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2. Abstract 
 

The exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), either environmental or deliberated, are part of 

human daily life. This exposure constitutes a chronic toxicity which leads to wide range of diseases, mainly 

cardiovascular, cerebral, pulmonary, and cancer diseases. Metabolites produced because of 

biotransformation of PAH compounds produce changes in cellular environment resulting in DNA damage, 

DNA repair, oxidative stress, apoptosis, or cellular arrest. 

Changes in protein expression may also occur, like the proteins involved in the biotransformation of these 

compounds, as well as other proteins which are part of different cellular pathways. Cytochrome P4501A1 

(CYP1A1) is one of the most affected proteins by PAH exposure because the regulatory region of the gene has 

several binding sites for the complex PAH-aryl hydrocarbon receptor (AHR), a cytoplasmic receptor involved 

in the enhancement of expression of several enzymes required for xenobiotic metabolism. There is a CG 

dinucleotide at the middle of the binding sequence of AHR, which can be methylated by a DNA 

methyltransferase (DNMT) enzyme, thus showing a potential for CYP1A1 epigenetic regulation. On the other 

hand, the exposure to PAH causes DNA damage and mutations, but the former seems to be an ultimate event 

in PAH toxicity. We wonder if changes in the state of DNA methylation would affect the rat CYP1A1 basal and 

induced expression, which in turn could affect the biotransformation and toxicity of ligands of the protein 

CYP1A1, such as PAH. 

Historically in the study of carcinogenesis, three stages had been recognized: initiation, promotion and 

progression, from which initiation was thought as an irreversible step. Recently, new cellular stages have been 

proposed incluiding epigenetic disruption of progenitor cells, mutagenic initiation mutation, and genetic and 

epigenetic plasticity. The epigenetic disruption of progenitor cells would be managed by epigenetic modifiers, 

which modify the epigenome directly; epigenetic mediators, which are genes or proteins targets for 

epigenetic modifiers; and epigenetic modulators, which are genes acting upstream of the modifiers and 

mediators and could be part of signaling and metabolic pathways. We wondered if a semiacute exposure of 

noncancerous cells to mutagenic and carcinogenic compounds would change the protein level of epigenetic 

modifiers. 

The purpose of this thesis was to determine if rat CYP1A1 gene is regulated by epigenetic mechanisms such 

as DNA methylation and if this affects its basal expression as well as its inducible expression by PAH. Also, our 

intent was to determine if normal liver cells exposed to PAH will exhibit changes at the protein level of 

epigenetic modifiers such as DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, histone deacetyltransferase 1 (HDAC1), HDAC2, 



7 
 

HDAC3, HDAC4, and SIRT1, and determine if the epigenetic modifiers protein profile is the same among these 

common PAH carcinogens. 

To achieve our objectives, we worked with the inhibitor of DNMTs, 5-aza-2-deoxycytidine (5AzadC), for DNA 

methylation disruption and with the PAH compounds benzofluorene (BF), benzo[a]pyrene (BaP), 3-

methylcholanthrene (3MC), and 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) for induction of CYP1 proteins as 

well as for alteration of epigenetic modifiers in the normal rat liver cell line C9. 

We found that even when in the in vitro model of rat liver normal cell line C9 5AzadC increase the CYP1A1 

expression induced by PAH, it was not observed in the in vivo model of rat liver exposed to BaP. We also 

tested the effect of 5AzadC over the mouse CYP1A1 expression induced by BaP and no change was obtained. 

From in vitro studies, we found that C9 cell exposure to PAH conducted to changes in protein level of 

epigenetic modifiers such as DNMT1, DNMT3b, HDAC4 and SIRT1, as wells as caused a global cell DNA 

hypomethylation state. 

Our results suggest that DNA hypomethylation induced after the exposure to PAH is not related with DNMTs 

protein levels. We suggest that this DNA hypomethylating effect of PAH could result from the DNA damage 

induced by each PAH, and we cannot rule out the possibility that the protein changes in epigenetic modifiers 

also could result from DNA damage occurring in C9 cells by PAH. Finally, CYP1A1 expression will have in some 

extent dependency on cell proliferation rate because 5AzadC enhanced its induced expression only in the in 

vitro studies with hepatocyte cell culture but not in the in vivo studies with rat liver tissue. 
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2.1. Resumen 
 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) son contaminantes ambientales a los cuales estamos 

expuestos diariamente, causando toxicidad crónica. Dicha toxicidad está relacionada con el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares, cerebrales, pulmonares, así como cáncer. Los metabolitos producidos ante 

la biotransformación de los HAPs promueven cambios en el ambiente celular que conducen a estrés oxidante, 

apoptosis, daño al DNA, reparación del DNA, arresto celular, y mutaciones. 

La exposición a HAPs conduce a cambios en la expresión de diversas proteínas, entre ellas, aquellas 

involucradas en el metabolismo de estos HAPs. Citocromo P450 1A1 (CYP1A1) es una de las proteínas 

fuertemente inducida por los HAPs a través de su unión al receptor de aril hidrocarburos (AHR) y su posterior 

interacción con los sitios de unión de este receptor en la región regulatoria del gen de CYP1A1. La secuencia 

de unión de AHR contiene un dinucleótido CG, el cual es susceptible a ser metilado por DNA metiltransferasas 

(DNMTs), lo cual abre la posibilidad de que CYP1A1 sea regulado epigenéticamente. Por otro lado, el daño al 

DNA inducido por la exposición a HAPs conduce al establecimiento de mutaciones, un evento tardío en la 

toxicidad generada por estos compuestos.  

En el estudio del desarrollo del cáncer se había establecido que este proceso se da en tres pasos: iniciación, 

promoción y progresión, la iniciación está basada en el establecimiento de mutaciones en genes clave y por 

tanto un evento irreversible. Esta teoría ha cambiado recientemente a una nueva teoría de tres pasos que 

incluye: disrupción epigenética de células progenitoras, establecimiento de la mutación iniciadora, y 

plasticidad genética y epigenética. La disrupción epigenética de las células progenitoras está dada por 

modificadores epigenéticos, los cuales ejercen su acción bajo interacción directa con el epigenoma; 

mediadores epigenéticos, los cuales son los genes o proteínas blanco de los modificadores epigenéticos; y los 

moduladores epigenéticos, los cuales son genes que actúan sobre los modificadores o moduladores en vías 

metabólicas o de señalización. Dentro de estas proteínas involucradas en la disrupción de células 

progenitoras, estamos interesados en los modificadores epigenéticos que pueden verse alterados y jugar un 

papel importante en la toxicidad por HAPs. 

El presente trabajo tuvo dos objetivos, el primero determinar si agentes químicos como HAPs son capaces de 

alterar los niveles proteicos de modificadores epigenéticos tales como DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, 

desacetilasa de histona 1 (HDAC1), HDAC2, HDAC3, HDAC3, y SIRT1, así como si los HAPs conducen al mismo 

patrón de cambios en los modificadores epigenéticos. El segundo, fue determinar la alteración de la expresión 

basal e inducida de CYP1A1 en un estado de hipometilación celular de hígado de rata sano. 
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Para lograr los objetivos planteados trabajamos con el inhibidor de DNMTs, 5-aza-2-desoxicitidina, para la 

disrupción de la metilación del DNA, y con cuatro compuestos prototipo del grupo de HAPs, benzofluoreno 

(BF), 3-metilcolantreno (3MC), benzo[a]pireno (BaP), y 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) para la 

inducción de proteínas de la familia de CYP1, así como para la determinación de la alteración proteica de 

modificadores epigenéticos. 

En este estudio encontramos que aun cuando en el modelo in vitro de células de epiteliales C9 de hígado de 

rata la expresión inducida de CYP1A1 por HAPs es incrementada por 5AzadC, estos cambios no se presentan 

en el modelo in vivo de rata ni en ratón. También observamos que la exposición de la línea celular C9 a HAPs 

permite cambios en el nivel de proteína de los siguientes modificadores epigenéticos: DNMT1, DNMT3b, 

HDAC4 y SIRT1, así como también causa disminución del nivel de metilación de DNA total en las células. 

En conclusión, el estado de hipometilación del DNA inducida por HAPs parece no estar relacionada con los 

niveles proteicos de DNMTs, y es el daño al DNA el que parece estar jugando un papel fundamental en los 

cambios de niveles proteicos de los modificadores epigenéticos, así como de los cambios observado en el 

estado de metilación del DNA. Por otro lado, la expresión de CYP1A1 podría tener cierta dependencia en la 

velocidad de proliferación celular debido a que el inhibidor 5AzadC incrementa su expresión inducida por 

HAPs únicamente en el cultivo celular proveniente de hígado y no en el tejido hepático de ratas tratadas con 

dicho inhibidor y con BaP. 
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“Más sabia es Ella que sabe que no sabe.” 

El mundo de Sofía de Jostein Gaarder 

 

 

 

3. Introducción 
 

Los HAPs son parte del conocido material particulado (PM, del inglés particulate matter) de la contaminación 

del aire. La exposición a estos compuestos tóxicos no sólo se da a través del aire sino también a través de 

alimentos contaminados con residuos de combustión de material orgánico, exposición ocupacional, y hábitos 

como fumar  [1,2]. 

En 1775, Percival Pott correlacionó la exposición ocupacional de los limpiadores de chimeneas con el 

desarrollo de cáncer de escroto en estos trabajadores. La causa del mal fue tan evidente que la sugerencia de 

prevención se hizo pronta y efectiva, quitarse el exceso de hollin lavándose bien las manos y bañándose 

adecuadamente. El hollín remanente en las manos de los trabajadores era la causa, dicho hollín está 

compuesto principalmente por HAPs [3].  

Así como con el hollín y cáncer de escroto, la inhalación de humo de cigarro fue catalogada como agente 

causal de adenocarcinoma pulmonar, cuyos componentes tóxicos principales son los HAPs, siendo el BaP el 

hidrocarburo representativo de este grupo de compuestos [4]. 

La importancia del estudio de los mecanismos de acción y efectos de contaminantes ambientales con 

capacidades carcinogénicas radica en que se hace posible la estimación de riesgos, prevención, regulación de 

su exposición, e inclusive el diseño de estrategias para la posible reversión del efecto de estos contaminantes. 

Los HAPs son compuestos promutagénicos y procarcinogénicos, pues necesitan ser biotransformados para 

llevar a cabo su efecto tóxico. Dicho efecto está caracterizado por el incremento en formación de enlaces 

covalentes con el DNA, así como la subsecuente generación de mutaciones. La biotransformación de los HAPs 

es el proceso clave para la formación de los metabolitos tóxicos, de tal manera que la alteración de los niveles 

proteicos de estas las enzimas involucradas en este proceso tendrá como resultado mayor o menor 

generación de compuestos mutagénicos, los cuales son clave en el éxito del establecimiento de mutaciones 

y a largo plazo del establecimiento de células tumorales [4,5]. 

De las enzimas involucradas en el proceso de biotransformación de los HAPs resaltan las pertenecientes a la 

familia de citocromo P450, pues la catálisis que llevan a cabo da lugar a la formación de compuestos oxidados 

que siguen el proceso metabólico hacia compuestos más tóxicos y reactivos con el DNA. 
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“Cuando te das cuenta de que hay algo que no 

entiendes, entonces generalmente estás en el camino 

correcto al entendimiento de toda clase de cosas.”  

El mundo de Sofía de Jostein Gaarder 

 

 

 

 

 

3.1. Citocromo P450 
 

Escribir acerca de citocromo P450 (CYP) necesita forzosamente una introducción al estudio de la toxicología, 

ya que los inicios en la investigación de esta molécula están históricamente vinculados con el conocimiento 

del metabolismo de agentes químicos en los sistemas vivos, tanto así que se le pensó con la función exclusiva 

de biotransformar compuestos externos que ingresan a los organismos vivos para su posterior eliminación y 

así evitar efectos tóxicos. 

La toxicología es la ciencia que estudia los efectos adversos de agentes químicos, físicos y biológicos sobre los 

organismos vivos. A aquellos agentes químicos externos a un organismo y que no son parte de las rutas 

metabólicas del sistema biológico se les denomina xenobióticos [6]. Para que los compuestos químicos lleven 

a cabo su efecto tóxico o terapéutico, dependen de algunos aspectos como el tipo y frecuencia de exposición, 

absorción, distribución, biotransformación, interacción con macromoléculas y eliminación. En su conjunto, a 

estos procesos se les denomina toxicocinética y toxicodinámica. Estrictamente la toxicocinética se define 

como el estudio cuantitativo del movimiento de un agente químico exógeno desde su entrada al organismo, 

su distribución a través de los órganos y tejidos vía la circulación sanguínea, y su disposición final por medio 

de la biotransformación y excreción. La toxicodinámica se refiere a los efectos moleculares, bioquímicos, y 

fisiológicos de los agentes tóxicos o de sus metabolitos en sistemas biológicos. Estos efectos serán el resultado 

de la interacción de una dosis biológicamente efectiva de la forma tóxica del agente químico con un blanco 

molecular. 

El proceso de biotransformación de xenobióticos puede ocurrir en todos los órganos, sin embargo, el hígado 

es el órgano que presenta mayor participación en la biotransformación de xenobióticos. Este proceso de 

biotransformación en el que participa CYP, entre otras enzimas que catalizan reacciones de oxido-reducción 

e hidrólisis, es denominado fase I del metabolismo de xenobióticos. Algunos de los metabolitos resultantes 
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serán capaces de unirse con otras enzimas para una segunda biotransformación, lo cual les conferirá mayor 

hidrosolubilidad, pues se les adiciona moléculas hidrosolubles como el ácido glucurónico, sulfonato, 

aminoácidos, glutatión, etc. Este segundo proceso es llamado conjugación o fase II. Finalmente, la fase III es 

referida al transporte de los metabolitos para su excreción ya sea por bilis u orina. Las tres fases están 

interrelacionadas para que el xenobiótico produzca su efecto tóxico, Figura 1. 

El CYP tiene un papel protagónico en la biotransformación de los xenobióticos promutágenos y 

procarcinógenos, debido a que su acción sobre estos agentes dará lugar a la formación de compuestos 

electrofílicos capaces de reaccionar con macromoléculas celulares como proteínas, lípidos y DNA, causando 

toxicidad al organismo [7]. 

La reacción entre metabolitos electrofílicos y DNA genera enlaces covalentes denominados aductos, los cuales 

son removidos mediante mecanismos de reparación del DNA, ya sea de forma directa o a través de la 

eliminación de la base nitrogenada completa. La continua formación de aductos mediante exposición crónica 

a agentes mutagénicos incrementa el riesgo de causar mutaciones, las cuales de llevarse a cabo en genes 

claves para la homeostasis entre muerte y proliferación celular darán pauta al inicio del proceso de 

carcinogénesis. 

Las estrategias de quimioprevención tendrán como enfoque revertir el daño en la medida de lo posible, 

mientras que el proceso irreversible puede ser disminuido para aminorar los daños o hacer que su 

manifestación fisiológica se retrase el mayor tiempo posible. En tales esfuerzos, las estrategias van desde la 

búsqueda de inhibidores de CYP hasta la modificación de su expresión génica. 

La expresión de los citocromos puede ser promovida por agentes ambientales tóxicos al interactuar 

directamente con receptores nucleares capaces de unirse a secuencias de regulación génicas para promover 

la expresión de un gen o reprimirla, Figura 1; aunque también existe la posibilidad de modular la expresión 

de dichos genes bajo otros mecanismos que no involucran directamente a factores de transcripción o 

receptores nucleares. Lo anterior abre ampliamente la posibilidad de que los factores ambientales y estilo de 

vida afecten la expresión de los genes mediante mecanismos diversos, por tanto, también permite analizar y 

proponer varias vías para afrontar el origen de un mismo problema, la bioactivación de agentes 

promutagénicos y procarcinogénicos.
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Figura 1. Inducción del metabolismo de xenobióticos 

Representación de la inducción de la expresión de proteínas involucradas el metabolismo de xenobióticos, así como la inducción de proteínas involucradas en estrés, a través de la 

interacción de los xenobióticos con receptores nucleares. El xenobiótico X entra a la célula y sigue dos caminos: 1) dependiendo de su naturaleza química se unirá al receptor nuclear 

apropiado para en complejo ligado-receptor interaccionar con el elemento de respuesta adecuado, dicha interacción tendrá como resultado la activación de la expresión génica de 

proteínas de fase I, II, III o de estrés oxidante. 2) El xenobiótico X será sustrato de enzimas de fase I, II, III o podrá participar en procesos de estrés oxidante. Si es sustrato de enzimas 

de fase I, las cuales pueden ser de oxidación, reducción o hidrólisis, se transformará en el compuesto Y, el cual formará diversos metabolitos conjugados (Z). Los transportadores en la 

fase III facilitarán la salida de la célula de los compuestos conjugados Z. Revisar nombre completo de receptores en abreviaturas I y abreviaturas II. Imagen editada y extendida de [8,9].
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El inicio del estudio de CYP fue resultado indirecto del estudio de hemoproteínas microsomales y su posible 

participación en el transporte de electrones a la mitocondria, en en el que Klingenberg descubrió una señal a 

450 nm en un resultado espectral. Tal señal llamo la atención de su compañero de laboratorio Ryo Sato, quien 

en 1962 junto a Tsuneo Omura investigó más sobre el pico de absorbancia generado ante el burbujeo de 

monóxido de carbono a muestras microsomales de hígado de conejo, para posteriormente concluir que se 

trataba de una molécula del tipo hemoproteína, pero con comportamiento totalmente nuevo. Ante su 

detección por espectrofotometría se pensó que se trataba de una sola proteína, la cual se encontraba 

únicamente en hígado. Dada la importancia del hígado en el metabolismo de xenobióticos, además de 

estudios de funcionalidad de la hemoproteína recién descrita que saltaron proto a escena, la localización de 

CYP en este órgano dio pauta para pensar que la “razón de su existencia” era para el metabolismo de 

xenobióticos, de tal manera que la mayoría de los estudios realizados en su entorno fueron con diversos 

fármacos, compuestos industriales, agentes ambientales, etc. [10] 

Vasto y arduo trabajo se ha realizado en múltiples áreas desde el descubrimiento de CYP, estudios en 

evolución han conducido a estimar que el primer portador de CYP pudo haber surgido hace 3500 millones de 

años [11]. La hipótesis de su surgimiento apunta a la necesidad de los organismos de sobrevivir al ambiente 

oxidante de aquel periodo, ya que el principal sustrato de CYP es el oxígeno [12]. 

Las características estructurales de las proteínas de CYP son muy variadas, sin embargo, presentan 

plegamiento proteico altamente conservado. Son cuatro las secuencias que permiten a una proteína ser 

identificada como CYP [12]: 

- Secuencia de aminoácidos WXXXR en la hélice C. 

- Una treonina (Thr) en la hélice I, implicada en la activación del oxígeno en la catálisis. 

- Secuencia de aminoácidos EXXR de la hélice K (esta secuencia es totalmente necesaria para el correcto 

plegamiento de la proteína). 

- Secuencia PERF seguido de la región de unión del grupo hemo. 

- Secuencia FXXGXXXCXG alrededor del ligando axial Cys. 

Actualmente las enzimas de CYP son reconocidas por su capacidad para biotransformar una amplia gama de 

compuestos, poco más de 200,000. Al momento han sido identificadas y secuenciadas alrededor de 504 

enzimas de CYP y para el 2014 se contaban con 19,000 organismos poseedores de CYP en distintas especies, 

aproximadamente 200 de ellas en animales y 400 en plantas [13]. 

Ante el número extenso de enzimas de CYP encontradas en múltiples organismos se hizo necesario generar 

un sistema de nomenclatura que facilitara su identificación y organización, esto ha sido posible con el uso de 

identidad de secuencia de aminoácidos; agrupándolas en familias y subfamilias [14,15]. Para enzimas que 
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comparten igual o más del 40% de identidad se les agrupa en su respectiva familia designada por un número 

arábigo (CYP1), si estas enzimas comparten hasta el 55% de identidad se les agrupa en una subfamilia 

designada por una letra (CYP1A) y finalmente, si las enzimas comparten más del 55% se les asigna un número 

de acuerdo con su año de descubrimiento (CYP1A1). Actualmente existen diversas herramientas digitales que 

permiten un acceso rápido a los estudios reportados sobre CYP en diversos organismos, entre las más 

relevantes se pueden mencionar:  

- http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html Esta página web nos permite estar actualizados 

acerca de los nuevos integrantes de la familia de CYP, así como para saber de los existentes. 

- https://www.proteinatlas.org En esta página web se puede acceder a información sobre expresión 

génica y proteica de los integrantes de CYP en el ser humano sano, a nivel de células, tejidos y órganos, 

y en ciertas patologías. 

Los sustratos de CYP son típicamente, casi exclusivos, lípidos o compuestos lipofílicos. Pueden ser desde 

hidrocarburos aromáticos policíclicos hasta esteroles, esteroides, ácidos grasos, retinoides, cientos de 

fármacos y más de 150 eicosanoides.  

La importancia de los CYP ha sido demostrada mediante mutaciones o deleciones en diversos genes de 

familias como CYP2, CYP3 y CYP4, las cuales pueden resultar en fenotipos raros, sin embargo, en algunos CYP 

las consecuencias pueden ser tan dramáticas que llegan hasta embrioletalidad por pérdida de control de 

azúcar, balance salino, raquitis, ceguera y  alteraciones de características sexuales secundarias [10]. 

Por otro lado, los CYP también se dividen en 10 grupos dependiendo de su mecanismo catalítico y su donador 

de electrones, como se observa en la tabla 1. 

Tabla 1. Tipos de citocromos y sus donadores de electrones. 

Grupo Localización Donador de e- 

I Citosol bacterias y mitocondrias eucariontes Ferredoxina y reductasas de ferredoxina 

II Unidos a membranas de retículo endoplásmico liso y 

mitocondrias. 

CYP-Reductasa de NADPH  

III Citosol de bacterias  Flavin mononucleótido – flavodoxina  

IV Citosol bacterias Reductasa no dependiente de NADPH 

V Citosol bacterias CYP fusionado a un dominio ferredoxina (3Fe-4S) 

VI Citosol bacterias CYP fusionado a flavodoxina 

VII Citosol bacterias CYP fusionado a reductasa con motivos FMN, NADPH y dominio tipo 

ferredoxina. 

VIII Citosol bacterias (unido a membrana en hongos) Dominio hemo fusionado a dominio tipo CYP reductasa eucarionte 

IX Citosol (con función de reductasa de óxido nítrico) NADH  

X Mitocondria (cloroplastos en plantas) No poseen donador de e- 

Revisado en  [16,17]. 

http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html
https://www.proteinatlas.org/
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En la Figura 2 se muestra el mecanismo catalítico general para los CYP. El ciclo catalítico comienza con la unión 

del sustrato y el desplazamiento de la molécula de agua. Esta unión provoca un cambio de bajo a alto espín 

de hierro férrico del grupo hemo y conduce a un potencial más positivo de hierro para favorecer la 

transferencia del electrón de la NADPH-reductasa y reducir al hierro del grupo hemo al estado ferroso. El 

hemo ferroso une al oxígeno para formar el intermediario oxi-ferroso. La transferencia del segundo electrón 

reduce al hierro del hemo a estado peroxi férrico. Su subsecuente protonación forma al hidroperoxo férrico 

(también conocido como compuesto 0). La siguiente protonación tiene como consecuencia la ruptura del 

oxígeno molecular y por lo tanto la producción de una molécula de agua. El intermediario remanente en el 

grupo hemo es un ferril-oxo (compuesto I), quien ataca al sustrato cercano y efectúa la hidroxilación. La salida 

del producto permite la unión de una molécula de agua al hierro férrico y con esto se completa el ciclo. [18]  

Dentro del ciclo hay vías no productivas que conducen a la fuga de intermediarios oxi, interrumpiendo el ciclo. 

Las especies oxi ferroso pueden producir anión superóxido y formar hierro férrico. El compuesto 0 puede 

producir anión superóxido y llevar la reacción a la interacción de peróxido de hidrogeno tanto con el hierro 

férrico y como con el sustrato unido al CYP. El compuesto I puede perderse con la producción de agua. La fuga 

de estas especies ocurre si, por ejemplo, la transferencia del electrón/protón ocurre con desfase de tiempos 

o si el sustrato es posicionado incorrectamente o si es resistente al ataque oxidante. Las especies reactivas de 

oxígeno también forman parte de procesos celulares como es la hiperoxidación de residuos tioles en proteínas 

vinculadas en cascadas de señalización, metabolismo endógeno, etc. [18,19].  

El ciclo catalítico descrito será llevado a cabo sobre a todo aquel compuesto con características estructurales 

necesarias para ser sustrato de CYP. Lo anterior toma relevancia cuando se trata de compuestos tóxicos, ya 

sean de índole antropogénico o natural, como claro ejemplo se encuentran las nitrosaminas, hidrocarburos 

aromáticos policíclicos, arilaminas, arilnitrosaminas, etc., los cuales son biotransformados a compuestos 

electrofílicos altamente reactivos con el DNA. La participación del CYP en reacciones de biotransformación y 

sus características de regulación de expresión génica proporcionan un punto de prevención a la toxicidad 

causada por los xenobióticos, ya sean con efectos reversibles como las interacciones fármaco-fármaco o 

irreversibles como las mutaciones. 

Los CYP son las principales enzimas biotransformadoras de la mayoría de los fármacos y compuestos 

lipofílicos, lo cual les confiriere relevancia en el desarrollo farmacéutico y en el estudio toxicológico. Además, 

participan en procesos de síntesis de hormonas esteroides, ácidos biliares, prostaglandinas, entre otros, 

mostrando también su importancia fisiológica, esta versatilidad de actividad metabólica sobre compuestos 

químicos tanto endógenos como exógenos hacen de las diferentes enzimas de CYP excelentes blancos 

terapéuticos [10]. 
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Figura 2. Ciclo catalítico de citocromo P450.  

El ciclo inicia con la entrada del sustrato RH y el cambio de bajo a alto espín del hierro de la protoporfirina, lo cual permite la reducción 

del mismo hierro mediante el uso de un NADPH, sigue con el acoplamiento de oxígeno molecular al sitio catalítico, continúa con la 

ruptura de la molécula de oxígeno, y finaliza con la inserción de un átomo de oxígeno al sustrato, generalmente en forma de 

hidroxilación. Para llevar a cabo la reacción de oxidación, el ciclo requiere de dos electrones y dos protones. La reacción tendrá como 

productos secundarios especies reactivas de oxígeno. Imagen editada al español de [18]. 

 

En el ser humano existen 18 familias de CYP, divididas en 44 subfamilias de proteínas codificadas en 57 genes. 

Los citocromos del ser humano partícipes del metabolismo de fase I son expresados principalmente en hígado 

[10]. Su expresión, además de observarse en el hígado, es advertida en una gran variedad de tejidos 

extrahepáticos [20].   

Varios de los genes encontrados en cuatro de las familias principales de CYP en seres humanos (CYP1, CYP2, 

CYP3, y CYP4) son inducibles por estímulos externos como dieta, inductores químicos, fármacos, feromonas, 

etc. Lo anterior hace necesario la constante búsqueda de factores intrínsecos y extrínsecos que afecten la 

expresión y función de los CYP, así como de su impacto en la farmacocinética y respuesta a fármacos y agentes 

tóxicos. Estos factores serán determinantes en la variabilidad interindividual exhibida ante la exposición a 
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fármacos o compuestos ambientales tóxicos. Los polimorfismos son otro factor que ha dado respuesta parcial 

a la variabilidad interindividual de algunas enzimas de CYP, en particular CYP2D6. Otras posibilidades de 

variabilidad interindividual son el sexo, edad, enfermedades, influencias hormonales y diurnas, regulación 

epigenética, entre otros [21]. Un resumen de esto lo muestra la Figura 3.   

 

 

Figura 3. Contribución de principales CYP en el metabolismo de fármacos y factores que afectan la variabilidad de respuesta. 

*Factores que afecta la respuesta, ¿? factores con significancia controversial y la flechas indican el direccionamiento de la respuesta. 

Imagen editada al español de [21]. 

 

Una estrategia en la quimioprevención es la inducción o inhibición de la producción de proteínas de CYP. Para 

ello, primero es necesario tener un claro entendimiento del proceso de expresión de los genes de CYP. En la 

Figura 1 se hace un resumen ilustrado de los procesos generales en los cuales los xenobióticos inducen la 

expresión de enzimas de fase I, II y III mediante su interacción con varios receptores nucleares. Como se 

aprecia en dicha figura, el xenobiótico con la capacidad de ligando inductor puede inducir varias enzimas, ya 

sea del mismo grupo CYP u otras de distintas fases del metabolismo de xenobióticos. 
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3.1.1. Familia de citocromo P4501 (CYP1) 
 

La acción enzimática de la familia CYP1 fue inicialmente conocida como aril hidroxilasa (AHH), de tal manera 

que las enzimas que la conforman fueron consideradas como una sola. Adicionalmente, las isoformas que 

conforman a la familia CYP1A comparte la misma vía de inducción génica, del tal manera que la confusión de 

ser una sola enzima fue sustentada con el hecho de que su actividad AHH es fuertemente inducida por una 

amplia variedad de compuestos bajo la misma ruta transcripcional [5]. En 1979,  mediante el uso de 

inductores específicos y separación electroforética se logró aislar e identificar a P450c, ahora conocida como 

CYP1A1 [22], un año después bajo el nombre de P450d fue identificado CYP1A2 [23], y hasta apenas en 1996 

fue aislado e identificado CYP1B1 [24,25].  

En el ser humano, rata y ratón, los genes de CYP1A1 y CYP1A2 están localizados uno seguido del otro pero 

con cuerpo del gen en dirección contraria, Figura 4, por lo cual comparten sus regiones regulatorias, cuya 

organización y extensión varía entre especies [26].  

 

 

Figura 4. Localización cromosómica de CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1 en ser humano, rata y ratón. 

Datos obtenidos de NCBI – marzo 2019. 

 

El porcentaje de similitud entre CYP1A1 y CYP1A2, así como su análisis evolutivo ha llevado a postular que 

estos genes son producto de duplicación génica [27]. Por su lado, el gen de CYP1B1 no está ubicado 

cromosómica ni evolutivamente cerca de los otros dos genes de esta familia y a pesar de esto comparte la 

misma vía de inducción de AHR, aunque parece no ser la única vía de regulación ni tampoco la principal para 

este citocromo [28]. 
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Figura 5. Niveles de RNA y proteínas de CYP1 en distintos órganos humanos.    

Adaptado y traducido de [20]. 

 

A partir de estudios de bioactivación de compuestos mutagénicos se sabe que CYP1A1 y CYP1B1 son mucho 

más activos y parecen ser claves en la generación de los metabolitos electrófilos que después serán de mayor 

reactividad ante la acción de la enzima epóxido hidrolasa, inclusive está la propuesta de que es CYP1B1 quien 

juega un papel central en dicha bioactivación debido a que posee mayor velocidad de reacción [29]. 

La distribución basal de CYP1A1 y CYP1B1 en el organismo es extrahepática principalmente, como lo muestra 

la Figura 5, por lo cual, serán los tejidos extrahepáticos los más afectados en la bioactivación de compuestos 

tóxicos por estas enzimas. A pesar de esto, el hígado no se descarta de ser dañado por los metabolitos 

generados ante la acción de estas enzimas, debido a que compuestos inductores de la ruta trancripcional de 

CYP1A permitirán el incremento de los niveles proteínicos de la familia CYP1 en este órgano, incrementando 

el metabolismo hepático y permitiendo mayor generación de metabolitos tóxicos.  

CYP1A2 es la única enzima de la familia cuya expresión basal es elevada en el hígado, sin embargo, las 

velocidades de reacción de esta enzima son bajas comparadas con las otras dos de su familia, por lo tanto, se 

ha propuesto que no juega un papel tan relevante en el proceso de carcinogénesis como es el caso de las 

otras dos enzimas de la familia de CYP1 [29]. 
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” …incluso si es difícil de contestar una pregunta, solo existe una -y solo una- respuesta correcta.” 

” En alguna parte dentro de nosotros, algo nos dice que la vida es un gran misterio” 

El mundo de Sofía de Jostein Gaarder 

 

 

 

 

3.1.1.1. Citocromo P450 1A1 
 

La importancia de citocromo P4501A1 (CYP1A1) en toxicología recae en su participación en la 

biotransformación de HAPs, hidrocarburos aromáticos policlorados y arilaminas. Dicha biotransformación 

tendrá como consecuencia la generación de diversos metabolitos que, dependiendo de sus características, 

así como del entorno metabólico en el que se encuentre, seguirán vías de desintoxicación o de toxicidad. En 

esta última se resalta la formación de aductos por los metabolitos tóxicos con el DNA. Esta interacción entre 

metabolito electrofílico y el DNA es señal de daño, por tanto, causa de activación de diversas vías de 

señalización como arresto celular, apoptosis, reparación del daño o establecimiento de mutaciones [30][31].  

