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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,



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.



2.1. Resumen

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son contaminantes ambientales a los cuales estamos
expuestos diariamente, causando toxicidad crénica. Dicha toxicidad estd relacionada con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, cerebrales, pulmonares, asi como cdncer. Los metabolitos producidos ante
la biotransformacién de los HAPs promueven cambios en el ambiente celular que conducen a estrés oxidante,
apoptosis, dafio al DNA, reparacién del DNA, arresto celular, y mutaciones.

La exposicion a HAPs conduce a cambios en la expresién de diversas proteinas, entre ellas, aquellas
involucradas en el metabolismo de estos HAPs. Citocromo P450 1A1 (CYP1A1) es una de las proteinas
fuertemente inducida por los HAPs a través de su union al receptor de aril hidrocarburos (AHR) y su posterior
interaccion con los sitios de unién de este receptor en la regidn regulatoria del gen de CYP1A1. La secuencia
de unién de AHR contiene un dinucledtido 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 dafio al
DNA inducido por la exposicion a HAPs conduce al establecimiento de mutaciones, un evento tardio en la
toxicidad generada por estos compuestos.

En el estudio del desarrollo del cdncer se habia establecido que este proceso se da en tres pasos: iniciacion,
promocién y progresion, la iniciacién esta basada en el establecimiento de mutaciones en genes clave y por
tanto un evento irreversible. Esta teoria ha cambiado recientemente a una nueva teoria de tres pasos que
incluye: disrupcion epigenética de células progenitoras, establecimiento de la mutacién iniciadora, vy
plasticidad genética y epigenética. La disrupcion epigenética de las células progenitoras esta dada por
modificadores epigenéticos, los cuales ejercen su accién bajo interaccidon directa con el epigenoma;
mediadores epigenéticos, los cuales son los genes o proteinas blanco de los modificadores epigenéticos; y los
moduladores epigenéticos, los cuales son genes que actlan sobre los modificadores o moduladores en vias
metabdlicas o de sefializacion. Dentro de estas proteinas involucradas en la disrupciéon 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 quimicos 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, asi como si los HAPs conducen al mismo
patrén de cambios en los modificadores epigenéticos. El segundo, fue determinar la alteracidn de la expresion

basal e inducida de CYP1A1 en un estado de hipometilacion celular de higado de rata sano.



Para lograr los objetivos planteados trabajamos con el inhibidor de DNMTs, 5-aza-2-desoxicitidina, para la
disrupcion de la metilacion 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
induccion de proteinas de la familia de CYP1, asi como para la determinacién de la alteracidn proteica de
modificadores epigenéticos.

En este estudio encontramos que aun cuando en el modelo in vitro de células de epiteliales C9 de higado de
rata la expresién inducida de CYP1A1 por HAPs es incrementada por 5AzadC, estos cambios no se presentan
en el modelo in vivo de rata ni en ratén. También observamos que la exposicion de la linea celular C9 a HAPs
permite cambios en el nivel de proteina de los siguientes modificadores epigenéticos: DNMT1, DNMT3b,
HDAC4 y SIRT1, asi como también causa disminucion del nivel de metilacidn de DNA total en las células.

En conclusidn, el estado de hipometilacién del DNA inducida por HAPs parece no estar relacionada con los
niveles proteicos de DNMTs, y es el dafio al DNA el que parece estar jugando un papel fundamental en los
cambios de niveles proteicos de los modificadores epigenéticos, asi como de los cambios observado en el
estado de metilacién del DNA. Por otro lado, la expresion de CYP1A1 podria tener cierta dependencia en la
velocidad de proliferacién celular debido a que el inhibidor 5AzadC incrementa su expresion inducida por
HAPs Unicamente en el cultivo celular proveniente de higado y no en el tejido hepatico de ratas tratadas con

dicho inhibidor y con BaP.



“Mds sabia es Ella que sabe que no sabe.”

El mundo de Sofia de Jostein Gaarder

3. Introduccion

Los HAPs son parte del conocido material particulado (PM, del inglés particulate matter) de la contaminacién
del aire. La exposicidn a estos compuestos toxicos no sélo se da a través del aire sino también a través de
alimentos contaminados con residuos de combustion de material organico, exposiciéon ocupacional, y habitos
como fumar [1,2].

En 1775, Percival Pott correlaciond la exposicién ocupacional de los limpiadores de chimeneas con el
desarrollo de cancer de escroto en estos trabajadores. La causa del mal fue tan evidente que la sugerencia de
prevencion se hizo pronta y efectiva, quitarse el exceso de hollin lavandose bien las manos y bafiandose
adecuadamente. El hollin remanente en las manos de los trabajadores era la causa, dicho hollin estd
compuesto principalmente por HAPs [3].

Asi como con el hollin y cancer de escroto, la inhalacién de humo de cigarro fue catalogada como agente
causal de adenocarcinoma pulmonar, cuyos componentes téxicos principales son los HAPs, siendo el BaP el
hidrocarburo representativo de este grupo de compuestos [4].

La importancia del estudio de los mecanismos de accién y efectos de contaminantes ambientales con
capacidades carcinogénicas radica en que se hace posible la estimacidn de riesgos, prevencion, regulacion de
su exposicidn, e inclusive el disefio de estrategias para la posible reversién del efecto de estos contaminantes.
Los HAPs son compuestos promutagénicos y procarcinogénicos, pues necesitan ser biotransformados para
llevar a cabo su efecto tdxico. Dicho efecto estd caracterizado por el incremento en formacién de enlaces
covalentes con el DNA, asi como la subsecuente generacion de mutaciones. La biotransformacién de los HAPs
es el proceso clave para la formacidn de los metabolitos téxicos, de tal manera que la alteracidn de los niveles
proteicos de estas las enzimas involucradas en este proceso tendra como resultado mayor o menor
generaciéon 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 biotransformacidn de los HAPs resaltan las pertenecientes a la
familia de citocromo P450, pues la catalisis que llevan a cabo da lugar a la formacién de compuestos oxidados

gue siguen el proceso metabdlico hacia compuestos mas toxicos y reactivos con el DNA.
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“Cuando te das cuenta de que hay algo que no
entiendes, entonces generalmente estds en el camino
correcto al entendimiento de toda clase de cosas.”

El mundo de Sofia de Jostein Gaarder

3.1. Citocromo P450

Escribir acerca de citocromo P450 (CYP) necesita forzosamente una introduccion al estudio de la toxicologia,
ya que los inicios en la investigacidon de esta molécula estan histéricamente vinculados con el conocimiento
del metabolismo de agentes quimicos en los sistemas vivos, tanto asi que se le pensé con la funciéon exclusiva
de biotransformar compuestos externos que ingresan a los organismos vivos para su posterior eliminacién y
asi evitar efectos toxicos.

La toxicologia es la ciencia que estudia los efectos adversos de agentes quimicos, fisicos y bioldgicos sobre los
organismos vivos. A aquellos agentes quimicos externos a un organismo y que no son parte de las rutas
metabdlicas del sistema bioldgico se les denomina xenobidticos [6]. Para que los compuestos quimicos lleven
a cabo su efecto tdxico o terapéutico, dependen de algunos aspectos como el tipo y frecuencia de exposicidn,
absorcion, distribucién, biotransformacién, interaccion con macromoléculas y eliminacién. En su conjunto, a
estos procesos se les denomina toxicocinética y toxicodindmica. Estrictamente la toxicocinética se define
como el estudio cuantitativo del movimiento de un agente quimico exdgeno desde su entrada al organismo,
su distribucién a través de los 6rganos y tejidos via la circulacidén sanguinea, y su disposicién final por medio
de la biotransformacion y excrecién. La toxicodinamica se refiere a los efectos moleculares, bioquimicos, y
fisioldgicos de los agentes toxicos o de sus metabolitos en sistemas bioldgicos. Estos efectos serdn el resultado
de la interaccion de una dosis biolégicamente efectiva de la forma tdxica del agente quimico con un blanco
molecular.

El proceso de biotransformacidn de xenobiéticos puede ocurrir en todos los érganos, sin embargo, el higado
es el érgano que presenta mayor participacion en la biotransformaciéon de xenobidticos. Este proceso de
biotransformacidn en el que participa CYP, entre otras enzimas que catalizan reacciones de oxido-reduccion

e hidrdlisis, es denominado fase | del metabolismo de xenobidticos. Algunos de los metabolitos resultantes
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seran capaces de unirse con otras enzimas para una segunda biotransformacion, lo cual les conferird mayor
hidrosolubilidad, pues se les adiciona moléculas hidrosolubles como el acido glucurdnico, sulfonato,
aminoacidos, glutatién, etc. Este segundo proceso es llamado conjugacion o fase Il. Finalmente, la fase lll es
referida al transporte de los metabolitos para su excrecién ya sea por bilis u orina. Las tres fases estan
interrelacionadas para que el xenobidtico produzca su efecto téxico, Figura 1.

El CYP tiene un papel protagdénico en la biotransformacién de los xenobidticos promutagenos vy
procarcindégenos, debido a que su accién sobre estos agentes dard lugar a la formacién de compuestos
electrofilicos capaces de reaccionar con macromoléculas celulares como proteinas, lipidos y DNA, causando
toxicidad al organismo [7].

La reaccién entre metabolitos electrofilicos y DNA genera enlaces covalentes denominados aductos, los cuales
son removidos mediante mecanismos de reparacion del DNA, ya sea de forma directa o a través de la
eliminacion de la base nitrogenada completa. La continua formacion de aductos mediante exposicion crdnica
a agentes mutagénicos incrementa el riesgo de causar mutaciones, las cuales de llevarse a cabo en genes
claves para la homeostasis entre muerte y proliferacion celular dardn pauta al inicio del proceso de
carcinogénesis.

Las estrategias de quimioprevencion tendran como enfoque revertir el dafio en la medida de lo posible,
mientras que el proceso irreversible puede ser disminuido para aminorar los dafos o hacer que su
manifestacion fisioldgica se retrase el mayor tiempo posible. En tales esfuerzos, las estrategias van desde la
busqueda de inhibidores de CYP hasta la modificacidén de su expresidn génica.

