y H3K9me2 fue principalmente nuclear 

(Figuras 7A, 7B y 7D), así mismo, el análisis de la marca de histonas H3K9me3 

comprobó que está  asociada con la heterocromatina nuclear, encontrándose en 

las regiones perinucleolares, perinucleares y corpúsculos de Barr (Figura 7C). Los 

resultados indican que no hay cambios a nivel celular de la presencia de las 

modificaciones postraduccionales de las histonas asociadas a KDM4A, lo cual 

sugiere, a su vez  que estos cambios pudieran presentarse a nivel local. 
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Figura 7: Detección de las modificaciones H3K36me3 (A), H3K36me2 (B), H3K9me3 (C) y 
H3K9me2 (D) en líneas celulares neoplásicas (MDA-MB-231, MCF7, HeLa) y una no 
neoplásica (MCF 10A) (100 aumentos).  (A, B) La localización de la señal para las modificaciones 
H3K36me3 y H3K36me2 fue enteramente nuclear. (C) La localización de la señal para la 
modificación covalente H3K9me3 fue en su totalidad nuclear además esta se encontró asociada a 
regiones heterocromatinicas como los corpúsculos de Barr, regiones perinucleolares y 
perinucleares, esto lo observamos en todos las líneas celulares (D) Encontramos la modificación 
postraduccional H3K9me2 completamente en el núcleo  de las células neoplásicas y  la no 
neoplásica. En la columna de la izquierda se observa el núcleo de las distintas líneas celulares 
teñido con DAPI, en la columna central se observa la detección de las modificaciones mediante un 
anticuerpo es específico para ellas el cual fue detectado por un anticuerpo secundario acoplado a 
un fluoróforo (ALEXA 488). En la columna derecha se observa el empalme del núcleo con las 
modificaciones respectivas. (E) Control del anticuerpo secundario Alexa 488 (40 aumentos).  
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7.4 ANÁLISIS LOCAL DE LA PRESENCIA DE KDM4A, CTCF Y LAS 
MODIFICACIONES H3K9me3/2 y H3K36me2 EN LA REGIÓN 
LOCALIZADA A +741pb EN EL GEN CHD5 

 

El factor nuclear CTCF (también conocido como factor de unión CCCTC) es una 

proteína localizada principalmente en el núcleo celular (Lobanenkov et al., 1990; 

Ohlsson, et al., 2001). La estructura de la proteína CTCF se caracteriza por tener 

11 dedos de zinc con los cuales se puede unir a su secuencia blanco en el DNA, 

así mismo CTCF puede interaccionar a múltiples proteínas gracias sus extremos 

amino y carboxilo. Estudios in vitro han demostrado que la actividad de KDM4A se 

incrementa en presencia de CTCF, sugiriendo que in vivo pudiera existir alguna 

interacción de CTCF y KDM4A (Jeong et al. 2011). Con el objetivo de determinar 

si CTCF pudiera estar interaccionando con KDM4A y evaluar las modificaciones 

postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3K9me2, H3K36me3, H3K36me2 

en la zona localizada a +741 pb en gen CHD5, realizamos una 

inmunoprecipitación de la cromatina en las líneas celulares MCF10A, MCF7, MDA-

MB-231 y HeLa, (figuras 8A, 8B, 8C, 8D, 8E). La región localizada a +741 pb en 

CHD5, fue donde previamente se demostró la unión de KDM4A in vivo en la línea 

celular U2OS derivada de osteosarcoma (Mallette y Richard 2012). Las 

inmunoprecipitaciones se evaluaron por medio de qPCR. Encontramos la 

presencia de KDM4A y CTCF en las líneas celulares neoplásicas y no en la línea 

MCF 10A. Los datos obtenidos proponen que aparentemente hay una relación 

entre la  KDM4A y CTCF, y que posiblemente CTCF pudiera estar mediando el 

reclutamiento de la desmetilasa de histonas KDM4A a su sitio blanco. En las 

líneas celulares neoplásicas, la presencia de KDM4A se asocia con la disminución 

de las modificaciones covalentes H3K36me y H3K9me trimetiladas en 

comparación con las dimetiladas (Figura 8A, 8C, 8D, 8E). En MCF 10A (Figura 

8B), se observa principalmente un enriquecimiento de H3K36me3 con respecto a 

H3K36me2, lo cual pudiera relacionarse con una mejor procesividad de la RNA 

Polimerasa II. Así mismo las modificaciones covalentes H3K9me3 y H3K9me2 se 

presentan poco enriquecidas lo cual apunta que la conformación de la cromatina 

en dicha región es laxa. El análisis de las modificaciones covalentes de las 
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histonas nos indica que hay una asociación entre la presencia de KDM4A y la 

disminución de H3K36me3 y H3K9me3 en las líneas celulares neoplásicas, esto 

sugiere que KDM4A pudiera estar desmetilando a dichos residuos.  
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Figura 8: Análisis local de la presencia de las modificaciones postraduccionales 
H3K36me3/2 y H3K9me3/2, de las histonas en la región localizada a +741pb en el gen CHD5. 
Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) de la zona situada a +741pb en CHD5, en las líneas 
celulares MCF 10A (A), MCF7 (B), MDA-MB-231 (C) y HeLa (D). Los resultados se presentan en 
veces de enriquecimiento de las inmunoprecipitaciones con respecto al anticuerpo inespecífico 
(IgG). Las barras indican la modificación que se inmunoprecipitó, en la primera barra (de izquierda 
a derecha) se evaluó la inmunoprecipitación de H3K36me3, en la segunda H3K36me2, en la 
tercera H3K9me3, en la cuarta H3K9me2, en la última se inmunoprecipitó con el anticuerpo 
inespecífico IgG. Lo que se encuentra por arriba del anticuerpo inespecífico, IgG, se considera 
como inmunoprecipitación significativa. Los valores promedio  la desviación estándar, se 
obtuvieron a partir del triplicado experimental. 
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Figura 9: Análisis local de la presencia de KDM4A y CTCF en la región localizada a +741pb 
enCHD5. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) de la zona situada a +741pb en CHD5, en las 
líneas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. Los resultados se presentan en veces de 
enriquecimiento de las inmunoprecipitaciones con respecto al anticuerpo inespecífico (IgG). Las 
barras negras indican la inmunoprecipitación de CTCF y las barras grises la inmunoprecipitación de 
KDM4A. Los resultados se normalizaron con respecto al valor de IgG de cada línea celular. 
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8 DISCUSIÓN  

En eucariontes, la estructura de la cromatina regula el acceso de la maquinaria 

transcripcional a diversos elementos genéticos, jugando un papel importante en la 

regulación de la expresión génica. La transición de cromatina trasncripcionalmente 

activa a heterocromatina es controlada, en parte, por la metilación del DNA y las 

modificaciones postraduccionales de las histonas, entre otros (Jenuwein y Allis 

2001). En cáncer, la arquitectura de la cromatina se ve modificada tanto local 

como globalmente, y se ha sugerido que la desregulación de metilación y 

desmetilación de histonas se encuentra involucrada en esta alteración de la 

cromatina (Cloos et al. 2008; Jovanovic et al. 2010). 