CYP1A1 no sólo participa en la biotransformación de xenobióticos, también lo hace en la biotransformación 

de diversos sustratos endógenos como la hormona 17 β-estradiol [32], melatonina [33], y mediadores 

inflamatorios como el ácido araquidónico y el ácido eicosapentoico  [34,35]. Sin embargo, su relevancia en el 

metabolismo endógeno aún no está completamente dilucidado. Estudios en los que se suprime o disminuye 

la expresión embrionaria de este gen conducen al organismo en cuestión a daños en el sistema cardiovascular 

principalmente [36]. 

Por otro lado, ante la inducción de células de hepatoma de ratón o fibroblastos de hámster con el agente 

tóxico 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), la proteína de CYP1A1 tiene un tiempo de vida media de 

2.8 horas y se ha propuesto que su degradación podría estar siguiendo la vía proteasomal pues ha fallado en 

responder a la vía lisosomal [37–39]. En lo que se refiere a la ubicación celular se le ha encontrado 

principalmente en dos porciones, retículo endoplásmico liso y mitocondria [40]. 

La estructura cristalizada de la proteína de CYP1A1 fue determinada con una resolución de 2.6 Å y muestra 

un arreglo clásico para proteínas P450 de hélices A-L, Figura 6. También presenta pequeñas hélices F’ y G’ 

típicamente involucradas en el acceso ligandos hidrofóbicos al sitio activo. Un detalle inusual son 5 residuos 

de aa. que rompen el centro de la hélice F, el cual está involucrado con la unión del ligando. Esta estructura 



22 
 

de ruptura de la hélice F, pero con tres residuos de amino ácidos, también está presente en las proteínas de 

CYP1A2 y CYP1B1 [41].  

Un residuo de fenilalanina (Phe224) en la hélice F, forma un enlace π-π con el ligando planar que ingrese al 

sitio activo, aparentemente la única interacción directa entre la enzima y su ligando. Dicho ligando se 

posicionará cerca del grupo hemo, a aproximadamente 4.5 Å del sitio a oxidar. El sitio activo presenta una 

cavidad de aproximadamente 524 Å3. El grupo hemo conforma al “techo” de la cavidad, mientras que la hélice 

I funge de “pared”, y la base la están formando las hélices F y G. La fenilalanina que genera el enlace π-π con 

el ligando es una característica que comparten CYP1A1 y CYP1B1, lo cual podría explicar la similitudes en 

cuanto a afinidad de tipo de sustratos que estas dos tienen [41].  

Mediante el uso del programa CAVER se determinaron cuatro canales de entrada a la cavidad de CYP1A1. El 

canal S: se abre entre las hélices D, F e I con cara al citosol. El canal 3: se abre entre F y G, cerca del punto de 

quiebre de la hélice F. Este canal tendría cara al interior de la bicapa lipídica de la membrana de anclaje. El 

canal 2c: se abre entre las hélices G y B’, está delimitada por la hélice I. El canal 2e: se abre entre las hélices 

B’ y B/B’. Los canales 2c y 2e están dando cara a la interfaz membrana-citosol. Se propone que este arreglo 

de canales estarían discriminando entre sustratos pequeños y grandes para entrar a la cavidad del sitio activo 

de CYP1A1 [42]. 

 

Figura 6. Esquema proteico tridimensional de CYP1A1. 

En el panel A se muestra la estructura clásica de hélices A-L, en esta imagen se observa el techo de la cavidad con las hélices F y G, 

mientras que en el panel B se muestran los canales S. Imagen de Walsh et al. [41]. 
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3.1.1.2. Regulación de CYP1A1 a través de AHR 
 

Ante la participación de CYP1A1 en la activación de promutágenos, su regulación a nivel de expresión génica 

y de actividad enzimática ha sido planteada como blanco para la quimioprevención, así que conocer a fondo 

los mecanismos de regulación de esta enzima es de suma relevancia para el desarrollo de estrategias de 

prevención y de continúa búsqueda de modos de acción de diversos promutágenos. 

Las investigaciones iniciales sobre CYP1A1 giraron en torno a su actividad AHH y al estudio de la carcinogénesis 

química, estos estudios llevaron a los investigadores a postular en 1976 la participación de un receptor en la 

inducción de la enzima AHH [43], lo que hoy conocemos como AHR. Las acciones de AHR en la regulación de 

genes no solo se restringen a CYP1A1 sino a múltiples enzimas del metabolismo de fase I y II, estrés oxidante, 

sistema inmune, control de ciclo celular, etc. [44], Figura 1. 

Como estructura básica, el gen de CYP1A1 está conformado por una región enhancer, un promotor y por el 

cuerpo del gen; dentro del enhancer se encuentran las secuencias consenso 5´-GCGTG-3’ correspondientes al 

sitio de unión del complejo transcripcional, constituido por el receptor AHR y el factor transcripcional 

conocido como transportador del receptor de aril hidrocarburos (ARNT), estas secuencias consenso son 

denominadas elementos de unión a xenobióticos (XRE), [45–47], figuras 4 y 7.  

En lo que respecta a la inducción de CYP1A1, se sabe que este proceso es iniciado mediante la unión del 

ligando, ya sea exógeno o endógeno, a AHR estabilizándolo en el citoplasma mediante proteínas chaperonas 

(HSP90, XAP2, p23) [48,49]. De entre los ligandos endógenos hasta ahora reportados para AHR se encuentran 

el triptófano y compuestos de estructura similar, como el 6-formilindol [3, 2-b] carbazol (FICZ); mientras que 

de los ligandos exógenos más relevantes son TCDD, BaP, 3MC, etc.[50] Ante la unión del ligando a AHR, la 

proteína sufre cambios conformacionales, permitiéndo su translocación al núcleo mediante las proteínas 

importinas [51,52]. Una vez en el núcleo AHR será capaz de interaccionar con ARNT, disociándose de las 

proteínas chaperonas y el estableciendo el complejo ligando-AHR-ARNT (AHRC) capaz de unirse a los sitios 

XRE. En la región promotora se unirán factores transcripcionales generales tales como TBP, pero no AHRC. 

Dependiendo de la especie será el número de XRE presentes en el enhancer de CYP1A1, así como el número 

de elementos funcionales para la unión de AHRC y promoción de la transcripción [53]. Se ha demostrado que 

la región promotora está regida por el enhancer, si AHRC no está unido al enhancer no hay posibilidad de 

transcripción [46]. En la Figura 7se muestra la representación de esto. 

Al momento, AHR ha mostrado su versatilidad de interacción con diversas proteínas, activando o reprimiendo 

genes en tiempo, células y tejido específicos, generando diversas respuestas fisiológicas o patológicas 

[44,50,54]. 
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Figura 7.  Vías de inducción e inhibición de la expresión de CYP1A1. 

Se muestra a los ligandos HAPs de AHR, los cuales también son sustratos de la enzima CYP1A1 de cuyo metabolismo dará como resultado metabolitos reactivos con el DNA. Las vías 

marcadas con signo de interrogación ? aún no han sido corroboradas en modelos humanos. 
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3.1.1.3. Expresión de CYP1A1 a través de otros receptores 
 

Se le denomina regulación no clásica de CYP1A1 debido a que ocurre la activación transcripcional del gen sin 

la presencia de un ligando clásico (tipo HAP o HAH), sin embargo, esta activación no clásica sigue involucrando 

al receptor AHR. Pocos estudios han planteado la posibilidad de inducción de CYP1A1 independiente de AHR, 

como lo es el tratamiento de la línea celular de carcinoma de colon con suero [55]. A este respecto, se ha 

propuesto que el receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR α) es activado por ácidos 

grasos libres en el suero, lo cual permite su subsecuente interacción con elementos de respuesta en la región 

promotora en CYP1A1 [56], sin embargo, son necesarios más estudios para aclarar el mecanismo de acción 

propuesto. 

Gracias a inductores no canónicos de CYP1A1 como el omeprazol, ha sido posible dilucidar la activación de 

AHR con otros factores de inducción como son la proteína RB [44] y, aunque no completamente comprobadas, 

también se han sugerido algunas cinasas [57]. Recientemente se ha postulado la participación de Wnt/β-

Catenina en la expresión de CYP1A1 dependiente de la zona en el lóbulo del hígado de ratón [58]. Los procesos 

anteriores están ilustrados en la Figura 7. 
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3.2.  Epigenética 
 

El término epigenética tiene sus orígenes en 1942, durante el estudio del proceso que conduce a un óvulo 

fertilizado a la formación de un organismo maduro, epigénesis. A este proceso se le pensaba como una serie 

de eventos orquestando reacciones bioquímicas que darían lugar al complejo organismo maduro. Fue 

Waddington quien introdujo el término epigenética definiéndolo como “los mecanismos causales por los 

cuales los genes de un genotipo tendrán efectos fenotípicos” [59,60]. La definición del término ha ido 

cambiando en función de los descubrimientos que al respecto se han hecho. Los primeros hallazgos de la 

regulación epigenética se basan en la organización cromosómica del DNA, la cual dejó de ser considerada un 

mecanismo de compactación del DNA contenido en el núcleo para ahora ser analizada como una estructura 

que controla la expresión génica y que también promueve la variabilidad genética [61]. 

Uno de los descubrimientos más importantes fue revelado entre 1959 y 1961 por Susumu Ohno y Mary Lyon, 

respectivamente: la inactivación del cromosoma X femenino. Este descubrimiento demuestra la inalteración 

de la secuencia del DNA para silenciar a un cromosoma. En 1975 el proceso de inactivación del cromosoma X 

tendría otro gran significado, cuando la metilación del DNA fue propuesta por Arthur Riggs y por Robin 

Hollyday y J.E. Pugh como parte del mecanismo de inactivación [59]. Posteriormente, otro de los 

descubrimientos más importantes se realizó en 1983 por Shapiro y Mohandas quienes plantean a la 

metilación del DNA como una memoria transcripcional de las células en división a través del desarrollo [60]. 

A la par de los descubrimientos sobre metilación del DNA, dentro del Simposio de Cold Spring Harbor sobre 

Biología Cuantitativa llevado a cabo en 1974, Hewson Swift realza la importancia funcional de la organización 

estructural de los cromosomas, haciendo recuento de lo que hasta el momento se había descubierto al 

respecto e incentivando a los asistentes a indagar más sobre la estructura de los cromosomas y preguntarse 

sobre su función más allá del empaquetamiento del DNA [62]. Para ese entonces, las histonas ya eran 

reconocidas como proteínas involucradas en el silenciamiento de la expresión de genes con base en los 

descubrimientos de Edgar y Ellen Stedman en 1950, y su acetilación estaba correlacionada con la forma activa 

de los cromosomas Vincent Allfrey y Alfred Mirsky en 1964. Siguiendo con estudios entorno a esta estructura 

cromatínica, en 1974 Jean Thomas y Roger Kornberg descubren el empaquetamiento del DNA en 

nucleosomas. 

Sesenta y dos años han pasado desde la introducción del término epigenética y durante este tiempo múltiples 

descubrimientos han mostrado la compleja regulación de expresión de genes durante procesos mitóticos y 

meióticos. Los diversos descubrimientos llevaron a redefinir a la epigenética como “el estudio de cambios en 



27 
 

la función de genes heredados mitóticamente y meióticamente que no pueden ser explicados por cambios 

en la secuencia de DNA. 

Las histonas son los principales componentes de la estructura cromosómica en su arreglo heterocromatínico. 

La heterocromatina es DNA altamente condensado, clasificada en: constitutiva, formada principalmente por 

regiones pobres en genes de los pericentrómeros, considerada una conformación que permite una cromatina 

condensada y transcripcionalmente nula; facultativa, la cual es una región con nula transcripción, pero que 

posee la capacidad de interconversión entre heterocromatina y eucromatina en dependencia de contextos 

de temporalidad, espacio y herencia.  

La presencia de histonas en la estructura heterocromatínica se suponía un mecanismo de empaquetamiento 

de la gran cantidad de DNA que los organismos eucariontes poseen, debido a la carencia de estas proteínas 

en procariontes, cuya cantidad de DNA es menor, sin embargo, también existen las proteínas HU que 

permiten empaquetar el DNA bacteriano, y organismos como las arqueas utilizan tanto proteínas HU como 

histonas para empaquetar su DNA [63]. Ahora sabemos que las histonas fungen como un mecanismo de 

regulación de la expresión genética. El octámero de proteínas histonas H2A, H2B, H3 y H4, forman a la 

subunidad fundamental de la cromatina, el nucleosoma [64].  

147 pb de DNA con carga electrostática negativa se enrollan en un nucleosoma, generando una estructura 

neutra y parcialmente accesible a factores transcripcionales. De tal manera que eventos como replicación y 

transcripción son dirigidos a sitios permisibles para el ensamblaje de las proteínas correspondientes para 

dichos procesos. De aquella estructura básica nucleosomal de 11 nm de diámetro salen las porciones amino 

terminales de las histonas, en las cuales se llevan a cabo modificaciones postranscripcionales como 

acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, ubiquitinaciones, etc., con profundos efectos locales sobre la 

estructura cromosómica [63].  

Aparte de las histonas que canónicamente forman al nucleosoma existen otras cuya presencia en el 

cromosoma permite otro tipo de funciones. Está la histona H1 que actúa como molécula enlace entre los 

nucleosomas para formar una estructura de mayor compactación, la estructura de 30nm o heterocromatina. 

La H1 ocupa ~38pb en seres humanos, esta zona también es conocida como pequeña zona de enlace entre 

nucleosomas [64]. Existen cuatro variantes de la histona H2, una de ellas es la H2A.Z, la cual ha sido asociada 

con múltiples y contradictorias funciones tales como activación transcripcional, inhibición transcripcional, 

control de ciclo celular, reparación del daño al DNA, replicación del DNA, segregación cromosómica, e 

integridad genómica; la histona H2A.X, la cual puede ser fosforilada en su serina del motivo carboxi terminal 

generando la conocida γH2A.X, siendo abundante cuando ocurre daño al DNA y localizándose en los sitios de 

daño, particularmente del tipo ruptura de la doble cadena; la histona H2A.B, la cual es apenas perceptible en 



28 
 

técnicas de inmunocitoquímica y que se ha visto enriquecido en las regiones TSS, presuntamente facilitando 

la transcripción; y finalmente la histona macroH2A, la cual presuntamente participa en el impedimento de la 

transcripción al reducir el acceso de los factores transcripcionales y excluye a H1 [63].  

Con respecto a la histona H3, hasta el momento se han identificado dos variantes de esta proteína, la histona 

H3.3, la cual forma parte del ensamble nucleosomal independiente de la replicación en la transcripción activa 

de genes; la histona cenH3, la cual se localiza específicamente en centrómeros en lugar de H3 y es parte 

esencial en la formación del cinetocoro y en el proceso de segregación de cromosomas [63]. 

Existen zonas de enlace de 142pb conocidas como regiones libres de nucleosomas (NFR). Las NFR tienden a 

ser zonas de anclaje para DNA y RNA polimerasas. En el análisis general de los promotores de genes se 

encuentra una zona NFR entre los nucleosomas -1 y +1; en algunos genes humanos, el nucleosoma -1 es 

encontrado en algunos genes en la zona NFR, siendo más predominante como primer nucleosoma el -2. El 

posicionamiento de los nucleosomas, la combinación de sus modificaciones postranscripcionales y el 

reemplazo de histonas dentro de los nucleosomas son clave en la regulación de genes [64].  

Los procesos que están mediando la expresión de genes con características heredables y sin alteración de la 

secuencia de DNA generalmente estarán involucrando tres mecanismos representativos de la epigenética: 

metilación del DNA, modificación de histonas y presencia de una variante de histonas, Figura 8. 
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Figura 8. Esquema del empaquetamiento del DNA en una estructura condensada de cromatina. 

La estructura de la cromatina está regida por modificación de histonas, diversos modos de acción de RNA no codificante y metilación 

de DNA. Esquema adaptado al español de Hagood JS. [65] 
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3.2.1. DNA Metiltransferasas 
 

Las enzimas que catalizan la transferencia de un grupo metilo a la citosina en su posición C5, fueron 

inicialmente conocidas como DNA nucleósido metiltransferasas, siendo esta catálisis llevada a cabo 

mayoritariamente en el dinucleótido CpG, Figura 9 A y B. Son cinco las proteínas denominadas DNA 

metiltransferasa (DNMT): DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L, sin embargo, sólo DNMT1, 

DNMT3a y DNMT3b son las que experimentalmente han mostrado tener la actividad catalítica de DNA 

metiltransferasa. DNMT2 está denominada así debido a su similitud tanto en secuencia de amino ácidos como 

estructural con las DNA MTasas, sin embargo,  pero carece del centro activo metiltransferasa del DNA, 

adicional a que ha mostrado tener actividad metiltransferasa sobre la citosina 38 del RNA de transferencia 

como se muestra en la Figura 9 C, de tal manera que es clasificada como una tRNA metiltransferasa [66,67].  

La acción de DNMT2 sugiere su participación en modificaciones post-traduccionales, debido a que la falta de 

esta proteína coincide con sustituciones de aminoácidos en los codones reconocidos por la tRNAs metilados 

por DNMT2 [68]. Por su lado, DNMT3L también posee una secuencia de aminoácidos muy parecida a DNMT3 

y dado su mecanismo de acción se le cataloga como un factor de regulación, pues al formar un tetrámero con 

DNMT3a potencia la actividad de esta metiltransferasa, Figura 9 C, [69]. 

DNMT3a y b son metiltransferasas involucradas en la metilación de novo del DNA durante la gametogénesis 

y el desarrollo temprano. Mientras que DNMT1 es una proteína cuyo sitio catalítico actúa preferencialmente 

sobre DNA hemimetilado, por lo cual, es una proteína involucrada en el mantenimiento de la marca de 

metilación. También se ha probado su acción en la reparación de sitios dañados del DNA, actuando 

conjuntamente con el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), Figura 9 E, [70]. Se le vincula con la 

replicación cromosómica así como en la reparación de DNA dañando [71].  

En las Figura 9 D, E y F se muestra el dominio N-terminal (NTD) y el dominio catalítico (CD) de DNMT1. El 

dominio CD ha sido descrito únicamente como partícipe en la actividad DNA metiltransferasa de la enzima, 

mientras que el dominio NTD es quien ha sido estudiado como región moduladora del reconocimiento de los 

sitios de unión a heterocromatina para el establecimiento de la distribución celular de la enzima y de unión a 

PCNA. Una porción del NTD que ha tomado relevancia es el dominio TS (targeting sequence), el cual presenta 

un motivo de interacción con ubiquitina y que al parecer su acción es independiente de la replicación celular. 

Este dominio es requerido para la actividad enzimática de DNMT1, de tal manera que al insertarse en la 

porción CD de la  participa en la autoinhibición de la enzima [72,73]  



31 
 

 

Figura 9. Características y mecanismos de acción de DNMTs. 

Panel A: reacción de metilación del DNA por DNMTs; panel B: clasificación de las DNMT en función de su acción sobre el DNA; panel C: mecanismo de acción para la metilación del 

DNA por DNMT1; panel D: comparación de estructuras de las distintas DNMTs; panel E: esquema en el que se muestra el motivo de interacción con ubiquitina en la estructura de 

DNMT1; panel F: sitios ubiquitinados en H3 y H2, los cuales son señales de reconocimiento para un/hemimetilación del DNA. Esquema adaptado al español de [69], [74], [75]. 
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En la Figura 9 D se muestra el mecanismo propuesto hasta ahora para el reconocimiento de sustrato por parte 

de DNMT1, el cual se basa en la interacción entre DNMT1 y la proteína UHRF1 (del inglés PHD y RING finger 

domain 1). Esta interacción es a través del dominio TS de DNMT1 con la porción SRA (SET y RING-associated 

ubiquitin like) del UHRF1. Los dominios de unión de UHRF1 parecen ser claves para la interacción de las dos 

proteínas y la eficiencia del mantenimiento de la metilación del DNA. La interacción entre DNMT1 y UHRF1 

es localizada en los sitios de replicación del DNA durante la fase S, en las cuales esta proteína metila 

preferencialmente a los dinucleótidos CG reconocidos mediante UHRF1 [76]. 

El dominio SRA de UHRF1 se une preferencialmente al DNA hemimetilado [76–81], mientras que su dominio 

tudor (TTD) se une a los residuos de trimetilados de lisina en la histona H3 (H3K9me3), marca que corresponde 

a un estado de eucromatina. El homeodominio de plantas (PHD), el cual se une a la arginina de la H3 (H3R2), 

participa en la unión de TTD a la marca H3K9me3, es requerido para la ubiquitinación de la H3 mediada por 

UHRF1, y contribuye a la reorganización a gran escala de la heterocromatina pericentromérica [81–85].  

La H3 ha sido reportada como potencial sustrato para ubiquitinación, con lo cual sería una vía para el 

reclutamiento de DNMT1. Son dos los sitios en H3 que han mostrado ser ubiquitinados en el proceso de 

reconocimiento por DNMT1, estos son H3K18 y H2AK119. La propuesta es que el dominio RING con actividad 

E3 ubiquitin ligasa de UHRF1 participa en la ubiquitinación de H3K18, mientras que RING1A/1B participa en 

la ubiquitinación de H2AK119, las cuales son señales de reconocimiento del DNA un/hemimetilado Figura 9 

F. El motivo de interacción con ubiquitina (UIM) de DNMT1 se une tanto a H3K18-ubiquitinado como a 

H2AK119-ubiquitinado, a través de lo cual se mantiene la marca de metilación del DNA. En la Figura 9 E y F se 

muestra el esquema y posible secuencia de pasos para estos mecanismos de acción de DNMT1 [75].  

DNMT1 es un polipéptido de 1616 aa. de largo con un mecanismo catalítico parecido al de la DNA-(citosina) -

(5)-metiltransferasa bacteriana (M.HhaI), por tanto, ha sido estudiado a partir de esta enzima. El dominio del 

sitio catalítico contiene motivos de secuencia común entre las carbón-5-pirimidin metiltransferasas (I – IX) y 

motivos encontrados en otras proteínas de unión a adenosil-metionina, Figura 9 D. La afinidad de unión al 

sustrato y la cinética dependen de la combinación de secuencia de DNA, patrón de metilación y estructura 

del DNA [86]. El DNA hemimetilado tiene altas velocidades de metilación, inhibición alostérica, alta 

procesitividad, y relativamente moderada afinidad de unión a DNMT1 [86]. Además, se ha propuesto que la 

unión a sitios CG no metilados permite el cambio conformacional de la enzima de tal manera que el dominio 

CXXC de la DNMT1 se une a los sitios CG no metilados y posiciona a la proteína BAH1 entre este CG y el sitio 

catalítico de la enzima, impidiendo la metilación de novo [87]. 

Se ha determinado a nucleótidos como la poli(ADP-ribosa) como inhibidores del sitio catalítico de DNMT1, ya 

sea como molécula libre o unida a la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 [88]. El incremento de poli(ADP-ribosa) es 
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una respuesta celular por daño al DNA [89], su incremento previene la metilación del DNA y subsecuente 

compactación de la cromatina, lo cual estaría permitiendo que el DNA sea accesible a proteínas de reparación 

del daño al DNA antes de que el sitio de daño sea empaquetado en una estructura de cromatina compacta 

[74,89,90]. 

Las DNMTs llevan a cabo un mecanismo catalítico similar, en el que hay la formación de un enlace covalente 

intermediario entre el sustrato y la enzima. En la Figura 9 C se muestra el mecanismo catalítico que las DNMTs 

llevan a cabo para la transferencia del grupo metilo del sustrato S-adenosil metionina (SAM) al carbono 5 de 

la citosina en el dinucleótido CpG, comenzando con el cambio de posición de la citosina, que en lugar de dar 

hacia adentro de la cadena de DNA este voltea hacia afuera. El ciclo continúa con el ataque nucleofílico al 

carbono 6 de la citosina por la cisteína1226 de la DNMT1, enseguida el grupo metilo del sustrato SAM será 

transferido al C5 de la citosina. Finalmente ocurre la reacción de β-eliminación del hidrógeno 5 para producir 

a la 5 metilcitosina (5mC) [91–95].  

DNMT1 tiene capacidad de unirse a sitios de replicación del DNA a través de PCNA [96]; también se une a 

proteínas moduladoras de la organización de cromatina como HDAC1 y HDAC2 [97,98], MeCP2 [99] y 

proteínas de la familia policomb [100]; proteínas involucradas en la regulación del ciclo celular o de respuesta 

a daño al DNA como p21 [96], Rb [98], p53 [101], y PARP1 [102]; y proteínas de unión a RNA [103] y RNA 

polimerasa II [104]. 

Con respecto a las enzimas DNMT3, se ha sugerido que la actividad catalítica intrínseca de estas enzimas es 

lo que permite su actividad de metilación de novo, mientras que los factores proteicos que las acompañan en 

el proceso de catálisis son importantes para definir las regiones específicas en las que se llevará a cabo la 

metilación del DNA [105]. También se ha sugerido que las secuencias próximas a los sitios CG no metilados 

podrían estar jugando un papel importante para que estos sitios sean reconocidos como sustratos de las 

DNMT3. Además de que se ha observado la actividad catalítica elevada de estas metiltransferasas sobre los 

dinucleótidos CA, los cuales han tomado relevancia por su alto contenido en células madre embrionarias 

[106]. 
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3.2.1.1. Regulación de la expresión y actividad de las DNMTs 
Las modificaciones post-traduccionales son uno de los mecanismos por los cuales la actividad de las DNMTs 

puede ser mediada [107]. De entre las modificaciones que ocurren sobre estas proteínas se encuentran la 

acetilación, metilación, fosforiación, ubiquitinación, SUMOilación y ADP-ribosilación. La reacción de 

SUMOilación ha sido observada en DNMT3a y DNMT3b, con lo cual posiblemente se modifica la capacidad de 

las proteínas para interactuar con otras proteínas como las HDACs [108,109]; esta reacción también se ha 

observado en DNMT1, presuntamente incrementando la actividad catalítica de la enzima sobre el DNA 

genómico [110]. 

Otro mecanismo de regulación de la actividad de catalítica de las DNMTs es la metilación de lisinas. La 

metilación de la Lys1094 de DNMT1 catalizada por la metiltransferasa de lisinas SET7/9 coincide con la 

hipometilación global de DNA en células madre embriónicas, si la proteína desmetilasa de lisinas LSD1 está 

ausente [111]. Otro sitio potencial para la metilación de DNMT1 es su Lys142, cuya catálisis es llevada a cabo 

también por SET7. Esta marca de metilación presuntamente está promoviendo la degradación de la proteína 

vía proteasomal, debido a que el silenciamiento de SET7 incrementa los niveles proteicos de DNMT1 [112]. 

En resumen, la metilación de lisinas DNMT1 promueve la degradación de esta proteína, mientras que la 

desmetilación o el estado no metilado promueve su estabilidad proteica.  

La fosforilación de proteínas es una de las modificaciones post-traduccionales que con mayor frecuencia se 

presenta en la célula. La adición de grupos fosfatos también ocurre sobre la proteína DNMT1, observándose 

esta marca en las serinas 515, 146, 143 y 127. La serina 515 es fosforilada por CDKL5 y se sugiere que permite 

la interacción entre el dominio N-terminal y el dominio catalítico, la cual es necesaria para la actividad 

enzimática de DNMT1 [113–115]; la fosforilación de la Ser146 catalizada por la CK1δ reduce la unión de la 

DNMT1 sobre el DNA [116]; la fosforilación de la Ser143 por la AKT se propone como un mecanismo de 

estabilidad proteica dependiente del ciclo celular [112]; y, finalmente, la fosforilación de la Ser127 llevada a 

cabo de forma independiente por las cinasas AKT y PKC disminuye la interacción de la DNTM1 con PCNA y 

UHR1, afectando el reclutamiento de la DNTM1 en los sitios hemimetilados del DNA durante la mitosis [117]. 

El tiempo de vida media de la DNMT1 en células Jurkat es de 12 horas o mayor si la proteína está fosforilada 

en su serina 143, mientras que si está metilada en su lisina 142 su tiempo de vida media disminuye 

considerablemente a 3.5 horas [112]. Además, la DNMT3a también puede ser fosforilada en su Ser 390 y 393 

dentro del dominio PWWP por la CK2, promoviendo la localización de esta metiltransferasa en regiones de 

heterocromatina para metilar regiones repetidas heterocromatínicas [118]. 

La acetilación sobre DNMT1 se ha observado en sus Lys143, 1113, 1115 y 1117 por Tip60 que en conjunto con 

la ubiquitinación por UHRF1 conducen a la degradación proteasomal de la esta metiltransferasa [119–121]. 
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La regulación de la actividad de las DNMTs también es llevada a cabo por RNAs no codificantes, 

presuntamente impidiendo la metilación del gen del que provienen y con ello bloqueando la metilación de 

dicho gen [122]. 

Estudios sobre las diferencias en los niveles de expresión de DNMT1 entre diferentes líneas celulares han 

sugerido otra forma de regulación de DNMT1, la cual es llevada a cabo a través de las proteínas del complejo 

APC, CDC20 y FZR1. FRZ1 es un adaptador que permite el mantenimiento de la fase G1 del ciclo celular, ya 

que reconoce a ciclinas tipo D promoviendo su destrucción. Las proteínas que son sustrato de CDC20 deben 

contener las secuencias de destrucción RXXL o cajas KEN, un criterio que es cumplido por las dos secuencias 

RXXL que se encuentran en el dominio N-terminal aminoácido 118 y la caja KEN del dominio N-terminal 

aminoácido 644 de DNMT1. CDC20 reconoce al sustrato con secuencias RXXL o caja KEN, posteriormente FZR1 

reconoce a la proteína CDC20 con caja KEN y lo recluta al complejo APC para que la proteína en cuestión, en 

este caso DNMT1, sea ubiquitinada y degradada. La proteína reguladora de la fase mitótica del ciclo celular 

MAD2 es un inhibidor de la proteína CDC20 y estudios llevados a cabo en diversas líneas celulares tumorales 

muestran que esta proteína está incrementada, lo que coincide con el incremento y estabilidad proteica de 

la DNMT1 [123,124]. 

 

3.2.1.2. Metilación del DNA 
La metilación del DNA es una marca común en los genomas de diversos organismos que puede llevarse a cabo 

en el carbono 5 o el nitrógeno 3 de la citosina o en el nitrógeno 6 de la adenina, sin embargo, en los 

eucariontes esta marca es más frecuente como 5'-metil citosina (5mC) y preferentemente en el dinuclétido 

5' – citosina – fosfato – guanina – 3' (CpG) [125,126]. La catálisis de esta marca es realizada tanto química 

como enzimáticamente por DNMTs en 5mC y 3mC, mientras que el mecanismo de acción involucrado para 

establecer la marca 5mA es aún desconocido [127]. 

Durante la evolución, la secuencia CpG ha ido desapareciendo progresivamente de los genomas, en el genoma 

humano y de otros organismos superiores la frecuencia con la que se presenta este dinucleótido es de entre 

5 al 10% [128]. Normalmente las células diferenciadas humanas poseen del 70 al 90% de sitios CpG metilados 

concentrados en secuencias repetidas en regiones intergénicas e intrónicas, en donde típicamente se 

encuentran transposones [129,130]. Existen regiones del DNA denominadas islas CpG, las cuales mantienen 

la frecuencia de sitios CpG esperados, estos son que el contenido G+C mayor al 60% y con un radio de 

CpG/GpC de al menos 0.6. Alrededor del 10% de estas regiones están metiladas o acaso presentan 20% de 

cambios en el estado de metilación, lo cual sugiere que no serán eliminadas con el paso del tiempo, ya que 

se disminuye la probabilidad de mutaciones por transiciones C – T en este tipo de regiones [128]. 
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Alrededor de la mitad de los genes que posee el ser humano tiene islas CpG en su región 5', de entre los más 

importantes que tienen estas características son los llamados “genes endógenos”, mientras que la otra mitad 

no poseen islas CpG, sin embargo, presentan sitios CpG individuales en regiones regulatorias que pueden ser 

metilados con patrones célula y tejido específicos, modulando así la transcripción de estos genes [128] . 

Como ya se mencionó, la metilación del DNA está catalizada por metiltransferasa ya sea de novo o del sustrato 

hemimetilado, mientras que la desmetilación es llevada a cabo en parte por dioxigenasas miembros de la 

familia de enzimas de traslocación diez-once (TET), Figura 9 A. 

Como parte del proceso de desmetilación en el que TET actúa hay las subsecuentes oxidaciones de 5mC a 5' 

– hidroximetilcitosina (5hmC), 5' – formilcitosina (5fC) y 5' – carboxicitosina (5caC). Uno de los mecanismos 

de acción que se ha propuesto es en el que TET oxida a 5mC a 5hmC, posteriormente a 5fC y a 5caC, a 

continuación, el mecanismo de reparación BER a través de la enzima DNA timina glicosilasa (TDG) actúa para 

remover el residuo modificado (timina, 5hmC, 5fC, 5caC o 5hmU) y restaurar a la citosina [131], Figura 9 A. 

La desmetilación de sitios CpG a través de la acción de TET/TDG es conocida como desmetilación activa, 

mientras que la desmetilación por pérdida de acción de DNMT1 es conocida como pasiva, pues la marca se 

pierde paulatinamente de replicación a replicación. Los cambios de marca de 5mC a sus formas oxidadas han 

sido propuestas como mecanismos de mantenimiento de sitios CpG no metilados, particularmente de 

aquellos ligados a improntas génicas [131]. 