La expresidon de los citocromos puede ser promovida por agentes ambientales toxicos al interactuar
directamente con receptores nucleares capaces de unirse a secuencias de regulacidn génicas para promover
la expresion de un gen o reprimirla, Figura 1; aunque también existe la posibilidad de modular la expresion
de dichos genes bajo otros mecanismos que no involucran directamente a factores de transcripcidon o
receptores nucleares. Lo anterior abre ampliamente la posibilidad de que los factores ambientales y estilo de
vida afecten la expresién de los genes mediante mecanismos diversos, por tanto, también permite analizary
proponer varias vias para afrontar el origen de un mismo problema, la bioactivacién de agentes

promutagénicos y procarcinogénicos.
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Figura 1. Induccién del metabolismo de xenobiéticos

Representacion de la induccidn de la expresion de proteinas involucradas el metabolismo de xenobidticos, asi como la induccidn de proteinas involucradas en estrés, a través de la
interaccidn de los xenobidticos con receptores nucleares. El xenobidtico X entra a la célula y sigue dos caminos: 1) dependiendo de su naturaleza quimica se unira al receptor nuclear
apropiado para en complejo ligado-receptor interaccionar con el elemento de respuesta adecuado, dicha interaccion tendra como resultado la activacion de la expresidn génica de
proteinas de fase |, II, Il o de estrés oxidante. 2) El xenobidtico X sera sustrato de enzimas de fase I, Il, lll o podra participar en procesos de estrés oxidante. Si es sustrato de enzimas
de fase |, las cuales pueden ser de oxidacion, reduccion o hidrdlisis, se transformara en el compuesto Y, el cual formara diversos metabolitos conjugados (Z). Los transportadores en la

fase lll facilitaran la salida de la célula de los compuestos conjugados Z. Revisar nombre completo de receptores en abreviaturas | y abreviaturas Il. Imagen editada y extendida de [8,9].
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El inicio del estudio de CYP fue resultado indirecto del estudio de hemoproteinas microsomales y su posible
participacién en el transporte de electrones a la mitocondria, en en el que Klingenberg descubrié una seial a
450 nm en un resultado espectral. Tal sefial Ilamo la atencion de su compafiero de laboratorio Ryo Sato, quien
en 1962 junto a Tsuneo Omura investigd mas sobre el pico de absorbancia generado ante el burbujeo de
mondxido de carbono a muestras microsomales de higado de conejo, para posteriormente concluir que se
trataba de una molécula del tipo hemoproteina, pero con comportamiento totalmente nuevo. Ante su
deteccién por espectrofotometria se pensé que se trataba de una sola proteina, la cual se encontraba
Unicamente en higado. Dada la importancia del higado en el metabolismo de xenobidticos, ademas de
estudios de funcionalidad de la hemoproteina recién descrita que saltaron proto a escena, la localizacién de
CYP en este drgano dio pauta para pensar que la “razén de su existencia” era para el metabolismo de
xenobidticos, de tal manera que la mayoria de los estudios realizados en su entorno fueron con diversos
farmacos, compuestos industriales, agentes ambientales, etc. [10]
Vasto y arduo trabajo se ha realizado en multiples dreas desde el descubrimiento de CYP, estudios en
evolucién han conducido a estimar que el primer portador de CYP pudo haber surgido hace 3500 millones de
afios [11]. La hipdtesis 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 oxigeno [12].
Las caracteristicas estructurales de las proteinas de CYP son muy variadas, sin embargo, presentan
plegamiento proteico altamente conservado. Son cuatro las secuencias que permiten a una proteina ser
identificada como CYP [12]:

- Secuencia de aminodcidos WXXXR en la hélice C.

- Unatreonina (Thr) en la hélice |, implicada en la activacion del oxigeno en la catalisis.

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

plegamiento de la proteina).

- Secuencia PERF seguido de la regién de union 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 mas 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 niUmero extenso de enzimas de CYP encontradas en multiples organismos se hizo necesario generar
un sistema de nomenclatura que facilitara su identificacidn y organizacién, esto ha sido posible con el uso de

identidad de secuencia de aminodcidos; agrupandolas en familias y subfamilias [14,15]. Para enzimas que
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comparten igual o mas del 40% de identidad se les agrupa en su respectiva familia designada por un numero
arabigo (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 mas del 55% se les asigna un numero
de acuerdo con su afio de descubrimiento (CYP1A1). Actualmente existen diversas herramientas digitales que
permiten un acceso rapido a los estudios reportados sobre CYP en diversos organismos, entre las mas
relevantes se pueden mencionar:

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

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

- https://www.proteinatlas.org En esta pagina web se puede acceder a informacidn sobre expresion

génicay proteica de los integrantes de CYP en el ser humano sano, a nivel de células, tejidos y érganos,
y en ciertas patologias.
Los sustratos de CYP son tipicamente, casi exclusivos, lipidos o compuestos lipofilicos. Pueden ser desde
hidrocarburos aromaticos policiclicos hasta esteroles, esteroides, acidos grasos, retinoides, cientos de
farmacos y mas 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 dramaticas que llegan hasta embrioletalidad por pérdida de control de
azucar, balance salino, raquitis, ceguera y alteraciones de caracteristicas sexuales secundarias [10].
Por otro lado, los CYP también se dividen en 10 grupos dependiendo de su mecanismo catalitico y su donador
de electrones, como se observa en la tabla 1.

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

Grupo | Localizacion Donador de e

| Citosol bacterias y mitocondrias eucariontes Ferredoxina y reductasas de ferredoxina

Il Unidos a membranas de reticulo endoplasmico liso y | CYP-Reductasa de NADPH

mitocondrias.

1 Citosol de bacterias Flavin mononucleétido — flavodoxina

\% Citosol bacterias Reductasa no dependiente de NADPH

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

Vi Citosol bacterias CYP fusionado a flavodoxina

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

ferredoxina.

Vil Citosol bacterias (unido a membrana en hongos) Dominio hemo fusionado a dominio tipo CYP reductasa eucarionte
1X Citosol (con funcion de reductasa de éxido nitrico) NADH
X Mitocondria (cloroplastos en plantas) No poseen donador de e

Revisado en [16,17].
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En la Figura 2 se muestra el mecanismo catalitico general para los CYP. El ciclo catalitico comienza con la unién
del sustrato y el desplazamiento de la molécula de agua. Esta unién provoca un cambio de bajo a alto espin
de hierro férrico del grupo hemo y conduce a un potencial mas positivo de hierro para favorecer la
transferencia del electrén de la NADPH-reductasa y reducir al hierro del grupo hemo al estado ferroso. El
hemo ferroso une al oxigeno para formar el intermediario oxi-ferroso. La transferencia del segundo electrén
reduce al hierro del hemo a estado peroxi férrico. Su subsecuente protonacién forma al hidroperoxo férrico
(también conocido como compuesto 0). La siguiente protonacidn tiene como consecuencia la ruptura del
oxigeno molecular y por lo tanto la produccién de una molécula de agua. El intermediario remanente en el
grupo hemo es un ferril-oxo (compuesto 1), quien ataca al sustrato cercano y efectla la hidroxilacion. La salida
del producto permite la unién de una molécula de agua al hierro férrico y con esto se completa el ciclo. [18]

Dentro del ciclo hay vias no productivas que conducen a la fuga de intermediarios oxi, interrumpiendo el ciclo.
Las especies oxi ferroso pueden producir anién superéxido y formar hierro férrico. EIl compuesto 0 puede
producir anién superdxido y llevar la reaccidn a la interaccion de peréxido de hidrogeno tanto con el hierro
férrico y como con el sustrato unido al CYP. El compuesto | puede perderse con la produccién de agua. La fuga
de estas especies ocurre si, por ejemplo, la transferencia del electron/protdn ocurre con desfase de tiempos
o si el sustrato es posicionado incorrectamente o si es resistente al ataque oxidante. Las especies reactivas de
oxigeno también forman parte de procesos celulares como es la hiperoxidacion de residuos tioles en proteinas
vinculadas en cascadas de sefializaciéon, metabolismo enddgeno, etc. [18,19].

El ciclo catalitico descrito sera llevado a cabo sobre a todo aquel compuesto con caracteristicas estructurales
necesarias para ser sustrato de CYP. Lo anterior toma relevancia cuando se trata de compuestos téxicos, ya
sean de indole antropogénico o natural, como claro ejemplo se encuentran las nitrosaminas, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, arilaminas, arilnitrosaminas, etc., los cuales son biotransformados a compuestos
electrofilicos altamente reactivos con el DNA. La participacidn del CYP en reacciones de biotransformacion y
sus caracteristicas de regulacién de expresidon génica proporcionan un punto de prevencion a la toxicidad
causada por los xenobidticos, ya sean con efectos reversibles como las interacciones farmaco-farmaco o
irreversibles como las mutaciones.

Los CYP son las principales enzimas biotransformadoras de la mayoria de los farmacos y compuestos
lipofilicos, lo cual les confiriere relevancia en el desarrollo farmacéutico y en el estudio toxicoldgico. Ademas,
participan en procesos de sintesis de hormonas esteroides, acidos biliares, prostaglandinas, entre otros,
mostrando también su importancia fisioldgica, esta versatilidad de actividad metabdlica sobre compuestos
guimicos tanto enddgenos como exdgenos hacen de las diferentes enzimas de CYP excelentes blancos

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

El ciclo inicia con la entrada del sustrato RH y el cambio de bajo a alto espin del hierro de la protoporfirina, lo cual permite la reduccidn
del mismo hierro mediante el uso de un NADPH, sigue con el acoplamiento de oxigeno molecular al sitio catalitico, continta con la
ruptura de la molécula de oxigeno, y finaliza con la insercidn de un dtomo de oxigeno al sustrato, generalmente en forma de
hidroxilacién. Para llevar a cabo la reaccion de oxidacidn, el ciclo requiere de dos electrones y dos protones. La reaccidn tendra como

productos secundarios especies reactivas de oxigeno. Imagen editada al espafiol de [18].

En el ser humano existen 18 familias de CYP, divididas en 44 subfamilias de proteinas codificadas en 57 genes.
Los citocromos del ser humano participes del metabolismo de fase | son expresados principalmente en higado
[10]. Su expresidn, ademds de observarse en el higado, es advertida en una gran variedad de tejidos
extrahepaticos [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 estimulos externos como dieta, inductores quimicos, farmacos, feromonas,
etc. Lo anterior hace necesario la constante busqueda de factores intrinsecos y extrinsecos que afecten la
expresiony funcion de los CYP, asi como de su impacto en la farmacocinética y respuesta a fadrmacos y agentes

toxicos. Estos factores serdan determinantes en la variabilidad interindividual exhibida ante la exposicion a
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farmacos o compuestos ambientales téxicos. 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, regulacion

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

CYP3A4(30.2%)
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* Género m>h CYP2E1 (3%)
* Induccién 1 * Enfermedad 1
* Inhibicién | CYP2J2 (3%) Género h>m
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Figura 3. Contribucion de principales CYP en el metabolismo de farmacos y factores que afectan la variabilidad de respuesta.

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

Imagen editada al espariol de [21].

Una estrategia en la quimioprevencion es la induccion o inhibicidn de la produccion de proteinas de CYP. Para
ello, primero es necesario tener un claro entendimiento del proceso de expresién de los genes de CYP. En la
Figura 1 se hace un resumen ilustrado de los procesos generales en los cuales los xenobiéticos inducen la
expresion de enzimas de fase |, Il y lll mediante su interaccidn con varios receptores nucleares. Como se
aprecia en dicha figura, el xenobidtico con la capacidad de ligando inductor puede inducir varias enzimas, ya

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

La accidén enzimatica 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 via de induccidn génica, del tal manera que la confusion 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 especificos y separacion electroforética se logré aislar e identificar a P450c, ahora conocida como
CYP1A1 [22], un aio 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 raton, los genes de CYP1A1 y CYP1A2 estan localizados uno seguido del otro pero
con cuerpo del gen en direccién contraria, Figura 4, por lo cual comparten sus regiones regulatorias, cuya

organizacién y extensién varia entre especies [26].
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Figura 4. Localizacion cromosémica de CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1 en ser humano, rata y raton.

Datos obtenidos de NCBI — marzo 2019.

El porcentaje de similitud entre CYP1A1 y CYP1A2, asi como su andlisis evolutivo ha llevado a postular que
estos genes son producto de duplicaciéon génica [27]. Por su lado, el gen de CYP1B1 no estd ubicado
cromosomica ni evolutivamente cerca de los otros dos genes de esta familia y a pesar de esto comparte la
misma via de induccién de AHR, aunque parece no ser la Unica via de regulacidn ni tampoco la principal para

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

Adaptado y traducido de [20].