La variación de los patrones de metilación y desmetilación de histonas contribuye 

a regular la actividad transcripcional en un tiempo y espacio específico, por lo que 

la desregulación en los genes que codifican para las enzimas que desmetilan a las 

histonas pudiera derivar en el desarrollo de enfermedades como el cáncer (Black 

et al. 2013), como ejemplo se ha visto una expresión aberrante de KDM4A en 

diversos tipos de cáncer, entre ellos, cáncer de mama, sugiriendo que esta enzima 

pudiera estar involucrada en esta enfermedad (Berry et al. 2012; LI et al. 2013). 

KDM4A tiene la capacidad de remover los grupos metilo de la lisina 9 y 36 de la 

histona 3. La modificación postraduccional H3K9me3 se encuentra asociada a la 

estructuración de heterocromatina (Caro et al. 2012) mientras que H3K36me3 se 

relaciona con la elongación de la RNA polimerasa II y la conformación de una 

cromatina transcripcionalmente activa (Li et al. 2007; Vavouri y Lehner 2012).  

Se sabe que KDM4A se une a la zona localizada +741pb con respecto al TSS del 

gen supresor de tumores CHD5 y su abatimiento provoca un aumento en la 

expresión de dicho gen, en la línea celular de osteosarcoma U2OS (Mallette y 

Richard 2012), sin embargo, actualmente se desconoce el mecanismo por el cual 

KDM4A regula negativamente a CHD5.  

Por ende el objetivo principal de este trabajo fue determinar el papel de la 

desmetilasa de histonas KDM4A y las modificaciones postraduccionales 
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H3K36me3/2 y H3K9me3/2 en la regulación del gen CHD5 en un modelo de 

cáncer de mama.  

Inicialmente, se caracterizó la expresión de KDM4A, en 2 líneas celulares 

derivadas de cáncer de mama, (MCF7 y MDA-MB-231), una línea celular no 

neoplásica, MCF 10A, y una línea celular en la cual ya se ha reportado que el gen 

KDM4A se sobreexpresa, nuestro control positivo, fue la línea celular derivada de 

cáncer cervico-uterino HeLa. Los resultados normalizados con respecto a MCF 

10A, mostraron que la líneas celulares neoplásicas HeLa, MCF7 y MDA-MB-231, 

sobreexpresan el gen KDM4A en comparación con MCF 10A (Figura 4). Estos 

datos sugieren que KDM4A se expresa basalmente en la línea celular no 

neoplásica MCF 10A y mientras que en las líneas celulares neoplásicas hay 

sobreexpresión de este gen. Los resultados obtenidos concuerdan con la 

literatura, la cual indica que los niveles  de KDM4A son mayores en tumores de 

cáncer de mama, (Berry et al. 2012; LI et al. 2013) y sugieren que KDM4A podría 

estar involucrada en el desarrollo de esta enfermedad. 

Posteriormente, con el fin de evaluar la presencia y localización de KDM4A y 

CHD5 se llevaron a cabo inmunofluorescencias, los resultados revelaron que la 

localización de KDM4A se observa mayoritariamente en el núcleo de las células 

neoplásicas mas no en la línea celular MCF 10A donde no se detectó esta 

desmetilasa (Figura 5), estos resultados coinciden con el análisis de expresión. En 

contraste con la presencia de KDM4A, la proteína CHD5,  se encontró en el núcleo 

de la línea celular MCF 10A, y en menor proporción en la línea celular MDA-MB-

231, no detectamos a esta helicasa en las líneas celulares MCF7 y HeLa (Figura 

6), estos datos también concuerdan con los reportados en la literatura, los cuales 

demostraron la baja presencia de CHD5 en líneas celulares neoplásicas 

comparadas con células normales (Mulero-Navarro y Esteller 2008). 

Con el objetivo de evaluar las modificaciones postraduccionales de histonas, 

H3K9me3, H3K36me3, H3K9me2 y H3K36me2 a nivel celular, se llevaron a cabo 

ensayos de inmunofluorescencias en las líneas celulares neoplásicas MDA-MB-

231, MCF7, HeLa y en la línea celular no neoplásica MCF 10A(Figuras 7A, 7B, 7C 
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y 7D). Los resultados revelaron que la localización de las modificaciones 

H3K36me3, H3K36me2 H3K9me3 y H3K9me2 fue enteramente nuclear y 

aparentemente, no hay cambios a nivel global de las modificaciones 

postraduccionales de las histonas afectadas por KDM4A sugiriendo que esta 

desmetilasa pudiera estar actuando de manera local en los modelos celulares 

estudiados. 

Los resultados obtenidos del análisis de expresión y de las inmunofluorescencias 

dirigidas hacia KDM4A y CHD5, proponen que hay una relación inversa entre la 

presencia de KDM4A y CHD5, es decir, donde se encuentra KDM4A no está 

presente CHD5, esto nos podría indicar que KDM4A está regulando de manera 

negativa a CHD5. Lo anterior ya ha sido evidenciado, mediante un RNA de 

interferencia dirigido contra KDM4A, en la línea celular U2OS (Figura 3B, 3C, 3D y 

3E) (Mallette y Richard 2012) así mismo, se determinó que KDM4A se une a la 

región +741 del gen CHD5 (Figura 3A). Actualmente se sabe poco acerca de 

cómo las desmetilasas de histonas como KDM4A pueden ser reclutadas a sus 

sitios blanco, uno de los candidatos potenciales pudiera ser el factor nuclear 

CTCF. Esta proteína se caracteriza por tener 11 dedos de Zinc con los cuales se 

puede unir a su secuencia blanco en el DNA, CTCF también puede interaccionar a 

múltiples proteínas y RNAs gracias sus extremos amino y carboxilo terminal 

(Phillips y Corces, 2009). Estudios in vitro han demostrado que la actividad de 

KDM4A se incrementa en presencia de CTCF, sugiriendo que in vivo pudiera 

existir alguna interacción de CTCF y KDM4A (Jeong et al. 2011), sin embargo, aún 

no se sabe si KDM4A y CTCF  interaccionan in vivo, con el fin de determinar la 

posible relación entre CTCF y KDM4A y evaluar las modificaciones 

postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3K9me2, H3K36me3, H3K36me2 

en la región +741 del gen CHD5 se realizó una inmunoprecipitación de la 

cromatina, en líneas celulares MCF10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa (figuras 8A, 

8B, 8C, 8D y 9). De manera interesante se encontró que la presencia de KDM4A 

en la región  +741 del gen CHD5 sólo se observa en presencia de CTCF en las 

líneas celulares neoplásicas mas no en MCF 10A. Esto pudiera indicar una posible 

relación entre CTCF y KDM4A (Figura 9). Existen pocos estudios donde se ha 
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reportado que CTCF puede actuar como un represor transcripcional. Se han 

propuesto varios mecanismos, uno de ellos es la asociación con el co-represor 

SIN3A y HDACs (Lutz et al. 2000), adicionalmente, c-MYC, Bax, hTERT, son 

ejemplos de genes que están regulados de manera negativa por la unión de 

CTCF-P (CTCF- fosforilado) a regiones localizadas rio abajo del TSS, esta unión, 

impide el reconocimiento de diversos factores de transcripción. (Filippova et al. 