 

3.2.1.3. Inhibidor de DNMTs: 5' – aza – 2' – desoxicitidina  
La 5' – aza - 2' – desoxicitidina (5AzadC) es un profármaco análogo de citidina usado en pacientes con 

padecimientos hematológicos malignos. Su historia química comienza con los estudios quimiofarmaceuticos 

de su antecesor, la 5' – azacitidina. En 1964, 5AzadC fue diseñada a partir de esta molécula fue diseñada por 

Pliml y Sotorm y probada como compuesto con mayor potencia que su predecesor [132,133]. Es un 

compuesto con actividad farmacológica de antileucemiante [134] y antineoplásico para leucemia mieloide y 

síndrome mielodisplásico [135]. 

La vía de administración más usada para este fármaco es la infusión intravenosa. Su concentración en fase 

estacionaria debe ser por arriba de su concentración mínima citotóxica, la cual es de 10-7 M [136]. Por otro 

lado, una administración por infusión continua ha mostrado ser lo más adecuado para los pacientes en 

tratamiento, pues con un tiempo de exposición de 90 horas se asegura que haya habido recambio celular, 

que en pacientes ha sido observado ser mayor a 90 horas. Para que la 5AzadC pueda afectar el ciclo celular 

necesita ser incorporada al DNA, es por ello que una infusión continua de al menos 90 horas es lo adecuado 

para lograr su efecto, el cual no es de inhibidor del ciclo celular sino de hacer más lenta la progresión de 



37 
 

entrada de G1 a fase S [135]. En experimentos in vitro también se ha determinado la relevancia de la duración 

de la exposición al compuesto, ya que la CI50 para la formación de colonias transformadas de células 

leucémicas Hl-60, Molt-3 y RPMI-8392 fue de 10 µM por una hora, mientras que la exposición durante 24 

horas disminuyó a 0.1 µM la CI50 [137]. 

Los procesos celulares que este compuesto altera son diferenciación, apoptosis y senescencia, favoreciendo 

la inducción de estos en células leucémicas, reparación de daño al DNA e inhibe angiogénesis, presuntamente 

por la reactivación de genes como c-myc, p16, p14, E-cadherina, p15, MGMT, etc. [137].  

El compuesto sufre extensa biotransformación en hígado y bazo, en donde es fosforilada por la desoxicitidina 

cinasa bioactivando el compuesto al metabolito farmacéutico activo 5-aza-2-desoxicitidina trifosfato, sin 

embargo, también es biotransformado por la timidin desaminasa a sus metabolitos inactivos 5-aza-2-

desoxiuridina y 5-aza-2-desoxiuridina monofosfato, los cuales son fáciles de excretar y no son incorporados 

al DNA. Tiene un tiempo de vida media de cinco minutos debido a que su paso a la célula es mediado por 

transportadores de nucléosidos como SLC28A/22/15, SLC29A y ABC [137]. 

En cuanto a dosis, tiempo de exposición y efecto, los esquemas de tratamiento han ido cambiando hasta 

establecer el más eficaz. Al inicio se reportó que concentraciones altas de 5AzadC tienen efecto citotóxico en 

pacientes con leucemia hasta que se comprobó que concentraciones bajas inducen a la diferenciación celular, 

siendo la máxima dosis tolerada de 1500-2250 mg/m2 [135]. El efecto adverso más común por 5AzadC es la 

mielosupresión [138].  

Su farmacodinamia se resume en lo siguiente, una vez en el organismo, 5AzadC es fosforilada por la 

deoxicitidina cinasa a su forma activa beta- anomérica, Figura 10, el cual es sustrato de la DNA polimerasa 

alfa [139] e inhibidor por unión covalente de la DNMT1 [140]. Se pensaba que el mecanismo de inhibición de 

DNMT1 por 5AzadC era dependiente de incorporación del 5AzadC al DNA, sin embargo, un estudio reciente 

mostró que la degradación de DNMT1 se da antes que la incorporación de la 5AzadC. El mecanismo propuesto 

es la inducción de la degradación proteasomal de DNMT1 por 5AzadC [141].  

Este compuesto ha demostrado que su exposición por 48 – 72 h en diversas líneas celulares logra pronunciada 

disminución del estado de metilación del DNA celular [142]. No se le ha conferido actividad mutagénica 

puntual, pero sí capacidad genotóxica debido a la generación de aberraciones cromosómicas. En rata no hay 

reportes que confirmen capacidad carcinogénica, pero en ratón sí. En ratón, presuntamente por inestabilidad 

genómica atribuida a su actividad como agente hipometilante del DNA [143]. 
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Figura 10. Biotransfromación de 5-aza-2’-desoxicitidina y su progresión a la inhibición de DNMTs. 

 

La imagen comienza con la conversión metabólica de 5AzadC a 2-desoxi-5-azacitidina-trifosfato, el cual es incorporado al DNA en lugar de 2-deoxycitidina-trifosfato por acción de 

la DNA polimerasa, un proceso determinado en mamíferos. Una vez incorporado en el DNA, se observa a la DNMT llevando a cabo su actividad metiltransferasa, sin embargo, al 

contener un N en la posición del C5 de la citidina el complejo unido covalentemente a la DNMT queda atrapado, pues no puede ser liberado mediante b-eliminación a través de 

su C6. Las DNMTs covalentemente unidas a 5AzadC son degradadas, resultando en su disminución en el contenido celular. Imagen con información de [142,144]. 
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3.2.2. Desacetilasas de histonas 
 

En 1961 Phillips descubre que una molécula de acetato puede ser tomada e incorporada a las histonas. 

Posteriormente se propone a la acetilación de histonas como un mecanismo reversible y dinámico para la 

activación, así como represión de síntesis de RNA; también se determina la acetilación de proteínas de alta 

movilidad en la cromatina (HMG), la actividad desacetilasa de histonas en el núcleo, la acetilación en el grupo 

ε-amino de su lisina (Lys – K) [145], y que estos residuos de lisinas son porciones muy conservadas en la región 

N-terminal de las histonas [146]. 

La arquitectura cromosómica es un factor importante en regulación de la expresión génica [147]. La unidad 

básica para esta regulación la establece la conformación nucleosomal entre proteínas y DNA: 146 pares de 

bases de DNA alrededor de un tetrámero de histona 3/histona 4 y dos dímeros de histona 2A/histona 2B. Esta 

unidad básica está a su vez modulada por modificaciones postraduccionales de las histonas de las cuales las 

más estudiadas son las acetilaciones. Otras modificaciones postraduccionales de los residuos de histonas son: 

metilación [148], propionilación y butirilación [149], fosforilación [150], ubiquitinación [151], sumoilación 

[152], ADP ribosilación [153], glicosilación [154], biotinilación [155], y carbonilación [156]. La acetilación de 

lisinas no sólo se restringe a los residuos de histonas sino también a otras proteínas, con lo cual se logran 

cambios en las interacciones y funciones de histonas-DNA, histonas-histonas, e histonas-proteínas. De las 

principales acetilaciones en Lys se encuentran aquellas que ocurren en la Lys9 y la Lys14 en la histona 3, y las 

que ocurren en las Lys5, Lys8, Lys12 y Lys 16 en la histona 4 [157]. 

Los tallos de las histonas dentro del nucleosoma confieren carga positiva al polímero de DNA estabilizándolo 

en fibras condensadas. La acetilación de histonas permite la neutralización de esta carga y, por consecuencia, 

la disminución de las interacciones electrostáticas entre las histonas y el DNA, facilitando así el acceso a 

factores transcripcionales. Sin embargo, también está la posibilidad de que los residuos de histonas por sí 

mismos estén participando en la unión de factores de transcripción debido al reconocimiento de los cambios 

postraduccionales producidos en las histonas. Por consiguiente, la acetilación no sólo conduce a la activación 

de la expresión génica sino también a su represión. Estas consecuencias dependerán de la naturaleza del gen 

y de las proteínas involucradas en los mecanismos regulación. 

Adicional a la acetilación de histonas alrededor de 60 factores de transcripción son regulados mediante 

acetilación, esta marca también está modulando la acción de proteínas de reparación del daño al DNA, 

replicación metabolismo, dinámica del esqueleto, apoptosis, plegamiento proteínico, y múltiples proteínas 

de señalización celular [158]. 
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Los niveles equilibrados de acetilación de histonas resultan del fino balance entre la acción de 

acetiltransferasas de histonas y HDACs [159]. La primer HDAC fue descubierta por Taunton et al. [160], 

posteriormente Furukawa et al. [161] aisló un cDNA homólogo a RPD3 de levadura, y Schreiber [160] 

determinó que dicho cDNA corresponde a HDAC1 con 60% de identidad a RPD3. 

Al momento hay cuatro clases de HDACs, las cuales participan en diversos mecanismos de regulación 

postraduccional y traduccional, Figura 11. Estas HDACs a su vez se dividen en aquellas dependientes de Zn2+ 

en su centro activo y aquellas dependientes de NAD+, Figura 12: 

- Clase I: homología con la RPD3 de levadura. La constituyen las proteínas HDAC1, HDAC2, HDAC3 y 

HDAC8, las cuales son aproximadamente de 350-500 aa. de largo y, en general, están expresadas en 

todo el organismo y localizadas en el núcleo, con excepción de HDAC3 la cual también ha sido 

encontrada en citoplasma. Estas proteínas presentan alta actividad enzimática sobre sustratos tipo 

histonas. 

HDAC1 y HDAC2 comparten el 82% de homología y, generalmente, son encontradas juntas en 

complejos represivos como Sin3, NuRD, CoREST, y PCR2, los cuales tienen la capacidad de unirse a 

receptores hormonales cuyo ligando está ausente. Por sí solas estas desacetilasas de clase II carecen 

de actividad catalítica [162]. Por su lado HDAC3 es encontrada en co-precipitados con HDAC4, HDAC5 

y HDAC7 en complejos proteicos como SMRT y N-CoR [163,164]. HDAC3 también tiene la capacidad 

de mediar la interacción entre Rb y RbAp48 por lo que ha sido señalada como una proteína reguladora 

del ciclo celular. En lo que respecta a HDAC8 no ha sido encontrado formando parte de algún 

complejo proteico [165]. 

- Clase II: homología con la Hda1 de levadura. La conforman las proteínas HDAC4, HDAC5, HDAC6, 

HDAC7, HDAC9, y HDAC 10, cuyo largo es de aproximadamente 1000 aa. Este grupo contiene varios 

motivos proteicos característicos y bien conservados dentro de su grupo. Algunos de sus miembros 

tienen hasta dos dominios catalíticos. Estas proteínas son transportadas del citoplasma al núcleo en 

respuesta a estímulos celulares, por lo que se les encuentra en ambos compartimentos. En algunos 

casos tienen como sustratos proteínas distintas a las histonas. 

HDAC4, HDAC5 y HDAC7 forman la clase IIa, estas proteínas poseen un dominio N-terminal largo con 

sitios de unión conservados para el factor de transcripción factor potenciador de miocitos 2 (MEF2, 

myocyte enhancer factor 2), y para la chaperona 14-3-3. Las proteínas de la clase IIa son fosforiladas 

por la proteína cinasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMK) y por la proteína cinasa D (PKD), 

con lo cual se unirán CRM1, un factor de transporte celular, para permitir su transporte del núcleo al 

citoplasma. En el citoplasma se unirán a la chaperona 14-3-3 con lo cual las proteínas clase IIa serán 
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retenidas en el citosol. Mientras tanto, dicha fosforilación causa la disociación de las proteínas de la 

clase IIa de MEF2, por lo cual esta proteína podrá unirse a la histona acetilasa p300 y fomentar la 

activación transcripcional [166]. Estos eventos son muy particulares de la diferenciación celular de 

células musculares. HDAC4 es encontrada con alta expresión en corazón, cerebro y músculo 

esquelético [167–169]. 

HDAC6 es más cercana evolutivamente a HDAC10, es una proteína única entre la familia de HDACs 

debido a sus dos dominios catalíticos. Actúa como una desacetilasa de α-tubulina regulando la 

motilidad celular dependiente de microtúbulos [170], por lo tanto su localización es citoplasmática. 

HDA6 también participa en la desacetilación de Hsp90, del receptor de glucocorticoides, y de factores 

transcripcionales como TFIIEβ, TFIIF, p53, NF-κB, GATA1, EKL, e interferón-β, con lo cual se afecta la 

función, capacidad de unión al DNA o inclusive induce la degradación de estas proteínas [171]. 

HDAC10 tiene la capacidad de unirse con varias HDACs indicando la posibilidad de que más que una 

proteína desacetilasa es un reclutador de sus contrapartes, aunque esta proteína por sí sola sí 

presenta actividad desacetilasa [172,173]. 

- Clase III: homología con Sir2 de levadura. La conforman siete proteínas divididas en cuatro subclases 

(Sirt1 – 7) [174]. SIRT1, 2 y 3 pertenecen a la clase I, SIRT4 a la clase II, SIRT5 a la clase III, y SIRT6 a la 

clase IV. SIRT1 se localiza principalmente en el núcleo, bajo determinadas condiciones es 

transportado a citoplasma, lo cual muestra que proteínas tanto nucleares como citoplasmáticas están 

bajo la regulación de esta desacetilasa [175]. SIRT2 se encuentra primordialmente en el citoplasma, 

donde desacetila a α-tubulina, sin embargo también puede ser transportada a núcleo durante la 

transición de fase G2-M para desacetilar a H4, sugiriendo el control de la condensación cromatínica 

durante la metafase [176]. Por su parte, SIRT3, 4 y 5 están localizadas en mitocondria, sugiriendo 

participación en el metabolismo energético y en el envejecimiento. SIRT6 es predominantemente 

nuclear, sin presencia en el nucléolo. SIRT7 es una proteína que se encuentra en el nucléolo [177]. 
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Figura 11. Dominios estructurales y funcionales de desacetilasas de histonas humanas. 

En el esquema se enlista un resumen de las características de las HDACs y de su función biológica. Esquema con información de  [178–181].
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La clase III se diferencia de las otras clases de deascetilasas de histonas por su dependencia al cofactor 

NAD+, sin embargo, también son proteínas con Zn2+ como parte de su dominio catalítico. La gran 

variabilidad en su dominio de Zn2+ es lo que permite las diferentes actividades entre estas enzimas, 

como es el caso de SIRT5 que a pesar de tener una pobre actividad desacetilasa es muy eficiente como 

lisina desuccinilasa y lisina demalonilasa [182]. Con excepción de SIRT4, todas las sirtuinas poseen 

actividad desacetilasa, a pesar de esto, sólo SIRT1, SIRT2 y SIRT3 son verdaderas enzimas 

desacetiladoras [177]; SIRT6 actúa como una auto ADP-ribosil transferasa y posee pobre capacidad 

desacetiladora [183]. Hasta el momento, SIRT7 solo ha mostrado capacidad desacetiladora sobre 

H3K18 [184]. SIRT4 es una ADP-ribosil transferasa que transfiere un grupo ADP-ribosa a sus sustratos 

[185]. 

Este grupo de proteínas transfieren el grupo acetilo del residuo de lisina del sustrato en cuestión al 

cofactor NAD+, teniendo como productos nicotinamida, 2’-O-acetil-ADP-ribosa y el sustrato 

deacetilado [183], como se muestra en el esquema de las Figura 12 C y D. 

- Clase IV: no se le ha encontrado un homólogo en hongos. La constituye hasta el momento la HDAC11, 

el cual no ha sido identificado como parte de algún complejo proteico [169]. 

El mecanismo catalítico propuesto para las desacetilasas clases I, II y IV, comienza con la unión del ion Zn2+ 

del sito catalítico de la desacetilasa al oxígeno del carbonilo de la lisina, lo cual polarizará al grupo carbonilo 

para hacer más electrófilo a su carbono. Adicionalmente el Zn2+ unirá una molécula de agua, con lo cual la 

nucleofilicidad del oxígeno del agua se incrementará. Dicha nucleofilicidad del agua será aún más 

incrementada por la unión tipo puente de hidrógeno con Asp-His a los cuales estará unida la molécula de 

agua. El agua llevará a cabo un ataque nucleofílico sobre el carbono carbonilo produciendo un oxianión 

tetrahédrico de transición el cual estará estabilizado por la unión entre el Zn2+ y el agua, así como por el 

potencial puente de hidrógeno entre el oxígeno del carbonilo y el grupo hidroxilo del residuo de Tyr, mientras 

tanto el acetato será liberado. Finalmente el nitrógeno ε del residuo de Lys podrá aceptar un protón de la His 

“externa” [171]. 
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Figura 12. Reacciones catalíticas llevadas a cabo por desacetilasas de histonas. 

Panel A: mecanismo catalítico de desacetilación de histonas llevado a cabo por HDACs dependientes de Zn+; panel B: mecanismo de acción de desacetilasas de histonas dependientes 

de NAD+; panel C: mecanismo de acción de desacetilasas de proteínas dependientes de NAD+; panel D: esquema de tipos de sustrato para proteínas desacetilasas de, histonas y 

desacetilasas de proteínas. Adaptado al español de [186–188].
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3.3. Hidrocarburos aromáticos policíclicos: Sustratos de CYP1A1 
 

En el 2016 la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó que la contaminación del aire ambiente está 

vinculada con el 58% de muertes prematuras de bebés debidas a infartos y muertes por isquemia del corazón, 

el 18% de muertes por enfermedad obstructiva pulmonar, y 6% de las muertes por cáncer pulmonar. 

En el año 2013, la IARC concluyó que la contaminación del aire ambiente es un carcinógeno tipo I, 

posicionando al material particulado como el principal componente asociado a la incidencia de cáncer, 

particularmente el cáncer pulmonar, aunque también se ha establecido su asociación con el cáncer de tracto 

urinario y vejiga. 

El material particulado es una mezcla de partículas sólidas y líquidas de sustancias inorgánicas y orgánicas 

suspendidas en el aire. Se les clasifica como PM10, PM2.5, PM1 y PM0.1. El PM2.5 es de particular relevancia 

debido a que las partículas de este tamaño penetran la barrera pulmonar, logrando entrar a torrente 

sanguíneo. El límite de exposición al PM2.5 establecido por la OMS es de 10 μM/m3 en promedio anual y de 

20 μM/m3 en promedio anual para PM10. A este respecto, para el 2016, la OMS determinó que el 91% de la 

población mundial vive en ambientes cuya calidad de aire supera estos límites. 

Las principales fuentes de PM son motores de combustión tanto diesel como petróleo, combustibles 

orgánicos para la producción de energía dentro de las casas y en la industria como carbón, lignita, aceites 

pesados y biomasa, así como otras actividades industriales tales como construcción, minería, manufactura de 

cemento, cerámica y ladrillos, y fundición. En la Ciudad de México, la combustión de diesel aporta el 35.7% 

del PM2.5, la combustión de gasolina el 10.76%, la industria el 20.2%, la erosión del suelo el 26.5% y otras 

fuentes el 6.88% [189]. 

El PM2.5 está compuesto principalmente de nitratos, sulfatos, compuestos orgánicos, metales, partículas de 

polvo y compuestos orgánicos volátiles, aunque el porcentaje de composición varía entre áreas y estaciones 

del año o condiciones climáticas. Para el 2006, la Ciudad de México reportó un promedio anual de 39 μg/m3 

de PM2.5, el cual consistió 16% de corteza, 3% de amonio, 7% de nitratos, 10% de sulfatos, 5% de carbón 

elemental y 55% de compuestos orgánicos. 

Dentro de los compuestos orgánicos que constituyen al PM2.5 se encuentran los HAPs, los cuales consisten 

en más de dos anillos fusionados compartiendo un par de átomos entre los anillos. Los HAPs más simples son 

el fenantreno y antraceno con 3 anillos fusionados. Aunque se han registrado alrededor de 500 compuestos 

de este tipo, sólo algunos de estos son catalogados por la IARC como carcinógenos tipo I, 2A y 2B, por lo cual 

se tiene un listado de 16 HAPs con información suficiente para ser los representantes de este grupo de 

compuestos [190].  
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Los HAPs son compuestos de origen natural y antropogénico, cuya principal formación es través de 

combustiones incompletas a temperaturas en un rango de 350°C – 1200°C para formaciones pirogénicas y 

desde 100°C para formaciones petrogénicas [190]. 

Las características fisicoquímicas que hacen a estos compuestos tener efectos tóxicos sobre los organismos 

son: su relativa baja presión de vapor, su adsorción a superficies de partículas sólidas acarreadoras, su 

coeficiente de partición en tejidos, y sus límites de solubilidad las fases lípido-agua en los tejidos. Además, 

son sensibles a la luz, son buenos conductores, resistentes a la oxidación y reducción, y son fisiológicamente 

activos. Dichas características permiten que estos compuestos tengan una particular vía metabólica dentro 

del organismo, conduciéndolos a la generación de procesos que causarán daño a las células. Uno de los daños 

más importantes es la generación de cáncer [190]. 

Una vez liberados al aire ambiente los HAPs son encontrados en dos fases, vapor y partícula. Por otro lado, 

en términos generales, del total de HAPs en el aire ambiente la mayor concentración de estos se presenta en 

vapor, alrededor de 741 ng/m3 versus 12 ng/m3 que se localiza en partícula. Los HAPs con baja presión de 

vapor serán absorbidos más fácilmente en las partículas, sin embargo, las estaciones del año y el tipo de clima 

del lugar en el que se hallen afectarán la proporción de HAPs en vapor o en partícula. En verano y regiones 

tropicales es de esperar mayor concentración de HAPs en vapor, mientras que en invierno y regiones nórdicas 

se evidenciará mayor concentración en partículas. Los HAPs de alto peso molecular con cinco o más anillos 

están asociados a partículas de tamaños menores a 2.5µm [190]. 

La principal vía de exposición a HAPs en la población en general es vía pulmonar (aire ambiente, aire casa y 

fumar, humo incendios o fuego), gastrointestinal (alimentos y agua procesados o contaminados), y dérmica 

(ocupacional) [190]. 

Los HAPs encontrados en los suelos presentan baja toxicidad para organismos invertebrados terrestres, 

excepto en aquellos suelos altamente contaminados. Los efectos fitotóxicos por parte de los HAPs son raros, 

ya que las plantas contienen sustancias que los protegen contra los HAPs, además de que algunas pueden 

sintetizarlos para que actúen como hormonas de crecimiento [190]. 

Los HAPs son ligeramente persistentes en el ambiente y pueden bioacumularse, pero no bio-magnificarse, 

debido al metabolismo que sufren en algunos organismos. 

Los alimentos humeados y cocinados a altas temperaturas son la principal fuente de formación de los HAPs. 

En pescados y carnes rojas humeadas se pueden encontrar hasta 200 µg/Kg de HAPs; en carne al carbón hasta 

130 µg/Kg; y alimentos procesados a altas temperaturas cantidades de entre 0.01 a 1 µg/Kg de HAPs [190]. 
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En cuanto al consumo de cigarrillos, otra forma de exposición a HAPs, el humo de la corriente principal del 

cigarro es la principal fuente de exposición a HAPs para los fumadores con alrededor de 1 – 1.6 µg de HAPs 

totales por cigarrillo en un promedio de 12 mg de material particulado por cigarro. La corriente secundaria 

del humo de cigarrillo (proveniente de quema del cigarro), es la principal fuente de exposición a HAPs dentro 

de casa, presentando alrededor de 52-95 ng BaP/g cigarro y 14-24 mg HAPs/cigarro, tres veces de BaP y cinco 

veces de HAPs más que la corriente primaria [191]. 

Los límites permisibles de exposición a HAPs son 0.2 mg/m3 por 8 horas según OSHA, 0.1 mg/m3 por 10 horas 

laborales por la NIOSH, 0.2 ppb como cantidad máxima contaminante en el agua según EPA [190]. 

El metabolismo de los HAPs ocurre en casi todos los órganos, particularmente en aquellos ricos en tejido 

adiposo. Una vez que los HAPs entran al organismo requieren varios pasos de activación metabólica por 

enzimas específicas. En términos generales, la primera reacción es de epoxidación, los epóxidos de HAPs 

pueden ser conjugados con glutatión para su desintoxicación, sin embargo, también pueden convertirse en 

fenoles y dioles, los cuales pueden no ser lo suficientemente polares para ser eliminados y necesitan un 

segundo paso de conjugación, generalmente con sulfonato o glucurónido para ser eficientemente eliminados, 

la mayoría de los metabolitos son excretados en heces y orina. 

La intoxicación aguda por HAPs se caracteriza por irritación de ojos, náuseas, vómito, diarrea y confusión. 

También causan irritación de piel e inflamación. Por su lado, la exposición crónica a HAPs exhibe disminución 

del funcionamiento del sistema inmune, cataratas, daño al riñón e hígado, problemas respiratorios, síntomas 

tipo asma, anormalidades en el funcionamiento de los pulmones; la exposición repetida a piel causa 

enrojecimiento e inflamación; la misma exposición crónica incrementa predominantemente el riesgo a cáncer 

de piel y pulmón, así como a cáncer de vejiga y tracto gastrointestinal en menor extensión [190]. 

Como ya se mencionó, en la sección de estructura proteica de CYP1A1, el sitio catalítico de esta proteína 

permitirá la unión de compuestos anillados y planares, como los compuestos endógenos bilirrubina, 

eicosanoides, prostanglandinas, etc.; y los exógenos como HAPs, AHA y policlorinados. La mayoría de los HAPs 

no son genotóxicos por sí mismos y necesitan ser biotransformados a diol-epóxidos, quinonas o especies 

reactivas de oxígeno para reaccionar con el DNA y así inducir su daño genotóxico. 

Los HAPs seleccionados para llevar a cabo esta tesis doctoral fueron cuatro compuestos cuya capacidad de 

unión a AHR varía desde muy baja, intermedia a alta. En la Tabla 2. Potencias de unión a AHR, inducció de 

CYP1 y actividad EROD de HAPs. se muestra sus capacidades de unión a AHR. Por otro lado, estos están 

clasificados como carcinógenos completos, por lo cual son utilizados como inductores de dicho proceso 

patológico en modelos de carcinogénesis química. A continuación, se presenta una descripción de cada uno 

de estos compuestos. 
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3.3.1. Benzofluoreno 
 

 

También conocido como 11H-benzo[b]fluoreno, benzo[b]fluoreno o 2,3-benzofluoreno (BF). Es un HAP 

proveniente de humo de tabaco, contaminación ambiental, e ingesta de alimentos y agua contaminada con 

productos de combustión orgánica. 

Está clasificado como carcinógeno tipo 3 por la IARC debido a que no mostró ser positivo en el ensayo de 

iniciación-promoción de cáncer de piel ni en los ensayos de mutagenicidad en la prueba de Ames, los cuales 

se reportan como no concluyentes [192]. Pese a no dar indicios de ser mutagénico, en estudios de desarrollo 

ha mostrado ser teratógeno, ya que el pez zebra expuesta a 3 μM del compuesto, 3 horas pos-fertilización 

por 120 horas, genera malformaciones en los embriones del tipo acumulación de fluido en la región del 

pericardio y placenta, así como malformaciones cerebrales. Se sugiere que sus efectos teratogénicos pudieran 

estar relacionados con su capacidad de unión a AHR, además de que es un ligando débil del receptor de 

estrógenos. Por otro lado, 24 horas de exposición a este compuesto, 96 horas pos-implantación de este 

organismo, incrementa la expresión de cyp1a1, per2, cry1, odc1, los cuales son genes involucrados en el 

metabolismo de xenobióticos y ciclo circadiano; mientras que disminuye la de wnt11, hoxa3, alcam y dusp1, 

los cuales son genes vinculados con transporte molecular y metabolismo de lípidos [193].  Su interacción con 

la vía de AHR también fue comprobada en la línea celular de hepatoma de humano, HepG2, en donde después 

de 24 horas de exposición a 5 μM de este compuesto se obtiene la inducción de genes como CYP1A1, CYP1A2, 

AKR1C1, NQO1, los cuales son parte del set de genes inducidos por AHR [194]. 

Estudios sobre su metabolismo no han sido llevados a cabo, sin embargo, al ser un HAP con capacidad de 

inducción de CYP1A a través de AHR, es de esperar que sea oxidado por CYP1 para producir el esperado diol-

epóxido de BF. 

Tabla 2. Potencias de unión a AHR, inducció de CYP1 y actividad EROD de HAPs. 

 Valores de CE50 (M) 

Compuesto Potencia de unión a AHR Inducción de CYP1 Actividad EROD 

2,3-Benzofluoreno 1.3 x 10-5  1.0 x 10-6  1.0 x 10-6 

Benzo[a]pireno 3.6 x 10-7  >1.0 x 10-4  >1.0 x 10-4  

7,12-Dimetilbenz[a]antraceno 3.2 x 10-7  >1.0 x 10-4  >1.0 x 10-4  

3-Metilcolantreno 2.8 x 10-8  1.3 x 10-6 6.4 x 10 -7 

La determinación de potencias de unión a AHR se hizo mediante ensayos de competencia de unión a [3H]-TCDD. Información tomada 

de [195]. 

Figura 13. Estructura de BF. 
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3.3.2. Benzo[a]pireno 
 

EL benzo[a]pireno (BaP) es un HAP conformado por cinco anillos aromáticos. Es un cristal amarillo de olor 

ligero, insoluble en agua y de baja volatilidad. Es liberado al aire ambiente tanto por vías naturales como 

antropogénicas y removido mediante oxidación fotoquímica; reacciones con óxidos de nitrógeno, radicales 

hidroxi e hidroperoxi, ozono, óxidos de sulfuro, y nitrato de peroxacetilo; y mediante la lluvia depositándose 

en tierra o agua. Por otro lado, en el aire es predominantemente adsorbido a partículas, pero también existe 

en forma de vapor a altas temperaturas. Las principales formas de exposición a BaP son laborales, de forma 

deliberada ante el consumo de productos de tabaco, por inhalación de aire contaminado, y por consumo de 

comida y agua contaminada. 

El conocimiento de la capacidad carcinogénica de las fuentes que contienen BaP datan desde el siglo XVI, sin 

embargo, es hasta 1933 cuando el grupo de J.W. Cook aisló algunos miligramos de BaP a partir de toneladas 

de chapopote [196] y hasta 1955 que R. L. Cooper determinó que 500 cigarrillos contienen alrededor de 4μg 

de BaP [197], la cual es aproximadamente la cantidad necesaria para generar hiperplasia en explantes de 

pulmón [198]. Un cigarro contiene en promedio 22.5 ng de BaP [191]. Otras fuentes en las que se le encuentra 

son combustibles fósiles, aceites crudos, incendios forestales, combustión de maderas y carbón, escapes de 

vehículos motorizados; y en varios procesos de combustión industrial. Es un compuesto persistente, pero que 

puede ser degradado por algunos organismos, por lo que no es biomagnificable [199]. 

Este compuesto está clasificado como carcinógeno tipo 1 por la IARC. Es el integrante representativo de las 

mezclas de HAPs y, hasta ahora, es el carcinógeno más potente de entre los HAPs. Con base en estudios 

epidemiológicos, una unidad de riesgo para cáncer de pulmón ante la exposición a aire ambiente 

contaminado con HAPs es de 8.7x10-5 ng/mg3 de BaP, mientras que la exposición a lo largo de la vida generará 

un riesgo de cáncer de 1/10 000, 1/100 000, y 1/1 000 000, para 1.2 ng/m3, 0.12 ng/m3, y 0.012 ng/m3, 

respectivamente [4]. 

En ingesta oral, el BaP no es absorbido en estómago pero sí en intestino, y el grado de esta absorción 

dependerá del vehículo en el que esté disuelto [200]. Este compuesto es principalmente eliminado en sus 

formas metabolizadas en heces, con aproximadamente 20% de excreción en orina, teniendo un pico máximo 

en bilis a las 2 horas de ingesta y a las 24 horas se tiene la excreción total [197,201,202]. Para su distribución, 

BaP se une a lipoproteína α y a ϒ-globulina [202], también es transportado por quilomicrones, y en el plasma 

es acumulado en esferas lipídicas [203]. Dentro de las células se localiza en mitocondria, Golgi, retículo 

endoplásmico liso, membrana plasmática, envoltura nuclear y, con menor intensidad, en lisosomas. La dosis 

de referencia para la exposición a BaP vía oral para toxicidad para el desarrollo es de 3x10-4 mg/Kg/día, 
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mientras que el factor de pendiente para exposición oral a BaP es de 1 mg/Kg/día para respuesta a tumores 

en el tracto digestivo [199].  

Tras la inhalación de BaP, este compuesto se distribuye rápidamente en varios tejidos, siendo el hígado, 

esófago, intestino delgado y sangre los que presentan altos niveles durante los primeros 30 minutos tras su 

exposición [204,205]. La dosis de referencia para toxicidad para el desarrollo tras la exposición vía inhalatoria 

de BaP es de 2x10-6 mg/m3, mientras que el factor de pendiente para esta vía de exposición es de 6.4x10-4 

μg/m3 para tumores en el sistema respiratorio superior y tracto digestivo [199]. 