A partir de estudios de bioactivacién de compuestos mutagénicos se sabe que CYP1Aly CYP1B1 son mucho
mas activos y parecen ser claves en la generacidn de los metabolitos electréfilos que después seran de mayor
reactividad ante la accion de la enzima epodxido hidrolasa, inclusive estd la propuesta de que es CYP1B1 quien
juega un papel central en dicha bioactivacién debido a que posee mayor velocidad de reaccion [29].

La distribucién basal de CYP1A1 y CYP1B1 en el organismo es extrahepatica principalmente, como lo muestra
la Figura 5, por lo cual, seran los tejidos extrahepaticos los mas afectados en la bioactivacidon de compuestos
toxicos por estas enzimas. A pesar de esto, el higado no se descarta de ser daflado por los metabolitos
generados ante la accién de estas enzimas, debido a que compuestos inductores de la ruta trancripcional de
CYP1A permitiran el incremento de los niveles proteinicos de la familia CYP1 en este drgano, incrementando
el metabolismo hepatico y permitiendo mayor generacién de metabolitos tdxicos.

CYP1A2 es la Unica enzima de la familia cuya expresién basal es elevada en el higado, sin embargo, las
velocidades de reaccién 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 dificil 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 Sofia de Jostein Gaarder

3.1.1.1. Citocromo P450 1A1

La importancia de citocromo P4501A1 (CYP1Al) en toxicologia recae en su participacién en la
biotransformacion de HAPs, hidrocarburos aromaticos policlorados y arilaminas. Dicha biotransformacion
tendra como consecuencia la generacién de diversos metabolitos que, dependiendo de sus caracteristicas,
asi como del entorno metabdlico en el que se encuentre, seguiran vias de desintoxicacidn o de toxicidad. En
esta Ultima se resalta la formacién de aductos por los metabolitos toxicos con el DNA. Esta interaccion entre
metabolito electrofilico y el DNA es seial de dano, por tanto, causa de activacién de diversas vias de
sefializaciéon como arresto celular, apoptosis, reparacion del dano o establecimiento de mutaciones [30][31].
CYP1A1 no sélo participa en la biotransformacién de xenobidticos, también lo hace en la biotransformacidn
de diversos sustratos enddgenos como la hormona 17 B-estradiol [32], melatonina [33], y mediadores
inflamatorios como el acido araquiddnico y el acido eicosapentoico [34,35]. Sin embargo, su relevancia en el
metabolismo enddgeno aln no estd completamente dilucidado. Estudios en los que se suprime o disminuye
la expresion embrionaria de este gen conducen al organismo en cuestidn a dafios en el sistema cardiovascular
principalmente [36].

Por otro lado, ante la induccidn de células de hepatoma de ratdon o fibroblastos de hamster con el agente
toxico 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), la proteina de CYP1A1 tiene un tiempo de vida media de
2.8 horas y se ha propuesto que su degradacidn podria estar siguiendo la via proteasomal pues ha fallado en
responder a la via lisosomal [37-39]. En lo que se refiere a la ubicacidon celular se le ha encontrado
principalmente en dos porciones, reticulo endoplasmico liso y mitocondria [40].

La estructura cristalizada de la proteina de CYP1A1 fue determinada con una resolucién de 2.6 A y muestra
un arreglo cldsico para proteinas P450 de hélices A-L, Figura 6. También presenta pequeias hélices F' y G’
tipicamente involucradas en el acceso ligandos hidrofébicos al sitio activo. Un detalle inusual son 5 residuos

de aa. que rompen el centro de la hélice F, el cual estd involucrado con la unidn del ligando. Esta estructura
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de ruptura de la hélice F, pero con tres residuos de amino acidos, también esta presente en las proteinas de
CYP1A2 y CYP1B1 [41].
Un residuo de fenilalanina (Phe224) en la hélice F, forma un enlace n-it con el ligando planar que ingrese al
sitio activo, aparentemente la Unica interaccion directa entre la enzima y su ligando. Dicho ligando se
posicionara cerca del grupo hemo, a aproximadamente 4.5 A del sitio a oxidar. El sitio activo presenta una
cavidad de aproximadamente 524 A3. El grupo hemo conforma al “techo” de la cavidad, mientras que la hélice
| funge de “pared”, y la base la estan formando las hélices F y G. La fenilalanina que genera el enlace m-1t con
el ligando es una caracteristica que comparten CYP1A1 y CYP1B1, lo cual podria 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 CYP1ALl. El
canal S: se abre entre las hélices D, F e | con cara al citosol. El canal 3: se abre entre F y G, cerca del punto de
quiebre de la hélice F. Este canal tendria cara al interior de la bicapa lipidica de la membrana de anclaje. El
canal 2c: se abre entre las hélices G y B’, esta delimitada por la hélice I. El canal 2e: se abre entre las hélices
B’ y B/B’. Los canales 2c y 2e estan dando cara a la interfaz membrana-citosol. Se propone que este arreglo
de canales estarian discriminando entre sustratos pequefios y grandes para entrar a la cavidad del sitio activo
de CYP1A1 [42].

A ' “ B

N
¥ C-terminus

Figura 6. Esquema proteico tridimensional de CYP1A1.

En el panel A se muestra la estructura clasica de hélices A-L, en esta imagen se observa el techo de la cavidad con las hélices Fy 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. Regulacién de CYP1A1 a través de AHR

Ante la participacién de CYP1A1 en la activacion de promutagenos, su regulacidon a nivel de expresidn génica
y de actividad enzimatica ha sido planteada como blanco para la quimioprevencién, asi que conocer a fondo
los mecanismos de regulacién de esta enzima es de suma relevancia para el desarrollo de estrategias de
prevencion y de continta busqueda de modos de accién de diversos promutagenos.

Las investigaciones iniciales sobre CYP1A1 giraron en torno a su actividad AHH y al estudio de la carcinogénesis
guimica, estos estudios llevaron a los investigadores a postular en 1976 la participacién de un receptor en la
induccion de la enzima AHH [43], lo que hoy conocemos como AHR. Las acciones de AHR en la regulacién de
genes no solo se restringen a CYP1A1 sino a multiples enzimas del metabolismo de fase | y II, estrés oxidante,
sistema inmune, control de ciclo celular, etc. [44], Figura 1.

Como estructura basica, el gen de CYP1A1 estd conformado por una regién enhancer, un promotor y por el
cuerpo del gen; dentro del enhancer se encuentran las secuencias consenso 5'-GCGTG-3’ correspondientes al
sitio de unién 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 unién a xenobidticos (XRE), [45-47], figuras 4y 7.

En lo que respecta a la inducciéon de CYP1A1, se sabe que este proceso es iniciado mediante la unién del
ligando, ya sea exdgeno o enddgeno, a AHR estabilizandolo en el citoplasma mediante proteinas chaperonas
(HSP90, XAP2, p23) [48,49]. De entre los ligandos endégenos hasta ahora reportados para AHR se encuentran
el triptéfano y compuestos de estructura similar, como el 6-formilindol [3, 2-b] carbazol (FICZ); mientras que
de los ligandos exégenos mas relevantes son TCDD, BaP, 3MC, etc.[50] Ante la union del ligando a AHR, la
proteina sufre cambios conformacionales, permitiéndo su translocacién al nicleo mediante las proteinas
importinas [51,52]. Una vez en el nucleo AHR serd capaz de interaccionar con ARNT, disocidandose de las
proteinas chaperonas y el estableciendo el complejo ligando-AHR-ARNT (AHRC) capaz de unirse a los sitios
XRE. En la regién promotora se unirdn factores transcripcionales generales tales como TBP, pero no AHRC.
Dependiendo de la especie serd el numero de XRE presentes en el enhancer de CYP1A1, asi como el nimero
de elementos funcionales para la unién de AHRC y promocidn de la transcripcidn [53]. Se ha demostrado que
la regién promotora esta regida por el enhancer, si AHRC no estd unido al enhancer no hay posibilidad de
transcripcién [46]. En la Figura 7se muestra la representacion de esto.

Al momento, AHR ha mostrado su versatilidad de interaccion con diversas proteinas, activando o reprimiendo
genes en tiempo, células y tejido especificos, generando diversas respuestas fisioldgicas o patoldgicas

[44,50,54].

23



@OQ (s Acido retinoico IL-6, IL1-at, TNF-ou
— HSP!

\ AHR
A
UV

CYP1A!, AHRR, GST, NQOT, etc

—>/9990

Figura 7. Vias de induccion e inhibicion de la expresion de CYP1A1.

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

marcadas con signo de interrogacion ? aun no han sido corroboradas en modelos humanos.
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3.1.1.3. Expresién de CYP1A1 a través de otros receptores

Se le denomina regulacidn no clasica de CYP1A1 debido a que ocurre la activacion transcripcional del gen sin
la presencia de un ligando clasico (tipo HAP o HAH), sin embargo, esta activacién no cldsica sigue involucrando
al receptor AHR. Pocos estudios han planteado la posibilidad de induccién de CYP1A1 independiente de AHR,
como lo es el tratamiento de la linea celular de carcinoma de colon con suero [55]. A este respecto, se ha
propuesto que el receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR a) es activado por acidos
grasos libres en el suero, lo cual permite su subsecuente interaccidon con elementos de respuesta en la regidn
promotora en CYP1A1 [56], sin embargo, son necesarios mds estudios para aclarar el mecanismo de accién
propuesto.

Gracias a inductores no candnicos de CYP1A1l como el omeprazol, ha sido posible dilucidar la activacion de
AHR con otros factores de induccidon como son la proteina RB [44] y, aunque no completamente comprobadas,
también se han sugerido algunas cinasas [57]. Recientemente se ha postulado la participacion de Wnt/B-
Catenina en la expresion de CYP1A1 dependiente de lazona en el I6bulo del higado de ratén [58]. Los procesos

anteriores estan ilustrados en la Figura 7.
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3.2. Epigenética

El término epigenética tiene sus origenes en 1942, durante el estudio del proceso que conduce a un évulo
fertilizado a la formacién de un organismo maduro, epigénesis. A este proceso se le pensaba como una serie
de eventos orquestando reacciones bioquimicas que darian 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 tendran efectos fenotipicos” [59,60]. La definicion del término ha ido
cambiando en funcidn de los descubrimientos que al respecto se han hecho. Los primeros hallazgos de la
regulacion epigenética se basan en la organizacidn cromosémica del DNA, la cual dejé de ser considerada un
mecanismo de compactacion del DNA contenido en el nucleo para ahora ser analizada como una estructura
gue controla la expresién génica y que también promueve la variabilidad genética [61].

Uno de los descubrimientos mds importantes fue revelado entre 1959 y 1961 por Susumu Ohno y Mary Lyon,
respectivamente: la inactivacién del cromosoma X femenino. Este descubrimiento demuestra la inalteracién
de la secuencia del DNA para silenciar a un cromosoma. En 1975 el proceso de inactivacién del cromosoma X
tendria otro gran significado, cuando la metilacion del DNA fue propuesta por Arthur Riggs y por Robin
Hollyday y J.E. Pugh como parte del mecanismo de inactivacién [59]. Posteriormente, otro de los
descubrimientos mads importantes se realizé en 1983 por Shapiro y Mohandas quienes plantean a la
metilacion del DNA como una memoria transcripcional de las células en division a través del desarrollo [60].
A la par de los descubrimientos sobre metilacién del DNA, dentro del Simposio de Cold Spring Harbor sobre
Biologia Cuantitativa llevado a cabo en 1974, Hewson Swift realza la importancia funcional de la organizacién
estructural de los cromosomas, haciendo recuento de lo que hasta el momento se habia descubierto al
respecto e incentivando a los asistentes a indagar mas sobre la estructura de los cromosomas y preguntarse
sobre su funcidn mas alld del empaquetamiento del DNA [62]. Para ese entonces, las histonas ya eran
reconocidas como proteinas involucradas en el silenciamiento de la expresién de genes con base en los
descubrimientos de Edgar y Ellen Stedman en 1950, y su acetilacion estaba correlacionada con la forma activa
de los cromosomas Vincent Allfrey y Alfred Mirsky en 1964. Siguiendo con estudios entorno a esta estructura
cromatinica, en 1974 Jean Thomas y Roger Kornberg descubren el empaquetamiento del DNA en
nucleosomas.