1996; Renaud et al. 2005; Méndez-Catalá et al. 2013). También, hay evidencias 

de que la represión de los genes ribosomales, depende, en parte, de la poli-ADP-

ribosilación de CTCF, modificación post-traduccional que ayuda en la localización 

de CTCF en el nucléolo y se ha sugerido que CTCF-poli-ADP-ribosilado, reprime 

la trascripción del rDNA (Torrano et al. 2006). A su vez,  estudios  han demostrado 

que CTCF juega un papel de muy relevante en la inactivación del cromosoma X, 

ya que se une al promotor del RNA no codificante Jpx, donde su transcripción es 

indispensable para la transcripción de Xist el cual es necesario para llevar acabo 

la inactivación del cromosoma X en hembras (Sun et al. 2013). 

En conclusión nuestros datos podrían sugerir que  el factor nuclear CTCF pudiera 

fungir como un regulador negativo de la expresión del gen CHD5, donde el 

mecanismo principal de CTCF es inhibir la transcripción alterando la procesividad 

de la RNA Polimerasa II. 

La presencia de KDM4A in vivo en la región localizad a+741pb en el gen CHD5 se 

asoció con la disminución de la marca H3K36me3 en comparación con H3K36me2 

en las líneas celulares neoplásicas. Esto nos sugiere que KDM4A se encuentra 

desmetilando sus sustratos. A su vez, los niveles de H3K36me3, se ven 

disminuidos en las líneas celulares MCF7 (8C) y HeLa (8D) en comparación de 

MCF 10A (8B) y de manera interesante se observaron altos niveles de H3K36me3 

y H3K36me2 en la línea neoplásica MDA-MB-231, en comparación con la línea 

celular MCF 10A.  

En las líneas celulares cancerosas, encontramos un enriquecimiento de las 

marcas H3K9me3 y H3K9me2, las cuales se asocian con represión trasncripcional 

y heterocromatina (Hahn et al. 2011, Lienert et al. 2011, Caro et al. 2012), sin 
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embargo en MCF 10A se encontraron niveles muy bajos (alrededor de 1.2 veces 

de enriquecimiento) de estas modificaciones. Se distingue una disminución de 

H3K9me3 con respecto H3K9me2 en MDA-MB-231 y HeLa (figuras 8D y 8E), 

estos resultados indican que KDM4A se encuentra desmetilando, además 

corroboran que KDM4A posee más afinidad por H3K9me3 que por H3K36me3 

(Chen et al. 2006; Huang et al. 2006; Whetstine et al. 2006), ya que el nivel de 

H3K9me3 es menor que H3K36me3. 

Conjuntando los resultados obtenidos; en la línea celular MCF 10A (Figuras 8A y 

9) no se encuentran KDM4A, CTCF y a su vez, las marcas represivas H3K9me3 y 

H3K9me2 se encuentran muy poco enriquecidas en comparación con las células 

neoplásicas (1.26 y 1.20 veces de enriquecimiento respectivamente), así mismo, 

H3K36me2 se encuentra en un valor menor, 22.84, con respecto a las células 

cancerosas, por el contario se encontró enriquecida alrededor de 132 veces la 

marca asociada con la elongación de la polimerasa, H3K36me3, estos datos nos 

indican que la cromatina de esta región esta trasncripcionalmente activa y 

correlacionan con la presencia de la proteína CHD5 en el núcleo de MCF 10A.  

En la línea celular MCF7 (Figuras 8B y 9) se encontraron KDM4A, CTCF y de 

manera interesante, los niveles de H3K9me3, son ligeramente más altos (8.14 

veces de enriquecimiento) con respecto a H3K9me2 (7.51 veces de 

enriquecimiento), éstos datos pudieran ser interpretados como una desmetilación 

de H3K9me2 a la forma monometilada, H3K9me1 Este mecanismo podría estar 

mediado por enzimas que sean capaces de desmetilar H3K9me2 como las 

desmetilasas KDM3A y KDM1 (Kuroki et al. 2013, Metzger et al. 2005). A su vez, 

H3K36me2 se encuentra enriquecida  24.10 veces y H3K36me3 7.86 veces. Estos 

resultados sugieren que la cromatina de esta región se encuentra 

transcripcionalmente inactiva donde la perdida de H3K36me3 interfiere con la 

elongación de la RNA polimerasa II, lo anterior se relaciona con la ausencia de 

CHD5 en MCF7.  

En la línea celular derivada de cáncer de mama MDA-MB-231 (Figuras 8C y 9), se 

encontraron KDM4A, CTCF, las marcas represivas H3K9me3 y H3K9me2 (con 
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4.38 y 267.86 veces de enriquecimiento), interesantemente se observó un 

aumento de las marcas H3K36me3 y H3K36me2 (con 526.08 y 559.64 veces de 

enriquecimiento) con respecto a MCF 10A, la baja abundancia de CHD5, se 

pudiera deber a la presencia de marcas de represión (como H3K9me3, H3K9me2 

y la hipermetilación del promotor; (Mulero-Navarro y Esteller 2008) y marcas de 

activación (como H3K36me3).  

Finalmente, en la línea celular HeLa (Figuras 8D y9) se encontró, KDM4A, CTCF, 

las marcas represivas H3K9me3 y H3K9me2 (con 7.33 y 104.67 veces de 

enriquecimiento), H3K36me3 en un valor menor (125.59 veces de 

enriquecimiento) que H3K36me2 (214.54 veces), esto nos indica que la cromatina 

de esta región se encuentra trasncripcionalmente inactiva, y se relaciona con la 

ausencia de CHD5 en la línea celular HeLa. 

Estos datos proponen un nuevo mecanismo de inactivación genética donde los 

mecanismos epigenéticos alteran el proceso de elongación de la RNA polimerasa 

II. 
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9 CONCLUSIONES 

 

En nuestro trabajo demostramos que KDM4A se encuentra sobreexpresado en 

líneas celulares neoplásicas en comparación con una línea celular no neoplásica, 

esta sobreexpresión se asoció con la disminución de la proteína CHD5. Por medio 

de ChIP determinamos in vivo la presencia de KDM4A en la región localizada a 

+741 pb en el gen CHD5, esto se relacionó con la disminución de H3K36me3 y el 

aumento de H3K36me2. Así mismo, en las líneas celulares neoplásicas hay un 

enriquecimiento de las marcas represivas H3K9me3 y H3K9me2.  