Por las características fisicoquímicas del compuesto, su efecto dependerá de la toxicocinética que se presente 

en el animal, tejido o modelo biológico en el que se esté evaluando. Los efectos que produce son, proliferación 

celular, estrés oxidante, interferencia en vías de transducción de señales, daño al DNA, proteínas y lípidos, 

establecimiento de mutaciones, y muerte celular. Estos efectos pueden tener múltiples consecuencias, entre 

ellas, condiciones patológicas como, asma, enfermedades pulmonares, cardiovasculares y cerebrales, y 

cáncer [4]. 

Esta molécula, también conocida como 3,4-benzopireno, posee la denominada región bahía característica de 

los HAPs, la cual es susceptible a oxidación o formación de iones radical, pero inmune a conjugación y 

desintoxicación. Esta característica conduce a los metabolitos oxidados en esta región a ser electrófilos muy 

reactivos con el DNA, proteínas y lípidos. El estudio del metabolismo de BaP condujo a que entre los años 

1973 a 1978, tras enormes esfuerzos de varios grupos de investigación, se descubriera el metabolito 

mutagénico de BaP, el isómero (+)-trans-7,8-diol-9,10-epóxido BaP (BPDE), el cual se une covalentemente al 

DNA [5][206]. El mapa metabólico de BaP hasta ahora dilucidado se muestra en la Figura 14.  

El mecanismo general de generación de tumores por BaP comienza con su biotransformación a compuestos 

altamente reactivos con el DNA. Tres posibles reacciones han sido identificadas con los siguientes productos 

de la biotransformación de BaP: metabolitos diol-epóxidos, metabolitos radicales catiónicos, y especies 

reactivas de oxígeno generadas durante el ciclo catalítico de CYP o vía los metabolitos orto-quinonas, los 

cuales también son productos de biotransformación de BaP. Estas reacciones darán como resultado la 

formación de aductos o el daño al DNA por ROS, los cuales pueden conducir a la formación y fijación de 

mutaciones, siendo de relevancia aquellas que se produzcan en genes supresores de tumor u oncogenes 

asociados con la iniciación de tumores. Finalmente, BaP y sus metabolitos también promueven la expansión 

clonal de células mutadas durante los procesos conocidos como promoción y progresión del cáncer. La sola 

exposición a BaP produce todo el proceso de carcinogénesis, por lo que se le cataloga como carcinógeno 

completo. 
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Se ha demostrado que los metabolitos de BaP se unen covalentemente a RNA, proteínas tipo no histonas, 

DNA, e histonas [207]. La reacción entre los metabolitos diol-epóxidos del BaP con el DNA ocurre 

preferencialmente con los grupos amino exocíclicos de los nucleótidos guanina y adenina, generando aductos 

voluminosos [208,209]. De estas dos reacciones, los aductos diol-epóxidos con guanina son los que se generan 

con mayor frecuencia en comparación con el aducto con adenosina, a pesar de esto es este último aducto el 

que produce desenrrollamiento de la cadena de DNA en la zona donde se localiza, lo cual conduce a la 

desnaturalización del DNA, así como a la ruptura de pares de bases de la cadena generando corrimiento del 

marco de lectura. Los aductos metabolito BaP-DNA tendrán como resultado sustituciones de pares de bases, 

corrimiento del marco de lectura, delaciones, arresto en fase S, rupturas de doble cadena de DNA, y variedad 

de alteraciones cromosómicas [190]. Aun así, las mutaciones por transversiones son las más frecuentes en la 

exposición por BaP, GC por TA o AT por TA [210]. BaP genera transversiones G-T en Ha-ras [211], K-ras [212–

215] y p53 [216,217].  

Por su lado, los metabolitos radicales catiónicos de BaP, pese a no ser los metabolitos más potentes de unión 

al DNA, pueden causar aductos con el DNA que resultan en depurinaciones. La depurinación más 

predominante ocurre en las posiciones N3 y N7 de la adenina y en la posición N-7 de la guanina [218–220]. 

Los metabolitos orto-quinonas pueden generar aductos que causan N-7 depurinaciones, o bien seguir una 

ruta redox y generar especies reactivas de oxígeno que causan daños al DNA como lo es la generación del 

aducto 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina [221–224]. 

El isómero (-)-trans-BPDE es el que tiene 60% de efectividad en la generación de tumores dérmicos en ratones 

en comparación al 2% o menos de efectividad generada por los otros tres isómeros de este diol-epóxido. El 

mismo (-)-trans-BPDE produce el 100% de tumores pulmonares en ratones inyectados vía intraperitoneal 

[206].  

Estudios de tumorigenicidad en ratones hembras y machos expuestos vía intraperitoneal a 2 mg de BaP 

mostraron que las hembras son más susceptibles a desarrollar tumores, con 70% de localización entre bazo y 

estómago; mientras que los ratones machos presentan 62% de desarrollo de tumores y la localización de 

estos es 64% en tejido conectivo y órganos abdominales bajos, en un tiempo de latencia promedio de 33 

semanas. Las masas tumorales generalmente se presentaron adheridas o invadiendo al menos a algún órgano 

abdominal como hígado, bazo, intestino, testículos, vejiga, etc. Adicionalmente, en este diseño y modelo 

experimental, no se observó metástasis a pulmones [225]. 

Estudios llevados a cabo en ratas machos y hembras expuestos vía intraperitoneal a 10 mg de BaP mostraron 

que el 40% de ratas hembras desarrollaron adenomas mamarios y urinarios, el 10% de las ratas macho 

desarrollaron fibrosarcoma abdominal, el 30% presentó adenoma de células intersticiales, y ambos sexos 
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desarrollaron hiperplasia de médula adrenal, en un tiempo de latencia de seis meses [225]. Múltiples estudios 

de desarrollo de tumores y cáncer en diversos modelos animales con diferentes órganos blanco se han llevado 

a cabo con BaP, de tal manera que este compuesto es ampliamente utilizado en modelos de carcinogénesis 

química. 

La expresión de diversas proteínas es modificada después de la exposición a BaP y es dependiente del modelo 

en el que se evalúa, varios perfiles de expresión de genes han sido realizados, lo cuales son consistentes en 

cuanto al incremento de la expresión de un grupo de enzimas en particular, la familia de CYP1 [35,180,184–

187]. La inducción de la expresión de esta familia es debido a la capacidad de BaP de unirse al receptor AHR, 

Figura 7. 

La capacidad mutagénica de BaP ha sido probada en los modelos de Samonella typhimurium y Escherichia 

coli, su capacidad de daño al DNA en modelos como aberraciones cromosómicas, prueba de micronúcleos, 

intercambio de cromátidas hermanas, ensayo cometa. 

 

3.3.3. 3-Metilcolantreno 
 

En 1935 L.F. Fieser y colaboradores reportaron la síntesis de 3-metilcolantreno (3MC) mediante dos vías, una 

a partir de p-bromotolueno y otra a partir de ácido cólico, mientras que otros investigadores ya hacían uso 

de él en el modelo de carcinogénesis química obteniéndolo a partir de ácido desoxicólico, un compuesto de 

origen biliar [231].  

Es un compuesto sólido cristalino de color amarillo e insoluble en agua perteneciente al grupo de HAPs. Este 

compuesto es prototipo en la generación de modelos de carcinogénesis química. Su producción es 

principalmente sintética, sin embargo, su uso en investigación posiblemente ha permitido la liberación de 

este compuesto al ambiente, y también hay la posibilidad de que sea liberado a través de la quema de 

combustibles orgánicos. La exposición de la población a este compuesto es mediante la inhalación de aire 

contaminado principalmente, aunque el portal TOXNET del Instituto Nacional de Salud de EUA reporta la 

exposición a través de humo de cigarro o a través de la exposición dérmica a material particulado producto 

de la combustión [232]. 
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Figura 14. Mapa metabólico de BaP. 

En el esquema de reacciones se puede apreciar la clásica región bahía de los hidrocarburos aromáticos policíclicos, la cual les confiere su capacidad mutagénica. Las enzimas 

involucradas en el metabolismo de BaP son citocromo P450 (CYP), epóxido hidrolasa (EPHX), aldocetoreductasa (AKR), UDP-glucuronosil transferasa (UGT), sulfonato transferasa (SULT), 

catecol-O-metil transferasa (COMT) y glutatión transferasa (GST). El aducto formado por el metabolito BPDE y el DNA es a través del nitrógeno 2 de la guanina (N-dG). Imagen adaptada 

y extendida con información de  [5,206,230].
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En la liberación al aire ambiente, la presión de vapor de 4.3x10-8 que posee el 3MC indica que este compuesto 

puede existir tanto en la fase de vapor como en la fase particulada de la atmósfera. El 3MC contenido en la 

fase de vapor puede ser degradado fotoquímicamente, produciendo radicales hidroxilos, de tal manera que 

en aire el 3MC tiene un tiempo de vida media de 1.9 horas. Si es liberado al suelo, se espera que este 

hidrocarburo no sea capaz de movilidad, no pueda volatilizarse y tampoco sea fácilmente biodegradado. Si es 

liberado en agua, puede absorberse a sólidos suspendidos y sedimentos [233]. 

Desde los inicios de su uso 3MC fue un exitoso inductor de tumores dérmicos en modelos de animales de 

laboratorio [231]. También causa mesotelioma [234], cáncer de colon [235], y cáncer de mama [236] después 

de su exposición oral. Causa cáncer de hígado [237], pulmón y sanguíneo [238] en bebés que estuvieron 

expuestos al compuesto durante el embarazo, todo esto en modelos de animales de laboratorio. Este 

compuesto puede causar cirrosis e inducir cáncer de hígado [5]. Por otro lado, es un potente inductor de 

enzimas microsomales hepáticas, entre ellas la familia CYP1 [228]. Actualmente es utilizado en combinación 

con dietilnitrosamina para inducir el modelo de multi-estado de carcinogénesis pulmonar [239] y con TPA 

para inducir el modelo de cáncer de piel [240]. 

Tras su ingesta vía oral, 3MC es bien absorbido en el estómago de rata, donde es retenido por un tiempo 

considerable, y también es absorbido en el intestino, esta absorción es por difusión pasiva principalmente. 

Después de su distribución es detectado en sangre y en hígado [241], y excretado en bilis [242], en hígado los 

metabolitos de este compuesto unidos al DNA son totalmente reducidos entre las 4-24 horas posterior a su 

administración, no así en pulmón en donde además los niveles de DNA-3MC son mucho mayores que en 

hígado [243]. Bajas dosis de 3MC, 2.5 – 10 mg/Kg vía intraperitoneal, inducen la expresión proteica en hígado, 

particularmente alrededor de la vena centrolobulillar, la cual se vuelve homogénea en tanto la concentración 

de 3MC incrementa [244]. Este compuesto induce la expresión de CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, GR, GPx, GSTA1, 

NQR, los cuales son parte del grupo de enzimas inducidas por AHR [207][245]. 

En ratas, una sola dosis de 20-25 ng/Kg de 3MC induce tanto la expresión génica como la actividad enzimática 

de CYP1 después de 24 horas. Estos niveles regresan a su estado normal después de 5 – 7 días. [246–248]. Los 

resultados in vitro en células HepG2 sugieren que la expresión sostenida de CYP1A1 es un mecanismo 

independiente de la vía de AHR, debido a que el 3MC y sus metabolitos son eliminados de 12 a 24 horas y la 

expresión de esta enzima sigue hasta por 96 horas después [249]. 

La activación de la vía de AHR por este hidrocarburo es muy particular, experimentos de inmunoprecipitación 

de la cromatina mostraron que este compuesto induce cambios en la acetilación y metilación de H3 en genes 

específicos y también induce cambios en la unión oscilatoria de AHR a sus elementos de respuesta, con una 

periodicidad de 1.5 a 2 horas [250]. 



55 
 

Al igual que BaP, 3MC es bioactivado vía la formación de diol-epóxidos en su región bahía y son estos 

metabolitos los que generaran aductos con el DNA, Figura 15, particularmente el metabolito 9,10-dihidrodiol-

3MC [251]. Debido a la similitud estructural con BaP no es de extrañar que el metabolito mutagénico de 3MC 

sea un diolepóxido y que el tipo de aductos que genere en el DNA sean N2-alquilguanosina, 06-

alquildesoxiguanosina, y N7-guanina [251]. Se ha observado parte de la capacidad tumorigénica del 3MC en 

la línea celular humana 312, ya que se logra transformar esta línea celular ante su exposición con 3MC a través 

de la mutación del codón 61 en el oncogen ras, lo cual activa al producto proteico p21 [252]. 

Adicional a su capacidad mutagénica y de inducción de enzimas de fase I, 3MC induce a proteínas cinasas, 

tiene actividad estrogénica debido a su capacidad para interaccionar con el receptor de estrógenos α (ERα) 

[253], causa estrés oxidante y altera el ciclo celular promoviendo el arresto celular [254–256]. Se ha observado 

en animales de laboratorio que repetidas inyecciones de este carcinógeno afecta el aprendizaje y memoria, 

mientras que in vitro en células neuronales de humano se mostró su capacidad de interferencia con el proceso 

de neurogénesis [257]. También se ha reportado que altera el ciclo reproductivo de ratas hembras y daña el 

esperma de ratas machos. Pese a que es fetotóxico y ha mostrado afectar el crecimiento fetal, no se ha 

observado efectos teratogénicos tras su administración en ratas preñadas [258]. 

 

3.3.4. Dimetilbenz[a]antraceno 
 

Dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) es un compuesto prototipo de HAPs, sin embargo, debido a sus 

características de sensibilidad a la luz no se encuentra de forma natural en el ambiente. Su uso se limita a 

estudios de carcinogénesis química en laboratorios de investigación. La población involucrada en el manejo 

del compuesto con propósitos de investigación es la que está expuesta a este agente carcinogénico, de otra 

manera no se espera que la población esté expuesta este hidrocarburo. Su liberación al aire, agua o suelo es 

la otra posible vía de exposición, sin embargo, es altamente fotosensible, de tal manera que sería degradado 

por la luz solar [261]. 

Este compuesto es absorbido en intestino de ratas tras su exposición oral, después es transportado tanto en 

sangre como en linfa [262], se acumula en tejido graso, con lo cual retarda su metabolismo y alarga la duración 

de sus efectos [263], y es excretado en bilis en un 79-82%. 

El metabolismo de DMBA está basado en la acción de CYP1B1, CYP1A1 y epóxido hidrolasa, Figura 16, de los 

cuales la activación metabólica llevada a cabo por CYP1B1 es crucial para la acción tóxica, mutagénica y 

genotóxica [29]. Al igual que BaP y 3MC, los metabolitos diolepóxidos de DMBA causarán aductos con el DNA.  
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Figura 15. Mapa metabólico de 3MC. 

En el esquema de reacciones se puede apreciar la clásica región bahía de los hidrocarburos aromáticos policíclicos, la cual les confiere su capacidad mutagénica. Las enzimas 

involucradas en el metabolismo de 3MC son aldehído oxidasa (AO), citocromo P450 (CYP), epóxido hidrolasa (EPHX), UDP-glucuronosil transferasa (UGT), sulfonato transferasa (SULT), 

catecol-O-metil transferasa (COMT) y glutatión transferasa (GST). El aducto formado entre el metabolito 3MCDE y el DNA es a través del nitrógeno 2 de la guanina (N-dG). Imagen con 

información de [5,251,259,260]. 
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 En comparación con BaP, DMBA presenta hasta 10 veces más unión al DNA y proteínas [264]. Sin embargo, 

en ensayos de mutagenicidad en células humanas tuvo bajo efecto mutagénico con bioactivación inducida 

por la adición de S9 y prácticamente ningún efecto sin la adición de esta mezcla de enzimas [235]. 

Pese a lo anterior es un carcinógeno más efectivo que 3MC en la inducción de tumores mamarios [265]. 

Actualmente es utilizado en combinación con acetato 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) para la inducción del 

modelo de multi-estado de carcinogénesis química de piel. Es en este modelo en el que se ha demostrado 

que este hidrocarburo principalmente causa transversiones A – T en el codón 61 del gen Ha-ras1, el cual es 

un gen crítico en el desarrollo de carcinogénesis dérmica [266,267]. En estudios de inducción de 

carcinogénesis en modelos animales, DMBA es capaz de producir tumores en estómago, intestino, ovario, 

piel, y en tejido linforeticular. 

Dentro de sus efectos está la disminución de la velocidad de proliferación celular dentro de las primeras 48 

horas de exposición a este compuesto, tanto in vivo como in vitro [268]. Este efecto inhibidor de la 

proliferación celular también se puede observar en tejido hepático en regeneración, el cual tiene menor 

proliferación cuando está expuesto a este compuesto [269], también se ha visto que induce la acumulación 

de células hepáticas en fase S debido a su efecto genotóxico [270]. Su administración a ratas tanto macho 

como hembras jóvenes de 50 días causó pancitopenia y disminución de precursores hematopoyéticos y 

linfoides [261], mientras que en especies aviarias preñadas provoca embriotoxicidad. 

DMBA causa selectivamente calcitración de la corteza de la glándula adrenal en cáncer de mama inducido por 

el mismo compuesto [271]; produce atrofia testicular y destrucción de células jóvenes en las series germinales 

[272]; e induce inmunosupresión a través de su capacidad genotóxica [273].
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Figura 16. Mapa metabólico de DMBA. 

En el esquema de reacciones se puede apreciar la clásica región bahía de los hidrocarburos aromáticos policíclicos, la cual les confiere su capacidad mutagénica. Las enzimas 

involucradas en el metabolismo de 3MC son, citocromo P450 (CYP), epóxido hidrolasa (EPHX), UDP-glucuronosil transferasa (UGT) y glutatión transferasa (GST). El aducto formado por 

el metabolito DMBA-diol epóxido y el DNA es a través del nitrógeno 2 de la guanina (N-dG). Imagen adaptada de [5,274,275].
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4. Antecedentes: vínculo HAPs, CYP1A1 y epigenética 
 

El estudio de la toxicidad causada por HAPs va de la mano con el de la actividad e inducción de la expresión 

de la familia de CYP1. El modelo de células de hepatocarcinoma de ratón, Hepa 1c1c7, es donde mejor se ha 

descrito el proceso bajo el cual los HAPs inducen la expresión de la familia CYP1, en particular se ha estudiado 

más profundamente a CYP1A1. 

La expresión génica de CYP1A1 es tejido dependiente e inducible por HAPs. Aunado a esta expresión 

diferencial entre tejidos, el estado patofisiológico en el que se encuentre el tejido también podrá definir la 

expresión o no de CYP1A1. Un ejemplo de ello lo dan los individuos fumadores, en los cuales, la expresión de 

CYP1A1 en pulmón es mucho mayor que la de los no fumadores, adicional a que el gen de CYP1A1 en estos 

individuos presenta menor o nulo estado de metilación que los que no son fumadores [276].  

Por otro lado, en células humanas de cáncer de próstata, la expresión de CYP1A1 es nula, incluso cuando es 

expuesto a TCDD un potente agonista de AHR, mientras que en células no cancerosas sí se presenta la 

expresión de este gen ante la exposición al compuesto policlorinado. Lo anterior concuerda con los niveles 

del estado de metilación de CYP1A1, pues en la línea cancerosa el gen está hipermetilado, no así en la línea 

no cancerosa [277], además de que el resultado obtenido en la primera correlacionó con la evaluación de 30 

pacientes con cáncer de próstata, los cuales mostraron el mismo patrón de hipermetilación en el gen de 

CYP1A1. Estos resultados muestran la importancia de dos situaciones, por un lado, la posibilidad de que el 

gen de CYP1A1 sea modulado por metilación de los sitios CpG que están contenidos en él y, por otro lado, la 

posibilidad de que dicha regulación sea afectada por el estado fisiopatológico del modelo en cuestión, ya que 

como se describió en el párrafo anterior individuos fumadores crónicos presentan cambios de expresión y de 

estado de metilación del gen de CYP1A1, así como las líneas celulares cancerosas que presentan a este gen 

insensible a su inducción. 

Aunado a los resultados anteriores, en cultivo primario de hepatocitos de rata tratados con el inhibidor de 

DNMTs, 5AzadC, se observó el incremento en proteína de CYP1A1 directamente proporcional al aumento en 

la concentración de 5AzadC. Este efecto dependiente de la concentración de 5AzadC se perdió cuando las 

células fueron expuestas simultáneamente a 5AzadC y AN-8, este último es un inhibidor de HDACs [188]. En 

la Tabla 3 se muestra un resumen de dichos estudios y sus conclusiones, los cuales sugieren la posibilidad de 

regulación de CYP1A1 por mecanismos epigenéticos, los resultados han sido muy variados y dependen del 

modelo de estudio, ya que pese a que en modelos de líneas celulares humanas cancerosas se ha observado 

alteración del estado de metilación de la región regulatoria del gen de CYP1A1, en células de ratón no se 
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observaron cambios, posiblemente debido a las diferencias en la estructura de la región regulatoria de este 

gen. 

En la Figura 17 se muestra una comparativa de la estructura del gen de CYP1A1 en el ser humano, rata y ratón 

con la finalidad de mostrar las diferencias estructurales en cuanto a la región regulatoria de este gen en las 

tres especies. El análisis estructural de la región regulatoria de CYP1A1 en estas especies muestra que la región 

regulatoria de hCYP1A1 posee dos islas CpG, la primera de -178 a -1712 pb y la segunda de -2813 a 3567 pb 

[277], dentro de la primera se encuentran diez elementos de respuesta XRE, de los cuales únicamente cuatro 

son funcionales; el gen mCyp1a1 posee sólo una isla CpG, la cual es pequeña comparada a las dos que posee 

el gen de humano y se encuentra en la región promotora, su posición es de -746 a -1265 pb [278], dentro de 

esta isla se encuentran tres de los cuatro sitios XRE funcionales de esta región regulatoria ; mientras que el 

gen rCYP1A1 posee dos pequeñas islas CpG cuyas posiciones van de -568 a -800 pb y de -997 a -1302 pb, 

siendo la segunda isla CpG la que presenta dos de los tres sitios XRE de esta región regulatoria. 

 

 

Figura 17. Región regulatoria de CYP1A1 en rata, ratón y del  ser humano. 

Las secuencias de ratón, rata y de ser humano fueron tomadas del portal NCBI el día 05-07-2015, la longitud de las secuencias fue de 

+40,000 nucleótidos, las cuales fueron sometidas a alineación múltiple mediante el programa Jalview [279], para posteriormente ser 

analizados mediante los programas CpG Island [280] y TF PROMO Prediction [281]. Las características del análisis de sitios CpG fue la 

siguiente: CpG; %GC 50%, Obs CpG/Exp CpG 0.6, longitud 200 pb, distancia entre islas 100 pb. La secuencia buscada en el programa 

TF PROMO fue CACGC y los sitios encontrados fueron validados con los reportes experimentales de sitios de unión AHR en rata [282], 

ratón [46,53,278] y de ser humano [277,283]. 

 

La importancia de la expresión de CYP1A1 radica en la capacidad del órgano, tejido o células para metabolizar 

a los xenobióticos, en este caso los HAPs, y con ello generar metabolitos con capacidad para interaccionar 

con el DNA, causando daños en él, ya sea transicionales o permanentes (mutaciones). En este sentido, en el 
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estudio del proceso de carcinogénesis química en el modelo de transformación de células epiteliales de 

bronquios humanos inducido por el metabolito BPDE y por el agente alquilante metilnitrosourea, se puede 

observar que la transformación de estas células ocurre a la par de diversos cambios en procesos celulares 

como el incremento de daño al DNA observado a través de la formación de micronúcleos, incremento de 

proteínas vinculadas con la regulación epigenética como lo es DNMT1, sin embargo, a pesar de que las células 

logran transformarse, no tienen capacidad tumoral en ratones inmunodeprimidos, lo cual sugiere que no se 

está presentando la mutación iniciadora en genes cruciales para que se establezca la célula neoplásica [284]. 

Lo anterior, sumado al hecho de que múltiples estudios tanto en modelos de inducción de carcinogénesis 

química como en evaluación epidemiológica del estado patológico de diversos tipos de cáncer han mostrado 

consistentemente la disminución de la marca de metilación del DNA global, incremento del nivel proteico de 

DNMT1, disminución global de la marca de acetilación de histonas 3 y 4, e incremento variable de HDACs 

[128,284–293], los cuales se presentan inclusive antes de que el estado de hiperplasia sea observada, ha 

mostrado que el establecimiento de la mutaciónde en genes claves es un evento tardío en el proceso de 

carcinogénesis y que diversos cambios se presentan antes de dicha mutación. Este conjunto de eventos son 

lo que ahora se denomina disrupción epigenética de la célula progenitora [294,295]. 

 

Tabla 3. Efecto de la inhibición de DNMTs y HDACs sobre CYP1A1. 

Dosis de inhibidor de 
DNMTs 

Modelo biológico Ligando AHR Efecto Estado de metilación DNA de 
CYP1A1 

Fuente 

 
 

Células de adenocarcinoma 
humano, A549 
 
Células de epitelio bronquial 
humano, Beas-2B 

BaP 1 nM, 100 nM, 10 μM Incremento en expresión de hCYP1A1 inició con 
100 μM. 
 
Incremento expresión de hCYP1A1 inicia con 
100 nM. 

35% de metilación completa en 
promotor hCYP1A1 
 
11% de metilación completa en 
promotor de hCYP1A1 

[276] 

5AzadC, 5μM, 96h Células de carcinoma 
mamario, MCF-7 
 
 
Células de carcinoma 
cervical, HeLa 

TCDD 10 nM, 24 h Incremento de 2-3 veces en la expresión de 
hCYP1A1 en AzadC vs controles, pero no hubo 
cambio en AzadC-TCDD vs TCDD. 
 
Incremento de 4 veces la expresión de 
hCYP1A1 en 5AzadC vs control y de 7 veces en 
5AzadC-TCDD vs control 

Ambas líneas: elevada 
metilación de sitios CpG en la 
región enhancer. Baja metilación 
de sitios CpG en la región 
promotora. 

[296] 

5AzadC, 0, 0.25, 1 μM, por 7 
días para determinación de 
proteína de CYP1A1 
Por 14 días para 
determinación de estado de 
metilación. 

Células próstata, PWR1-E y 
RWPE-1 
 
 
Células de carcinoma 
prostático, LNCaP 

TCDD 10 nM, 18 h – día 6 
determinación proteína 

Incremento en la expresión de hCYP1A1 tanto 
en PWR1 com en PWPE1 tratadas con 5AzadC, 
pero no con TCDD. 
 
Incremento de la expresión de hCYP1A1 en 
LNCaP por TCDD en dependencia de la 
concentración de 5AzadC. 

RWP1 presenta menor 
metilación que LNCaP en la 
región de enhancer. No 
presenta metilación en la región 
promotora. 

[277] 

5AzadC, 2 μM, cada 12 h por 
3 días 

Células de hepatocarcinoma 
murino, Hepa1c1c7 

BaP 5 μM, 8 h 5AzadC no promueve el cambio en la expresión 
de mCYP1A1 vs control. 
El co-tratamiento 5AzadC-BaP no incrementa la 
expresión de mCyp1a1 vs BaP. 

N [278] 

5AzadC, 5μM, 3 días Células de hepatocarcinoma 
murino, Hepa1c1c7 
 
Células de fibroblastos 
embrionarios murinos, 
C3H10T1/2 

TCDD 10 nM, 48 h AzadC-TCDD no incrementan la expresión de 
mCyp1a1 vs TCDD. 
 
AzadC-TCDD incrementa la expresión de 
mCyp1a1 vs TCDD 

N [297] 

5AzadC, 5μM, 72 h Células de carcinoma 
mamario, MCF-7 
 
Células de hepatocarcinoma 
humano, HepG2 

24 h después del 
tratamiento con 5AzadC, 
TCDD 100 nM 

No hay cambios en la expresión de hCYP1A1 
 
 
No hay cambios en la expresión de hCYP1A1 

N [298] 

5AzadC 1, 5, 10, 50, 250 y 
500 μM, por 72 h 

Cultivo primario de 
hepatocitos de rata Sprague 
Dawley 

 Incremento en la proteína de rCYP1A1 en 
dependencia de la concentración de 5AzadC 

 [188] 
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5azadC, 0.5 μM, por 5 días Cultivo primario de células 
bronquiales humanas, NHBE 
y HBEC 
Cultivo de células de 
carcinoma de pulmón, HLAC 

 5AzadC incrementa la expresión de hCYP1A1 
sólo en HLAC 

NHBE y HBEC presentaron 
mayor metilación que HLAC en 
la región de enhancer 

[299] 

5AzadC, 5 μM, por 7 días 
(con cambio de medio en el 
día cuatro, en el día 6 las 
células fueron divididas en 
cajas de 60 mm con medio 
de cultivo que contenía 
5AzadC, el día 7 el medio 
fue cambiado). 

Células de carcinoma 
cervical, HeLa 
 
Células de hepatocarcinoma 
humano, HepG2. 

 5AzadC incrementa la expresión de hCYP1A1 vs 
el control 

Tanto HeLa como HepG2 no 
presentan metilación en la 
región enhancer 

[300] 

5AzadC, 5 μM, 5 días 
RG108, 5μM, 5 días 

Cultivo primario de 
hepatocitos humanos, hPH 
 
Cultivo primario de células 
madre derivadas de 
hepatocitos, hESC.Hep 

 Sólo hESC-Hep incrementó la expresión de 
hCYP1A1 en ambos tratamientos, 5AzadC y 
RG108. 

hPH no presentó metilación 
hESC-Hep presentó elevada 
metilación 

[301] 

      

Inhibidores de HDACs Modelo biológico Ligando AHR Efecto Fuente 

TSA, 200ng/mL, 30 min 
antes de TCDD 

Células de hepatocarcinoma 
murino, Hepa1c1c7 

TCDD 1 pM No tiene efecto sobre la actividad basal EROD 
Incrementa la actividad EROD y la proteína de CYP1A1 inducidos por TCDD 

[302] 

TSA, 100ng/mL, 24h Células de carcinoma 
mamario, MCF-7 
 
Células de carcinoma 
cervical, HeLa 

TCDD 10 nM después de 
TSA, 24 h 

Incrementa la expresión basal de hCYP1A1, pero no tiene efecto sobre la inducida 
por TCDD. 
 
Incrementa la expresión basal de hCYP1A1 y la inducida por TCDD. 

[296] 

SAHA, 0.2 - 4.0 μM, 12 and 
24 h 
 
 
TSA, 0.2 - 4.0 μM, 12 and 24 
h 

Células de carcinoma 
mamario, MCF-7 

BaP 4 μM Incrementa la actividad EROD y la expresión basal de hCYP1A1 y no tiene efectos 
sobre la expresión inducida por BaP. 
 
Incrementa la actividad EROD inducida por BaP y la expresión basal de hCYP1A1; 
mientras que disminuye la expresión inducida por BaP. 

[303] 

TSA, 25 μM, 2, 4, 7 días Cultivo primario de 
hepatocitos de rata Sprague 
Dawley 

Ninguno Incrementa la actividad EROD al día siete. 
Incrementa la proteína de rCYP1A1 en todos los días probados. 
Incrementa la expresión de rCYP1A1 en los días cuatro y siete. 

[304] 

Butirato de sodio, 2mM, 16h Células de hepatocarcinoma 
murino, Hepa1c1c7 

BaP 5 μM, 8h No se observan cambios en la expresión basal ni inducida de mCyp1a1. [278] 

TSA, 100 nM, 24h Células de hepatocarcinoma 
murino, Hepa1-OT 
 
Células de fibroblastos 
embriónicos murinos 
C3H10T1/2 

TCDD 10 nM, 24h Incrementa la expresión inducida de mCyp1a1 por TCDD 
 
 
Incrementa la expresión inducida de mCyp1a1 por TCDD 
 

[297] 

AN-8, 1 – 5 μM, 72h Cultivo primario de 
hepatocitos de rata Sprague 
Dawley 

Ninguno Incrementa el nivel de proteína de rCYP1A1 [188] 

TSA, 250 nM, 16 h Células de carcinoma 
mamario, HeLa 

PCB-136, 3 μM, después 
de TSA, 6 h 

Incrementa la expresión basal e inducida de hCYP1A1 [300] 

N, no determinado. 

 

La inconsistencia entre eventos mutagénicos y tumorigénicos, así como carcinogénicos, ha llamado la atención desde 

hace tiempo. Alrededor de los años setenta, la presencia heterogénea de mutaciones en oncogenes en tumores 

inducidos químicamente mostró la posibilidad de que la mutación de dichos genes no sea lo único que esté mediando 

su activación. Esta inconsistencia entre eventos llevó al grupo del Dr. Vincent L. Wilson a estudiar otros mecanismos de 

regulación que fueran más consistentes entre los compuestos que están logrando el establecimiento de la célula iniciada, 

aun cuando difieran en tipo de activación mutagénica o inclusive no la presenten. Dentro de los descubrimientos más 

relevantes que su grupo de investigación obtuvo se encuentran que BaP y otros agentes formadores de aductos con el 

DNA, promueven la hipometilación del DNA, sugiriendo un posible impedimento de la acción metiltransferasa de la 

DNMT1 debido a la formación de aductos con el DNA [287,305]. Los experimentos llevados a cabo por el grupo de 

Wilson fueron tanto a nivel de reacción enzimática in vitro como en determinación de estado de metilación 

en células de cultivo primario de bronquio, en ambos estudios diversos HAPs mostraron capacidad para 

disminuir la metilación del DNA. En particular BaP, en concentraciones de 0.1 a 1 μg/mL, disminuyó la 
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metilación en células BALB/3T3 A31 CL1-13 después de 16 h de exposición, así como a concentraciones de 

0.033 μg/mL después de 48 h de exposición. En el mismo estudio, DMBA a la concentración de 0.4 μM también 

mostró disminución de la metilación del DNA. En las reacciones enzimáticas los metabolitos diol-epóxido del  

BaP fueron inhibidores potentes de la metilación del DNA [287,305].  