Sesenta y dos afios han pasado desde la introduccion del término epigenética y durante este tiempo multiples
descubrimientos han mostrado la compleja regulacion de expresidon de genes durante procesos mitoticos y

meidticos. Los diversos descubrimientos llevaron a redefinir a la epigenética como “el estudio de cambios en
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la funcién de genes heredados mitéticamente y meidticamente que no pueden ser explicados por cambios
en la secuencia de DNA.

Las histonas son los principales componentes de la estructura cromosémica en su arreglo heterocromatinico.
La heterocromatina es DNA altamente condensado, clasificada en: constitutiva, formada principalmente por
regiones pobres en genes de los pericentrémeros, considerada una conformacién que permite una cromatina
condensada y transcripcionalmente nula; facultativa, la cual es una regién con nula transcripcion, pero que
posee la capacidad de interconversién entre heterocromatina y eucromatina en dependencia de contextos
de temporalidad, espacio y herencia.

La presencia de histonas en la estructura heterocromatinica se suponia un mecanismo de empaquetamiento
de la gran cantidad de DNA que los organismos eucariontes poseen, debido a la carencia de estas proteinas
en procariontes, cuya cantidad de DNA es menor, sin embargo, también existen las proteinas HU que
permiten empaquetar el DNA bacteriano, y organismos como las arqueas utilizan tanto proteinas HU como
histonas para empaquetar su DNA [63]. Ahora sabemos que las histonas fungen como un mecanismo de
regulacion de la expresidon genética. El octdmero de proteinas histonas H2A, H2B, H3 y H4, forman a la
subunidad fundamental de la cromatina, el nucleosoma [64].

147 pb de DNA con carga electrostatica negativa se enrollan en un nucleosoma, generando una estructura
neutra y parcialmente accesible a factores transcripcionales. De tal manera que eventos como replicacién y
transcripcién son dirigidos a sitios permisibles para el ensamblaje de las proteinas correspondientes para
dichos procesos. De aquella estructura basica nucleosomal de 11 nm de didmetro 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 cromosémica [63].

Aparte de las histonas que candnicamente forman al nucleosoma existen otras cuya presencia en el
cromosoma permite otro tipo de funciones. Esta la histona H1 que actua como molécula enlace entre los
nucleosomas para formar una estructura de mayor compactacidn, la estructura de 30nm o heterocromatina.
La H1 ocupa ~38pb en seres humanos, esta zona también es conocida como pequefia 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 multiples y contradictorias funciones tales como activacion transcripcional, inhibicidn transcripcional,
control de ciclo celular, reparacidon del dafio al DNA, replicacion del DNA, segregacion cromosémica, e
integridad gendmica; la histona H2A.X, la cual puede ser fosforilada en su serina del motivo carboxi terminal
generando la conocida yH2A.X, siendo abundante cuando ocurre dafio al DNA y localizandose en los sitios de

dafio, particularmente del tipo ruptura de la doble cadena; la histona H2A.B, la cual es apenas perceptible en
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técnicas de inmunocitoquimica y que se ha visto enriquecido en las regiones TSS, presuntamente facilitando
la transcripcidn; y finalmente la histona macroH2A, la cual presuntamente participa en el impedimento de la
transcripcién 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 proteina, la histona
H3.3, la cual forma parte del ensamble nucleosomal independiente de la replicacidn en la transcripcion activa
de genes; la histona cenH3, la cual se localiza especificamente en centrémeros en lugar de H3 y es parte
esencial en la formacidn del cinetocoro y en el proceso de segregacién 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 andlisis 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 mas predominante como primer nucleosoma el -2. El
posicionamiento de los nucleosomas, la combinacién de sus modificaciones postranscripcionales y el
reemplazo de histonas dentro de los nucleosomas son clave en la regulacion de genes [64].

Los procesos que estan mediando la expresién de genes con caracteristicas heredables y sin alteracion de la
secuencia de DNA generalmente estaran involucrando tres mecanismos representativos de la epigenética:

metilacion del DNA, modificacion 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 estd regida por modificacion de histonas, diversos modos de accidon de RNA no codificante y metilacion

de DNA. Esquema adaptado al espafiol 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 posicién C5, fueron
inicialmente conocidas como DNA nucledsido metiltransferasas, siendo esta catalisis llevada a cabo
mayoritariamente en el dinucledtido CpG, Figura 9 A y B. Son cinco las proteinas denominadas DNA
metiltransferasa (DNMT): DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L, sin embargo, sélo DNMT],
DNMT3a y DNMT3b son las que experimentalmente han mostrado tener la actividad catalitica de DNA
metiltransferasa. DNMT2 estd denominada asi debido a su similitud tanto en secuencia de amino acidos 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 accion de DNMT?2 sugiere su participacion en modificaciones post-traduccionales, debido a que la falta de
esta proteina coincide con sustituciones de aminoacidos en los codones reconocidos por la tRNAs metilados
por DNMT?2 [68]. Por su lado, DNMT3L también posee una secuencia de aminodcidos muy parecida a DNMT3
y dado su mecanismo de accién se le cataloga como un factor de regulacién, pues al formar un tetrdmero con
DNMT3a potencia la actividad de esta metiltransferasa, Figura 9 C, [69].

DNMT3a y b son metiltransferasas involucradas en la metilacién de novo del DNA durante la gametogénesis
y el desarrollo temprano. Mientras que DNMT1 es una proteina cuyo sitio catalitico actia preferencialmente
sobre DNA hemimetilado, por lo cual, es una proteina involucrada en el mantenimiento de la marca de
metilacion. También se ha probado su accidon en la reparacion de sitios dafados del DNA, actuando
conjuntamente con el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), Figura 9 E, [70]. Se le vincula con la
replicacion cromosdmica asi como en la reparacion de DNA dafiando [71].

En las Figura 9 D, E y F se muestra el dominio N-terminal (NTD) y el dominio catalitico (CD) de DNMT1. El
dominio CD ha sido descrito Unicamente como participe en la actividad DNA metiltransferasa de la enzima,
mientras que el dominio NTD es quien ha sido estudiado como regién moduladora del reconocimiento de los
sitios de unidon a heterocromatina para el establecimiento de la distribucién celular de la enzima y de unidén a
PCNA. Una porcidn del NTD que ha tomado relevancia es el dominio TS (targeting sequence), el cual presenta
un motivo de interaccidn con ubiquitina y que al parecer su accidn es independiente de la replicacidn celular.
Este dominio es requerido para la actividad enzimatica de DNMT1, de tal manera que al insertarse en la

porcién CD de la participa en la autoinhibicion de la enzima [72,73]
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Figura 9. Caracteristicas y mecanismos de accion de DNMTs.

Panel A: reaccién de metilacion del DNA por DNMTSs; panel B: clasificacién de las DNMT en funcién de su accién sobre el DNA; panel C: mecanismo de accién para la metilacion del
DNA por DNMT1; panel D: comparacién de estructuras de las distintas DNMTs; panel E: esquema en el que se muestra el motivo de interaccién con ubiquitina en la estructura de

DNMT1; panel F: sitios ubiquitinados en H3 y H2, los cuales son sefiales de reconocimiento para un/hemimetilacién del DNA. Esquema adaptado al espafiol 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 interacciéon entre DNMT1 y la proteina UHRF1 (del inglés PHD y RING finger
domain 1). Esta interaccién es a través del dominio TS de DNMT1 con la porcidn SRA (SET y RING-associated
ubiquitin like) del UHRF1. Los dominios de unién de UHRF1 parecen ser claves para la interaccién de las dos
proteinas y la eficiencia del mantenimiento de la metilacién del DNA. La interaccién entre DNMT1 y UHRF1
es localizada en los sitios de replicacion del DNA durante la fase S, en las cuales esta proteina metila
preferencialmente a los dinucledtidos 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 unién de TTD a la marca H3K9me3, es requerido para la ubiquitinacion de la H3 mediada por
UHRF1, y contribuye a la reorganizacion a gran escala de la heterocromatina pericentromérica [81—-85].

La H3 ha sido reportada como potencial sustrato para ubiquitinacién, con lo cual seria una via 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 ubiquitinacién de H3K18, mientras que RING1A/1B participa en
la ubiquitinacién de H2AK119, las cuales son sefiales de reconocimiento del DNA un/hemimetilado Figura 9
F. El motivo de interaccion 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 metilacion del DNA. En la Figura 9E y F se
muestra el esquema y posible secuencia de pasos para estos mecanismos de accion de DNMT1 [75].

DNMT1 es un polipéptido de 1616 aa. de largo con un mecanismo catalitico parecido al de la DNA-(citosina) -
(5)-metiltransferasa bacteriana (M.Hhal), por tanto, ha sido estudiado a partir de esta enzima. El dominio del
sitio catalitico contiene motivos de secuencia comun entre las carbon-5-pirimidin metiltransferasas (I — IX) y
motivos encontrados en otras proteinas de unién a adenosil-metionina, Figura 9 D. La afinidad de unién al
sustrato y la cinética dependen de la combinacidn de secuencia de DNA, patron de metilacidn y estructura
del DNA [86]. EIl DNA hemimetilado tiene altas velocidades de metilacion, inhibicion alostérica, alta
procesitividad, y relativamente moderada afinidad de union a DNMT1 [86]. Ademas, se ha propuesto que la
unién 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 proteina BAH1 entre este CG y el sitio
catalitico de la enzima, impidiendo la metilacidn de novo [87].

Se ha determinado a nucledtidos como la poli(ADP-ribosa) como inhibidores del sitio catalitico 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 dafio al DNA [89], su incremento previene la metilacion del DNA y subsecuente
compactacién de la cromatina, lo cual estaria permitiendo que el DNA sea accesible a proteinas de reparacion
del dafio al DNA antes de que el sitio de dafio sea empaquetado en una estructura de cromatina compacta
[74,89,90].

Las DNMTs llevan a cabo un mecanismo catalitico similar, en el que hay la formacién de un enlace covalente
intermediario entre el sustrato y la enzima. En la Figura 9 C se muestra el mecanismo catalitico 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 dinucleétido CpG, comenzando con el cambio de posicién de la citosina, que en lugar de dar
hacia adentro de la cadena de DNA este voltea hacia afuera. El ciclo continta con el ataque nucleofilico al
carbono 6 de la citosina por la cisteina??®® de la DNMT1, enseguida el grupo metilo del sustrato SAM sera
transferido al C5 de la citosina. Finalmente ocurre la reaccidon de B-eliminacién del hidrégeno 5 para producir
a la 5 metilcitosina (5mC) [91-95].

DNMT1 tiene capacidad de unirse a sitios de replicacion del DNA a través de PCNA [96]; también se une a
proteinas moduladoras de la organizacion de cromatina como HDAC1 y HDAC2 [97,98], MeCP2 [99] y
proteinas de la familia policomb [100]; proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular o de respuesta
a dafio al DNA como p21 [96], Rb [98], p53 [101], y PARP1 [102]; y proteinas de unidén a RNA [103] y RNA
polimerasa Il [104].