Por otro lado, observamos una relación entre la presencia de CTCF y KDM4A, 

esto pudiera sugerir que el que el factor nuclear CTCF podría jugar un papel 

relevante en el  reclutamiento de KDM4A a su sito blanco. 

Nuestros resultados proponen un posible nuevo mecanismo de inactivación del 

gen CHD5  donde los mecanismos epigenéticos pudieran alterar  la elongación de 

la RNA polimerasa II. 
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10 PRESPECTIVAS 

 

10.1 COMPROBAR EL ESTADO DEL PROMOTOR DE CHD5 ASÍ 
COMO ANALIZAR LA EXPRESION DE ESTE GEN MEDIANTE 
RTq-PCR. 

 

El promotor de CHD5 se encuentra embebido en una isla CpG, como se mencionó 

anteriormente, uno de los mecanismos para inactivar este gen es la 

hipermetilación del promotor como es el caso la línea celular MDA-MB-231, no 

obstante no se encontró metilación de promotor en MCF7, HeLa, y en mama 

normal.  

Para corroborar la metilación del promotor, se debería de hacer una conversión 

con bisulfito de sodio, seguido de una PCR sensible a metilación, (msPCR, por 

sus siglas en inglés). Con el objetivo de analizar la expresión del gen CHD5, se 

realizara una RT-qPCR, con oligos específicos para CHD5, los cuales ya están 

diseñados. 

Nombre y 
función 

Oligonucleótid
os 

 

Secuencia en DNA 
 (5’ – 3’) 

Tm  
(°C) 

teórica 

Tamaño 
esperado 
en cDNA 

Tamaño 
esperado en 

DNA 
genómico 

 CHD5 FWD 
(Exón 42) 

TCGAGACTTCCCTGTGTTGC 62 127 pb 933 pb 

Expresión 
CHD5 

CHD5 RVS 
(Exón 44) 

CTTTTTGTCCCAAGGTGGCG 62   

 

 

10.2 EVALUAR LA PRESENCIA Y LOCALIZACIÓN DE KDM4A EN 
CORTES DE TEJIDO DE PACIENTES CON CÁNCER DE MAMA 

 

Con el objetivo de determinar la presencia y localización de las proteínas KDM4A 

y CHD5 en muestras de pacientes con cáncer de mama se realizó una 

inmunohistoquímica de un corte histológico de una muestra con cáncer de mama. 

(Figura 7). 
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Figura 10. Presencia y localización de KDM4A en muestras de pacientes con 
cáncer de mama. A. control negativo (sin anticuerpo primario) B, Localización 
nuclear de la proteína KDM4A en una muestra de cáncer de mama. (100 
aumentos) 

 

10.3 DETERMINAR EL PAPEL DE CTCF EN EL RECLUTAMIENTO 
DE LA DESMETILASA DE HISTONAS KDM4A EN UN 
MODELO DE CÁNCER DE MAMA 

 

Actualmente se desconoce cómo las desmetilasas de histonas son reclutadas a 

sus sitios blanco. Una de las proteínas que pudiera ser clave en éste fenómeno es 

CTCF. Esta proteína está compuesta por 11 dedos de Zinc con los cuales se une 

al DNA y una región NH y COOH terminal con las que puede interaccionar con 

múltiples proteínas (Zlatanova y Caiafa 2009). Estudios in vitro han demostrado 

que la actividad de KDM4A se incrementa en presencia de CTCF, sugiriendo que 

CTCF, pudiera estar actuando como un posible mediador de la función de KDM4A 

(Jeong et al. 2011). Con el objetivo evaluar el efecto de CTCF en la función y 

reclutamiento de KDM4A se realizaran ensayos con RNAs de interferencia 

dirigidos contra CTCF. Se evaluara por medio de Ensayo de cambio en la corrida 

A B 
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electroforética (EMSA) y RE-ChIP la interacción entre CTCF y KDM4A tanto en un 

modelo no neoplásico como en las líneas celulares de cáncer de mama. Mediante 

ensayos de RE-ChIP-seq, se determinarán los genes blanco de CTCF-KDM4A. 
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11 MÉTODOS EN EXTENSO 

 

11.1 EXTRACCIÓN DE RNA 
 

1. Retirar el medio de cultivo, lisar las células directamente en el frasco de cultivo 

mediante la adición de 3 mL de TRIZOL para cajas de 75 cm2, y mezclar 

varias veces con una pipeta, con el fin de que las células se despeguen en su 

totalidad. 

2. Trasladar el TRIZOL con células a un tubo Falcon ®  de 15 mL, incubarlas a 

temperatura ambiente (15°C-30°C) por 5 minutos. 

3. Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada mL de TRIZOL agregado, agitar 

vigorosamente los tubos con la mano durante 15 segundos. Lo anterior se 

realiza con el fin de limpiar el RNA. 

4. Centrifugar las muestras a 3,200 x g durante 15 minutos, a una temperatura 

de 2-8°C. Después de la centrifugación la mezcla se divide en tres fases: 

superior: fase acuosa; media: fase fenol-cloroformo; inferior: fase roja. El RNA 

se encuentra solamente en la fase acuosa. 

5. Transferir, cuidadosamente la fase acuosa a un tubo Eppendof etiquetado, 

perturbar la fase de fenol-cloroformo, de hacerlo centrifugar de nuevo. 

6. Agregar 0.5 mL de alcohol isopropílico por cada mL utilizado de TRIZOL. Lo 

anterior ayuda a precipitar el RNA. 

7. Incubar por 10 minutos a Temperatura ambiente y centrifugar a no más de 

25,910 x g durante 15minutos, a una temperatura de 2°C a 8°C. Después de 

esta centrifugación es posible que se vea el pellet de RNA, si no sucede esto 

dejar un pequeño remanente de líquido en la parte inferior del tubo. 

8. Retirar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 mL de ET-OH al 80% en agua 

libre de RNAsas, mezclar vigorosamente, (con vortex), centrifugar la muestra 

durante 5 minutos a 16,580 x g con una temperatura de 2°C a 8°C. 

9. Dejar secar el botón de RNA a temperatura ambiente, y resuspenderlo con 20 

L de agua DPEC, dependiendo del tamaño del pellet, incubar 10 minutos a 

60°C. 
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10. Determinar la concentración de la muestra en el Nanodrop (A260/280). 

11. Cuantificar la pureza e integridad del RNA mediante un gel de agarosa al 1.2 

%. 