La alteración de la metilación del DNA por exposición a BaP también fue mostrada en genes vinculados con 

el establecimiento de la célula iniciada, así como de la expresión aberrante de genes en la célula tumoral. En 

cultivos de células pulmonares de bronquicarcinoma, células ChaGo, se determinó la producción de la 

gonadotropina coriónica humana, así como de su estado de metilación ante la exposición a diferentes 

concentraciones de BaP y DMBA. Ambos compuestos lograron incrementar la cantidad de proteína desde la 

concentración más baja probada, 0.025 μg/mL; y también lograron disminuir la metilación del gen de esta 

proteína de forma concentración-dependiente a partir de 0.05 μg/mL [306].  

En cuanto a genes claves de la regulación del ciclo celular, se reportaron estudios de estado de metilación de 

estos genes en función del estado neoplásico celular a partir de cultivos primarios de células epiteliales de 

tráquea de ratones, las cuales fueron tratadas con 12-O-tetradecainolforbol-13-acetato (TPA), para dar una 

línea celular transformada no tumorigénica, o con TPA más BaP o BPDE para dar dos líneas celulares 

tumorigénicas. El estudio fue llevado a cabo con DNA del cultivo primario de células epiteliales de tráquea, 

de la línea transformada y de las dos líneas tumorigénicas. De estos cultivos se extrajo el DNA para evaluar el 

estado de metilación en los genes c-myc y ha-ras mediante su digestión con HpaII y MspI, con la premisa de 

que HpaII no digiere las zonas con sitios CpG y MspI digerirá el DNA con o sin sitios CpG. Como resultado, el 

DNA de c-myc y ha-ras de la línea transformada y de las dos tumorigénicas fueron digeridas tanto por HpaII y 

MspI, en comparación con las células epiteliales de tráquea normales, las cuales no presentaron digestión por 

HpaII y sí por MapI [307]. Estos resultados muestran que genes claves en la generación de la célula neoplásica 

exhiben disminución de la metilación del DNA desde estados tempranos de generación de la célula neoplásica. 

Dentro de los cambios en los niveles de proteínas de modificadores epigenéticos causados por la exposición 

a HAPs llama la atención que BaP y 3MC provocan un estado de hipometilación de DNA total celular en 

diferentes modelos, un evento que no está totalmente correlacionado con los niveles proteicos o expresión 

proteica de DNMTs [284,308–312]. Por otro lado, también se han reportado algunos casos en los que la 

exposición a HAPs, ya sea en mezclas provenientes de concentrados de humo de cigarro o independientes, 

han modificado los niveles de modificadores epigenéticos como HDAC1 [256,313], HDAC2 [308,314], HDAC3 

[308], SIRT1 [315]. La Tabla 4 muestra un resumen de los diversos estudios que se han llevado a cabo hasta 

ahora y sus conclusiones. 

 



64 
 

Tabla 4. Efecto de HAPs sobre DNMTs, HDACs y estado de metilación del DNA celular. 

Proteína Modelo Xenobiótico Dosis y tiempo 
exposición 

Efecto Estado de metilación Referencia 

DNMT1 100 μg/mL DNA 
hemimetilado 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Células de 
fibroblastos de 
embrión murino, 
C3H/10T y 
BALB/3T3 
 
 
 
Células 
epiteliales 
normales de 
bronquio 
humano, NHBE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Células de 
epitelio 
bronquial 
humano clona 16 
 
 
Células 
epiteliales de 
carcinoma 
cervical humano, 
HeLa 
 
 
Células de 
fibroblastos 
embriónicos de 
ratón C3H/10T/2 

N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina 
Etil metano sulfonato 
Etilnitrosourea  
N-etil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina 
1,3-Bis-(2-cloroetil-1-
nitrosourea 
9-aminoacridina 
Mostaza nitrogenada 
N-acetoxi-N-
acetilaminofluoreno 
Benzo[a]pireno 
diolepóxido  
 
 
BaP 
 
 
 
 
 
 
 
Control 
 
 
BaP 
DMBA 
Fenantreno 
Aflatoxina B1 
4-Nitroquinolina 1-
óxido 
N-Nitrosodietilamina 
N-nitroso-N-etilurea 
5-azacitidina 
 
 
BaP / MNU 
 
 
 
 
 
BaP 
 
 
BaP 
 

 
 

BaP 
 
 
BaP 
 

49.5 rB 
 
209 rB 
95.5 rB 
16.1 rB 
 
18.2 rB 
 
2 rB 
0.2 rB 
2 rB 
 
2 rB 
 
 
 
1 μg/mL, 16 h 
 
 
 
 
 
 
 
0.04, 0.4, 0.8 μM, 48 
h 
 
0.4 μM, 48h 
11.2 μM, 48h 
0.6 μM, 48h 
2.6 μM, 48h 
92.1 μM, 48h 
 
85.4 μM, 24h 
 
5 μM, 24h 
 
 
0.05 μM/ 0.5 mM – 1 
dosis/semana/12 
semanas 
 
 
 
2.5 – 40 μM – 24 h 
 
 
10, 20 y 40 μM – 72 h 
 
 
 
3 μM – 48 h 
 
 
0.25 μM – 4 semanas 

100% inhibición 

enzimática 
N 
78.2 %inhi enzi 
N 
 
N 
 
N 
40.6 %inhi enzi 
N 
 
N 
 
 
 
N 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No hay cambio 
en mRNA, sí 
incremento 
proteína 
 
Incremento 
proteína 
 
Disminución 
proteína 
 
 
Disminución 
proteína 
 
Incremento 
mRNA 

32.1 % de inhibición de 
metilación del DNA 

27.2 % 

42.3% 

36.3% de inhibición de 

metilación del DNA 

30.7 % de inhibición de 

metilación del DNA 

22.9% 

46.5% 

47.9% de inhibición de 

metilación del DNA 

29.3% de inhibición de 

metilación del DNA 

 
 
Células C3H/10T: no 
hay cambios 
 
Células BALB/3T3: 
disminución de la 
metilación del DNA 
 
 
3.09 % 5mC 
 
2.98,2.24,2.41%5mC 
2.56 % 5mC 
3.09 % 5mC 
2.78 % 5mC 
2.49 % 5mC 
 
2.75 % 5mC 
2.22 % 5mC 
2.19 % 5mC 
 
 
 
Incremento 
metilación en 
promotores de ciertos 
genes 
 
 
Disminución 
metilación DNA total 
 
Disminución 
metilación DNA total 
 
 
Hipometilación 
retrotransposón L1 
 
Incremento 
metilación DNA total 

[287] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[287] 
 
 
[287] 
 
 
 
 
 
 
[286] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[284] 
 
 
 
 
 
[308] 
 
 
[311] 
 
 
 
[310] 
 
 
[312] 

DNMT3a Células de 
epitelio 
bronquial 
humano clona 16 
 
 

BaP 
 
 
 
 
 

10, 20 y 40 μM – 72 h 
 
 
 
 
 

No cambios 
 
 
 
 
 

Disminución 
metilación DNA total 
 
 
 
 

[311] 
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Células 
epiteliales de 
carcinoma 
cervical humano, 
HeLa 
 
Células de 
fibroblastos 
embriónicos de 
ratón C3/10T/2 

BaP 
 
 
 
 
 
 
BaP 

3 μM – 48 h 
 
 

 
 
 

 
0.25 μM – 4 semanas 

Disminución 
proteína 
 
 
 
 
 
Disminución 
proteína 

Hipometilación 
retrotransposón L1 
 
 
 
 
 
Incremento 
metilación DNA total 

[310] 
 
 
 
 
 
 
[312] 

DNMT3b Células de 
epitelio 
bronquial 
humano clona 16 
 
Células de 
fibroblastos de 
embrión de ratón 
C3/10T/2 

 10, 20 y 40 μM – 72 h 
 
 
 
 
0.25 μM – 4 semanas 

Incremento 
proteína 
 
 
 
Disminución 
mRNA 

Disminución 
metilación DNA total 
 
 
 
Incremento 
metilación DNA total 

[311] 
 
 
 
 
[312] 

Clase 
1 

HDAC1 Miometrio de 
ratas Long-Evans 
expuestas 
durante 
gestación 
 
Células de 
endotelio 
vascular de 
cerebro de ratón 

BaP 
 
 
 
 
 
3MC 

150 μg/Kg 
300 μg/Kg 
 
 
 
 
100 nM – 60 y 90 min 
 

Incremento 
proteína 
 
 
 
 
Incremento 
proteína 

N [313] 
 
 
 
 
 
[256] 

HDAC2 Células 
monocito-
macrófago de 
humano 
 
Pulmón de ratón 
A/J 
 
 
 
Células de 
epitelio 
bronquial 
humano 16 

Extracto de humo de 
cigarro 
 
 
 
Humo de cigarro 
 
 
 
 
BaP 

2.5% - 0.5, 1, 2, 4, 6 h 
 
 
 
 
250 mg/m3 material 
particulado, 6h/día 
por 5días durante 2, 
4, 10 y 16 semanas 
 
2.5 – 40 μM – 24 h 
10 μM – 24 h 

Disminución 
proteína 
 
 
 
Disminución 
proteína 
 
 
 
Incremento 
proteína 

N 
 
 
 
 
N 
 
 
 
 
Disminución 
metilación DNA total 

[314] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[308] 

HDAC3 Miometrio de 
ratas Long-Evans 
expuestas 
durante 
gestación 
 
Células de 
epitelio 
bronquial 
humano 16 
 

BaP 
 
 
 
 
 
 
BaP 
 

150 μg/Kg 
300 μg/Kg 
 
 
 
 
 
2.5 – 40 μM – 24 h 
10 μM – 24 h 
 

Incremento 
proteína 
 
 
 
 
Incremento 
proteína 

N 
 
 
 
 
 
Disminución 
metilación DNA total 

[313] 
 
 
 
 
 
 
[308] 

HDAC8 N      

Clase 
2 

HDAC4 Miometrio de 
ratas Long-Evans 
expuestas 
durante 
gestación 

 150 μg/Kg 
300 μg/Kg 
 

No cambio N [313] 

HDAC5 Miometrio de 
ratas Long-Evans 
expuestas 
durante 
gestación 

 150 μg/Kg 
300 μg/Kg 
 

Incremento 
proteína 
 

N [313] 
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HDAC6 N      

HDAC7 N      

HDAC10 N      

Clase 
3 

SIRT1 Células 
bronquiales de 
humano BEAS 2 
 
Ratones hembra 
C57BL/6 
 
Biopsias de 
cáncer pulmonar 

BaP 
 
 
 
BaP 

8 μM – 0, 4, 8 y 24 h 
 
 
 
1mg/ratón,  
1 dosis/semana/4 
semanas 

Incremento 
mRNA y 
proteína 
 
Incremento 
proteína 
 
Incremento 
proteína 

N [315] 

Clase 
4 

HDAC11 N      

N, no evaluado hasta el momento o no determinado, 2018. 
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5. Planteamiento del problema 
 

Los HAPs son compuestos contaminantes a los cuales los organismos estamos expuestos de forma accidental 

o deliberada a través de sus distintas fuentes. Los efectos tóxicos por la exposición a HAPs, como lo es el 

desarrollo de cáncer, son debidos a sus metabolitos principalmente. El estudio de los efectos tóxicos de estos 

compuestos, así como de los procesos vinculados a su toxicidad, por ejemplo, su bioactivación por enzimas 

de la familia CYP1, permitirá un conocimiento más profundo y direccionado de las diversas patologías que de 

su exposición se desencadenan, así como de la prevención de estas. 

La expresión de génica de la enzima CYP1A1, la cual tiene un papel crucial en la biotransformación de los 

HAPs, ha mostrado la posibilidad de estar bajo el control de mecanismos de regulación epigenética cuando 

se le ha evaluado en modelos celulares carcinogénicos humanos o en modelos de exposición crónica a HAPs 

o extractos de cigarrillos, lo cual sugiere que este gen responde en función del ambiente o el estado fisiológico 

en el que el organismo se encuentra inmerso, por tanto, determinada exposición a HAPs resultaría en menos 

o más toxicidad, o inclusive ser factor determinante para el establecimiento de alguna patología en particular. 

Pese a que en modelos murinos no se ha observado cambios en la metilación del DNA en el gen de mCYP1A1, 

posiblemente debido a diferencias en cuanto a presencia de islas CpG, la estructura de esta región regulatoria 

en rCYP1A1 da pauta a la posibilidad de que en un modelo de línea celular de rata se observe modulación de 

expresión génica de este citocromo. 

Por otro lado, distintos estados en la evolución de una neoplasia analizados en estudios epidemiológicos, así 

como la exposición crónica a HAPs en procesos de inducción de carcinogénesis química, muestran la 

disminución tiempo y concentración dependiente de la marca de metilacion del DNA, aumnto de la proteína 

DNMT1, e incremento proteico de algunas HDACs, lo cual está sugieriendo la posibilidad de que estos cambios 

puedan ocurrir desde tiempos tempranos de la exposición a los HAPs. 

Los antecedentes mostrados nos condujeron a preguntarnos si la expresión génica de CYP1A1 es modulada 

por cambios en el estado de metilación del DNA y si la exposición aguda a cuatro distintos HAPs podrían 

alterar los niveles proteicos de modificadores epigenéticos en células no cancerosas de hígado de rata. 
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“No es una pregunta tonta si tú no puedes contestarla” 

“Las personas más subversivas son aquellas que hacen preguntas” 

El mundo de Sofía de Jostein Gaarder 

 

6. Hipótesis 
 

Si la exposición subaguda a HAPs altera el nivel proteico de modificadores epigenéticos y de CYP1A1, entonces 

la exposición previa al inhibidor AzadC alterará la exresión de CYP1A1. 

 

7. Objetivo 
 

Obtener el perfil de cambios proteicos de modificadores epigenéticos en células epiteliales de hígado de rata 

después de su exposición subaguda a cuatro HAPs y a 5AzadC y replicar los efectos en un modelo in vivo. 

 

Objetivos particulares 

 

- Determinar las concentraciones efectivas de la exposición subaguda a BF, BaP, 3MC y DMBA para la 

inducción de rCYP1A1, en las cuales no se observe toxicidad en células epiteliales C9 de hígado de 

rata. 

-  Determinar la concentración letal 50 de 5AzadC en células epiteliales C9 de hígado de rata. 

- Determinar la expresión basal e inducida de rCYP1A1 en células epiteliales C9 de hígado de rata 

expuestas a HAPs y a 5AzadC.  

- Determinar la concentración de las proteínas modificadoras de epigenética DNMT1, DNMT3a, 

DNMT3b, HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4 y SIRT1 después de la exposición subaguda de la línea 

celular C9 a los HAPs seleccionados.  

- Determinar el estado de metilación del DNA global después de la exposición subaguda de la línea 

celular C9 a los HAPs seleccionados. 

- Determinar la expresión basal e inducida de rCYP1A1 en hígado de rata expuesta a HAPs y a 5AzadC. 

- Determinar la expresión basal e inducida de rCYP1A1 en hígado de ratón expuesto a HAPs y a 5AzadC. 
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8. Diseño experimental 

 

Figura 18. Diseño experimental. 

Diseño para la determinación in vitro del efecto de HAPs sobre el nivel de proteínas de DNMTs y HDACs, y determinación in vivo del efecto de la inhibición de DNMTs sobre la expresión 

de CYP1A1. 
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El diseño experimental consistió en la evaluación in vitro de los efectos de los HAPs sobre el nivel de proteínas 

modificadoras de la epigenética y CYP1A1, así como la influencia de 5AzadC sobre la expresión de CYP1A1.  

Para los experimentos in vitro trabajamos con la línea celular de epitelio de hígado de rata clona 9, las cuales 

tuvieron una duración de 96 horas. Los tratamientos fueron iniciados 24 horas después de la siembra de las 

células. El esquema de exposición a los compuestos fue el siguiente:  

1. Control: 0.1% v/v de DMSO por 72 horas. 

2. HAPs: 10 μM de BF o BaP o DMBA o 3MC por las últimas 48 horas del experimento. Los HAPs estuvieron 

disueltos en DMSO, el cual tuvo una concentración final en cultivo celular de 0.1% v/v. 

3. HAP-5AzadC: 0.5 μM de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 72 horas en co-

exposición con 10μM BaP las últimas 48 h. 

4. 5AzadC: 0.5 μM de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 72 horas. 

Al término del tiempo de los tratamientos, los cultivos fueron procesados para la determinación de RNA y 

proteína.  

En base a los resultados obtenidos en el modelo hepático in vitro se decidió evaluar la influencia de 5AzadC sobre 

la expresión de CYP1A1 en hígado de rata y ratón. El protoco experimental para uso de animales fue aprobado 

por el CICUAL con el número 239. Fueron utilizadas 24 ratas macho Wistar con peso de 200-250 g y 4 semanas 

de vida y 24 ratones macho Balb/c con peso de 20-25 g y 4 semanas de vida, obtenidos del bioterio del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México. Se trabajaron 4 individuos por cada tratamiento, los cuales fueron 

administrados vía intraperitoneal cada 24 horas por 5 días bajo el siguiente esquema de tratamiento.  

1. Control: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 días y 0.1 mL aceite de maíz el quinto día. 

2. BaP: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 días y 50mg/Kg BaP una única dosis el quinto día. 

3. 5AzadC – BaP: 0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 días y 50mg/Kg 

de BaP una única dosis el quinto día. 

4. 5AzadC:  0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 días. 

24 horas después de la última administración los animales fueron sometidos a eutanasia, se diseccionó a cada 

animal y se obtuvo su hígado, el cual fue procesado para determinación de cantidad de RNA, proteína y actividad 

enzimática de CYP1A1. 
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“Un filósofo sabe que en realidad sabe muy poco. Es 

por eso que constantemente se esfuerza por lograr 

una verdadera visión.” 

El mundo de Sofía de Jostein Gaarder 

 

9. Resultados 
 

9.1. Caracterización del cultivo celular, tiempos de exposición y concentraciones de 

HAPs y 5AzadC 
 

Para lograr corroborar la hipótesis planteada en este proyecto se tuvo como objetivos la evaluación del efecto 

de BF, BaP, 3MC y DMBA sobre las concentraciones proteicas de enzimas epigenéticas modificadoras, así 

como determinación del impacto de la alteración de la metilación del DNA sobre una de las enzimas que 

bioactiva a estos HAPs, el CYP1A1. 

Lo primero que se realizó fue la determinación de las concentraciones no tóxicas de los distintos compuestos 

sobre las células C9. Previamente se caracterizó el cultivo celular, determinando que tiene un tiempo de 96h 

para alcanzar la confluencia, además de que estudios previos con BaP sobre esta línea celular han mostrado 

que este compuesto logró la máxima entrada a la célula y la máxima actividad EROD después de 4h y 16h de 

exposición, respectivamente [316]. Se utilizó el ensayo de MTT para determinar la viabilidad celular después 

de la exposición por 48h a los cuatro distintos HAPs y a 5AzadC durante 72 h. 

En la Figura 19, se muestra el efecto de la exposición por 48 horas a 0, 1x10-8, 1x10-6, 1x10-4, 0.01 y 1 mM de 

cada HAP sobre la viabilidad celular de cultivos de 24 horas de células C9, determinado a través de la técnica 

de MTT. En dicha figura, podemos observar que a concentraciones menores a 10 μM, ningún compuesto 

disminuyó la viabilidad celular de manera significativa en concentraciones menores a 1 mM. Con base en 

estos resultados y en los estudios previos, resumidos en la Tabla 3, así como el estudio realizado por Barhoumi 

en el que evaluó el comportamiento de BaP en células epiteliales C9 y determinó que se logra la máxima 

actividad EROD del compuesto a partir de las 16h de su exposición y con 10 μM [316], concluímos que 10 μM 

de cada HAP es una concentración adecuada en la cual no se observaron efectos citotóxicos. 
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Figura 19. Efecto de distintas concentraciones de HAPs sobre la viabilidad celular del cultivo de C9. 

Cultivos de 24 horas de células C9 fueron tratados con 0, 1x10-8, 1x10-6, 1x10-4, 0.01 y 1 mM de a) BF, b) BaP, c) 3MC, d) DMBA, por 48 horas. Los compuestos fueron disueltos en 

DMSO, el cual tuvo una concentración final de 0.1 % v/v en el medio de cultivo. La línea punteada roja indica el 100% de viabilidad. Los experimentos fueron realizados por triplicado, 

cada barra representa el promedio + desviación estándar. El asterisco * indica diferencia significativa versus el control con P<0.05.
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Otro objetivo que se planteó fue la determinación del efecto que alteraciones de mecanismos de regulación 

de epigenéticos, como la metilación de DNA, tuvieran sobre la expresión del gen de CYP1A1 de rata, para lo 

cual se decidió modificar el patrón de metilación del DNA celular mediante la exposición de las células C9 a 

5AzadC, inhibidor no competitivo de DNMTs. Dentro de las consecuencias que la acción inhibidora de 5AzadC 

tiene sobre DNMTs se encuentra la disminución de la velocidad de proliferación celular, la cual correlaciona 

con la reducción del estado de metilación de genes epigenéticamente silenciados, reactivando su expresión. 

Este efecto ha sido observado cuando la concentración de 5AzadC logra al menos el 20% de inhibición de 

crecimiento celular [138,142,317]. De tal manera que se decidió continuar la estrategia experimental con una 

concentración de 5AzadC que causara disminución de la viabilidad celular no mayor al 20%, tanto solo como 

en co-exposición con el HAP. Para lo cual, se evaluó el efecto que este inhibidor tiene sobre la viabilidad 

celular del cultivo de células C9, ya sea solo o en co-exposición con BaP.  
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Figura 20. Efecto del co-tratamiento 5AzadC-BaP sobre la viabilidad de cultivos de células C9.      
a) Cultivos de 24 horas de células C9 expuestos por 72 horas a 0, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, y 8 μM de 5AzadC fueron 

sometidos a co-tratamiento con y sin 10 μM de BaP por las últimas 48 horas. b) Cultivos de 24 horas de células C9 fueron tratados por 

72 horas con y sin 0.5 μM de 5AzadC en co-exposición a0, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 μM de BaP por las últimas 48 horas.  5AzadC fue 

disuelto en amortiguador de fosfatos y BaP en DMSO, estando este último en una concentración final en medio de cultivo de 0.1% 

v/v, ambos vehículos de disolución fueron usados como controles de sus respectivos solutos. Para más información revisar esquema 

experimental y metodología. Cada punto de las curvas representa el promedio de tres experimentos + error estándar.  

 

En la Figura 20 se muestra el resultado obtenido de la exposición de cultivos de 24 horas de células C9 a 0, 

0.0312, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 μM de 5AzadC por 72 horas con y sin co-exposición a 10 μM de BaP 

por 48 horas. También se evaluó el comportamiento del cultivo celular ante la exposición a 0, 0.01, 0.1, 1, 10, 

a) b) 
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100 μM de BaP solo o en co-exposición con 0.5 μM de 5AzadC. De los experimentos mostrados en la Figura 

20 concluímos que 0.5 μM de 5AzadC, flechas verdes, en co-exposición con BaP como sin él, fue una 

concentración adecuada para continuar con los experimentos que involucraron la modificación de la 

metilación de DNA celular. 

Una vez definidas las concentraciones de los HAPs y de 5AzadC, nuestro siguiente objetivo fue la 

corroboración del efecto de 5AzadC la disminución de la marca de 5mC, para lo cual se evaluó el estado de 

metilación del DNA global en las células C9 después de ser expuestas a 0.5 μM de 5AzadC por 72 horas. 

Haciendo uso de anticuerpos anti-5mC y mediante la determinación de la intensidad de fluorescencia 

generada por los anticuerpos secundarios, se determinó semicuantitativamente la cantidad de marca después 

de la exposición al anticuerpo anti-5mC.  La Figura 21 a muestra el cambio en la metilación de DNA global en 

las células C9 inducido por la exposición a 5AzadC. De esta imagen concluímos que la concentración 

seleccionada es una concentración efectiva para lograr disminuir la metilación del DNA y con esto generar un 

estado de hipometilación del DNA celular. 

Para completar la corroboración del efecto de 5AzadC sobre el estado de metilación del DNA global, se evaluó 

el nivel de mRNA del gen de la enzima convertidora de angiotensina de rata, rAce, cuya expresión ha sido 

reportada como sensible al estado de metilación de su región regulatoria en un modelo de células epiteliales 

hepáticas [318], el cual incementa su expresión ante la disminución del estado de metilación del DNA por 

exposición de las células a 5AzadC. Bajo las condiciones de tratamiento del cultivo de células C9 con 5AzadC 

establecias, 0.5 μM por 72 h, se observó el aumento de la expresión del gen rAce, como lo muestra en la 

Figura 21 b. 

De los resultados reportados en la Figura 21 se concluyó que la concentración de 5AzadC es efectiva para 

disminuir los niveles de metilación del DNA y incrementar la expresión del gen rAce, el cual es regulado por 

el estado de metilación de su región promotora como consecuencia del efecto hipometilante del DNA de 

5AzadC. 

Con esta serie de experimentos concluímos que los tiempos y concentraciones de exposición a los HAPs y a 

5AzadC efectivas para tratar a las células C9 fueron 10 μM de cada uno de los HAPs por 48 h y 0.5 μM de 

5AzadC por 72 horas. 
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Figura 21. Efecto hipometilante de 5AzadC sobre el DNA de cultivos de células C9. 

Cultivos de células C9 de 24 horas de crecimiento fueron expuestos a 100 μL de amortiguador de fosfatos, para el grupo control, o 0.5 

μM 5AzadC, por 72 horas. a) Imágenes representativas de diez capturas realizadas con microscopio confocal de cultivos de células C9 

previamente tratados con el inhibidor 5AzadC, expuestas a anticuerpo anti-5mC y anticuerpo secundario conjugado con Alexa®-488, 

resultado de un estudio exploratorio. b) Expresión del gen Ace en cultivos de células C9 previamente tratados con el inhibidor 5AzadC. 

Al término de los tratamientos, el RNA total fue obtenido y sometido a retrotranscripción para obtener cDNA, con este último se 

realizó qPCR con pruebas TaqMan específicas para los genes rAce y para rGapdh. Cada barra representa el promedio de tres 

experimentos independientes + EE. El * muestra diferencia significativa con el control, P<0.05. 
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9.2. 5AzadC y cuatro distintos HAPs modifican la expresión de isoformas de CYP 
 

En la Figura 17 se muestra el análisis de la región regulatoria de CYP1A1 entre el ser humano, ratón y rata, la 

cual difiere en cuanto al arreglo estructural de sitios de unión a AHR, los sitios conocidos como elementos de 

unión a xenobióticos XRE, así como en la presencia de islas CpG. La diferencia estructural en cuanto a islas 

CpG, así como a la sensibilidad a la metilación de la región regulatoria en las distintas especies, rata, ratón y 

ser humano, nos llevaron a plantear el objetivo de determinar si el gen de CYP1A1 en un modelo celular de 

rata no canceroso es susceptible a cambios en el estado de metilación del DNA. Para determinar esto, y dada 

la relación en la inducción génica de los genes de la familia de CYP1, se realizó un único análisis de escrutinio 

de los tres genes que componen a esta familia y uno no vinculado, el gen rCYP2E1. Para este estudio de 

escrutinio las células C9 fueron expuestas a 0.5 μM 5AzadC solo o en co-exposición con 10 μM BaP. 

De los resultados que se muestran en la Figura 22 se concluyó que 5AzadC por sí sola incrementa hasta 6 y 9 

veces la expresión basal de rCYP1A1 y rCYP1A2, mientras que rCYP1B1 y rCYP2E1 no cambian respecto al 

control, además de que la co-exposición 5AzadC-BaP promovió el incremento de la expresión inducida por 

BaP de rCYP1A1 y de rCYP1A2, no así la de rCYP1B1 y rCYP2E1. 
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Figura 22. Efecto de la hipometilación del DNA global sobre la expresión de enzimas de la familia CYP1 y CYP2 en células C9. 

Ensayo exploratorio de la expresión de rCYP1A1, rCYP1A2, rCYP1B1, y rCYP2E1, en células C9 expuestas a concentraciones finales de 

0.1%v/v DMSO para grupo control por 72h, 0.5 μM 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos por 72h, 10 μM BaP disuelto en 

DMSO por 48 h, y a 0.5 μM 5AzadC y 10 μM BaP conjuntamente. La línea punteada roja representa el control de tratamientos, en el 

cual las células no recibieron ningún tratamiento. Al término de los tratamientos el RNA total fue extraído y sometido a 

retrotranscripción para obtener cDNA, de este último se realizó experimentos de qPCR con sondas TaqMan específicas para rCYP1A1, 

rCYP1A2, rCYP1B1, rCYP2E1, y rGapdh Cada barra representa el promedio de tres repeticiones de la reacción de qPCR de un 

experimento. 
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Ante los resultados obtenidos en la Figura 22, se decidió extender el estudio y evaluar el efecto de cuatro 

distintos HAPs, BF, BaP, 3MC y DMBA, sobre la expresión de rCYP1A1 en células tratadas con y sin 5AzadC, 

con la finalidad de demostrar que el incremento de la expresión inducida de rCYP1A1 es un comportamiento 

de los compuestos tipo HAP y no un mecanismo específico de cada compuesto. 

La Figura 23 muestra el efecto de la exposición a cada HAP y el de la hipometilación del DNA celular sobre la 

exposición a los cuatro HAPs seleccionados sobre la expresión de rCYP1A1. Como en la figura se observa, el 

control de 5AzadC no indujo la expresión de este citocromo, al contrario, se observa la disminución 

significativa de su expresión; cada HAP indujo significativamente la expresión; solo las co-exposiciones 

5AzadC-BF, 5AzadC-BaP, y 5AzadC-DMBA incrementaron significativamente la expresión inducida por su 

respectivo HAP, mientras que la expresión inducida del citocromo por 3MC no mostró cambio significativo en 

el tratamiento 5AzadC-3MC. Con estos resultados se corroboró que la concentración de cada HAP fue efectiva 

para inducir la expresión de rCYP1A1. Además, se obtuvo que las co-exposiciones HAP-5AzadC tuvieron 

comportamientos dependientes de su respectivo HAP.  

 

 

Figura 23. Efecto de la hipometilación del DNA sobre la expresión inducida de rCYP1A1 por cuatro distintos HAPs. 

Cultivos de células C9 de 24 horas fueron tratados con y sin 0.5 μM de 5AzadC por 72 horas y por las últimas 48 horas fueron sometidos 

a co-exposición con DMSO, en un volumen final de 0.1%v/v en el grupo control o con 10 μM de cada uno de los HAPs. Al término de 

los tratamientos, el RNA total fue extraído y sometido a retrotranscripción para obtener cDNA, el cual se hizo reaccionar con pruebas 

TaqMan específicas para rCYP1A1 y rGapdh, y con TaqMan Master Mix para amplificar a estos genes mediante qPCR. Cada barra 

representa el promedio de al menos tres experimentos independientes + EE. El * significa la diferencia significativa entre tratamientos 

con y sin 5AzadC con P<0.05. 
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9.3. Los niveles proteicos de DNMT1 y DNMT3b son modificados diferencialmente por 

cuatro distintos HAPs 
 

Dentro de las proteínas vinculadas en el establecimiento de mecanismos de regulación epigenética, las 

DNMTs y HDACs son las más relevantes. En la Tabla 4 se resumen los experimentos que al momento se han 

realizado del efecto de los HAPs sobre DNMTs, HDACs y metilación del DNA. 

Dada la posible participación de los HAPs en la alteración de procesos epigenéticos se planteó evaluar la 

concentración proteíca de las enzimas DNMT1, DNMT3a y después de que las células C9 fueron expuestas 

por 48 con los distintos HAPs.  

En la Figura 24 observamos que ninguno de los HAPs probados alteró los niveles proteicos de la enzima 

DNMT3a, conocida como enzima de metilación de novo del  DNA; mientras el nivel proteico de DNMT1 

presentó una tendencia al incremento ante la exposición de las células C9 a los HAPs, sin embargo, 

únicamente los tratamientos con BF y BaP incrementaron significativamente los niveles proteicos de esta 

metiltransferasa, la cual mantiene la marca de metilación del DNA a través de la duplicación celular; en lo que 

respecta DNMT3b, la tendencia del nivel proteico de esta enzima es al decremento ante la exposición a los 

HAPs, aunque, sólo BF causó la disminución significativa del nivel de proteína de esta enzima vinculada 

también con la metilación de novo del DNA. 