Con respecto a las enzimas DNMT3, se ha sugerido que la actividad catalitica intrinseca de estas enzimas es
lo que permite su actividad de metilacidn de novo, mientras que los factores proteicos que las acompafian en
el proceso de catdlisis son importantes para definir las regiones especificas en las que se llevara a cabo la
metilacion del DNA [105]. También se ha sugerido que las secuencias préximas a los sitios CG no metilados
podrian estar jugando un papel importante para que estos sitios sean reconocidos como sustratos de las
DNMT3. Ademds de que se ha observado la actividad catalitica elevada de estas metiltransferasas sobre los
dinucledtidos CA, los cuales han tomado relevancia por su alto contenido en células madre embrionarias

[106].
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3.2.1.1. Regulacién de la expresion 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 proteinas se encuentran la
acetilacién, metilacién, fosforiacién, ubiquitinaciéon, SUMOilacién y ADP-ribosilacién. La reaccion de
SUMOilacién ha sido observada en DNMT3a y DNMT3Db, con lo cual posiblemente se modifica la capacidad de
las proteinas para interactuar con otras proteinas como las HDACs [108,109]; esta reaccion también se ha
observado en DNMT1, presuntamente incrementando la actividad catalitica de la enzima sobre el DNA
gendmico [110].

Otro mecanismo de regulacion de la actividad de catalitica de las DNMTs es la metilacidon de lisinas. La
metilacion de la Lys1094 de DNMT1 catalizada por la metiltransferasa de lisinas SET7/9 coincide con la
hipometilacién global de DNA en células madre embridnicas, si la proteina desmetilasa de lisinas LSD1 esta
ausente [111]. Otro sitio potencial para la metilacion de DNMT1 es su Lys142, cuya catalisis es llevada a cabo
también por SET7. Esta marca de metilacidn presuntamente estd promoviendo la degradacion de la proteina
via proteasomal, debido a que el silenciamiento de SET7 incrementa los niveles proteicos de DNMT1 [112].
En resumen, la metilacidon de lisinas DNMT1 promueve la degradacién de esta proteina, mientras que la
desmetilacién o el estado no metilado promueve su estabilidad proteica.

La fosforilacion de proteinas es una de las modificaciones post-traduccionales que con mayor frecuencia se
presenta en la célula. La adicion de grupos fosfatos también ocurre sobre la proteina DNMT1, observandose
esta marca en las serinas 515, 146, 143 y 127. La serina 515 es fosforilada por CDKL5 y se sugiere que permite
la interaccién entre el dominio N-terminal y el dominio catalitico, la cual es necesaria para la actividad
enzimatica de DNMT1 [113-115]; la fosforilacidon de la Ser146 catalizada por la CK16 reduce la unién de la
DNMT1 sobre el DNA [116]; la fosforilacién de la Ser143 por la AKT se propone como un mecanismo de
estabilidad proteica dependiente del ciclo celular [112]; y, finalmente, la fosforilacion de la Ser127 llevada a
cabo de forma independiente por las cinasas AKT y PKC disminuye la interaccion 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 proteina esta fosforilada
en su serina 143, mientras que si esta metilada en su lisina 142 su tiempo de vida media disminuye
considerablemente a 3.5 horas [112]. Ademas, la DNMT3a también puede ser fosforilada en su Ser 390 y 393
dentro del dominio PWWP por la CK2, promoviendo la localizacion de esta metiltransferasa en regiones de
heterocromatina para metilar regiones repetidas heterocromatinicas [118].

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

la ubiquitinacién por UHRF1 conducen a la degradacién proteasomal de la esta metiltransferasa [119-121].
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La regulacidon de la actividad de las DNMTs también es llevada a cabo por RNAs no codificantes,
presuntamente impidiendo la metilacién del gen del que provienen y con ello bloqueando la metilacion de
dicho gen [122].

Estudios sobre las diferencias en los niveles de expresién de DNMT1 entre diferentes lineas celulares han
sugerido otra forma de regulacién de DNMT1, la cual es llevada a cabo a través de las proteinas 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 destruccion. Las proteinas que son sustrato de CDC20 deben
contener las secuencias de destruccion RXXL o cajas KEN, un criterio que es cumplido por las dos secuencias
RXXL que se encuentran en el dominio N-terminal aminodcido 118 y la caja KEN del dominio N-terminal
aminodcido 644 de DNMT1. CDC20 reconoce al sustrato con secuencias RXXL o caja KEN, posteriormente FZR1
reconoce a la proteina CDC20 con caja KEN y lo recluta al complejo APC para que la proteina en cuestién, en
este caso DNMT1, sea ubiquitinada y degradada. La proteina reguladora de la fase mitética del ciclo celular
MAD?2 es un inhibidor de la proteina CDC20 y estudios llevados a cabo en diversas lineas celulares tumorales
muestran que esta proteina esta incrementada, lo que coincide con el incremento y estabilidad proteica de

la DNMT1 [123,124].

3.2.1.2. Metilacion del DNA
La metilacidn del DNA es una marca comun en los genomas de diversos organismos que puede llevarse a cabo

en el carbono 5 o el nitrégeno 3 de la citosina o en el nitrégeno 6 de la adenina, sin embargo, en los
eucariontes esta marca es mas frecuente como 5'-metil citosina (5mC) y preferentemente en el dinuclétido
5' — citosina — fosfato — guanina — 3' (CpG) [125,126]. La catalisis de esta marca es realizada tanto quimica
como enzimaticamente por DNMTs en 5mC y 3mC, mientras que el mecanismo de accién involucrado para
establecer la marca 5mA es auln desconocido [127].

Durante la evolucion, 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 dinucledtido 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 intrénicas, en donde tipicamente 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 estan metiladas o acaso presentan 20% de
cambios en el estado de metilacidn, lo cual sugiere que no seran 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 region 5', de entre los mds
importantes que tienen estas caracteristicas son los llamados “genes enddégenos”, 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 especificos, modulando asi la transcripcién de estos genes [128] .
Como ya se menciond, la metilacién del DNA estd catalizada por metiltransferasa ya sea de novo o del sustrato
hemimetilado, mientras que la desmetilacion es llevada a cabo en parte por dioxigenasas miembros de la
familia de enzimas de traslocacion diez-once (TET), Figura 9 A.

Como parte del proceso de desmetilacion en el que TET actua hay las subsecuentes oxidaciones de 5mCa 5'
— hidroximetilcitosina (5hmC), 5' — formilcitosina (5fC) y 5' — carboxicitosina (5caC). Uno de los mecanismos
de accién que se ha propuesto es en el que TET oxida a 5mC a 5hmC, posteriormente a 5fC y a 5caC, a
continuacién, el mecanismo de reparacién BER a través de la enzima DNA timina glicosilasa (TDG) actla para
remover el residuo modificado (timina, 5hmC, 5fC, 5caC o 5hmU) y restaurar a la citosina [131], Figura 9 A.
La desmetilacion de sitios CpG a través de la accion de TET/TDG es conocida como desmetilacion activa,
mientras que la desmetilacién por pérdida de accion de DNMT1 es conocida como pasiva, pues la marca se
pierde paulatinamente de replicacidn a replicacién. 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 profarmaco andlogo de citidina usado en pacientes con

padecimientos hematoldgicos malignos. Su historia quimica comienza con los estudios quimiofarmaceuticos
de su antecesor, la 5' — azacitidina. En 1964, 5AzadC fue disefiada a partir de esta molécula fue disefiada por
Pliml y Sotorm y probada como compuesto con mayor potencia que su predecesor [132,133]. Es un
compuesto con actividad farmacoldgica de antileucemiante [134] y antineopldsico para leucemia mieloide y
sindrome mielodisplasico [135].

La via de administracion mas usada para este farmaco es la infusion intravenosa. Su concentracion en fase
estacionaria debe ser por arriba de su concentracién minima citotéxica, la cual es de 107 M [136]. Por otro
lado, una administracién por infusiéon continua ha mostrado ser lo mas adecuado para los pacientes en
tratamiento, pues con un tiempo de exposicidon de 90 horas se asegura que haya habido recambio celular,
gue 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 infusidn 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 mads lenta la progresién de
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entrada de G1 a fase S [135]. En experimentos in vitro también se ha determinado la relevancia de la duracion
de la exposicién al compuesto, ya que la Clsp para la formacidon de colonias transformadas de células
leucémicas HI-60, Molt-3 y RPMI-8392 fue de 10 uM por una hora, mientras que la exposicion durante 24
horas disminuyd a 0.1 uM la Clso [137].

Los procesos celulares que este compuesto altera son diferenciacién, apoptosis y senescencia, favoreciendo
la induccidn de estos en células leucémicas, reparacion de dafio al DNA e inhibe angiogénesis, presuntamente
por la reactivacién de genes como c-myc, p16, pl14, E-cadherina, p15, MGMT, etc. [137].

El compuesto sufre extensa biotransformacion en higado 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 faciles 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 exposicidn y efecto, los esquemas de tratamiento han ido cambiando hasta
establecer el mas eficaz. Al inicio se reportd que concentraciones altas de 5AzadC tienen efecto citotéxico en
pacientes con leucemia hasta que se comprobd que concentraciones bajas inducen a la diferenciacién celular,
siendo la maxima dosis tolerada de 1500-2250 mg/m? [135]. El efecto adverso mas comun por 5AzadC es la
mielosupresién [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 unién covalente de la DNMT1 [140]. Se pensaba que el mecanismo de inhibicidén de
DNMT1 por 5AzadC era dependiente de incorporacién del 5AzadC al DNA, sin embargo, un estudio reciente
mostré que la degradacidn de DNMT1 se da antes que la incorporacion de la 5AzadC. El mecanismo propuesto
es la induccion de la degradacion proteasomal de DNMT1 por 5AzadC [141].

Este compuesto ha demostrado que su exposicidon por 48 — 72 h en diversas lineas celulares logra pronunciada
disminucion del estado de metilacion del DNA celular [142]. No se le ha conferido actividad mutagénica
puntual, pero si capacidad genotdxica debido a la generacidén de aberraciones cromosdmicas. En rata no hay
reportes que confirmen capacidad carcinogénica, pero en ratén si. En ratdn, presuntamente por inestabilidad

gendmica atribuida a su actividad como agente hipometilante del DNA [143].
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Figura 10. Biotransfromacion de 5-aza-2’-desoxicitidina y su progresion a la inhibicion de DNMTs.

La imagen comienza con la conversién metabdlica de 5AzadC a 2-desoxi-5-azacitidina-trifosfato, el cual es incorporado al DNA en lugar de 2-deoxycitidina-trifosfato por accion de
la DNA polimerasa, un proceso determinado en mamiferos. 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 posicion del C5 de la citidina el complejo unido covalentemente a la DNMT queda atrapado, pues no puede ser liberado mediante b-eliminacién a través de

su C6. Las DNMTs covalentemente unidas a 5AzadC son degradadas, resultando en su disminucidn en el contenido celular. Imagen con informacién 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 acetilacion de histonas como un mecanismo reversible y dindmico para la
activacidn, asi como represion de sintesis de RNA; también se determina la acetilacién de proteinas de alta
movilidad en la cromatina (HMG), |a actividad desacetilasa de histonas en el nucleo, la acetilacidn en el grupo
g-amino de su lisina (Lys —K) [145], y que estos residuos de lisinas son porciones muy conservadas en la region
N-terminal de las histonas [146].