12. Ajustar la concentración de RNA a 1g/L. 

13. Conservar la muestra a -70°C. 

 

Gel para determinar la integridad del RNA 
 

Disoluciones 

FA gel buffer 10x Buffer de corrida 

200 mM MOPS (libre de ácidos) 

50 mM de acetato de sodio 

10 mM de EDTA 

pH: 7.0 (ajustar con NaOH) 

100 mL de FA gel buffer 10x 

20 mL de formaldehido al 37% 

880 mL de agua libre de RNAsa  

Buffer de carga Gel FA 1.2% 

16 L de azul de bromofenol acuoso 

80 L de EDTA 500mM, pH: 8 

720 L de formaldehido al 37% 

2 mL de glicerol 100%  

3084 L de formamida 

4 mL de FA gel buffer 10x 

Aforar a 10 mL con agua libre de 

RNAsa 

1.2 g de agarosa 

10 mL de FA gel buffer 10x 

Aforar a 100 mL con agua libre de 

RNAsa. 

Después de calentar para fundir la 

agarosa, agregar 1.8 mL de 

formaldehido al 37 %. 

Agregar 1 L de gel red por cada 25mL 

de gel al 1.2 %. 

 
Preparación de la muestra 
 

1. Cargar aproximadamente 200 ng de RNA por pozo. 

2. Adicionar 2 L de buffer de carga. 

3. Llevar todas las muestras al mismo volumen. 

4. Incubar a 65°C durante 5 minutos. 
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5. Correr el gel FA durante 45 minutos a 95 volts. 

6. Si se presenta DNA, tratar con DNAsa, agregar 1 unidad de enzima por cada 

microgramo de RNA, incubar a 37°C durante una hora, para inactivar la 

enzima, agregar 2L de EDTA 50mM e incubar 20 minutos a 65°C 

 

11.2 REACCIÓN DE TRASNCRIPTASA REVERSA PARA LA 
OBTENCIÓN DEL cDNA 

 

1. Por cada reacción de retrotranscripción agregar: 

 

Componente Volumen Concentración final 

MgCl2 4 L 5mM 

10X Buffer II para PCR 2 L 1X 

dATP 2 L 1 mM 

dCTP 2 L 1 mM 

dTTP 2 L 1 mM 

dGTP 2 L 1 mM 

Inhibidores de RNAsa 1 L 1 U/L 

Transcriptasa reversa 1 L 2.5 U/L 

Oligo d(T)16 1 L 2.5 M 

RNA 1 L 1 g 

H2O 2 L  

Volumen final 20 L  

 

Para la obtención del cDNA se utilizó el Kit GeneAmp RNA PCR KIT No. De 

catálogo: N808-0017. 

 

2. Programar el termociclador a 42°C durante 30 minutos (temperatura óptima de 

la enzima), 99°C durante 5 minutos (inactivación de la enzima), 5°C durante 5 

minutos más.  
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3. Cuantificar el cDNA con ayuda del nanodrop y diluirlo para que el cDNA de 

todas las muestras se encuentre a la misma concentración, 20 ng/L. 

4. Por cada reacción de qPCR agregar lo siguiente: 

 

Componente Volumen 

SYBR-GREEN 10 L 

OLIGO FWD 1 L 

OLIGO RVS 1 L 

cDNA 5 L 

H2O 3 L 

 

Para el análisis de expresión se empleó el método de doble delta CT (dCT). 

(Livak y Schmittgen 2001) 

11.3 INMUNOFLUORECENCIAS (IF) 
 

Disoluciones 

Formaldehido 1 % Tritón  
370 L de formaldehido al 37 % 
 

 2.5 mL de tritón 100-X  
Aforar a 50 mL con PBS (solución a 5 
%) 
Tomar 1 mL y llevarlo a 50 mL con PBS 
(solución al 0.1 %) 

Glicina PBS 
0.375 g de glicina  
Aforar a 50 mL con PBS 

8 g de NaCl.  
0.2 g de KCl. 
1.44 g de Na2HPO4. 
0.24 g de KH2PPO4. 
Ajustar pH a 7.4. 
Aforar a 1 L. 

 

1. Sembrar aproximadamente 100000 células en cada pozo, con un cubreobjetos 

previamente limpio y radiado, se dejan el cultivo de 12 a 24 horas, 

dependiendo de la línea celular. 

2. Agregar 1 mL de formaldehído al 1 % o al 4 % a cada pozo e incubar 10 

minutos. 
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3. Retirar el formaldehído y realizar 3 lavados con PBS reposando por 5 minutos 

entre cada lavado con agitación. 

4. Adicionar 1 mL de tritón, incubar durante 5 minutos. 

5. Retirar el tritón y realizar 3 lavados con PBS 1 mL por 5 minutos, con 

agitación, cuidar que no se sequen las laminillas. 

6. Agregar 1 mL de glicina 100 mM y se incuba durante 1 hora a temperatura 

ambiente. 

7. Eliminar la glicina y adicionar 25 L de anticuerpo primario, cortar parafilm y 

colocarlo una vez que ya se haya agregado el anticuerpo primario con el fin de 

que el anticuerpo y las células se encuentren en contacto y las laminillas no se 

sequen, incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, o toda la noche a 

4°C. 

8. Lavar de 3 a 5 veces con PBS durante 3 minutos. 

9. Agregar 25 L del anticuerpo secundario e incubar por una hora a temperatura 

ambiente, en cámara húmeda y aislado de la luz. 

10. Realizar tres lavados con PBS durante 3 minutos.  

11. Previamente al montaje se limpian con alcohol, los portaobjetos. 

12. Posteriormente, se agregan 15 L de medio de montaje, Vectashield con DAPI 

diluido con 6.5L con Vectashield sin DAPI, (Vector Labs.) (6.5:1) a cada 

inmunofluorescencia, se coloca el cubreobjetos procurando no dejar burbujas, 

se retira el excedente del medio de montaje. 

13. Se sellan las muestras montadas con barniz de uñas. Las muestras se pueden 

conservar a 4°C tapadas con aluminio. 

 

11.4 ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA (ChIP) 
 

Disoluciones  

Buffer de 
entrecruzamiento 

Buffer de lisis 

Formaldehido al 11 %. SDS al 1 %. 
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NaCl 100 mM. 

EGTA 0.5 mM. 

HEPES 50 mM con pH 8.0 

EDTA 10 mM con pH 8.0 

Tris-HCl 50 mM con pH 8.0 

Inhibidores de proteasas. 

Glicina 2.5 M PBS 1x 
Pesar 9.38 g de glicina 

Aforar a 50 mL con agua 

bidestilada. 

8 g de NaCl. 

0.2 g de KCl. 

1.44 g de Na2HPO4. 

0.24 g de KH2PPO4. 

Ajustar pH a 7.4. 

Aforar a 1 L. 