Los resultados obtenidos bajo nuestras condiciones experimentales sugieren que los HAPs alteran los niveles 

proteicos de la DNMT1 y DNMT3b a magnitudes dependientes del compuesto. 
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Figura 24. Efecto de cuatro HAPs sobre el nivel de proteína de DNMTs en células C9. 

Cultivos de células C9 de 48 h de crecimiento fueron expuestos a 0.1%v/v DMSO para control experimental, o 10 μM de BF, BaP, 3MC o DMBA, por 48 h. Al término de los tratamientos, 

la proteína total fue extraída y sometida a separación por electroforesis desnaturalizante, transferida a membrana de nitrocelulosa y expuesta a anticuerpos anti- GAPDH, DNMT1, 

DNMT3a, DNMT3b. Cada barra es el promedio del índice de la densidad óptica de la banda de cada proteína de interés, a) DNMT1, b) DNMT3a y c) DNMT3b, entre su respectiva banda 

de GAPDH, de 4 experimentos independientes + EE. El * representa la diferencia significativa con respecto al control del experimento, P<0.05.  

 

 

 

 

a) b) c) 
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9.4. La exposición subaguda a cuatro distintos HAPs no modifica el nivel proteico de 

tres HDACs clase I 
 

Al igual que las DNMTs, los modificadores de las marcas de acetilación de histonas, como las HDACs, 

participan en la regulación de epigenética de genes. En la tabla 4 se resumen resultados y conclusiones de 

estudios en los que se ha evaluado el efecto de determinados HAPs sobre la expresión o niveles proteicos de 

HDACs. 

Se determinó los niveles proteicos de HDACs después de la exposición de células C9 a BF, BaP, 3MC y DMBA 

por 48 horas. La Figura 25 muestra los niveles de proteína de las enzimas que componen a la clase I de HDACs 

y que fueron evaluadas en este trabajo, la HDAC1, HDAC2 y HDAC3. Bajo nuestras condiciones experimentales 

ninguna de las las concentraciones proteicas de estas enzimas fue alterada por los HAPs probados. 

 

9.4.1. Los niveles proteicos de HDAC4 y SIRT1 son incrementados ante la exposición 

subaguda a HAPs 
  

Recientemente las enzimas HDAC4 y SIRT1 han cobrado relevancia en el estudio de la toxicidad por HAPs 

debido a que han sido reconocidas como proteínas involucradas en los procesos de reparación del daño al 

DNA, además de que también están participando en la regulación del ciclo celular [315,319–321]. En la tabla 

4 se resumen los experimentos, resultados y conclusiones en los que han evaluado a estas proteínas después 

de la exposición a HAPs. 

La concentración proteica de HDAC4 clase IIa se alteró después de que las células C9 fueron expuestas a los 

distintos HAPs por 48 horas. En la Figura 26 a se observa que la concentración proteica de esta enzima 

incrementó significativamente ante la exposición a BF y BaP, y que la exposición a 3MC y DMBA no generó 

cambios en comparación al control. 

La enzima SIRT1 es una desacetilasa de histonas clase III. En la Figura 26 b se muestra que el nivel proteico de 

esta enzima incrementó significativamente en células C9 expuestas a BaP y DMBA por 48 horas, no así en la 

exposición a BF y 3MC.
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Figura 25. Efecto de HAPs sobre los niveles proteicos de HDACs clase I. 

Cultivos de células C9 de 48 h de crecimiento fueron expuestos a 0.1% v/v DMSO, para control experimental, o 10 μM de BF, BaP, 3MC o DMBA, por 48 h. Al término de los tratamientos, 

la proteína total fue extraída y sometida a separación por electroforesis desnaturalizante, transferida a membrana de nitrocelulosa y expuesta a anticuerpos anti- GAPDH, DNMT1, 

DNMT3a, DNMT3b. Cada barra es el promedio del índice de la densidad óptica de la banda de cada proteína de interés, a) HDAC1, b) HDAC2 y c) HDAC3, entre su respectiva banda de 

GAPDH, de 6 experimentos independientes + EE. El * representa la diferencia significativa con respecto al control del experimento, P<0.05. 

a) b) c) 
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Figura 26. Efecto de cuatro HAPa sobre los niveles proteicos de HDACs clase II y III. 

Cultivos de células C9 de 48 h de crecimiento fueron expuestos a 0.1% v/v DMSO, para control experimental, o 10 μM de BF, BaP, 

3MC o DMBA, por 48 h. Al término de los tratamientos, la proteína total fue extraída y sometida a separación por electroforesis 

desnaturalizante, transferida a membrana de nitrocelulosa y expuesta a anticuerpos anti- GAPDH, HDAC4, y SIRT1. Cada barra es el 

promedio del índice de la densidad óptica de la banda de cada proteína de interés, a) HDAC4, b) SIRT1, entre su respectiva banda de 

GAPDH, de 4 experimentos independientes + EE. El * representa la diferencia significativa con respecto al control del experimento, 

P<0.05. 
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9.5. La exposición subaguda a BaP conduce a la hipometilación del DNA global de las 

células C9 
 

Para evaluar el efecto de HAPs sobre el estado de metilación de DNA global en cultivos de células C9, se 

trabajó con BaP debido a la relevancia toxicológica que este compuesto tiene para el ser humano, así como 

porque existe mayor evidencia de su mecanismo de acción toxicológica. A su vez, se utilizó el inhibidor 

5AzadC, dado el incremento proteico de DNMT1 obtenido en células C9 ante su exposición a BaP, para tener 

la acción de este compuesto como control positivo de la modulación del efecto de la enzima DNMT1 y 

determinar que el efecto del BaP sobre la DNMT1 efectivamente tiene algún impacto sobre el estado de 

metilación del DNA total. 

La Figura 27 muestra los resultados obtenidos del estudio del estado metilación del DNA celular. Del análisis 

de las capturas de las células C9 concluímos que los cultivos tratados con BaP presentan menos intensidad de 

señal de la marca de 5mC en comparación al control. El efecto de 5AzadC resultó en la disminución de señal 

de la marca de 5mC, la cual no resultó alterada por la co-exposición con BaP. De estos resultados concluímos 

que, bajo nuestras condiciones el BaP está promoviendo un estado de hipometilación del DNA celular, a la 

vez que promoviendo el incremento proteico de DNMT1. 
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Figura 27. Efecto de BaP sobre el nivel de metilación del DNA de células C9 sin tratar o pretratadas con 5AzadC. 

Cultivos de células C9 de 24 horas de crecimiento fueron expuestas a 0.1%v/v DMSO para grupo control por 72 h, 10 μM BaP por 48 horas, 0.5 μM 5AzadC por 72 horas, y 0.5μM 

5AzadC por 72 horas con 10 μM BaP por las últimas 48 horas. Al término de los tratamientos, las células fueron sometidas a fijación con para-formaldehído, bloqueadas con 0.3% de 

suero fetal de ratón, expuestas a anticuerpo anti-5mC, y reveladas con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa®-488. Las inmunocitoquímicas fueron capturadas con un 

microscopio de fluorescencia, y las imágenes resultantes analizadas con el programa libre del NIH, Image J. Cada imagen es representativa de diez campos capturados y analizados por 

cada experimento. Cada barra en el gráfico representa el promedio de intensidad de señal correspondiente a 5mC de dos experimentos independientes. 
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9.6. Efecto de la exposición subaguda a 5AzadC y BaP sobre CYP1A de hígado de rata 
 

El incremento de la expresión de rCYP1A1 en las co-exposiciones 5AzadC-HAP en cultivos de células C9 llevó 

a plantearnos la posibilidad de que en el modelo in vivo se podría presentar el mismo comportamiento que 

en el modelo in vitro.   

 

9.6.1. La exposición subaguda vía intraperitoneal a 5AzadC-BaP no modifica los niveles 

de RNA ni proteicos de CYP1A1/2 de hígado de ratas 
 

Nuestro siguiente objetivo fue la determinación de los niveles de expresión de rCYP1A1 en ratas macho Wistar 

después de la administración intraperitoneal de BaP, 5AzadC o el co-tratamiento 5AzadC-BaP. La 

concentración de 5AzadC que se utilizó se encuentra por debajo de concentraciones que han mostrado 

toxicidad en modelos murinos y de rata, además de que fue evaluada por un estudio en paralelo en el que se 

logra el incremento de la expresión del gen rACE en hígado de rata [322], un gen que en otro estudio resultó 

ser modulado tiempo y concentración dependiente por el tratamiento con 5AzadC en hígado de rata 

[137,318].  

La Figura 28a muestra el efecto de la 5AzadC sobre la expresión de rCYP1A1 evaluado en RNA extraído de 

hígado de ratas, sometido a retrotranscripción y amplificado por la técnica de PCR tiempo real. En dicha figura 

se puede observar que este inhibidor de DNMTs incrementó significativamente la expresión basal de rCYP1A1 

y no afectó la expresión inducida por BaP.  

Además de indicios de posible regulación epigenética mediante metilación del DNA, también se ha sugerido 

que el gen de CYP1A1 presenta regulación epigenética mediante participación de micro RNAs, lo cual nos 

llevó a plantear la posibilidad de que, pese a los resultados de expresión génica, el RNA mensajero de la 

proteína de CYP1A1 podría experimentar regulación postraduccional que se vería reflejado en los niveles 

proteicos, dando distinto comportamiento ante el co-tratamiento 5AzadC-BaP. Nuestro siguiente objetivo fue 

determinar el nivel proteico de CYP1A1, así como su actividad etoxiresorufina-O-desetilasa después de la 

exposición a 5AzadC-BaP. En las Figura 28b y c se observa que el tratamiento con el inhibidor de DNMTs no 

afectó el nivel de proteína ni la actividad enzimática tanto basal como inducida por BaP. 
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Figura 28. Efecto del inhibidor de DNMTs 5AzadC sobre la inducción de CYP1A1 por BaP en hígado ratas. 

Grupos de seis ratas fueron tratadas con 100 μL de amortiguador de fosfatos por 5 días más 100 μL de aceite de maíz el quinto día para el grupo control; 1mg/Kg de 5AzadC por 5 días 

más 100 μL de aceite de maíz el quinto día para el grupo control del tratamiento con este inhibidor; 100 μL de amortiguador de fosfatos por 5 días más 50 mg/Kg de BaP el quinto día, 

1mg/Kg de 5AzadC por 5 días más 50 mg/Kg de BaP el quinto día. a) Índice de mRNA de rCYP1A1 versus rGapdh en hígado después de cada uno de los tratamientos; b) Índice de niveles 

de proteína de CYP1A1 versus GAPDH en hígado de rata después de los distintos tratamientos; c) actividad EROD de hígado de rata después de los distintos tratamientos. Cada barra 

es el promedio de seis ratas + error estándar. El * representa diferencia significativa entre grupos con y sin 5AzadC, P<0.05. 

 

 

a) b) c) 
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CYP1A1 y CYP1A2 son genes presuntamente productos de una duplicación génica, los cuales no sólo poseen 

características estructurales proteicas similares, sino también de regulación génica, Figura 4 y Figura 7. Sin 

embargo, CYP1A2 sí tiene expresión basal en hígado, mientras que CYP1A1 no. Tomando en cuenta que en 

nuestro experimento de escrutio en células C9 rCYP1A2 resultó modulado por el co-tratamiento 5AzadC-BaP, 

Figura 22, nos preguntamos si rCYP1A2 presenta el mismo comportamiento in vivo.  

La Figura 29 muestra los resultados obtenidos a nivel de proteína y actividad enzimática de CYP1A2 después 

de la administración de ratas con 5AzadC por cindo días en co-tratamiento con BaP el quinto día. En dicha 

figura se observa que al igual que lo obtenido con CYP1A1, el co-tratamiento con BaP-5AzadC no afectó la 

inducción de rCYP1A2 por BaP. 

 

 

 

         

Figura 29. Efecto del inhibidor de DNMTs sobre la inducción de CYP1A2 de hígado de rata por BaP. 

Grupos de seis ratas fueron tratadas con 100 μL de amortiguador de fosfatos por 5 días más 100 μL de aceite de maíz el quinto día 

para el grupo control; 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 días más 100 μL de aceite de maíz el quinto día para el grupo control del tratamiento 

con este inhibidor; 100 μL de amortiguador de fosfatos por 5 días más 50 mg/Kg de BaP el quinto día, 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 días 

más 50 mg/Kg de BaP el quinto día. a) Índice de niveles de proteína de CYP1A2 versus GAPDH en hígado de rata después de los 

distintos tratamientos; b) actividad EROD de hígado de rata después de los distintos tratamientos. Cada barra es el promedio de seis 

ratas + error estándar. El * representa diferencia significativa entre grupos con y sin 5AzadC, P<0.05. 

 

 

 

a) b) 
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9.7. Efecto de la exposición subaguda vía intraperitoneal de 5AzadC-BaP sobre 

CYP1A1/2 de hígado de ratones 
 

 

Estudios en el modelo de células epiteliales de hepatoma de ratón expuestos a Hepa1c1c7 a 2 µM de AzadC 

por 72 horas determinaron que ni la expresión basal de mCYP1A1 ni la inducida por 5 µM de BaP son afectadas 

por este compuesto, adicional a que el gen de este citocromo no es modulado por metilación de la isla CpG 

que presenta la región promotora de mCYP1A1, Figura 17, [278]. 

Con la finalidad de corroborar nuestros resultados, decidimos evaluar la expresión de mCYP1A1 en hígado de 

ratón con la premisa de que los antecedentes sugieren que este gen no está modulado por el estado de 

metilación en el que el modelo se encuentre. Para lograr este objetivo, grupos de seis ratones fueron 

expuestos vía intraperitoneal a una dosis diaria de 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 días en co-tratamiento con una 

única dosis de 50 mg/Kg de BaP el quinto día. En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos, en la cual 

se observa que 5AzadC no produjo cambios en la expresión génica, nivel de proteína o actividad enzimática 

basal de CYP1A1 de hígado de ratones ni tampoco en aquellos tratados con BaP. 
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Figura 30. Efecto de 5AzadC sobre la inducción de CYP1A1 de ratón por BaP. 

Grupos de seis ratones fueron tratados con 100 μL de amortiguador de fosfatos por 5 días más 100 μL de aceite de maíz el quinto día para el grupo control; 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 

5 días más 100 μL de aceite de maíz el quinto día para el grupo control del tratamiento con este inhibidor; 100 μL de amortiguador de fosfatos por 5 días más 50 mg/Kg de BaP el 

quinto día, 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 días más 50 mg/Kg de BaP el quinto día. a) Índice de mRNA de rCYP1A1 versus rGapdh en hígado después de cada uno de los tratamientos; b) 

Índice de niveles de proteína de CYP1A1 versus GAPDH en hígado de rata después de los distintos tratamientos; c) actividad EROD de hígado de rata después de los distintos 

tratamientos. Cada barra es el promedio de seis ratas + error estándar. El * representa diferencia significativa entre grupos con y sin 5AzadC, P<0.05. 

 

 

a) b) c) 
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“…la única cosa que necesitamos para ser buenos 

filósofos es la facultad de preguntar…” 

El mundo de Sofía de Jostein Gaarder 

 

 

 

 

 

 

10. Discusión 
 

Los HAPs son compuestos tóxicos ampliamente distribuidos en el ambiente, algunos de los cuales están 

clasificados como carcinógenos tipo 1. Estos compuestos han sido de ayuda para dilucidar mecanismos bajo 

los cuales se desarrolla el proceso de carcinogénesis química, que si bien no son exactamente los mecanismos 

que se dan en todos los procesos de carcinogénesis dan pauta para el estudio de esta enfermedad. 

En 1975, con base en la información que hasta ese momento se tenía, se estimaba que del 80 al 90% de los 

cánceres humanos eran la consecuencia del tipo de ambiente al que el sujeto estaba sometido [323]. Poco 

más de cuarenta años han pasado desde que se llegó a esa conclusión y vasta información, cada vez más 

específica ha sido descubierta desde ese entonces, la cual ha llevado a la estimación de que las mutaciones 

observadas durante la transformación de células normales a células neoplásicas son causadas en un 29% por 

factores ambientales, y que el 42% de los cánceres son prevenibles si se evita la de exposición a los factores 

de riesgo vinculados a estos [324]. Lo anterior mantiene latente el estudio de los mecanismos toxicológicos 

en los cuales se puede incidir para la prevención o reversión de los efectos por exposición a compuestos 

ambientales. 

Históricamente el estudio de los HAPs en el modelo de carcinogénesis química ha mostrado, por un lado, que 

estos compuestos requieren ser biotransformados para ejercer su acción mutagénica y, por otro lado, que la 

acción inicial de estos para el desarrollo de cárcer es el establecimiento de mutaciones en genes claves. Sin 

embargo, cada vez son más estudios los que han ido mostrado la participación de procesos epigenéticos 

dentro de la toxicocinética y la toxicodinámica de los HAPs, ya que hay evidencias que sugieren la regulación 

de las enzimas que biotransforman a estos compuestos mediante procesos epigenéticos, como lo es la 

metilación del DNA, la cual es una marca epigenética susceptible a cambios ambientales. Pacientes fumadores 
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presentan cambios en la expresión de la enzima de CYP1A1 debido a la disminución del estado de metilación 

del DNA en la región regulatoria del gen de este citocromo [276]. Esta reducción está vinculada con la 

exposición a los contaminantes encontrados en el humo del cigarro, pues los pacientes no fumadores 

muestran niveles normales de metilación de las mismas regiones regulatorias evaluadas [276].  

En contraparte, como complemento de los mecanismos toxicocinéticos de los HAPs, desde hace algunos años 

se planteó la posibilidad de que estos compuestos tienen efectos previos al establecimiento de las 

mutaciones, tales como inducción de la hipometilación del DNA de genes claves en el desarrollo del cáncer, 

como son los oncogenes Ha-ras, c-myc y p53 [307,325], además de que en la evolución de un tejido normal a 

un tejido neplásico maligno, ya sea inducido químicamente o con curso patológico proveniente de estudios 

epidemiológicos, se ha observado la disminución progresiva de la metilación del DNA global, el incremento 

del nivel proteico de DNMT1, disminución general de la acetilación de histonas H3 y H4, e incremento de 

HDACs, de tal manera que estos cambios ya son considerados como marcas distintivas del cáncer 

consistentemente [326–328].  

Con la creciente evidencia sobre la relevancia de la alteración de procesos epigenéticos en el establecimiento 

de la célula neoplásica se ha propuesto que el cáncer se da en tres pasos: disrupción epigenética de las células 

progenitoras, mutación iniciadora, y plasticidad genética y epigenética [294]. Por lo cual, se sugiere a los 

compuestos carcinogénicos, tales como los HAPs, agentes con alta probabilidad de alterar a moduladores y 

modificadores epigenéticos. Entendiendo por modificador los productos de genes cambian directamente al 

epigenoma a través de mecanismos como metilación del DNA, transformaciones post-traduccionales de la 

cromatina o alteración de la estructura de la misma; un mediador se refiere a aquellos genes cuyos productos 

son el blanco de acción de los modificadores y que generalmente son claves en el establecimiento de la célula 

tumoral; y un modulador es aquel cuya acción es en vías de señalización y metabólicas que están actuando 

sobre las proteínas modificadoras y de los mediadores, y que sirven como vía por la cual los agentes 

ambientales, inflamatorios, de lesiones y otras formas de estrés están actuando para promover el 

establecimiento de la célula neoplásica [295]. 

Los antecedentes nos llevaron a preguntarnos si los cambios observados en la expresión de hCYP1A1 

vinculados a su estado de metilación del DNA en individuos expuestos crónicamente a humo de cigarro y los 

cambios en los niveles proteicos de modificadores epigenéticos oobservados en la exposición crónica a HAPs, 

ambos procesos establecidos progresivamente en líneas celulares cancerosas, también se presentarán como 

resultado de la exposición subaguda a estos compuestos. 
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10.1. Modulación de CYP1A1 por 5AzadC en modelos hepáticos  
 

10.1.1. La expresión transcripcional de rCYP1A1 es alterada por un estado de metilación del 

DNA disminuido en células epiteliales C9 
 

Una de las paradojas de la toxicología es el hecho de que diversos xenobióticos inducen la expresión de las 

enzimas que los biostransformarán, los HAPs son parte de ese grupo de xenobióticos. Estos compuesos se 

unen al receptor AHR, lo cual activa al receptor para reubicarse en el núcleo y formar el heterodímero capaz 

de unirse a la región enhaner del gen de CYP1A1, cuya proteína biotransforma a los HAPs metabolitos 

hidroxilados que darán pauta a la formación de los metabolitos mutagénicos diol-epóxidos.  

Los compuestos BaP, DMBA, bifenilos policlorados, etc., son biotransformados a compuestos mutagénicos, 

sin embargo, también tienen actividad mitogénica a través de diversas proteínas, causando múltiples daños 

en una célula, lo cual la conduce al inicio del proceso de anaplasia. Debido a esta acción mutagénica y 

mitogénica, estos compuestos son denominados carcinógenos completos [7]. La modulación de la expresión 

del gen de CYP1A1 permitirá mayor o menor generación de metabolitos mutagénicos, por tanto, su estudio 

resulta relevante para los procesos de quimioprevención.  

Con base en la premisa de que la estructura de la región regulatoria de rCYP1A1 posee dos islas CpG y que en 

estudios previos 5AzadC incrementó la cantidad proteica de CYP1A1 en un cultivo primario de hepatocitos de 

rata [329], en este estudio evaluamos si la expresión del gen de rCYP1A1 de rata es modificado por el estado 

de metilación del DNA global inducido por 5AzadC.  

Nuestros resultados sugieren que la exposición subaguda de células C9 a 5AzadC junto con los HAPs 

incrementa la expresión inducida de rCYP1A1 por el respectivo HAP, mostrando la posibilidad de que este gen 

o alguno de los factores transcripcionales involucrados en su transcripción sea regulado por la metilación del 

DNA. En el año 2007 Schnekenburger realizó una serie de ensayos con los que deteterminó que el complejo 

DNMT1-HDAC1 está unido a la región promotora de mCyp1a1 en células de hepatoma de ratón, actuando 

como un complejo represor de la expresión transcripcional basal [330]. En ese mismo estudio se descartó la 

posibilidad del que mCyp1a1 estuviera regulado por metilación del DNA de su gen, ya que en la evaluación 

de esta marca mediante secuenciación no mostró cambios debidos a la exposición a BaP.  

Otro de los mecanismos por los que el 5AzadC actúa es mediante la promoción de la degradación de la DNMT1 

[141], de tal manera que sugerimos la posibilidad de que el complejo HDAC1-DNMT1 se vea afectado por la 

acción inhibidora de 5AzadC, permitiendo el incremento de la inducción rCYP1A1 en un estado de 

hipometilación del DNA celular promovido por 5AzadC. 
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10.1.2. La expresión transcripcional de rCYP1A1 no es modificada por un estado de 

hipometilación del DNA hígado de rata 
 

Posterior a los experimentos in vitro, nos planteamos evaluar expresión de CYP1A1 de hígado de rata ante la 

exposición a 5AzadC y al co-tratamiento 5AzadC-BaP. Lo anterior lo llevamos a cabo en ratas macho Wistar 

jóvenes, a las cuales se les administró vía intraperitoneal por cinco días 5AzadC y en co-tratamiento con BaP 

en el quinto día. 

La vía principal por la que actúa la 5AzadC es a través de su incorporación al DNA, posterior inhibición de y 

degradación de DNMTs [142], lo cual en el hígado toma alrededor de un año, considerando la velocidad de 

proliferación de sus células [331]. Sin embargo, nuestra hipótesis estaba basada en los resultados sobre una 

vía de acción de la 5AzadC que promueve la degradación proteasomal de DNMT1 sin necesidad de 

incorporarse al DNA [141]. Además de que se verificó que 5AzadC induce la expresión de rACE [322], un gen 

que se expresa transcripcionalmente cuando pierde la metilación del DNA en su región promotora, de tal 

manera que indirectamente nos confirma la disminución de metilación del DNA por la exposición a 5AzadC. 

El escalamiento del efecto de la 5AzadC sobre la expresión inducida de rCYP1A1 en el modelo in vitro a un 

modelo in vivo, en nuestras condiciones, no generó cambio en la expresión génica ni proteica de este gen. Lo 

cual, sugiere que in vivo el efecto de 5AzadC no afecta la expresión de este citocromo. Sin embargo, nuestro 

diseño experimental no respondió completamene a la pregunta que de si in vivo este citocromo es modulado 

por la metilación del DNA, ya que a la par de que se realizaban y concluían los experimentos aquí presentados, 

un equipo de investigadores japoneses publicaron resultados que sugieren la demetilación del promotor de 

mCyp1a1 vía Tet-Tdg dependiente de la acción de Ahr [332]. 

La desmetilación de mCYP1A1 sugiere una memoria de inducción de mCyp1a1, además de que muestra que 

el gen de este citocromo sí está siendo modulado por metilación del DNA, aunque siguiendo la vía de 

desmetilación a través de la acción de las proteínas Tet y Tdg. Como se observó en los resultados in vitro, la 

exposición a 5AzadC promovió el incremento de la expresión de rCYP1A1 mostrando que este gen es sensible 

al estado de metilación del DNA, los hallazagos hasta ahora encontrados muestran que este gen es modulado 

por la metilación del DNA, aunque muy probablemente a través de modificiación de la marca por 

desmetilación activa. 

Nuestros estudios muestran la importancia de la evaluación temporal de la exposición a los compuestos que 

se están probando, ya que nuestro diseño experimental únicamente consideró la exposición aguda a BaP (una 
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sola dosis en el quinto día de tratamiento) en los modelos in vivo, ya que no hubo cambios en la expresión 

inducida de rCYP1A1. 

Es importante mencionar que nuestro diseño experimental consideró el uso del inhibidor 5AzadC para 

promover un estado de hipometilacion del DNA global, sin embargo esta estrategia no es mecanísticamente 

igual a promover la desmetilación del DNA, ya que la inhibición de la DNMT1 considera la pérdida de 

metilación del DNA de forma pasiva a través de los múltiples ciclos de replicación celular, mientras que la 

desmetilación activa a través de TET-TDG es un mecanismo independiente del ciclo celular y, en términos 

generales, independiente de la acción de la DNTM1 [142]. 

 

10.1.3. La expresión transcripcional de rCYP1A1 no es modificada por un estado de metilación 

del DNA disminuido hígado de ratón 
 

Pese a los resultados negativos en la promoción de la expresión de CYP1A1 de rata ante su exposición a 

5AzadC-BaP, y tomando en cuenta los antecedentes de respuesta que se ha observado en células de 

hepatoma de ratón a nivel de metilación del DNA [278], nos propusimos evaluar el efecto del tratamiento 

5AzadC-BaP en hígado de ratones Balb/c jóvenes en comparación con el tratamiento solo con BaP. Realizamos 

el mismo protocolo de administración que con ratas. Los resultados muestran que la combinación 5AzadC-

BaP no es estadísticamente distinta de lo obtenido con BaP sólo, pese a que sí se observa un ligero 

incremento. La ausencia de efecto de 5AzadC sobre la expresión inducida de rCYP1A1 de ratón concuerda con 

estudios en hepatoma de estos organismos en donde tampoco observan cambio en la expresión de este gen 

al ser expuesto a 5AzadC en combinación con BaP o TCDD, sin embargo, resultados recientes muestran que 

este gen sí es modulado por cambios en la metilación del DNA de su promotor, solo que a través de la 

secuencia de oxidación de 5mC a 5hmC, 5fC, 5caC, para regenerarse nuevamente a citosina [332]. 
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10.2. Alteración del perfil proteico de modificadores epigenéticos en células C9 

expuestas a HAPs durante 48 h 
 

10.2.1.  Disparidad en los cambios obtenidos en la concentración proteica de DNMTs y el estado 

de metilación del DNA por la exposición subaguda a HAPs en células epiteliales C9  
 

 

Nuestros resultados muestran que algunos HAPs modulan los niveles proteicos de DNMTs en distintos grados. 

Para el caso de DNTM1, los cuatro HAPs probados incrementaron su nivel proteico, sin embargo, sólo BaP y 

BF lograron cambios estadísticamente significativos. El incremento de DNMT1 logrado después de la 

exposición de células C9 a BaP o BF podría ser una respuesta al daño al DNA debido a la acumulación de 

células en fase S del ciclo celular esperando a que su DNA sea reparado [333], sin embargo, los experimentos 

fueron terminados a las 96 h en donde no hubo disminución de más del 20% de la viabilidad celular (figura 

18), lo cual debilita esta hipótesis porque a ese porcentaje de confluencia, alrededor del 80%, se espera que 

la mayoría de la células se encuentren G0-G1 [334]. 

También hay la posibilidad de que DNMT1 sea modificada por BaP o algunos de sus metabolitos, de tal manera 

que afecte la región N-terminal vinculada con su degradación proteasomal, promoviendo así su estabilidad 

proteica y por tanto acumulación independientemente de la fase del ciclo celular [123]. Aunque, por otro 

lado, son múltiples las proteínas vinculadas con la estabilidad de DNMT1, entre ellas se ha propuesto a MAD2, 

la cual es reguladora del ciclo celular, particularmente de la fase M-G2. El incremento de esta proteína en 

células expuestas a BaP se ha asociado con el aumento proteico de DNMT1 [284], ya que MAD2 podría estar 

participando en la inhibición de la degradación de DNMT1 al inhibir a CDC20, una proteína propuesta para el 

reconocimiento de DNMT1 para su ubiquitinación y posterior degradación [124]. 

Ante los resultados obtenidos y teniendo como antecedente la progresiva disminución de la metilación del 

DNA en el proceso de carcinogénesis química [292], nos planteamos la determinación del estado de 

metilación del DNA global, para lo cual decidimos exponer a las células C9 a BaP y mediante 

inmunofluorescencia de la marca del anticuerpo anti-5mC en las células C9 determinamos la marca de 

metilación de los sitios CpG. En concordancia con lo observado en el modelo de multicarcinogénesis, pero 

haciendo énfasis que nuestro estudio se realizó posterior a 48 h de exposición a BaP, nuestros resultados 

mostraron la reducción de la metilación del DNA global. El hecho de que el BaP promueva la pérdida de la 
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metilación del DNA celular en tiempos tan cortos apoya la hipótesis de la disrupción epigenética en etapas 

muy tempranas del proceso de carcinogénesis química. 

A la par de que se concluían nuestros experimentos, otro grupo de investigación publicó un artículo cuyo 

objetivo es distinto al nuestro, pero que dentro de los experimentos que realizan determinan el estado de 

metilación del DNA global y niveles proteicos de DNMTs y HDACs clase I después de 24 horas de exposición 

de células epiteliales de bronquio humano a distintas concentraciones de BaP. Sus resultados concuerdan y 

apoyan nuestros resultados en células epiteliales de hígado de rata, es decir, obtienen hipometilación del 

DNA global, incremento proteico de DNMT1 y disminución de DNMT3b, así como aumento de HDAC2 y 3 

[308]. 

El evento de hipometilación del DNA posterior a la exposición celular de C9 a BaP podría ser resultado de la 

respuesta celular ante el daño al DNA, el cual se manifiesta con el incremento de poli(ADP-ribosa) (PAR) y 

este a su vez es un inhibidor de la actividad catalítica de DNMT1, ya sea como molécula o unido a la poli(ADP-

ribosa)-polimerasa 1 (PARP1). Esto se ha visto en células 16HBEC expuestas a BaP, en donde tal exposición 

conduce a la hipometilación del DNA a la vez que eleva los niveles de PAR [88,335]. 

Dicha hipometilación del DNA promovida por BaP ha mostrado tener repercusiones locales como lo es la 

pérdida local de metilación en los genes c-Myc y cyp1a1, sin embargo, esta pérdida de metilación local, al 

menos para cyp1a1, se ha demostrado que sigue la vía de desmetilación coordinada por Tet2/Tet3 y Tdg, dos 

modificadores epigenéticos [332]. 

 

 

10.2.2. Cambio en la concentración proteica de HDACs clase II y III por la exposición subaguda a 

HAPs en células epiteliales C9 
 

El otro grupo de modificadores epigenéticos que en este trabajo evaluamos, fueron algunas proteínas de la 

familia de HDACs. Previamente se ha observado que las células cancerosas, en términos generales, 

experimentan la pérdida de acetilación de histonas, sugiriendo o bien un incremento en la capacidad catalítica 

de las HDACs o su aumento proteico, que es esto último lo que más ha sido evaluado y observado [327]. Las 

desacetilasas de histonas que en el presente trabajo se evaluaron fueron de la clase I de HDACs: HDAC1, 2 y 

3; de la clase II: HDAC4; y de la clase III: SIRT1. 