La arquitectura cromosémica es un factor importante en regulacion de la expresién génica [147]. La unidad
basica para esta regulacion la establece la conformacidon nucleosomal entre proteinas y DNA: 146 pares de
bases de DNA alrededor de un tetramero de histona 3/histona 4 y dos dimeros de histona 2A/histona 2B. Esta
unidad basica estd a su vez modulada por modificaciones postraduccionales de las histonas de las cuales las
mas estudiadas son las acetilaciones. Otras modificaciones postraduccionales de los residuos de histonas son:
metilacion [148], propionilacién y butirilacion [149], fosforilacién [150], ubiquitinacion [151], sumoilacién
[152], ADP ribosilacién [153], glicosilacién [154], biotinilacién [155], y carbonilacién [156]. La acetilacion de
lisinas no sdlo se restringe a los residuos de histonas sino también a otras proteinas, con lo cual se logran
cambios en las interacciones y funciones de histonas-DNA, histonas-histonas, e histonas-proteinas. De las
principales acetilaciones en Lys se encuentran aquellas que ocurren en la Lys9 y la Lys14 en la histona 3, y las
gue 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 polimero de DNA estabilizandolo
en fibras condensadas. La acetilacién de histonas permite la neutralizacion de esta carga y, por consecuencia,
la disminucién de las interacciones electrostdticas entre las histonas y el DNA, facilitando asi el acceso a
factores transcripcionales. Sin embargo, también esta la posibilidad de que los residuos de histonas por si
mismos estén participando en la unién de factores de transcripcion debido al reconocimiento de los cambios
postraduccionales producidos en las histonas. Por consiguiente, la acetilacion no sélo conduce a la activacion
de la expresidn génica sino también a su represion. Estas consecuencias dependerdn de la naturaleza del gen
y de las proteinas involucradas en los mecanismos regulacién.

Adicional a la acetilacidn de histonas alrededor de 60 factores de transcripcidon son regulados mediante
acetilacién, esta marca también estd modulando la accidn de proteinas de reparacién del dafio al DNA,
replicacion metabolismo, dindmica del esqueleto, apoptosis, plegamiento proteinico, y multiples proteinas

de sefializacidon celular [158].
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Los niveles equilibrados de acetilacion de histonas resultan del fino balance entre la accidon de

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

posteriormente Furukawa et al. [161] aislé6 un cDNA homoélogo a RPD3 de levadura, y Schreiber [160]

determiné 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 regulacion

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

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

Clase I: homologia con la RPD3 de levadura. La constituyen las proteinas HDAC1, HDAC2, HDAC3 y
HDACS, las cuales son aproximadamente de 350-500 aa. de largo y, en general, estan expresadas en
todo el organismo y localizadas en el nucleo, con excepcién de HDAC3 la cual también ha sido
encontrada en citoplasma. Estas proteinas presentan alta actividad enzimatica sobre sustratos tipo
histonas.

HDAC1 y HDAC2 comparten el 82% de homologia 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 esta ausente. Por si solas estas desacetilasas de clase Il carecen
de actividad catalitica [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 interaccidn entre Rb y RbAp48 por lo que ha sido sefialada como una proteina reguladora
del ciclo celular. En lo que respecta a HDAC8 no ha sido encontrado formando parte de algin
complejo proteico [165].

Clase Il: homologia con la Hdal de levadura. La conforman las proteinas HDAC4, HDACS5, HDACS,
HDAC7, HDAC9, y HDAC 10, cuyo largo es de aproximadamente 1000 aa. Este grupo contiene varios
motivos proteicos caracteristicos y bien conservados dentro de su grupo. Algunos de sus miembros
tienen hasta dos dominios cataliticos. Estas proteinas son transportadas del citoplasma al nucleo en
respuesta a estimulos celulares, por lo que se les encuentra en ambos compartimentos. En algunos
casos tienen como sustratos proteinas distintas a las histonas.

HDAC4, HDACS y HDAC7 forman la clase lla, estas proteinas poseen un dominio N-terminal largo con
sitios de union conservados para el factor de transcripcion factor potenciador de miocitos 2 (MEF2,
myocyte enhancer factor 2), y para la chaperona 14-3-3. Las proteinas de la clase lla son fosforiladas
por la proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMK) y por la proteina cinasa D (PKD),
con lo cual se unirdan CRM1, un factor de transporte celular, para permitir su transporte del ntcleo al

citoplasma. En el citoplasma se unirdn a la chaperona 14-3-3 con lo cual las proteinas clase lla seran
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retenidas en el citosol. Mientras tanto, dicha fosforilacion causa la disociacién de las proteinas de la
clase lla de MEF2, por lo cual esta proteina podra unirse a la histona acetilasa p300 y fomentar la
activacidn transcripcional [166]. Estos eventos son muy particulares de la diferenciacién celular de
células musculares. HDAC4 es encontrada con alta expresién en corazdn, cerebro y musculo
esquelético [167-169].

HDACG6 es mads cercana evolutivamente a HDAC10, es una proteina Unica entre la familia de HDACs
debido a sus dos dominios cataliticos. Actia como una desacetilasa de a-tubulina regulando la
motilidad celular dependiente de microtubulos [170], por lo tanto su localizacién es citoplasmatica.
HDAG6 también participa en la desacetilacién de Hsp90, del receptor de glucocorticoides, y de factores
transcripcionales como TFIIEB, TFIIF, p53, NF-kB, GATA1, EKL, e interferdn-B, con lo cual se afecta la
funcidn, capacidad de unién al DNA o inclusive induce la degradacion de estas proteinas [171].
HDAC10 tiene la capacidad de unirse con varias HDACs indicando la posibilidad de que mas que una
proteina desacetilasa es un reclutador de sus contrapartes, aunque esta proteina por si sola si
presenta actividad desacetilasa [172,173].

Clase Ill: homologia con Sir2 de levadura. La conforman siete proteinas divididas en cuatro subclases
(Sirtl — 7) [174]. SIRT1, 2 y 3 pertenecen a la clase |, SIRT4 a la clase Il, SIRT5 a la clase Ill, y SIRT6 a la
clase IV. SIRT1 se localiza principalmente en el nucleo, bajo determinadas condiciones es
transportado a citoplasma, lo cual muestra que proteinas tanto nucleares como citoplasmaticas estdn
bajo la regulacion de esta desacetilasa [175]. SIRT2 se encuentra primordialmente en el citoplasma,
donde desacetila a a-tubulina, sin embargo también puede ser transportada a nucleo durante la
transicidon de fase G,-M para desacetilar a H4, sugiriendo el control de la condensacién cromatinica
durante la metafase [176]. Por su parte, SIRT3, 4 y 5 estan localizadas en mitocondria, sugiriendo
participacién en el metabolismo energético y en el envejecimiento. SIRT6 es predominantemente

nuclear, sin presencia en el nucléolo. SIRT7 es una proteina que se encuentra en el nucléolo [177].
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Actividad Proteinas asociadas Ubicacian Funcién en dafio DNA Vinculo con cancer

Desacetilasa H3Ks6, P21, P53, PCNA  Nuclear Reparacion, replicacion, Cancer mama, gastrico,
HDAGCH | | Uu | Topll, ATM, ATR, RFC, y mantenimiento puntos colorectal, pulmén, HL,
ING1a, APE1/Ref1, BRC1 de chequeo DNA. NHEJ, higade.

estrés oxidante

- Desacetilasa H3K56, BRCAT, ATR Nuclear Trasloca al ndcleo en Cancer gastrico, prostata,
HDAC2 | n nu | en dafio al DNA, regula colorectal, HL, CTCL
Clasel — reparacion DNA
Desacetilasa H3ka/K14, H4KE/K12 Nuclear/ Reparacion DNA, man- Céncer gastrico, mama,
- Citoplasmatica  tenimiento orquilla replic, ALL, colorectal, HL
HDAC3 | Dl huso mitdtica, y repara-

cion del DNA y estabili-
dad gendmica via HDAC3

HDACS | u ‘ Desacetilasa Nuclear Neuroblastoma

Desacetilasa HDAC3-NCoR. GATA1 Nuclear! Senalizacién y reparacion Céncer colorectal, linfoma
HDAC4 El T 0 i I | 538P1 ci 5 DNA, funci ) células B, préstata, renal
células T.

Desacetilasa HDAC3-NCoR, GATA1 Nuclear/ Meduloblastoma, leucemia,
HDAC3 | D m u - - ‘ GATAZ Citoplasmatica linfoma células B.

GlEgglls = owememer _ rmoe e e e e e pesiemr e e e e e b e SRR o s o T MR e e e oo o JSBPRR RN
Desacetilasa HDACS3-NCoR. ERw MNuclear! ALL, linforma células T
ey [T TN T T T | Ghoplesmstica
HDACS D UE ] u _ - Desacetilasa Nuclear/ Reparacion DNA ALL, meduloblastoma,
Citoplasmatica leucemia, linfoma
‘ ] Desacetilasa GADD153, u-Tubulin Nuclear Quimiosensibilizacién Leucemia, linfoma, mama
Cl b HpAce I HSPa0, HDAC1
o o R [ e el e e o I Nl e T I i L TS

Desacetilasa Nuclear/ Reparacion del DNA
HDAC10 | l—l] Citoplasmatica
Clase IV —I HDAC11 i _- Desacetilasa HDACH Nuclear Cancer mama, renal, hepatico.

Desacetilasa p53, FOXOQ, MyaD, Nuelears Melabulismo glucosa, Leucemlq mlelnlge aguda,

SIRT1 I 1 u I ] u Ku70,PPARg, NFKB. Citoplasmatica diferenciacin, colon, vejiga, prostata,
PCAF. HaKe, HaK14 neuroproteccion, glioma, piel, ovario.

! . secresian insulina

| u ‘ Desacefilasa -Tubuling, FOXO Nuclear/ Control ciclo celular, Glioma
SIRT2 Citoplamatica deacetilacion tubulina.
Desacetilasa Complejo GHD 1, AceC82  Mitecondrial Produccion ATF, oxidacién ~ Céncer de mama
SIRT3 | ‘ | I acidos grasos, deacetilacion
Clase Il — proteinas mitocondriales

transferasa GHD, ANT Mitocondrial Secresion insulina Cancer de mama.
SIRTS I:[:l Deacetilasa CPsI Mitocandrial Ciclo urea Céncer de mama, pancreatico

SIRTE | [ l | Deacetilasa - ADP- Hif1w, helicasa, Nuclear Telomeros y funciones Cancer de mama, colon.
ribosil NF&B, pali B teloméricas, reparacion DNA
RT I 1 Deacetilasa RNA polimerasa 1, EIA Nuclear Transcipeion RNA pol | Cancer de mama
SIRT7 SMADE
| Dominio Catalitico clase | Sitio para la proteina chaperona 14-3-3 Sitie de Zn*
. l Dominio Catalitico clase lla Sitio de unién factor potenciador de miociocitos (MEF2) Zona rica en leucinas
Dominio Catalitico clase lib Secuencia de localizacion nuclear (NLS) {dominio catalitico inactivo)
l l Dominio Catalitico clase IV Secuencia de exportacién nuclear (NES)
Dominio Catalitico clase Il Sitio de ruptura mitocondrial

Figura 11. Dominios estructurales y funcionales de desacetilasas de histonas humanas.