 

1. CÉLULAS: Cultivar las células en 3 cajas de 150 mm a una confluencia del 80 

%, checar el volumen del medio, tiene que ser 18 mL. 

2. ENTRECRUZAMIENTO O “CROSSLINKING”: Añadir 2 mL de buffer 

“crosslinking. 

Mix” obtener una concentración final de formaldehido al 1 %. Agitar las células 

por 10 minutos.  

3. DETENER EL “CROSSLINKING”: Añadir 1 mL de glicina 2.5 M para obtener 

una concentración final de 125 mM. Mantener las células en agitación 

constante durante 5 minutos.  

4. LAVADO DE LAS CÉLULAS CON PBS: Retirar el medio lavar las células 3 

veces con PBS frío (4°C).  

5. LISIS: Remover el PBS y se adicionar 1 mL de Buffer de Lisis con inhibidores 

a cada una de las cajas, e incuba a 4ºC de 5-10 minutos. Transcurrido el 

tiempo cosechar las células con un scraper y transferir la cromatina a un tubo 

Falcon de 50 mL.  

6. SONICACIÓN: Colocar el tubo que contiene la cromatina en un vaso con hielo 

para que se mantenga frio, evitando generar mucha espuma. (PRESTAR 

ATENCIÓN AL PROGRAMA DEL SONICADOR). . El programa de sonicación 

es de 30 segundos, pulso 2.0 - 0.5, amplitud de 37% en un sonicador 

Ultrasonic Processor (marca GENEQ, modelo GEX500, número de catálogo 
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SOVC505-00). La cromatina se puede guardar a 4°C.  La cromatina sonicada 

se puede conservar durante 3 a 4 meses con un coctel apropiado de 

inhibidores, y a 4°C. 

7. EVALUACIÓN DE LA CROMATINA: Determinar el grado de fragmentación 

de la cromatina, el tamaño adecuado para las Inmunoprecipitaciones es de 

500-700 pb. Tomar una alícuota de 100 L y agregar 5 L de RNasa A e 

incubar a 37°C durante una hora, posteriormente agregar 5 L de proteinasa K 

e incubar a 65°C, por lo menos 6 horas. Subsecuentemente realizar una 

extracción fenol/cloroformo (llevar la muestra a un volumen final de 400 l con 

agua) y se precipita el DNA (añadir 1 volumen de ET-OH al 100 % y 0.66 

volúmenes de acetato de amonio al 5 M e incubar a -20°C durante toda la 

noche o a -80°C durante 2 horas. Finalmente, realizar un gel de agarosa al 1 

% para evaluar el tamaño de la cromatina.  

8. CUANTIFICACION DE LA CROMATINA: Para el uso del One Day ChIP Kit 

se necesita usar la misma cantidad de cromatina para cada IP, para esta 

cuantificación se procede a determinar la concentración de las cromatinas 

deseadas por el método de Lowry.  

a. Preparación de los reactivos: Agregar 20 L de la solución S por cada mL 

de la solución A. 

b. Curva estándar de albumina. Partir de un stock de 1 mg/mL, realizar la curva 

estándar con las siguientes cantidades de albumina, 0 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 

15 mg, 20 mg. 
c. Cargar la placa de ELISA: Con el fin de anluar el ruido causado por os 

detergentes se utiliza la solución S, se agrega 20L de solución S por cada mL 

de reactivo A. Por cada muestra agregar 165 L del reactivo B de Lowry, 20µL 

del reactivo A, de 2 L a 5 L de la muestra, ajustar el volumen final con agua 

a 200µL. Para los volúmenes de la curva estándar se pueden adicionar de 1 

L a 15 L. 

9. INMUNOSELECCION: Preparar el ChIP buffer 1 x, adicionar 100 mL de ChIP 

Buffer a 400 mL de agua desionizada, almacenar el ChIP buffer 1 x a 4°C. 

Preparar 5 mL de ChIP Buffer 1x con 25 L de inhibidores de proteasas. Diluir 
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la cromatina con esta última mezcla de modo que el volumen de la cromatina 

no exceda de 28 %, por inmunoprecipitación. Repartir la cromatina en tubos 

de 1.5 mL. 

a. Anticuerpos: Añadir los anticuerpos deseados (ver tabla), agitar 

vigorosamente con el vortex por 5 segundos a potencia media. Incubar 

durante 1 hora a 4°C en movimiento. 

b. Input: Tomar una alícuota del mismo volumen que las inmunoprecipitaciones, 

esta alícuota se procesara más adelante. 

c. Perlas: Resuspender perfectamente las perlas antes de cada uso, tomar una 

alícuota de 840 L para 20 IP, transferir estos 840 L a un tubo de 15mL 

agregar 10.5mL de ChIP buffer 1x, lavar las perlas mediante la inversión del 

tubo. Centrifugar a 500 x g durante 3 minutos a 4°C. Repetir esta operación 

una vez más. Alicuotar 500 L las perlas en tubos nuevos de 1.5 mL, 

centrifugar a 500 x g durante 2 minutos a 4°C, checar que todos los tubos 

tengan la misma cantidad de perlas. Quitar el sobrenadante, sin perturbar el 

pellet de perlas, mantener en hielo las perlas alicuotadas. 

10. Inmunoprecipitación: Cuando termina el tiempo de incubación de la 

inmunoselección centrifugar los tubos que contienen los complejos anticuerpo-

cromatina, a 14,000 x g, durante 10 minutos a 4°C. Este paso se realiza con el 

fin de eliminar agregados inespecíficos, los complejos anticuerpo-cromatina se 

encuentran en el sobrenadante. Transferir el sobrenadante al tubo 

correspondiente que contiene las perlas, tener cuidado de no perturbar el 

pellet ya que este contiene los agregados inespecíficos. Incubar durante 1hora 

a 4°C en movimiento. 
a. Input: Agregar 1 mL de Et-OH al 100% a la alícuota tomada en el paso 

anterior. Mezclar de 2 a 3 veces por inversión, incubar durante 10 minutos en 

hielo, posteriormente centrifugar a 10,000 x g durante 10minutos a 4°C. retirar 

el sobrenadante sin perturbar el pellet, lavar el pellet con 1 mL de Et-OH al 75 

%, deshacer el pellet con ayuda de la pipeta y centrifugar a 10,000 x g durante 

10 minutos a 4°C. Mantener el pellet a temperatura ambiente. 
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b. Aislamiento de las inmunoprecipitaciones: Una vez terminado el tiempo de 

incubación agregar 1 mL de ChIP buffer 1x a los tubos de 1.5 que contienen 

los complejos perlas-anticuerpo-cromatina, mezclar los tubos por inversión 2 

veces, centrifugar los tubos a 500 x g, durante 2 minutos, a 4°C. Retirar el 

sobrenadante sin perturbar el pellet y agregar 1 mL más de ChIP buffer 1x, 

resuspender el pellet y transferirlo a un tubo Falcon de 15mL el cual contiene 

12 mL de ChIP buffer 1 x frio, incubar durante 5 minutos en hielo y centrifugar 

a 500 x g durante 3minutos a 4°C. Retirar 12mL de ChIP buffer 1x, 

resuspender el mililitro restante y trasladarlo a un tubo nuevo de 1.5 mL, 

centrifugar a 500 x g durante 2 minutos a 4°C, tirar el sobrenadante sin 

perturbar el pellet de perlas. 
11. Purificación del DNA: a partir de este paso ya no trabajar en hielo, calentar 

agua a punto de ebullición. 