Posterior a la exposición de las células C9 a cada uno de los HAPs, obtuvimos que HDAC1, 2 y 3 no resultaron 

afectadas en ninguno de los tratamientos con HAPs. Esto resultó sorpresivo, pues varios tipos de cáncer 

presentan sobreexpresión de estas proteínas, las cuales han sido vinculadas con incremento en la 
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proliferación celular, pérdida de la diferenciación y evasión de apoptosis [327,336]. Estos son eventos claves 

en la etapa de iniciación de carcinogénesis química. Además de que células alveolares expuestas a humo de 

cigarro mostraron degradación de estas proteínas cuatro horas después de su exposición al humo de cigarro 

[314], mientras que células epiteliares de bronquio humano expuestas a BaP por 24 horas incrementaron los 

niveles proteicos de HDAC2 y 3 [308]. 

Las HDACs también han sido involucrados en la modulación de procesos celulares como respuesta al daño al 

DNA, recombinación homóloga e integridad cromatínica [337], de tal manera que si desde el inicio de la 

exposición a los HAPs, estos estuvieran alterando los niveles proteicos de las HDACs también podrían estar 

permitiendo un ambiente adecuado para el establecimiento de mutaciones, pues procesos como reparación 

del DNA estaría viéndose afectados. 

Continuamos nuestra búsqueda de HDACs afectados ante la exposición a los cuatro HAPs seleccionados, esta 

vez evaluamos a HDAC4 de la clase II, el cual ha mostrado recientemente ser partícipe en el mantenimiento 

de la fase G2 del ciclo celular [320,338]. Esta es una proteína citoplasmática, la cual, ante el daño al DNA se 

transporta al núcleo para llevar a cabo sus funciones proteicas [319]. En el presente estudio, como resultado 

del insulto causado por BaP y por BF, los niveles proteicos de HDAC4 aumentaron en ambas situaciones. El 

incremento sostenido de HDAC4 en el núcleo ha sido vinculado con el fallo en la reparación del DNA [320], y 

su sobreexpresión también ha sido reportada en varios tipos de cáncer [338]. 

La clase III de HDACs, particularmente SIRT1 ha sido identificado como oncogén y como gen supresor de tumor 

en los procesos carcinogénicos [339]. Sorpresivamente la exposición de las células C9 a BaP y DMBA produjo 

incremento en los niveles proteicos de esta enzima, no su exposición a 3MC y BF. La alteración proteica de 

SIRT1 ha sido vinculada con la promoción de la apoptosis posterior a un daño al DNA, aunque, la alteración 

de su capacidad catalítica también ha mostrado sensibilizar a las células en respuesta a daño por estrés 

oxidante [177].  

El incremento de SIRT1 ante la exposición aguda a BaP y DMBA, posiblemente sea una respuesta normal para 

una correcta reparación del DNA, proceso en el que SIRT1 está participando mediante la estabilización de p53 

en un estado inactivo [177,321,327]. Sin embargo, todo estímulo crónico, como lo es la exposición a HAPs en 

nuestro medio ambiente, puede finalmente llevar a la alteración de la proteína, lo cual significaría un nivel de 

SIRT1 permanentemente elevado, en un estado tipo oncogén, como se ha visto en varios tipos de cáncer 

[315,340]. 
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11. Conclusiones 
 

 
Tabla 5. Perfil proteico de CYP1A1 y modificadores epigenéticos en células C9 después de su exposición subaguda a cuatro HAPs. 

Cel C9 – 10 µM, 48 h BF BaP 3MC DMBA 5AzadC 

CYP1A1 +5AzadC 

Incrementa 
+5AzadC 

Incrementa 
+5AzadC 

NC 
+5AzadC 

Incrementa Incrementa 

DNMT1 Incrementa Incrementa NC NC -  

DNMT3a NC NC NC NC -  

DNMT3b Disminuye NC NC NC -  

HDAC1 NC NC NC NC -  

HDAC2 NC NC NC NC -  

HDAC3 NC NC NC NC -  

HDAC4 Incrementa Incrementa NC NC -  

SIRT1 NC Incrementa NC Incrementa -  

Metilación del DNA -  Disminuye -  -  Disminuye 

NC, no cambia 
( - ), no evaluado 
 

El diseño experimental nos permitió lograr resultados que mostraron a los cuatro HAPs evaluados con la 

capacidad de modificar, cada uno en distinto grado, el nivel proteico de DNMT1, DNMT3b, HDAC4, y SIRT1. 

Adicionalmente, la exposición a BaP promovió la hipometilación del DNA celular, pese a que incrementó el 

nivel proteico de DNMT1. Estos cambios fueron logrados posterior a 48 h de exposición a los HAPs en células 

normales de epitelio de hígado de rata. Lo cual comprueba nuestra hipótesis de que los HAPs alteran el nivel 

proteico de modificadores epigenéticos. 

La exposición de las mismas células a 5AzadC en combinación con los HAPs incrementó el mRNA de rCYP1A1, 

sin embargo, en el modelo hepático in vivo la combinación 5AzadC-BaP no generó ningún cambio en 

comparación a la exposición a BaP, lo cual también ocurrió en el modelo de hígado de ratón con una 

administración subaguda. Estos resultados muestran que, bajo nuestras condiciones, nuestra hipótesis de 

que cambios en el estado de metilación del DNA celular alteran la expresión de CYP1A1 de hígado de rata, 

fue comprobada en el modelo in vitro, pero no en el in vivo. 

De este estudio concluímos que los HAPs modificaron el nivel proteico de modificadores epigenéticos y el 

estado de metilación del DNA celular, y aún con estos cambios su efecto sobre la expresión de CYP1A1 se 

mantuvo en el modelo in vivo e inclusive fue incrementado en el modelo in vitro. 
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12. Perspectivas 
 

De los resultados obtenidos en este estudio, así como de la información lograda por otros grupos de 

investigación, nos preguntarnos la importancia de la supresión de la actividad catalítica de DNMT1, así como 

del incremento de SIRT1 y HDAC4 en el proceso de toxicidad por HAPs.  

También nos preguntamos el papel que la modificación de DNMT1, HDAC4 y SIRT1 estaría jugando en 

procesos que dan pauta al establecimiento de la célula transformada como lo son la proliferación celular 

exacerbada, la inhibición de la apoptosis, y la pérdida de la diferenciación celular. 

Por otro lado, bajo nuestras condiciones no se lograron cambios en la expresión de rCYP1A1 ante la 

administración de 5AzadC-BaP en modelos in vivo de rata y ratón, por lo cual, nos preguntamos cuál será el 

comportamiento de este gen en un estudio subcrónico, dada la participación de Tet2 y Tet3 en la 

desmetilación del DNA de la región promotora de CYP1A1 en ratón.  

Tomando en cuenta que la expresión de CYP1A1 fue incrementada en el co—tratamiento con 5AzadC en 

condiciones de cultivo celular, no preguntamos la posibilidad de que en situaciones patológicas en las que la 

proliferación celular del hígado esté incrementada y que la exposición a los HAPs promueva un estado de 

hipometilación del DNA celular se produzca un ambiente hepático mucho más susceptible al daño por los 

HAPs debido al incremento de su bioactivación.  

Las evaluaciones que consideramos son necesarias para conocer más a fondo y apoyar contudentemente el 

efecto de los HAPs en exposiciones subagudas y subcrónicas son las siguientes. 

- Niveles proteicos de DNMT1, DNMT3b, HDAC4 y SIRT1, estado de metilación del DNA y de acetilación 

de histonas en estudios subcrónicos y a diferentes concentraciones de los HAPs probados in vitro e in 

vivo. 

- Estado catalítico de DNMT1 posterior a la exposición a los HAPs seleccionados. 

- Mecanismo por el cual los HAPs promueven cambios en la metilación del DNA. 

- Importancia del incremento de DNMT1, HDAC4 y SIRT1 en exposiciones de 0 – 72 h a HAPs en 

procesos celulares como proliferación, apoptosis y/o pérdida de la diferenciación. 

- Efecto de hipometilación global del DNA inducida por BaP en la alteración de la expresión de 

oncogenes en exposiciones agudas y subagudas. 

 

 



100 
 

13. Materiales y Métodos 
 

Materiales 

Todos los reactivos usados para PCR tiempo real, el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488®, y el anticuerpo 

secundario anti-ratón conjugado con HRP fueron adquiridos de Invitrogen-Life Technologies (San Francisco, 

CA, USA). Los anticuerpos primarios contra CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, DNMT1, DNTM3a, HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 y HDAC4 fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas, TX, USA). Los anticuerpos contra 

5-metilcitosina, DNMT3b y SIRT1 fueron adquiridos de Abcam (San Francisco, CA, USA). El anticuerpo contra 

GAPDH fue adquirido de Millipore (Billerica, MA, USA). El medio DMEM y el antimicótico-antibiótico fueron 

obtenidos de Gibco-Life Technologies (San Francisco, CA, USA). La línea de células epiteliales clona 9 de hígado 

de rata, CRL-1439, fue comprada a ATCC (Manassas, VA, USA). El suero fetal bovino fue comprado de 

ByProductos (Guadalajara, Jal., México). 

Los reactivos no enlistados en esta sección fueron adquiridos de Sigma Aldrich Co. (St. Luis, MO, USA). 

Cultivo de células epiteliales clona 9 de hígado de rata 

Se cultivó a las células en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibiótico-antimicótico, 

a 37°C en una atmósfera al 5% de CO2. 

En la caracterización de la línea celular bajo las condiciones de trabajo dentro de nuestro laboratorio, se 

determinó que posee una fase lag de 24 h y tiempo de duplicación de 11 h. Ante estos resultados y los 

objetivos del proyecto se estableció la cantidad de 5x105 células para la siembra inicial, con la cual se logra 

aproximandamente el 100% de confluencia en 96 horas. 

Para el mantenimiento de la línea celular, se trabajó con un cultivo de 5x105 células en dilución 1:10, con cambio 

de medio cada tercer día. Cuando el cultivo alcanzó aproximadamente el 100% de confluencia, se cosechó a las 

células con 0.25% de tripsina-EDTA. Para los tratamientos se utilizó el quinto pase de las células, de la cuales se 

sembraron 5x105 células en cajas Petri de 100mm, 5x104 células en placa de 24 pozos o 3x103 en placa de 96 

pozos en una dilución 1:10, con cambio diario del medio. Los experimentos tuvieron una duración de 96 horas. 

Los tratamientos fueron iniciados 24 horas después de la siembra de las células. El esquema de exposición a los 

compuestos fue el siguiente:  

1. Control: 0.1% v/v de DMSO por 72 horas. 

2. HAPs: 10 μM de BF o BaP o DMBA o 3MC por las últimas 48 horas del experimento. Los HAPs estuvieron 

disueltos en DMSO, el cual tuvo una concentración final en cultivo celular de 0.1% v/v. 

3. HAP-5AzadC: 0.5 μM de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 72 horas en co-

exposición con 10μM BaP las últimas 48 h. 
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4. 5AzadC: 0.5 μM de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 72 horas. 

Al término del tiempo de los tratamientos, los cultivos fueron procesados para la determinación de RNA y 

proteína. 

 

Viabilidad de las células epiteliales C9 después de su exposición subaguda a HAPs y 5AzadC 

La viabilidad fue determinada mediante la capacidad mitocondrial de las células por reducir el MTT a 

formazán. Para determinar el efecto de los distintos tratamientos sobre la viabilidad de las células epiteliales 

C9, 24 horas después del último tratamiento las células fueron incubadas con 5 µg/mL de MTT durante 1 hora, 

lavadas con PBS, y extraído el azul de formazán con DMSO 100% para determinar su absorbancia a 570 nm 

en el lector de placa Synergy HT®. 

 

Obtención proteína total de células C9 

A las 24 horas del último tratamiento se retiró el medio y las células fueron lavadas dos veces con 

amortiguador de fosfatos pH 7.4 y cosechadas en amortiguador de fosfatos pH 7.4 adicionado con inhibidores 

de proteasas. La suspensión de células resultante se centrifugó a 200 g por 5 minutos, el botón resultante se 

resuspendió en amortiguador RIPA adicionado con Complete Protease Inhibitor Cocktail tablets®. La 

suspensión se sometió a tres ciclos sonicación, tres veces de diez segundos cada una y tres minutos de espera 

entre ciclo. La cantidad de proteína total se determinó mediante la técnica BradFord y las muestras fueron 

almacenadas a -80°C hasta su uso. 

Animales 

Los experimentos con animales fueron realizados bajo lo establecido en la NOM-062-ZOO-1999 y con la 

aprobación con el número de protocolo 239 por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio (CICUAL) del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Los animales que se usaron en este protocolo fueron 24 ratas macho Wistar con peso de 200-250 g y 4 semanas 

de vida y 24 ratones macho Balb/c con peso de 20-25 g y 4 semanas de vida obtenidos del bioterio del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas, UNAM, México. Se utilizaron 6 individuos por cada tratamiento, los cuales fueron 

administrados vía intraperitoneal cada 24 horas por 5 días bajo el siguiente esquema de tratamiento.  

1. Control: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 días y 0.1 mL aceite de maíz el quinto día. 

2. BaP: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 días y 50mg/Kg BaP una única dosis el quinto día. 

3. 5AzadC – BaP: 0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 días y 50mg/Kg 

de BaP una única dosis el quinto día. 

4. 5AzadC:  0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 días. 
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24 horas después de la última administración los animales fueron sometidos a eutanasia, se diseccionó a cada 

animal y se obtuvo su hígado, el cual fue procesado para determinación de cantidad de RNA, proteína y actividad 

enzimática de CYP1A1. 

 

Obtención de fracción microsomal de hígado de rata. 

 Se obtuvo la fracción microsomal a partir de hígado de cada animal como a continuación se explica. Se realizó 

un homogeinizado del tejido con solución de KCl 150mM, se centrifugó a 9000g por 15 minutos, el 

sobrenadante resultante se centrifugó a 100,000g por 1 hora, el botón resultante se resuspendió y 

homogenizó en un amortiguador de fosfatos pH=7.4 adicionado con sacarosa 250mM. Posteriormente, se 

centrifugó a 100,000g por 1 hora, el botón resultante se resuspendió en amortiguador de fosfatos pH=7.4 

adicionado con EDTA 1mM, DTT 0.1mM y glicerol 20% v/v. A la fracción microsomal resultante se le determinó 

la cantidad de proteína total mediante la técnica de BradFord y se almacenó a –80°C para su posterior uso.  

 

Actividad enzimática microsomal 

Se determinó la actividad O-etoxiresorufina desetilasa de CYP1A1 a 80μg de proteína microsomal mediante 

la técnica de Burke [341]. En una placa oscura de 96 pozos a 37°C se colocaron: 80μg de proteína microsomal, 

1.5μM etoxiresorufina, 0.5mM NADPH en un volumen final de 200μL de amortiguador Tris-HCl 50mM pH 7.6, 

MgCl2 25mM. Se determinó la producción de resorufina cada 20 segundos por 15 minutos, con una longitud 

de onda de excitación de 530nm y emisión de 590nm en el lector de placa Synergy HT®. 

 

Electroforesis e inmunodetección.  

Se realizó la separación de proteínas, 5 μg proteína microsomal y 150 μg proteína total de células, mediante 

una electroforesis desnaturalizante en un gel de poliacrilamida al 7.5%. Se realizó la transferencia a una 

membrana de PDVF o nitrocelulosa a 100 voltios por 1 hora a 4°C. La membrana se bloqueó con una solución 

de Tween20 0.1% - TBS - Albúmina® al 5% por 3 horas.  

Para realizar la inmunodetección se utilizaron anticuerpos contra CYP1A1 y GAPDH. Se expuso al primer 

anticuerpo (1:1000-4000), por toda la noche. El segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo y de ratón (1:5000-

20000), respectivamente, se expusieron por 1 hora. Posteriormente las membranas fueron expuestas a 

luminol (Amersham® ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) por 15 segundos, las imágenes fueron 

obtenidas con el equipo Kodak Gel Logic 2000 Imaging System y analizadas con el programa libre ImageJ del 

Instituto Nacional de Salud de EUA [342]. 
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Obtención y cuantificación de RNA. 

Se extrajo RNA total de los cultivos celulares, así como de tejido de hígado de rata o ratón con Trizol® 

siguiendo las especificaciones del fabricante. La síntesis de cDNA se realizó con 1µg de RNA y con M-MVL 

Retrotranscriptasa (Invitrogene), como el fabricante lo indica. Posteriormente se realizó PCR tiempo real con 

Taq Man ® Master Mix, sondas TaqMan para CYP1A1 y GAPDH de rata y cyp1a1 y gapdh de ratón, siguiendo 

las instrucciones del fabricante, en un equipo RotorGene Corbett 6000. Se realizaron curvas de eficiencia para 

cada sonda con sus respectivas muestras y se determinó la expresión relativa mediante el cálculo matemático 

2-ΔCt [343]. 

 

Inmunofluorescencia en células. 

Un cultivo celular de 5x105 células fue sembrado en cajas petri de 100mm, teniendo dentro tres cubreobjetos 

de 1.5cm de diámetro. 24 horas después de su siembra, el cultivo fue tratado con 2.5µM de 5AzadC por 72 

horas, solo o en co-tratamiento con 10 µM de HAP por las últimas 48 horas de cultivo. Se trabajó con controles 

de 1.25 µL agua y 1.25 µL de DMSO por mL de medio. 10 mL de medio. A las 24 horas del último tratamiento, 

los cubreobjetos fueron traspasados a una caja de 12 pozos para su posterior manipulación. Fueron fijados 

con p-formaldehído 4% en PBS por 20’ a TA, bloqueados con solución de bloqueo (PBS-Tritón X100 0.3%-1% 

suero del animal en el que el 2°Ac está hecho), toda la noche a 4°C. Posteriormente fueron expuestos al Ac 

primario anti-5'-metilcitosina 1:1000, por toda la noche a 4°C. Después expuestos al 2°Ac AlexaFluor® 488 y 

finalmente montados en portaobjetos con Vectashield con DAPI de Vector. La fluorescencia fue detectada 

con el microscopio de fluorescencia Plympus BX51-WI y las imágenes resultantes fueron analizadas con el 

programa libre ImageJ del Instituto Nacional de Salud de EUA [342]. 

 

Estadística 

Los datos obtenidos de los estudios de niveles de proteínas fueron comparados contra los grupos control 

mediante ANOVA de una vía y Dunnett como prueba pos-hoc para comparaciones múltiples. Los datos 

obtenidos de expresión génica, actividad enzimática e inmunofluorescencia fueron analizados mediante 

ANOVA de una vía y Tukey como prueba pos-hoc para comparaciones múltiples. La prueba Levene fue 

utilizada para determinar la homogeneidad de varianza, los datos que resultaron ser heterogéneos en 

varianza fueron sometidos a la prueba t de Welch. La significancia estadística fue establecida para una P<0.05. 

Los datos reportados en las figuras representan los promedios de experimentos en el caso de líneas celulares 

o de animales para los estudios in vivo + error estándar. Los análisis fueron realizados con el paquete 

informático SAS 9.0. 
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Absfract 

lt has becn proposcd Ihaf in the fi rst stage oC carcinogc ncsis. Ihe p rogenitor ccll Illl1y hnvc epige netics 
cha ngcs before acq uisit io n oC mulations. d riving l ile ccU to acq uire maligna n t c h:u"acterist ics. Sorne 
polycyc1ic a roma t ic hyd rocar bons (PAH) are carcinogc nic com pounds. likc benzoOuol'Cllc. bc:nzo (a ) 
pyrenc. 3-methykhola n threne. a nd 7. 12-d.imethylbenz."mthracene, which c.'ln .'liso prod uc~ s uch 
mutn t ions., Iberefore. thal e p igenet ic changcs mny be fa \'o ured in the presence of these molecules. Here, 
normru mI U,'e r e pitbelial ceO cul tu res we re exposcd in a s ub-acute way lo these selec.led PAR in o rder 
lo evruua te c h.'l ngcs in the le, 'el of prote ins invoh 'ed in the modificatio n of ~p igenelic clmogcs. such as 
~pigenetic mod ifie rs prote ins. lo s p ile Ibal tbese compounds a re' s l ructu mlly C'C'la ted. have s imila r 
mdnbolism palh,,'a ys a nd a.C'C' ligands of s.'lme nuclear reuptor. they exhibit .ti dirr~.anl p a-muta lional 
insult lo DNA. In cons«lu~nce. t he resul ts s bow Ih.'ll a l leasl BaP. BF a mi D l\ffiA modified witb a 
dirr~.C'C' nt paU~n. Ibe prolci •• In 'rls of epia~ l1etic modirICrs prot ~il1s . 

K eywonls; Polycydic iUOIn.,tiC hyw-ocarbons . G lobal DN A mcthylatiOll., DNA mcdlYluansfer-ases. Histone 
dc:acetylases, SIRTl , 5-az.., -2 -deoxycytidinc. 

Introduction 

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are anlhropogenic 
compounds found in several sources. sucb as cigaJ"C'tte smoke, 
coal taro charcoal cook~d food. to menlion a frw [I] . They 
display a wi<k rang~ of modes of acrion for toxicity. such as 
interaclion and aClivation of nuclear recq>tors, causing 
rq>rrssioo or activation of gror transcription_ Dt!spite lhat, lhey 
arr best Imown as mUlagenic and carcinogenic compolWds, 
because their m~tabohlrs producr covalent boods with DNA , 
which can becomr in fi..xed mutarions lhrough cr ll divisions 
[21- An examplr of Sl.1ch covalent boods betwren DNA and 
PAH is given by population living in industrializrd ar~as which 
prcsnlt elevatrd PAH-DNA adduct levd s in their blood 
leulcocytes [3·5] 

Previously, il bas been proposed tbat cumulative nlut;ttions will 
evenl\lallyarise 10 tbe initiating ulUtation in the progenitor ceU, 
aUowing to carcinogenesis. but even when tbe prototypical 
PAH mutagen benzo (a) pyrene (BaP) has 53 .1 x 10.8 relative 
adduel levels in nonnal buulan fibroblast cell culture exposed 
to 10 !-1M for 72 h. it acbieves as much as 0.920/. rate of 
mntation [6], wbile in ils epitbelial-mesencbymal trallSition 
mndel it takes I J,lM BaP 24 weck:s 10 present cell 
transConnation (7). Thus, altbongh DNA damage occurs fast , 
loss of cell idenlity takes montbs of e.xposure to tbe 
carcinogenic compolWd. 
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Additionally. sorne srudics provrd Ibat q>igcnet ic changes are 
acqnired by non-UlUlaled normal liSSue5 l.1nder chmncal 
cxposu~ from wruch rumor arises, such an rxample ¡s 
providt-d by mUlations in pS3. which is a markn for IlWg 
carcinogenesis [81- Establishment ofmUlalions 00 pS3 is a lale 
evenl in Iung carcinogenesis. wbil~ ONA m~thylalion changes 
are observed at early stages oC Ibis proct-ss [9]. Jt is proposed 
Ibat q>igenetic changes in a progenitor cell prece<k the 
initialing mutation (10.11 ]. Thus, efforts musl be done to 
dt-tennine changes in q>igenetic proce.sses, as well as changes 
in !he modifiers of Ibose processes, at early time e;o;:posure to 
mutagenic agents in order lO <kte:rmine how they are 
inlproving tbe establishment o f progenitor cell. 

Epigenctic processes modulate gene expression along Iife time. 
tbey are inherited, involved in tbe development of several 
diseases, and can be modulated by envirorunent (12 ). Among 
Ihe proteins that govem q>igenetic mecbanisms tbe mitin 
g ronps are DNA metbyltransfenses (DN?o.1Ts) and histone 
deacetylases (HDACs) (13] . Tbe former group is invol\'ed in 
DNA methylarion, wbich is a mode of gene regularion 
c.haracterized by methylalion at C·S posilion of cytosine in 
CpG dinuc1eotides. being a marker for eitber rec:ruil1llent Of 
prcvention of transcriplional factors as well as modifiers of 
chromatin for gene rq>ression. The latter are involved in 
h istonc <kacetylation reaclion, whicb play a crirical role in 
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fOllllll tion of a cudlfomatin statc. thcrcforc faeilitating gene 
expressioll. fldditionfllly, aSid"" fmm hi stone plOtein~, theyalso 
catalyze deacetylflt ioll leactions at oth.:-r kind of pw teUls r 14l 

ONMI s and HDACs are de>. ignmed as epigenetie modifiers by 
tlle hUllor progenitor theory. Ihis tbcory :mggests tba t tbe 
stmchu e of chromfltin sllffer~ chimpes ilt very e¡¡rly srilges in 
the cancel proce~s alld involves epi!l.enetic modularors. 
llloclitíers and medlalOrs, mther than simply lllutations as an 
initiation meehanism for eareinogenesis. Epigenetie Illodifiers 
me tho:>e proteins involved direelly in altera tion of DNA 
11lelhylatiou , chro11lalin l"e11l0del ing 01" Shl1Chu-e o f chromillin , 
sllch as UNMTs and !lUACs. These epigenetic modifiers. lay 
Ih!;;'il w.:liou s over '4'ig"-llt' li!.: llIt'diallJlS, wlul.:l! m!;;' gt'lles ur 
proleins tha1 can drive nUl10rs or it3 progenitor eells towards a 
Ileoplastie sta te. like tile insulin like growth flletor 2 or \VNI 
signaling members [1 D,n ] 

Epip.enetic modifíers ami mediatOl~ can be moolllated by 
proeesses like eellu lar sigllaling and melabolie palhways. 
wh ieh are classified as epigenetie modula!Ol"s. exml1ples are 
(1.'5'1 aun RAS ~ign l1liug Tl1 arlrl iliml, ecl ln lar ~tiltlt~ , likc 
inflmmuation, oxidanl ~ Iless Ol" in1U1Y by environmelltal 
chemicals, biological and pbysical agents, can atleet the action 
of ep igenerie llloditlers and modula tors [10.13]. Ihus. the 
present shldy aimed 10 pmflie protein level changes of seleeted 
epigE"net;c modifiers I1 fter exposme tn fom selected PAR 
compounds 

To aUlhl;!ss O lll ¡.¡ illl , \Ve sd t''.: loo [OIU well U lOWIl PAH 

earelllogens dial hCl\'e been studied thoroughly for several 
yeal'3. BaP. 3-mcthylcholanthrene (3Me). dimethylbenz (a) 
anthrac.ene (D:\IDA), and hE"llZOflllOrE"ne (Br ) IheS<' 
compounds ¡ue c1assieal subsh'ates and inducers of cytochrome 
P450 1;!1lL)'lHt'S (Ci.'"P). pmlil.: lIl¡.¡r ly lhe iso[ol1uS CYP IBI ¡.¡u d 
CYP IAl [15 ]. whieh in nun generale h ighly reactive 
metllbolites. whieh react witb proteins and ONA. lcading to 
11lllTapenes;s m)(i care ; nogE"ne~ i s [ 16] Tn additiOll lo Ihese 
eHeets. they are e"trop.enic compollnds. modulators of cell 
r.:ydl;!, plOlil¡"ra(iolJ ¡.¡mi ewu luodul¡.¡ (ors of allgi o!:!I;! Il!;;'~ i ~ 

[17-20]. 

Some stndiE"s condneren in cancerons cel l cll1tme.~ .~hmved Ih¡¡1 
UaP cau modify UNA me-Ihylation and proreill levels of 
Om.fT~. AllhOllgh diU¡"rl;!ul lHl;! r.:halli~llls 01' adiou wt're 
s lIggt's lt'd. ONA hYPOIll!;;'lhylaliou \~as a '.:ouslmlt les lli l alllou g 
those sttldies. while the effeet 01' BaP OYe!: D Nl\fTs protein 
le\'el W1B nol the ~me mllong Iho se shldies [2 1,22]. AChmlly. 
it is proposed thar cancer cells exh ibited .voba1 UNA 
hYPOIll!;;'lhylaliou al !;;'arly u l1lIagt'lvr.:an:illog!;;'U ex.}JOs lue [23] . 
thus, experimental smdies musI be perfon lled in non -cancerous 
eells in order to deten llinc early epigelletie chmlges by 
carc;uogE1lic e011lpOlln rl.~ in cell s ,vi¡h an ep igenoll1e Ilearly 
unaltered . 'l1len, lo reaeh ou.r experimental pur pose", we ehose 
the normal mI liver cell line C9 (C9 cells) because il is 
metabolieally active and have simiku epigenetie sta tus 10 
ileptltoC}l es primary eulmres [24] . 11m-e are very few reports 
addressing ¡he PAR e tTect .~ 011 nNl'vfT~, Hn ACs, Ol any other 
eplp.enetic modiiier prorein iu bepatie eells. ludirect studies 
haw Ueeu }Jt'r io l1Hed to lllake a rdaliouship Uehwt'u PAH 
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exposurc and DNA mcthylation ehange s in spccitle genes sllch 
as c-Myc prolo -oncogeue and H..1¿"'SFIA hunor suppressor 
p.elle, which me illvolved in hllman h.:-patocellular carcllloma 
(HCC) es lab1 i ~LlIl!;;,Il I. lu Ihis ,,:dlulal lllod lo!! . c-.\fl ·c IS 
overexpres>.ed aceording to its DNA hypomethylation . while 
RRSSFl A mRNA fl nd prolcin arc iuver.;c1y rc1fl1e d to i l ~ nNA 
h}1)E1ll1ethylil1ion , and rhose condi ¡ion~ are rel aten. w irh ¡he 
increase oi PAH-adduds 125-271 . [u anolher hand. a study 
condueted in 111l1t1ne hepatoll1.'l canee!: eells exposed to 2. 3. 7. 
8-tetraeh10rodibellzo-p -dioxin (TCDO) showed tha! Ibis 
c01nponnd induces ryp!f/f promo ter nNA hypomethylarioll, 
consequently TCDD lllcreases gene expression of Ibis 
eyroclu ome 3 lo 5 times in subsequellt dioxin exposu.res. 
SlIlv risillgly. Ihe ONA delllt'lhylalioll uf !lIt' (-)'p1o ] }Jwllloler 
by TCOD requn-ed Ihe reemilment o f tbe epigenerie modifiers 
proteins I el2 rnld Tet3. whieh me enzyme s involved in Aetiye 
UNA deme1hylalion achieved tlllOUgh the couvel"sion of 5-
metbyl p.rou p of CpG into bydwxymethyl mOlety tha l is 
recognized by thYlll.idine D1'A glyeosyltlse, base exeision 
repaiI. and liten replaeed witb anlmaltered eytosine [28]. rhese 
smrlies ;;;llppO!"T rhe hypnlhe~i~ Ilml "PAHs are ahl e lo dlllngc 
epi.ll:enetic modifiers proteins confelTUl.¡¡ a eeH enVlfOllluelll 
slli table ior the eSlablishmem of neopbstie cell. 

As \Vas reponed fOl" BaP in eaneerolls eeH 1l10dels. 3tvIC wa s 
also able to Cllter ONMIl protein level tlnd D1'1\ methylation. 
hnr in a nl1lltislage monel for lnng carcinogenesis [29 .30] 
111m. we seleeled tbe DNMI prorein mnuly to be protl led 
aHt'r C9 cd1 1.:1Ilt llre eX]X!SIU'1;! to BaP. BF, 3:\-IC ¡.¡ud D l\"IBA. 
.. Ve also detelm ined if Ihe protein levels o f Ihese epigenerie 
1l10difiers can be tnmslntcd into altcration of globAl DNA 
melhylalioll, which was detenllined 1.1(/ delection of the 
inulllUlofluorescence mark tor 5-methylcy1os111e. 

Ibe otber llL.'l in grollp of enzymes belongillg 10 the epigenerie 
1l10difiers group Are HDACs. Tiley IlflVC been implicated in the 
DN.1,. dmllilge response, hOl1lologolls reeol1lhinalion and 
c1u omatin illlep:rity P ll 1llcrea ~ed activ ity of the~e eJ.uymes 
may allow loss of acetylation. parllcularly loss oi f!.lobal 
monooeetylatioll al histone ·1. which is COUUllon in human 
tumor eells [23 ]. Furthen llore. i1l vilro and ill vivo studies 
repo rlerl ehange.~ in HDAC I 11/10. HADC 2 prorein leveh after 
exposure 10 cigarette smoke and 3MC [32,33]; ¡¡lso, even when 
the s llldit's \Wle uo l rda(t'd lo PAH !;;,x}JOsl1le, ht'pa lic lUodd s 
Imw bt'~u s l lldi~d (o fiud (h~ 101t' lhal HDACs are playiug: iu 

liver enneer proeess. From those sttldies. HOAC L 2 . 3. 5. 6 
were fOllnd lo he involv oo in anti-apoplotic and proliferative 
processes in liver cancer c.ell Iines P 4-4Jl r1lel"efore-, we 
sdt'u!;;'d ~olue IIDAC plOl~ius lo be pw1il~ <tftel C9 I.:I;!II 
exposure 10 Ihe four se1ected PAH mutageJ.1S 

1\1aterials alld l\-Iethods 

Rf:'agf:'n(!; ¡flllJ ;Illtíbutlif:'.)· 

T(11)sin , nimethyl mlfoxide (DMSO), RaP, ::!~·rc, D\1RA, RF, 
S-flza -2-deoxycytidine (5AzadC), was oblained frO lll Sigma 
A llh:h CO. (SI. LOlllS. MO. USA) Ak ... a HUOl 488~ 
seeondaly rnlt ibody \Vas tlequired from h lvitrogen-Life 
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Sub-acufe exposrtrr efféct C!f sdccf(,d po"'c_vcfic afVlIUl f;c In drocarbons a l! profeill ¡el'e/s of ep ig l'lra ;c IIlOdifin os ;11 

/lO/l -cn/lccrolls licp mic lIIodcl 

Technologies (San Francisco, CA. USA) , Antibodies against 
CYP 1Bl. DNMIl . DN1H 3a. HDAC I. HDAC2, HDAC3 and 
HDAC4 W~l~ vun:ha~ed [WlIl Saula CIlIL Bioled lllology h l'.:. 
(Dalias, IX, USA). AUlibolly al,miusl DNM T3b aml SIRTl 
was obtained from Abcam (San FIancisco, CA, USA). 
.AuliboJ y a,llaim l GAPDH \Nas ublaiH~J [WllI G~lI~T~x (Ilviu, 
CA, USA) HRP-conJllgakd anlibody ap.ainst rahhi¡ wa ~ 

acql1lIoo ±:r:om Mill ipore (Billerica o 11A_ lISA)_ D11 1kcc.o'~ 

modifíed Eap.le media (D:\1EM) ami antibiotic-anli·mycolic 
wele o btained from Gibco-Llfe 'led lllologies (San h ancisco, 
CA, LSA)_ l{a¡ Iiver epithelial cell line Clone 9, CRL-14:;lJ , 
was sllppliecl hy ATCC (Manilssils, VA , US A) Fetil l hovine 
sen Ull (FRS) WilS Imrchilsecl frOlll RyProcluctos (Ci\1i1 rlalilj il ril , 
Jalisco, Mcxico). 