En el esquema se enlista un resumen de las caracteristicas de las HDACs y de su funcidn bioldgica. Esquema con informacién de [178-181].
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La clase lll se diferencia de las otras clases de deascetilasas de histonas por su dependencia al cofactor
NAD*, sin embargo, también son proteinas con Zn?* como parte de su dominio catalitico. La gran
variabilidad en su dominio de Zn?* 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 excepcién de SIRT4, todas las sirtuinas poseen
actividad desacetilasa, a pesar de esto, sélo SIRT1, SIRT2 y SIRT3 son verdaderas enzimas
desacetiladoras [177]; SIRT6 actia 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 proteinas transfieren el grupo acetilo del residuo de lisina del sustrato en cuestién 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 Cy D.
- ClaseIV: no se le ha encontrado un homdlogo en hongos. La constituye hasta el momento la HDAC11,
el cual no ha sido identificado como parte de algin complejo proteico [169].
El mecanismo catalitico propuesto para las desacetilasas clases I, Il y IV, comienza con la unién del ion Zn?*
del sito catalitico de la desacetilasa al oxigeno del carbonilo de la lisina, lo cual polarizara al grupo carbonilo
para hacer mas electrdfilo a su carbono. Adicionalmente el Zn?* unird una molécula de agua, con lo cual la
nucleofilicidad del oxigeno del agua se incrementard. Dicha nucleofilicidad del agua serd ain mas
incrementada por la unién tipo puente de hidrégeno con Asp-His a los cuales estarad unida la molécula de
agua. El agua llevard a cabo un ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilo produciendo un oxianién
tetrahédrico de transicion el cual estard estabilizado por la unién entre el Zn** y el agua, asi como por el
potencial puente de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo y el grupo hidroxilo del residuo de Tyr, mientras
tanto el acetato sera liberado. Finalmente el nitrégeno ¢ del residuo de Lys podra aceptar un protén de la His

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

Panel A: mecanismo catalitico de desacetilacidn de histonas llevado a cabo por HDACs dependientes de Zn*; panel B: mecanismo de accion de desacetilasas de histonas dependientes

de NAD*; panel C: mecanismo de accién de desacetilasas de proteinas dependientes de NAD*; panel D: esquema de tipos de sustrato para proteinas desacetilasas de, histonas y

desacetilasas de proteinas. Adaptado al espafiol de [186-188].
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3.3. Hidrocarburos aromaticos policiclicos: Sustratos de CYP1A1

En el 2016 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimd que la contaminacion del aire ambiente esta
vinculada con el 58% de muertes prematuras de bebés debidas a infartos y muertes por isquemia del corazon,
el 18% de muertes por enfermedad obstructiva pulmonar, y 6% de las muertes por cancer pulmonar.

En el afio 2013, la IARC concluyd que la contaminacién del aire ambiente es un carcinégeno tipo |,
posicionando al material particulado como el principal componente asociado a la incidencia de cancer,
particularmente el cdncer pulmonar, aunque también se ha establecido su asociacién con el cancer de tracto
urinario y vejiga.

El material particulado es una mezcla de particulas sélidas y liquidas de sustancias inorganicas y orgdnicas
suspendidas en el aire. Se les clasifica como PM10, PM2.5, PM1y PMO0.1. El PM2.5 es de particular relevancia
debido a que las particulas de este tamafio penetran la barrera pulmonar, logrando entrar a torrente
sanguineo. El limite de exposicidon al PM2.5 establecido por la OMS es de 10 uM/m? en promedio anual y de
20 uM/m?3 en promedio anual para PM10. A este respecto, para el 2016, la OMS determiné que el 91% de la
poblacién mundial vive en ambientes cuya calidad de aire supera estos limites.

Las principales fuentes de PM son motores de combustion tanto diesel como petréleo, combustibles
organicos para la produccion de energia dentro de las casas y en la industria como carbdn, lignita, aceites
pesados y biomasa, asi como otras actividades industriales tales como construccién, mineria, manufactura de
cemento, ceramica y ladrillos, y fundicidn. En la Ciudad de México, la combustion de diesel aporta el 35.7%
del PM2.5, la combustién de gasolina el 10.76%, la industria el 20.2%, la erosidn del suelo el 26.5% y otras
fuentes el 6.88% [189].

El PM2.5 estd compuesto principalmente de nitratos, sulfatos, compuestos organicos, metales, particulas de
polvo y compuestos orgdnicos volatiles, aunque el porcentaje de composicion varia entre areas y estaciones
del afio o condiciones climéticas. Para el 2006, la Ciudad de México reportd un promedio anual de 39 pg/m3
de PM2.5, el cual consistié 16% de corteza, 3% de amonio, 7% de nitratos, 10% de sulfatos, 5% de carbdn
elemental y 55% de compuestos organicos.

Dentro de los compuestos organicos que constituyen al PM2.5 se encuentran los HAPs, los cuales consisten
en mas de dos anillos fusionados compartiendo un par de dtomos entre los anillos. Los HAPs mas simples son
el fenantreno y antraceno con 3 anillos fusionados. Aunque se han registrado alrededor de 500 compuestos
de este tipo, sélo algunos de estos son catalogados por la IARC como carcinégenos tipo |, 2A y 2B, por lo cual
se tiene un listado de 16 HAPs con informacion 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 formacién 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 caracteristicas fisicoquimicas que hacen a estos compuestos tener efectos toxicos sobre los organismos
son: su relativa baja presion de vapor, su adsorcidn a superficies de particulas sélidas acarreadoras, su
coeficiente de particién en tejidos, y sus limites de solubilidad las fases lipido-agua en los tejidos. Ademas,
son sensibles a la luz, son buenos conductores, resistentes a la oxidacion y reduccidn, y son fisioldgicamente
activos. Dichas caracteristicas permiten que estos compuestos tengan una particular via metabélica dentro
del organismo, conduciéndolos a la generacidn de procesos que causaran dano a las células. Uno de los dafios
mas importantes es la generacion de cancer [190].

Una vez liberados al aire ambiente los HAPs son encontrados en dos fases, vapor y particula. Por otro lado,
en términos generales, del total de HAPs en el aire ambiente la mayor concentracion de estos se presenta en
vapor, alrededor de 741 ng/m? versus 12 ng/m3 que se localiza en particula. Los HAPs con baja presion de
vapor seran absorbidos mas facilmente en las particulas, sin embargo, las estaciones del afio y el tipo de clima
del lugar en el que se hallen afectaran la proporcidon de HAPs en vapor o en particula. En verano y regiones
tropicales es de esperar mayor concentracién de HAPs en vapor, mientras que en invierno y regiones nordicas
se evidenciara mayor concentracién en particulas. Los HAPs de alto peso molecular con cinco o mas anillos
estdn asociados a particulas de tamafos menores a 2.5um [190].

La principal via de exposicion a HAPs en la poblacion en general es via 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 fitotdxicos por parte de los HAPs son raros,
ya que las plantas contienen sustancias que los protegen contra los HAPs, ademds de que algunas pueden
sintetizarlos para que actien 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 formacion de los HAPs.
En pescados y carnes rojas humeadas se pueden encontrar hasta 200 ug/Kg de HAPs; en carne al carbén hasta

130 ug/Kg; y alimentos procesados a altas temperaturas cantidades de entre 0.01 a 1 pug/Kg de HAPs [190].
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En cuanto al consumo de cigarrillos, otra forma de exposiciéon a HAPs, el humo de la corriente principal del
cigarro es la principal fuente de exposicion a HAPs para los fumadores con alrededor de 1 — 1.6 pug 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 exposicién 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 mas que la corriente primaria [191].

Los limites permisibles de exposicidn a HAPs son 0.2 mg/m? por 8 horas segiin OSHA, 0.1 mg/m? por 10 horas
laborales por la NIOSH, 0.2 ppb como cantidad mdxima contaminante en el agua segun EPA [190].

El metabolismo de los HAPs ocurre en casi todos los érganos, particularmente en aquellos ricos en tejido
adiposo. Una vez que los HAPs entran al organismo requieren varios pasos de activacion metabdlica por
enzimas especificas. En términos generales, la primera reaccidon es de epoxidacién, los epdxidos de HAPs
pueden ser conjugados con glutatidon para su desintoxicacidn, 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 conjugacion, generalmente con sulfonato o glucurénido para ser eficientemente eliminados,
la mayoria de los metabolitos son excretados en heces y orina.

La intoxicacién aguda por HAPs se caracteriza por irritacién de ojos, nauseas, vomito, diarrea y confusién.
También causan irritacion de piel e inflamacién. Por su lado, la exposicidn crénica a HAPs exhibe disminucién
del funcionamiento del sistema inmune, cataratas, dafo al rifién e higado, problemas respiratorios, sintomas
tipo asma, anormalidades en el funcionamiento de los pulmones; la exposicidon repetida a piel causa
enrojecimiento e inflamacion; la misma exposicidn crénica incrementa predominantemente el riesgo a cancer
de piel y pulmdn, asi como a cancer de vejiga y tracto gastrointestinal en menor extensién [190].

Como ya se menciond, en la seccidn de estructura proteica de CYP1Al, el sitio catalitico de esta proteina
permitird la unidon de compuestos anillados y planares, como los compuestos enddgenos bilirrubina,
eicosanoides, prostanglandinas, etc.; y los exdgenos como HAPs, AHA y policlorinados. La mayoria de los HAPs
no son genotodxicos por si mismos y necesitan ser biotransformados a diol-epdxidos, quinonas o especies
reactivas de oxigeno para reaccionar con el DNA y asi inducir su dafio genotdxico.

Los HAPs seleccionados para llevar a cabo esta tesis doctoral fueron cuatro compuestos cuya capacidad de
unién a AHR varia desde muy baja, intermedia a alta. En la Tabla 2. Potencias de unidn a AHR, induccié de
CYP1 y actividad EROD de HAPs. se muestra sus capacidades de unidon a AHR. Por otro lado, estos estan
clasificados como carcindgenos completos, por lo cual son utilizados como inductores de dicho proceso
patoldgico en modelos de carcinogénesis quimica. A continuacion, se presenta una descripcién de cada uno

de estos compuestos.
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3.3.1. Benzofluoreno / TN

Figura 13. Estructura de BF.

También conocido como 11H-benzo[b]fluoreno, benzo[b]fluoreno o 2,3-benzofluoreno (BF). Es un HAP
proveniente de humo de tabaco, contaminacién ambiental, e ingesta de alimentos y agua contaminada con
productos de combustidn orgdnica.

Esta clasificado como carcindgeno tipo 3 por la IARC debido a que no mostré ser positivo en el ensayo de
iniciacién-promocion de cancer 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 teratégeno, ya que el pez zebra expuesta a 3 uM del compuesto, 3 horas pos-fertilizacion
por 120 horas, genera malformaciones en los embriones del tipo acumulacién de fluido en la regién del
pericardio y placenta, asi como malformaciones cerebrales. Se sugiere que sus efectos teratogénicos pudieran
estar relacionados con su capacidad de unidon a AHR, ademds de que es un ligando débil del receptor de
estrogenos. Por otro lado, 24 horas de exposicién a este compuesto, 96 horas pos-implantacidon de este
organismo, incrementa la expresion de cyplal, per2, cryl, odcl, los cuales son genes involucrados en el
metabolismo de xenobidticos y ciclo circadiano; mientras que disminuye la de wnt11, hoxa3, alcam y dusp1,
los cuales son genes vinculados con transporte molecular y metabolismo de lipidos [193]. Su interaccién con
la via de AHR también fue comprobada en la linea celular de hepatoma de humano, HepG2, en donde después
de 24 horas de exposicién a 5 UM de este compuesto se obtiene la induccién 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
induccion de CYP1A a través de AHR, es de esperar que sea oxidado por CYP1 para producir el esperado diol-

epoxido de BF.