a. Input: agregar 100 L de agua para PCR y resuspender el pellet, incubar a 

temperatura ambiente. 
b. Inmunoprecipitaciones: sacar la suspensión de purificación del DNA, es 

importante que durante el uso de este reactivo la suspensión sea uniforme, 

hay que moverlo constantemente para conservar esta uniformidad. Añadir 100 

L de suspensión purificadora a cada inmunoprecipitación. Incubar a 

temperatura ambiente durante 1 minuto. 

c. Input: Añadir 100 L de suspensión purificadora a. Incubar a temperatura 

ambiente durante 1 minuto. 
d. Input e inmunoprecipitaciones: mezclar por inversión, los tubos de los dos 

pasos anteriores, cerrar los tubos con pinzas.  
e. Revertir el entrecruzamiento: colocar los tubos en agua hirviendo durante 10 

minutos. Terminado este tiempo agregar 1 L de Proteinasa K, incubar en el 

termomixer a 55°C durante por lo menos 30minutos. Terminado el tiempo de 

incubación cerrar los tubos con pinzas e incubarlos durante 10 minutos en 

agua hirviendo. Y centrifugar a 14,000 x g durante 1 minutos 4°C 

f. Recuperación del DNA: sin perturbar el pellet, trasferir 70 L del 

sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL, añadir 130 L de agua para PCR al 
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pellet, mezclar vigorosamente con ayuda del vortex y centrifugar a 14,000 x g, 

durante 1 minuto a 4°C. Sin perturbar el pellet, tomar 130 L del sobrenadante 

y trasladarlo al tubo de 1.5 mL donde se encuentran los 70 L previos, el 

volumen final de cada muestra es de 200 L, conservar las muestras a -20°C. 

12. Evaluación del ChIP por PCR en tiempo real y análisis de los datos. 
a. Por cada reacción de qPCR añadir: 
 

Componente Volumen 

SYBR-GREEN 10 L 

OLIGO FWD 1.5 L 

OLIGO RVS 1.5 L 

Inmunoprecipitación 5 L 

H2O 2 L 

Volumen final 20 L 

 
b. Validación de los oligonucleótidos: se realiza una curva estándar con 

diluciones del input 0.01 %, 0.1 %,1 %, 10 %, para hacer las diluciones 

sucesivas se toman 100 L del tubo del input 100% y se diluyen con 900 L 

de agua para PCR, de esta dilución (10% del input) se toman nuevamente 100 

L y se diluyen con 900 L de agua para PCR, de esta dilución (1% del input) 

se toman nuevamente 100 L y se diluyen con 900 L de agua para PCR. 

Para obtener las diluciones 0.1% y 0.01% se repiten los pasos dos veces más. 
 

Posteriormente graficar CT versus log (input %), con el uso de la pendiente de 

esta gráfica y la siguiente ecuación se obtiene la eficiencia de amplificación (EA), 

la cual debe de ser cercana a 2. (Ver grafica 1). 
 

            Ecuación 1 

Dónde: 

m: pendiente de la recta calculada por las diferentes concentraciones del input. 
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EA: eficiencia de amplificación. 

 
c. % Input: este valor indica la eficiencia de inmunoprecipitación con respecto al 

material inicial y se calcula con la siguiente ecuación: 
 

                                    Ecuación 2 

Dónde: 

EA: eficiencia de amplificación. 

FD: factor de dilución del input con el cual se comparó las inmunopecipitaciones. 

d. Veces de enriquecimiento: este parámetro compara el % del input de las 

Inmunoprecipitaciones con él % del input de el anticuerpo inespecífico, IgG. 
 

                         
                       

                         
 Ecuación 3 

 

Nota: Se empleó el kit OneDay ChIP kit, Cat. No. kch-oneDIP-060 / kch-oneDIP-

180, de la marca Diagenode, así mismo, las ecuaciones aquí planteadas se 

extrajeron del manual de dicho Kit, para más información visitar la página: 

http://www.diagenode.com/en/applications/chromatin-immunoprecipitation.php, 

consultada 10/11/2013 a las 11:10 PM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 1: Ejemplo de curva estándar de INPUT. Las concentraciones utilizadas 
del INPUT de HeLa fueron, 10 %, 1 %, 0.1 % y 0.01 %.  
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Haciendo uso de la ecuación 1 se puede calcular la eficiencia de amplificación, 

            , sustituyendo:        
  

       
       empleando las ecuaciones 2 y 3 

es posible calcular el porcentaje del input y las veces de enriquecimiento de las 

inmunoprecipitaciones, con respecto al anticuerpo inespecífico, IgG. 

 

11.5 INMUNOHISTOQUIMICAS (IHQ) 
 
Disoluciones  

Albúmina de suero bovino al 5 % Peróxido de hidrógeno y metanol al 
3 % 

2.5 g de albúmina de suero bovino. 

Aforar a 50 mL con PBS 1 x.  

100 µl de peróxido de hidrógeno (30 

%). 

Aforar a 1 ml con 900 µl de metanol. 

Buffer de citratos PBS 1x 
2.94 g de citrato trisodio (dihidratado). 

Ajustar pH a 6. 

Añadir 0.5 mL de Tween 20. 

Aforar a 1 L con agua destilada. 

Guardar a temperatura ambiente durante 

4 meses o a 4°C para mayor tiempo. 

8 g de NaCl.  

0.2 g de KCl. 

1.44 g de Na2HPO4. 

0.24 g de KH2PPO4. 

Ajustar pH a 7.4. 

Aforar a 1 L. 

Etanol al 70 % Tritón x-100 al 1 % 
145.83 mL de etanol al 96%. 

Aforar a 200 mL con agua destilada. 

0.5 mL Tritón x-100. 

Aforar a 50 mL con PBS 1 x. 

 

1. Preparación de las laminillas con el tejido mamario. Desparafinar a 65°C 

durante 40 minutos en un horno de calor seco.  