Celf culture 

\Ve selected Ihe nOlU1I11 rat liver epithelial cellline Clone lJ (C9 
cells) as a lepresenlallve cell ¡¡ue of nOl1nal rat hepatoco}'les 
eel k e9 eells were gl'Own in n M El\,f sllpplementecl with 10%, 

FRS and 0_1 % anlihi mic-ilntimyeotic lit 3re 11Ilcl :'1% en 2- '5 x 
10.5 C9 cclls were pifltcd at dilntion 1:10 in 100 mm petr i 
disbes . media was renewcd ever)' 3 d. 100%, eonflnC1lce cells 
wele hruvesred witil 0.25% uypsiu-I mM EDIA AlI 
expcrimcnts were pcrfonncd aIkl" five passagcs o f rhe C9 cd ls. 
Experimental treatmellls weJe perfollned by plming 5 x lW e9 
eells on l OO-mm petri dishes m i : I O dilulion with dnily media 
ch:lIlges. The P.tU1 compOlmds were dissolved in 0 .1% viv 
DYISO and final eoncentralions of 10 1 ,[ were added 10 media 
c lllt llr~ aftel 48 !J of C9 ..:ells plalillg allll cOlllllllled [m 48 h 
wit!J llledia rl;!new<ll I;!a '.:h 24 h. 0 , I % DMSO was lI~ed as 
vehi"Je cOlllrol. C9 cd h ach ieved - 100% l'oufiuellCI;! at the elld 
of lr~a l lllell l s . 

To have a positive control for DNA hypomethylation amI lo 
oelennine lhat changes in UNMTs ano UNA methylalion were 
relaled, we illcllldeo an experi.menl where C9 cells were 
exposed lo Ihe DNMTs inhih itor S-aza-2-deoxycytidine l42J 
0 _"\ pM of this C<11np01l110 WilS ilooed ;nto medill after 24 h of 
(' ') cells pl atill8 fl11d continned for 72 h, alone 01" ;n 
combinarion \Vith Bar tor lasl 48 h . At the end ot the e:-.:posure 
lime, C9 eells were hll rvesterl linO. slnren il l -I'I O"C fOl" flltme 
analysis or proccsscd al the moment for protein and 
imnmnoflllore5ecnce assnys . TIle reslllts represent rhe avcrage 
of 3 to 6 independent assnys. 

2'\ )lg of 101:11 e9 cell lysale proleins were rew lveo. llSi ng a 
7 _"\% POlYilclylmnicle gel 1lllcler o.emhlfed cnncli tiolls_ Resolverl 
protClllS werc transfem:d to a llitroecllulosc mcmbnlllc at 250 
mA for 3 h at 4°C. Membrallcs were blockcd with 3% miv 
BSA-TBS t'Or 2 h al 4°C, exposed ro primary antibodies at 
1:500 dilulioll in 0 .1% m/v BSA-TBS ovel1lighl al 4°C, and 
secondaty anlibodies al 1:10000 di1mion in 0.1% m/ v BS.'\.
TBS at room lempemlme l'Or 1 h [-13). To detecI Ihe protein of 

liio /lle '! Res 2U,'8 Vofll/llc 21.) h n /c 12 

i11 tereS!, memhranes were eXlhlsed to Am~rsham n I F.CT, Prime 
\VesreJ11 Rlon ing fJetecrion Hellge11t Digitll l illl ll ges \Vere 

obta ill~J wilh a Kü<bk GI;!I LOgil' 200 Illla glll)l Sys t~lll allJ 
aualyzoo with Ih!;! ~TI-I lIuagd ~oftwar~ plO)lralll [44]. 

$m C JmmunoDuoresl:en ce 

Imnmnofluol"eseence (IF) assnys were perfonned [15 rep:Hted 
by Liu et al. [-'1 5). Briefly, C9 cells were fL\:ed iOl" 5 min with 
1\ % para fonllaldehyde, penneabilized \Virh 0.5% Triton-PBS, 
auJ b lol'k~ll with 15% [()~I al wbbil Sl;!fl1U1. la t~r, C9 cdls w!;!r~ 

exposed lo mouse :mli1xJdies <lg:ainst 5mC o\'em igbt at 4°C. 

Aft~r lh is, C9 cdls w~e ~xpos~J lo mblJil Al l;!xa FlUOl® 488 
<lnti-mom e mllibodies al room temperahu-e tOI 2: h, <lnd 
mounted on ¡;¡ lass slides \Vidl DAPI-VectaShield (Vector 
Labomtories, Dm lingame , CA, liSA) f1uorescenc.e was 
detecled Il ~ ing a tlllore;<;ceuce llllcrosc,ope Olympus n XS I ·\Vl 
l\'l icmseope lin O. mlfl ly7eo. wi lh ~ I I I Imll ge.l SOftWIlIl' progralll 

[441 

S(;JtíslicaJ .1na~ysís 

Data obtained from ima,lI.e allalysis of iUllHlUloblots fOl eacb 
Irealment w~s compared a¡;r.aiust vehid e cOlltrol llsing oue-w fly 
ANO\'A aud DUll.llett 's nmltiple l'onl()ll!ÚOllS as post hoc test 

fJ:1ta ohl:1i necl fmm imlllnllofl nOle.'>Cence Ib S:1}'S were Ilnaly7.ecl 
hy c0111p;'1r;ng each tr ealTnent :1gilins t each other hy one-wfly 
A N( ) VA ilnd 'I llkey's 1ll11ltiple cmnpllloi ~ons a.~ po., t hoe le.~t 

DatA reporlcd in figures are the mean ± standard CITor. 
Stat istical signifi cance \vas established to be P<0 ,05. A . .naly~s 
wcrc pcrfonncd with SAS 9.0. 

Results 

To ~ \'ahml l;! thl;! ~pigl;!l1e lic plOfile oflh~ P.,\.Jf C\Jl11pOllllJ~ III ¡m 

;/1 ¡:i!r() lI\Jl1-Calll't'wu~ muJ el we d lüse tll!;! 110 111111 1 hve¡ 
~p ilhdia l o.:ell lil1~ C9. III lhis ¡lltxld, IV !;! Je l~lllli.l1ed Ihal lhe 
P.tU1 compollllos sel{"('ted ",ele not cytolOxic at concen tralions 
below 50 ~IM. 

Da.sed on dus and on similar ~nldies where conc.elltrations o l" 
2 .') lo 40 JIM of Ihese PAII \Vere 1l~0 [21 ,22], \Ve o.ecirleo to 
expose ( 09 ee ll cnltnre to 10 )IM each PAI I comlhlllnd to r 4X h 

To Ilssess the plOtE' in plOfi lE' lE'vel of n NMT plOtE' ilh after 
cxposure to BE BaP, 3MC and D~BA, \Ve detelTIllncd protcin 
lcvels of DN~T 1. DNMBa and DmH3b in total ceH 
prolein. 

Figur e lA-IC ShOW5 that only BF and BaP signifienntly 
increased Ihe protein level of D;>¡MTl enzyme but at difierent 
extelll. 

Figur e 1D shows that Ihe protein level of D;>¡MT3a in lhe 
pr l;!sm'.: !;! of ead l PAH J iJ Hui ~x}¡ib i l ~ t ll !isl ical diIT~rl'llo.:e fW 111 
couu-ol, whil~ lh~ pw leiu levd o[ DNThBb \\'a ~ siJllli li '.:all lly 
J imiHishl'J aftl'l ~XpoSl1TI;! lu BF, as Figlll-l' l E shows . 
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"igure l. (A -E) D NA IIINhl'I"Yllrsferase prolci/,' Icve! ~ficr R1H 
·haflenge ,'l/normal ro, li ."t'I cen lille C9. C9 ce.'il U",." Ir"ar"d 48/r 
,.!lh ! O ¡u..f of eac/¡ PAH compormd, and l"¡rl¡ 0.1 % DMSO jbl1·eliic/e 
-omml e:"lperimenrs. Ol/ce rile lrea/menl jil1islled, 10lal prrHe:1/ h"(lS 
,brai¡¡ed, e.'eé"(¡-op}/Orer.'cal.~1' f eparated /fl/der !/OII-denamriilg 
·olldifions (/1/.1 lram/erred .'lIto l/irroccl/lIlose 11Il'lIibmllc. For 
IJllmIl.'OMOI, ,'!¡eh 'IIf'lIIbrmw u·as· ",poled 10 amibodi"l agailll/ 

7YP1Bl (pane! Bj, DK\fTI ¡pmre/ C), DNMT3a (panel D ), D.I'f.\1T3b 
pal/tI E) a¡ld GAPDH T/;e histogralllf !'epreseI1l1lle ¡'Ieall ofm leas( 
¡ il/dependel/:! experilllellts (md :ile error bar conl?sponds /O 1./1(' 
Imldard errol' o)" tilt meall. i'a',eí _1 fs (11/ i!ll(lge ai'rollgeme.'l/ o)" 
"'pre.\'?I I/anre imlll lllll-'/¡¡'tJ.'.\ '-'/Jlaillf'Af fm' " ",'h jJlol,'in in F",-II 

1eam/C'III. *Treafll/C'/Ij slmisriC(lj~\" d¡fferC'n:fiolli cOlmoj W;¡i! P <.0.05. 

IDAC proteins family are divided into 4 c1asses, Ihus, \Ve 
d el' led HDACl , HDAC2 ilud HDAC] tio m d ass 1 HDAC s, 
1l>AC4 from class 11, alld SIl~TI from d ass 11 1, ro ddennine 
Iteil prolein l~wl profile afte r C9 eeH eulrme exposure ro BaP, 
}F, DMBA. aud 3:\1C. 

: i~mles lA lo 2D show Iha! 1I01le of Ihe <! v<lhml~d PAH 
tT~cterl Ihe protein l~v~ls of HI>AC 1, HDAC2 ilmi HI>ACl, 
\fhereas Figure 2E sbo\Vs Iha! HDAe4 \Vas signifieantIy 
m:reased afi~r exposme lo BF and BaP. Figure 2F shows thar 
;IRT I was sipnitlcalllly increased by BaP il lld D:\1BA, and BF 
Ilcreased Ll althollg}l \vitbol1t slaüstical difference trom 
ontml 

imnmarizing, among the Dmns, D:-lMTI \WIS modulat~d 

vilh si¡ .. uú [¡.,;ance uy BF aud BaP. llilJ DKMT3u was 
limillished by BF. AmOlle, HDACs lesled, HDAC 4 aud SIRTl 
\fele modulllled; HDAC4 was inereasetl by HF ¡¡nd H¡¡ I'; ¡¡nd 
:JRT 1 wa!"> inereased by the BaP and DMBA. 

Jnde .. ¡he eondirions of rhis stuc1y. resulrs suggesred rhar BF 
lid BaP han- major ::tTeets on the modularion 01' epi2ellelie 
Iloditíers bein g DNMTl , IlDAC4 and SIRTl llp-reglllated 
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FigUTfl 2 t::-l -F) Histo//i? deai'e<:r .'m" l PIUlÓ" .'e l· .. 1 aft",. P-lH 
dlo1l!ellgíJ iilllQriI/a1 !i\ ·er ceil lilw C9. C-Y celis " ·cre IremC!dfor 48 h 
wilh lO ¡,Al caeh PAif compollnd. (1.'1.1 0.1% DMSO m· l·e/l/ele 
COII I.'-oI. L ater, lOlai pro:c,'1I lI"ns obraillCd, ell'crropl/Orl'lica..'Ú· 
feparaled 1,lIda ¡/OII -del/all,rmg cOl/dl/iom alld :rmisferi-ed ililo 
"i" Dedil/lo!c ",,,ml,,wlt'. FOl" i!llIIltIllObiof, eael: membrane ,,·m 
C',ypo5ed ro anribodies agai'¡SI HDACl (palie! Ej, HDAC2 (pm¡ej Cj, 

rmA(""'/ (panel n ). "nA(""4 (palie! rv mid sm.Tl (1'(1/,..:1 FI . Fad, 
/¡islogrrt/l! repreSf ll!S (he meall of (1/ .'easl fOl,r upfl""ime/l/s mul 
ftandaro error /x;rs l 'al1e! A is Gil fmage eOjl/posffioll of 
'l'jlfl' I"f'JI/n / il"i' imlllrilwb{o/l· ob,·l/i fled fur CI/[}, l'rolei/l i/l el/eh 
/rea/mclI/. ' T1('anl/C'1I/ staliMical/1' durC'rC'lI/fiolll co/!/ro,' 1I·;1¡"¡ P <· 0.05, 

BaP as the prototypical eompolmd of the PAH ehemieal grOllp, 
il is lhe m usl s lllJied <lml \Vdl kIlow PAH i.:OlllVO Ulld . 
('olheqllellt ly, we rleeid~d to eVfl lllille globil lll NA methylatioll 
in e9 ccHs afier exposlU"C lo BaP 10 explorc whelhcr thc 
ehanges on DNMT! prolein le\"els by rhis PAH are lJanslating 
in changes on DNA merhylalion. To address rhis aim we 
employed salIle sehellle of Il"eatment ol" llaP as in tbe protiling 
of ep igell~ tic modifi ers prote in leve l, illld sigll :l ! il1tells1ty fOl" 
5mC amibody conjug:l ted wirh Alexa 488 was evalnoted. 
Figure 3A shows Ihal Ihe C9 eeH culture exposure ro BaP 
di~played a ~tati.sliea l1y Blobal DNA hYPJlllelhylatiúll slate am! 
lhis change in DNA medlylation, ilS r igure :m shows. The 
DNA hypomelhylation rcslIlting fl"Om exposure of e9 eel!;' lo 
BaP does not agree wirh DNMTs proleill levels oblained afler 
PAH exposme. Tlms , to obrain more insight of lhese data, we 
evaluatoo lhe global DNA methylalioll after 72 11 C9 eeH 
cultme expOSl1le 10 SAzaclC , a DNMTs illlubitor. Likewi~e . we 
wondercd if D:-lMTs inhibition by 5AwdC eouId be Affectcd 
by the increased protein levels of DNMTI dlle to BaP 
exposure, ueiu¡.! rd1ec l ~d UH DNA llIellrylaliuH. Tht'u, \w vre
lfealed C9 eeH culture 24 h with 5AzadC and tbis exposure 
was continlled for 4:-: h hy SA7.ildC in co-tTeahne1l1 wirh Hal ' 
From rbis experimClltAI designo \Ve obtaincd tbal expo!">urc lo 
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Srlb - I1Cll fe c.rposll re cfféc f oI sc{ccfed polvcrclic nromafic hwirocl1rboll s 0 11 profl'ÍJI {t' l ,ds O} Cpi8l'lIefic IlIodifie rs iJl 
1/01l -Cnllccrolls {¡cp arie lIIodcf 

5li.zooC aehieved low levels of global D;>¡A methylation and 
they were not stati5tieally different fmm that obtaincd afler 
BaP tl'eatrnent rhe sruue \Vas obtained \Vith C9 eell culture 
exposure to 5Azade -BaP eombination. 

Al 

Figure 3 G.'vbill DN.,f me¡h.vlwiufI i.! lIum!!,1 m i lil 'U epi/lidio¡' celh 
("9 Ir ffl7/ed " 'i7I, RaP. 5A :ar!(" .-:imte ami in .o-n"l'n.'lJJerrf 11";//1 rJaP. (A) 

5!11C lIIark 1l"as \ 'islial i: cd by irwllIl'1ofluol"!'.\cC/!CC in C9 cclls c.xposcd 
/ur 48 h IU i O ¡¡lo! BOIP or 0.1% D.\1S0, /tI \·/'hic..le ('ul/lrol, 7] it Iu 0.5 
JIM 5A: adC p l lls 0.1% D .\1S0, (l/id r;le combiua!oria ,' neat!llem 
5A: adC-8'rP; fE, Tite ile,'gil¡ o/ ilistcg/'ai/Is compares ¡he ¡//tensin' 
lit,tal o/5mC amibO<~\I conjugaled 11 ¡ti .. Alexa<tJ488 nhibired b.1 eaelt 
Ircatme!ll and ai/a~v:td \fUh JIII'IgeJ. l:;ac/: bar rcpresellis ¡he II/ean ~l 
ICI/ .,1eids a/l1 5/aildmd error. 1ko indcjX'lIdciIT experimellls 1l"cre 
perjo!7lted. 'Starill;cal dt(feH'IIce agaim r comml ... .'11t P< íJ. OS 

Discussion 

1'1lere is lllU Cb knowled~e abollt ml.1tagenic propel1ies of PAlls 
¡¡ud no", 1I i50 known thal lllllt¡¡ tion ¡s a lale event in the proce5os 
caUt'd imlialioIl of careinogene-; i5o [1l ]. 1t has been proposed that 
cancer ¡¡rises alonp. tluee slep» : <! pip.ell<!tic dism ptioll of 
prop.enitor eelh, initiatinp. lllutation, ami .~enetic ami epip.enetic 
p la~ lic i l y [1 3]. nl~refore , c¡uc illog~llic !.:Ulll(Jüllllds, such ¡¡~ 

PARs. may have a role in Ihe epigenelic dis11lprion of 
progeniror eells before rhe establishment of key nmtatiollS. It is 
of Olll" intere5t ro know whethel" seleeted PAR eompounds llli1y 
exhibit epigenetic dismplion propelties at early time flfter Iheir 
exposure . l be huuor progenitor theo1Y also proposes the 
involvement of epigenetic modifiers. modulators and medimors 
as plilycrs in tbe process of earcinogenesi3. Amollg the main 
cpigcnetic modifiers are two familics of prolei1l3. D~rr3 and 
HOACs [ n ] 

hl eukaryoles, UNM'l family incllldes three proleins: tbe de 
novo UNMT:1 a 11 ud UNMnb, \\"hieh are involved in the 
methylation 01" llll-metllylated DNA; and the de no\'o ami 
mainlenanee DNMTl t1lf1t is involved in DNA methylation of 
hemi-methylat<! d DNA, tbus perpetua les DNA methylation 
marh alter eaeh cd l eycle 146 1 

TIlere is evidell!.:e Ihal DN1\'1T~ pWleiu l~vels ale fret¡ llelll1y 
inereased in human nIDlOrs [,17-50]. and also it was ob5erved a 
progl"essive illcrease of protein levels of DN\1Tl and 
DNMn a <l long IUllg enreinogenesi5 induclioll by 3MCI 
dierh~l}inosamine [29]. <lS well as progressive loss of global 
DNA methylation (30]. Thcrcfore, wc cxplore wbetber fonr 
sclected PAR can altel" thc protein lc\'eh of DN1U s in a non-
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enneelOUs model. Onr results show fhat PAH modulate DNMIs 
plOteinlcvc1s in a differential extelll: they increased the protein 
levels of DNMIl . but only BF and BaP achieved stntisrieal 
signifieanec. r he increase of DNMTl protein lcvd s afier BF 
ilno BaP m~a I11le1lT ohlained in this smdy c(lnld he fI re.' ponse lo 
DNA damil~e n.ne lo lIle ileCll1l11l1il lion of ce11 s in philse S of 
('.e1l ('.yde in order ro repair lhe dalllage in DNA produ('.ed [51] 

Anotht'r explammon for the lIlcrea~e of Dh MTl in C Y cell 
cultme afte. expoSlU"e to BaP and BF is piv<!1l by tbe results 
fHJIll ¡¡ sllIdy coudud ell iu HeL¡¡ cdl l' uhlm~ expo~d lo B¡¡P. Iu 
ILis :; luJ y was fouud Iba! Ihi:; COlllpolllld VWlllOt~ s Ih~ 

d~sllUdioll o[ lhe ;>¡- l~nllllm l pOlliou of D~rr l whid l 
Vle\·ellIS il lO go lo VHJ le<lsolll~ deglaualiou [9,52]. TIli:; I~au liS 

to ¡hink rhm the inerense of DNMII protein levels by BF aud 
BaP aloo eould be related lo Ihe accllllmi<ltion of Ihis prolein 
dlle to tbe prevelltion of its degradmion. but this marter remains 
to be resolved lhrough more studie5 in non-eaneel"Oll:i cells as 
\Vdl as in initiation stage of earc inogcnesis. 

As \Ve meutionen. hefore, loss of D"'JA methylation \Vas a 1.~o 

reporlen. as an em'ly e\'eul in the carcinogenesis nmlristage 
Illodel , tllerefore, \Ve delenninen. tlle glohal ONA melh)'lation 
stiltll.~ of Ihe uonnal rll l ¡iver ht'p:nocyle C 9 ee 11 cllltm e aft t'T 
expo~\1I"e to tiaP l be reslllts ~how thal th t' exposme to this 
('.ompol.1nd lead50 to tbe loss of global UNA methylation, \Vhi('.h 
a~ree~ \V itll sttldles in cancer plOp.ression models where ú milar 
ob¡;ervations were nu de 129,30,53-56 1. 1 he tact thal BaP 
exhibils a global DNA hypolllelhyl¡¡ lioll erre~ 1 III 1l0 U

eaneelOUS cells sU'ongly Sllppolt S the idea tbat epigenerie 
dismption would hawen at inirial stages of earelllOgenesis 
developmelll. 

Additionally. global D;>¡A hypomerhylation exhibited by BaP 
eould be a l"e ~'ult from DNA dmuage response beeal1se it is 
kuown rhat poly (ADP-libose) (PAR) moiery is incrcased 
dming tbi3 evcnt and thi5 moiety is also an inbibitor of 
DNMT I cillll lytic aetivily eitller as a fTee moleellle or by 
hiuding lo poly (A OP-li hose) polymerilse 1 (PARP 1) [.'\7] 
SOllle stl.1dies ('.ondl.1 c.ted in 1611ll.EC ('ells showed thal global 
I>NA h}1)()1l1elhylaTl ffil inollced hy Ila l-' is relaterl lo inereased 
leveh of PAR [22 ,S!co: ]. Also, as \Ve mentioned befare, loss of 
UNA methylation at local re~ions in spe-cific gent's, slIch as 
ollcop.enic c-Mrc p.<!n <! or xenobiútic metabol izin~ cl'plal 

.llene) whieh DNA hypo-methylaled ~tams IS related with 
expoSUle lO B¡¡P lUid. a l leas! [m lhe l¡¡sl g:ell~ co uld be lhe W¡¡y 
BaP is dtiviug Ihe los~ of ll1e lhy l lllOi,"lie ~ 0 11 DNA, is thw lIgh 
passive DNA dernethylation eonducted by 1et2 and Tet3 
epigenetie modi t1 er~ [28]. TIten, even when other mechanisms 
allow the inel"ease of DNMTl protein levels, Ihis sugge:its thm 
DNA hypomelhylmioll by PAHs would be n general 
rnechnnism for this kind of eompOllllds whieh is displayed m 
early time exposlUe aud tbat 15 mflintaincd along 
earcinogene:iis progn.'Ss10u. 

Sinee PAH trealmt'nts re.~ll l l in tht' increasing of ONMT I 
protein levd s as well as glooal UNA hypomethylation, we 
decided to explore how global U_'IIA Illethylation beha\"e-; in 
C9 eells afte. a cllallenp.<! \Vitll an inhibilor of DN1\U s and a 
PAH eompolllld 111 the 50ame time 5-aza-2-deoxycytidine 
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(5AzadC) was cbosen as Ol\:J\1Ts inbibitOl' [42.5 9] Its effeel 
almu' W:'IS testerl :'I nri , as expected, it significantly dimini shed 
Ibe lcvcls of global DNA rnctbylalion. fr.. addition. even wben 
our results showoo IIml BaP increascr. Ibe prolein Icvd of 
Dm ·[T 1. lUlder our experimenml eondirions. tbis compOlUld 
did nol change Ibe level of DNA melhylmion ncbieved by 
5AzadC. suggesring Ihar rhis PAH also promoles rbe Im.s of 
DN1-ITl activity or or aels rhrougb different meehanisms 
besides global loss of DNA merhylalion. probably Ihrougb a 
pl1ssiw DNA ll!! -IlIt~ l hyll1 liuu [28]. 

Th~ ulh~I illlvullalll JllUlIP of !!viJl~m,lic lllLXti li~IS vrul!! im is 
Ibe HOAC fiUllily, wbicb is camprised af 4 p.rallps oí" enzymes: 
p.IUUp 1:. HDAC 1, 2, 3 and 8; p.roup 2) HOAC 4-7, 9 and 10; 
group 3) Sil"h1Ím (SIRI) 1-7, elassifi ed into 4 p:rOllpS: and 
group 4) IIDAC 11 [60,611- They are p:rouped based Oll tbeir 
calalytic mechani.'illl silllilarities : ~oups 1, 2 alld 4 are zinc
d~pelldenl ¡¡midohyrlrol:'lse.'i, whlle grOl lp .1 is :'1 NA IH
d~pelldenl (Ieacety lase aclivity 

Canccr cd ls cxbibit loss of aectylalion of bislOnc residues 
[25.41.61.62]. wbieb in IU11l suggcsts Ihat hislone dcacelylases 
must be over-cxprcssed in thC3C kind of ceUs . In addition. 
several eaneer types exhibils over-expre:ision of HDACs. :iueb 
i" the cnse of proslale. gaslrie. colon. liver eaneers [41.61] 
wbieh over-express HDACl [63]. HDAC2 [6-1 -66] and 
HDAC3 [67]. Over-expression of HDACs pl"01ein levels wiU 
result in inereased eell proliferalion. loss of differemiation and 
evasion of apoplosis [61,62 ], feanues thal impro\'e an inilialed 
c~U [o beCOlll~ a llllllor L~ll. nl~l.I , if s illc~ Ib~ b~.Ililllllll:.z of I h~ 
eXVUSlll'~ to a PAH I.IIllIH.Il~1.I il is lIlOdi[yil.l .\.l lh~ HDAC Vro ( ~ills 

Ibal atlecl ~veral celllllar pathways, ~\l ch as DNA (hUlla p.e 
repair, lhen il can atIecl Ibe cd l ellvitollmenl to.- acquisition ol" 
Ibe atoremelltiolled tealmes. 

Cla.,>s 1, [1 and 11 1 H[)ACs llave heen i lllphc~ ted. 11\ Ihe I>NA 
dalllage response, hOllw logolls reeolll hiniltioll ¡¡nd chmlllfllin 
integrity [31 ]. thus \Ve wondered whelher Ihese prolcins [U'e 
affected after a sub-aeme challenge with BF. Bar . 3MC and 
DMBA. whieh me plOtllolcrs 01' DNA repair due lo tbcir 
eovalcnlly binding lo DNA. \Ve evalualed the protein lcvcls 01' 
HDACI , HDAC2 and HDAC3 after PAH snb-acute exposnre, 
bm none of Ihese proteins were signifi calltly altered. even 
wben previous shldies have repon ed the prolein degradatioIl 01' 
HDACI. HDAC2 :md HDAC3 after >1 b of exposure lO 
eigarene smoke in alveolar eells [32]. ano in mouse eelebrnl 
vl1sculm eudolhd ial cdls 3MC \Vas aho IepOl I~d as ,lll aJl~nl 

Ilml caus~s I Ip-r~Jl lll alioll of HDAC l [33 ]. Sludie ~ Oll Ihis 
re¡¡ard mml be done comideflll.1l. a temporal eflect o l' al leasl 
BaP and 3MC, which have been rep011ed as illducers of 
changes in protein levels of d ass I IIDAC s 

h Olll dass 11 llDACs, we. evalllated po~;s¡ble. changes 01' 

l illAt'4, r his p'0 lein ha s emerged as t ey prolein :lo r the 
lllflinlaining of the Ci2 cell cycle checkpoint [6R]. HTJ AC4 
slmtrles fro m rhe cytoplaslll lo rhe ll11clens foll owing DNA 
darnage [69]. In tbe presenl sntdy. tbis protein \Vas sigllifieanl1y 
inereased by BF and BaP. It was suggeslcd Ihat ils persislcnce 
is lillked lo IIn unsucecssfnl DNA repllir [68 ]. and also ils over
expression bas been reporled inmany eoneel types [4 1,61,70]. 
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Finally. SffiT 1 proteill levels were increased after sub-acule 
expmllle to Bar anrl DMRA . This is al1 ill triglli ng lesnlt 
becallse Ibis protcin hlls been rep0l1ed to be bolh up ano down
regulaled in canecr edls Il1ld. dile lo ils o\'cr-exprcssion in 
some nllnOl'S. il is ealled nn oneogenic protein. but for ils 
flbsenee 01' diminisbed level!; in enncel' eells il is also ealled 
hunor sllppresoor [-1 1,6 1.71 ]. The dismptioll of SIRTl leads lo 
inerensed apoptosis nfter DNA damage. altbollgh. dismption of 
its deacetyla tion capacity leads lo a higbly sensilized eells to 
S ll!!S~ dalllag<! re~poll~e [/2,i3]. nl~ illl:leaSe uf SIRTl pruleiu 
l~vd afl~I e.'\llosme (u BF, &iP ,llId DlvIBA U.lliy bl;! a 11011l.lli1 
r~spOllS~ afh,r a vruper ONA leva ir whl;!re SIRTl illCr~l1 S~s iu 
lJnler lo ~ Iabilj¿e p53 lu au illOC live sll1(e [74]. Howeleer, <lU 
chwllic stinlllli IIke PAH :"xposme -..viII tína lly lie in d isl1lptioll 
of lbe protein, Ihus, it may leild SIRTl peflllHllelltly increased 

Cundusiun 

I be obtained resulls showed rhar BE BaP. 3MC and D1\-IBA 
affecled differentially the prorein levels of Ihe epigenetic 
modiflers DN1,lTs and HDACs . Fm1henllore, exposure lo B..'lP 
leads C9 ceUs lo go 10 a glob..'ll ONA by]Xlllletbylarion state. 
even whell DNMT I levels \Vere increased. Onr resulrs show 
tbar al leasr BF and BaP are environmental aºellTs tbar alTeel 
epigenelic moditlers ar ead )' time exposure in non·eaneerolls 
ceUs. De~v a\1(1 IlllJWlIlllt r~semdl lllusl ~ llIade lo d~civlt~r 

huI\' ~arly cltauJ!es are urdl~lral~d [or [hes!! well-kllo\VU 
earcinogens. and haw these chaJl8es on DNMT l, HDAC4 alld 
SIRTl may impwve Ihe eslablishmenl of mulatiollS in rhe ceH 
hunor p"ogemtor 

Sinee h111l1:'ln heplllic r-A'~\ 'r fllui 1 ~4..SS FI A and mnlt~e 11eparic 
'.1'1',/(/1 flfe sellsitlve to IJNA melhy llll; on, il wOllld be 
in ler~sting to search if the mechanislll involveo in Iheir D:-lA 
metbylalion status is somebow relaled with Ihe changes 
lIehieved fOl DNMTl after C9 eells exposurc lo BaP. 

Also, il \Vould be inleresting 10 detenuine whelher Ihe changes 
observe<! on O1'TM 1. HDAC4 mld SIRTl prolein le\'els are 
involved with proliferation. anti-apoplolic or loss of 
differentialioll of epitbelial eeUs deriveo from liver. and if Ihey 
are prompling Ihe acqllisition 01' mutalions lhm aeeelerate 
gerting neoplaslic feamres . 

Filll1lly, SRl'.:!! hutJl l' ,lllC~I is Ih~ lllusl l'OllUUOll l:allC~r rdl1 l!!d 
with PAHs exposme, it will be w illlerestul.1l. lo determine if 
the reslllts obtained in Ihis hepatic model also wiU be oblained 
in nonnal lllng epitheJial edls 
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