2. Hidratación de las muestras. Sumergir las laminillas, cuidando de que cada 

laminilla se cubra por completo de la solución respectiva. 
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Sustancia Tiempo 

Xilol 1 15 minutos 

Xilol 2 15 minutos 

Etanol 100 % 10 minutos 

Etanol 95 % 10 minutos 

Etanol al 70 % 10 minutos 

Agua destilada Lavado rápido 

PBS 1x frío 10 Minutos 

 

3. Recuperación antigénica. Precalentar una olla a presión en el horno de 

microondas durante 6 a 7 minutos o hasta que suba el embolo. Añadir buffer 

de citratos a los coplings con las laminillas, cerrar y meter los coplings en la 

olla. Después de que la olla alcance la máxima presión, y comience a chillar 

contar un minuto. Extraer la olla del horno y colocarla debajo de agua corriente 

fría, enfriar los coplings del mismo modo. Incubar las laminillas con PBS 1 x 

frío durante 10 minutos y montar en una cámara húmeda. 

4. Inhibición de la peroxidasa endógena. Realizar 3 lavados con 100 L de 

peróxido de hidrógeno y metanol al 3% cada 15 minutos a temperatura 

ambiente. Al terminar, realizar 3 lavados con 100 L de PBS 1x cada 3 

minutos. 

5. Bloqueo de antígenos inespecíficos. Adicionar 100 L de albúmina de suero 

bovino (BSA) al 5%. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Realizar 

un recambio de BSA a los 30 minutos. 

6. Lavados. Realizar 3 lavados con 100 L de Tritón X-100 al 1% cada 3 

minutos. Hacer un lavado con 100 µl de PBS 1x. 

7. Adición del anticuerpo primario. Añadir 100 L del anticuerpo primario para 

KDMA4A. Incubar a 4°C durante toda la noche. 

8. Lavados. Al día siguiente, realizar 3 lavados con 100 µl de Tritón X- 100 al 1% 

cada 3 minutos.  
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9. Adición del anticuerpo secundario. Añadir de 4 a 5 gotas del anticuerpo 

secundario universal biotinilado (DAKO). Incubar durante 30 minutos a 

temperatura ambiente.  

10. Lavados. Realizar 3 lavados con 100 L de Tritón X- 100 al 1 % cada 3 

minutos. 

11. Estreptavidina. Añadir 4 o 5 gotas de estreptavidina – HRP (DAKO) e incubar 

durante 30 minutos a temperatura ambiente.  

12. Lavados. Realizar 3 lavados con 100 L de Tritón X- 100 al 1 % cada 3 

minutos. 

13. Revelado de la reacción. Añadir cromógeno DAB (dilución: 1 gota por mL) e 

incubar a temperatura ambiente hasta observar la tinción positiva. Observar 

constantemente al microscopio para poder detener la reacción sumergiendo la 

laminilla en un copling con PBS 1 x. 

14. Contratinción con hematoxilina. Sumergir las laminillas en un copling con 

hematoxilina de 5 a 10 segundos. Lavar en agua destilada y virar en un baño 

maría durante 10 minutos aproximadamente. 

15. Montaje de las laminillas. Realizar el tren de hidratación pero de manera inversa.  

 

 

Sustancia Tiempo 

Etanol al 70 % 10 minutos 

Etanol 95 % 10 minutos 

Etanol 100 % 10 minutos 

Xilol 2 10 minutos 

Xilol 1 12 minutos 

 

Adicionar a cada laminilla una gota de medio de montaje Entellan y colocar el 

cubreobjetos. Secar a temperatura ambiente. 

12.1 OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS 
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12.1.1 Análisis de expresión 
 

Nombre y 
función 

Oligonucleótidos 
 

Secuencia en DNA (5’ – 3’) Tm  
(°C) 

Tamaño 
esperado 
en cDNA 

Tamaño 
esperado 
en DNA 

genómico 
Expresión 
KDM4A 

KDM4A FWD 
(Exón 20) 

CGGCCAAGTCTATGGAGCC 62 177 pb 577 pb 

 KDM4A RVS 
(Exón 22) 

TCATTGAAGCGCATGTCTGAG 62   

Expresión 
GAPDH 

GAPDH FWD 
(Exón 5) 

TGCACCACCAACTGCTTAGC 62 95pb 95pb 

 GAPDH RVS 
(Exón 5) 

GGCATGGACTGTGGTCATGAG 62   

12.1.2 ChIP 
 

Oligonucleótidos Secuencia en DNA (5’ – 3’) Tm 
(°C) 

Tamaño 
esperado en DNA 

genómico 
CHD5 +741pb 
FWD  

TCCCAAGCACTTTACCCG 64 236 pb 

CHD5 +741pb 
RVS  

AAGAACTGTCCCGCAAGG 64  

12.2 ANTICUERPOS UTILIZADOS 
 

 Anti-KDM4A Anti-CTCF Anti-CHD5 Anti-H3K36me3 
Origen Ratón Conejo Conejo Conejo 
Marca Abcam Milipore Santa Cruz Diagenode 

Numero de 
catalogo 

ab105953 07-729 sc-68389 C15410058 

Tipo Monoclonal Policlonal Policlonal Policlonal 
Dilución IF 1:50 1:100 1:50 1:200 
ChIP(L) 5 2 ---- 4 

 Anti-H3K36me2 Anti-H3K9me3 Anti-H3K9me2 IgG 
Origen Conejo Conejo Ratón Conejo 
Marca Diagenode Diagenode Abcam Diagenode 

Numero de 
catalogo 

CS-127-100 CS-056-100 ab-1220 kch-oneDIP-180 

Tipo Policlonal Policlonal Monoclonal Policlonal 
Dilución IF 1:100 1:100 1:50  
ChIP(L) 5 1 3.7 2 
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Para las inmunofluorecencias se utilizó el anticuerpo secundario Alexa 488 de la 
marca Invitrogen con una dilución 1:200. 

12.3 LÍNEAS CELULARES 
 

Las distintas líneas celulares humanas utilizadas en el presente estudio fueron 

cultivadas con las condiciones que a continuación se describen.  

 

Todas las líneas celulares se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2. Amp/ strepto: 

ampicilina estreptomicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Línea celular Origen  Medio de cultivo 
MCF 10A Glándula mamaria, 

enfermedad 
fibroquistica. 

DMEM/F12 (3:1) adicionado con 10% de suero fetal 
bovino, 2 mM de glutamina, 1x de amp/strepto, 10 ng/ml 
de EGFrh (factor de crecimiento epidérmico humano 
recombinante; Invitrogen), 120 mU/ml de insulina 
recombinante humana y 1 µg/ml de hidrocortisona. 

MCF7 Efusión pleural, 
metástasis 

RPMI con 10% SFB y 1% de amp/strepto. 

MDA-MB-231 Efusión pleural, 
metástasis 

RPMI con 10% SFB y 1% de amp/strepto. 

HeLa Adenocarcinoma de 
Cérvix 

DMEM con 10% SFB y 1% de amp/strepto. 
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