Tabla 2. Potencias de unién a AHR, induccié de CYP1 y actividad EROD de HAPs.

Valores de CEs (M)
Compuesto Potencia de unién a AHR Induccién de CYP1 Actividad EROD
2,3-Benzofluoreno 1.3x10°5 1.0x 10® 1.0x 10®
Benzo[a]pireno 3.6 x107 >1.0x 104 >1.0x 104
7,12-Dimetilbenz[a]antraceno 3.2x107 >1.0x 104 >1.0x 104
3-Metilcolantreno 2.8x10% 1.3x10% 6.4x107

La determinacion de potencias de unidn a AHR se hizo mediante ensayos de competencia de unién a [3H]-TCDD. Informacién tomada

de [195].
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3.3.2. Benzola]pireno

EL benzo[a]pireno (BaP) es un HAP conformado por cinco anillos aromaticos. Es un cristal amarillo de olor
ligero, insoluble en agua y de baja volatilidad. Es liberado al aire ambiente tanto por vias naturales como
antropogénicas y removido mediante oxidacién fotoquimica; reacciones con éxidos de nitrégeno, radicales
hidroxi e hidroperoxi, ozono, 6xidos de sulfuro, y nitrato de peroxacetilo; y mediante la lluvia depositandose
en tierra o agua. Por otro lado, en el aire es predominantemente adsorbido a particulas, pero también existe
en forma de vapor a altas temperaturas. Las principales formas de exposicion a BaP son laborales, de forma
deliberada ante el consumo de productos de tabaco, por inhalacidn 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 aislé algunos miligramos de BaP a partir de toneladas
de chapopote [196] y hasta 1955 que R. L. Cooper determind que 500 cigarrillos contienen alrededor de 4pg
de BaP [197], la cual es aproximadamente la cantidad necesaria para generar hiperplasia en explantes de
pulmén [198]. Un cigarro contiene en promedio 22.5 ng de BaP [191]. Otras fuentes en las que se le encuentra
son combustibles fdsiles, aceites crudos, incendios forestales, combustiéon de maderas y carbdén, escapes de
vehiculos motorizados; y en varios procesos de combustion industrial. Es un compuesto persistente, pero que
puede ser degradado por algunos organismos, por lo que no es biomagnificable [199].

Este compuesto esta clasificado como carcindgeno tipo 1 por la IARC. Es el integrante representativo de las
mezclas de HAPs y, hasta ahora, es el carcindgeno mas potente de entre los HAPs. Con base en estudios
epidemioldgicos, una unidad de riesgo para cancer de pulmdén ante la exposicion a aire ambiente
contaminado con HAPs es de 8.7x10° ng/mg? de BaP, mientras que la exposicidn a lo largo de la vida generara
un riesgo de céncer de 1/10 000, 1/100 000, y 1/1 000 000, para 1.2 ng/m?3, 0.12 ng/m3, y 0.012 ng/m3,
respectivamente [4].

En ingesta oral, el BaP no es absorbido en estdmago pero si en intestino, y el grado de esta absorcién
dependerd del vehiculo en el que esté disuelto [200]. Este compuesto es principalmente eliminado en sus
formas metabolizadas en heces, con aproximadamente 20% de excrecidn en orina, teniendo un pico maximo
en bilis a las 2 horas de ingesta y a las 24 horas se tiene la excrecidn total [197,201,202]. Para su distribucidn,
BaP se une a lipoproteina a y a Y-globulina [202], también es transportado por quilomicrones, y en el plasma
es acumulado en esferas lipidicas [203]. Dentro de las células se localiza en mitocondria, Golgi, reticulo
endoplasmico liso, membrana plasmatica, envoltura nuclear y, con menor intensidad, en lisosomas. La dosis

de referencia para la exposicidon a BaP via oral para toxicidad para el desarrollo es de 3x10* mg/Kg/dia,
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mientras que el factor de pendiente para exposicion oral a BaP es de 1 mg/Kg/dia para respuesta a tumores
en el tracto digestivo [199].

Tras la inhalacién de BaP, este compuesto se distribuye rdapidamente en varios tejidos, siendo el higado,
eso6fago, intestino delgado y sangre los que presentan altos niveles durante los primeros 30 minutos tras su
exposicidn [204,205]. La dosis de referencia para toxicidad para el desarrollo tras la exposicion via inhalatoria
de BaP es de 2x10°® mg/m3, mientras que el factor de pendiente para esta via de exposicion es de 6.4x10*
pg/m? para tumores en el sistema respiratorio superior y tracto digestivo [199].

Por las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto, su efecto dependera de la toxicocinética que se presente
en el animal, tejido o modelo bioldgico en el que se esté evaluando. Los efectos que produce son, proliferacion
celular, estrés oxidante, interferencia en vias de transduccién de sefiales, dafio al DNA, proteinas y lipidos,
establecimiento de mutaciones, y muerte celular. Estos efectos pueden tener multiples consecuencias, entre
ellas, condiciones patoldgicas como, asma, enfermedades pulmonares, cardiovasculares y cerebrales, y
cancer [4].

Esta molécula, también conocida como 3,4-benzopireno, posee la denominada regién bahia caracteristica de
los HAPs, la cual es susceptible a oxidacién o formacidon de iones radical, pero inmune a conjugacién y
desintoxicacion. Esta caracteristica conduce a los metabolitos oxidados en esta regién a ser electrdéfilos muy
reactivos con el DNA, proteinas y lipidos. El estudio del metabolismo de BaP condujo a que entre los afios
1973 a 1978, tras enormes esfuerzos de varios grupos de investigacidén, se descubriera el metabolito
mutagénico de BaP, el isémero (+)-trans-7,8-diol-9,10-epdxido BaP (BPDE), el cual se une covalentemente al
DNA [5][206]. El mapa metabdlico de BaP hasta ahora dilucidado se muestra en la Figura 14.

El mecanismo general de generacién de tumores por BaP comienza con su biotransformaciéon a compuestos
altamente reactivos con el DNA. Tres posibles reacciones han sido identificadas con los siguientes productos
de la biotransformacion de BaP: metabolitos diol-epdxidos, metabolitos radicales catidnicos, y especies
reactivas de oxigeno generadas durante el ciclo catalitico de CYP o via los metabolitos orto-quinonas, los
cuales también son productos de biotransformacién de BaP. Estas reacciones dardan como resultado la
formacidn de aductos o el dafio al DNA por ROS, los cuales pueden conducir a la formacién y fijacién de
mutaciones, siendo de relevancia aquellas que se produzcan en genes supresores de tumor u oncogenes
asociados con la iniciacion de tumores. Finalmente, BaP y sus metabolitos también promueven la expansion
clonal de células mutadas durante los procesos conocidos como promocidn y progresion del cancer. La sola
exposicién a BaP produce todo el proceso de carcinogénesis, por lo que se le cataloga como carcinégeno

completo.
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Se ha demostrado que los metabolitos de BaP se unen covalentemente a RNA, proteinas tipo no histonas,
DNA, e histonas [207]. La reaccién entre los metabolitos diol-epdéxidos del BaP con el DNA ocurre
preferencialmente con los grupos amino exociclicos de los nucledtidos guanina y adenina, generando aductos
voluminosos [208,209]. De estas dos reacciones, los aductos diol-epdxidos con guanina son los que se generan
con mayor frecuencia en comparacién con el aducto con adenosina, a pesar de esto es este ultimo aducto el
que produce desenrrollamiento de la cadena de DNA en la zona donde se localiza, lo cual conduce a la
desnaturalizacién del DNA, asi como a la ruptura de pares de bases de la cadena generando corrimiento del
marco de lectura. Los aductos metabolito BaP-DNA tendrdn 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 cromosdmicas [190]. Aun asi, las mutaciones por transversiones son las mas frecuentes en la
exposicién 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 catidnicos de BaP, pese a no ser los metabolitos mds potentes de union
al DNA, pueden causar aductos con el DNA que resultan en depurinaciones. La depurinacidn mas
predominante ocurre en las posiciones N3 y N7 de la adenina y en la posicién 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 oxigeno que causan dafos al DNA como lo es la generacion del
aducto 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina [221-224].

Elisomero (-)-trans-BPDE es el que tiene 60% de efectividad en la generacion de tumores dérmicos en ratones
en comparacién al 2% o menos de efectividad generada por los otros tres isomeros de este diol-epdxido. El
mismo (-)-trans-BPDE produce el 100% de tumores pulmonares en ratones inyectados via intraperitoneal
[206].

Estudios de tumorigenicidad en ratones hembras y machos expuestos via intraperitoneal a 2 mg de BaP
mostraron que las hembras son mas susceptibles a desarrollar tumores, con 70% de localizacidn entre bazo y
estdmago; mientras que los ratones machos presentan 62% de desarrollo de tumores y la localizacién de
estos es 64% en tejido conectivo y érganos abdominales bajos, en un tiempo de latencia promedio de 33
semanas. Las masas tumorales generalmente se presentaron adheridas o invadiendo al menos a algiin 6rgano
abdominal como higado, bazo, intestino, testiculos, vejiga, etc. Adicionalmente, en este disefio y modelo
experimental, no se observé metastasis a pulmones [225].

Estudios llevados a cabo en ratas machos y hembras expuestos via 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% presentd 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]. Multiples estudios
de desarrollo de tumores y cancer en diversos modelos animales con diferentes érganos blanco se han llevado
a cabo con BaP, de tal manera que este compuesto es ampliamente utilizado en modelos de carcinogénesis
guimica.

La expresion de diversas proteinas es modificada después de la exposicidn a BaP y es dependiente del modelo
en el que se evalla, varios perfiles de expresion de genes han sido realizados, lo cuales son consistentes en
cuanto al incremento de la expresién de un grupo de enzimas en particular, la familia de CYP1 [35,180,184—
187]. La induccidn de la expresidon 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 dafio al DNA en modelos como aberraciones cromosémicas, prueba de microntcleos,

intercambio de cromdatidas hermanas, ensayo cometa.

3.3.3. 3-Metilcolantreno

En 1935 L.F. Fieser y colaboradores reportaron la sintesis de 3-metilcolantreno (3MC) mediante dos vias, una
a partir de p-bromotolueno y otra a partir de 4cido cdélico, mientras que otros investigadores ya hacian uso
de él en el modelo de carcinogénesis quimica obteniéndolo a partir de acido desoxicdélico, un compuesto de
origen biliar [231].

Es un compuesto sélido cristalino de color amarillo e insoluble en agua perteneciente al grupo de HAPs. Este
compuesto es prototipo en la generacion de modelos de carcinogénesis quimica. Su produccién es
principalmente sintética, sin embargo, su uso en investigacién posiblemente ha permitido la liberacidn de
este compuesto al ambiente, y también hay la posibilidad de que sea liberado a través de la quema de
combustibles organicos. La exposicidon de la poblacidon a este compuesto es mediante la inhalacién de aire
contaminado principalmente, aunque el portal TOXNET del Instituto Nacional de Salud de EUA reporta la
exposicidon a través de humo de cigarro o a través de la exposicidon dérmica a material particulado producto

de la combustion [232].
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Figura 14. Mapa metabélico de BaP.

glutation

9. 7,8-diol-BaP-3-sulfato
10. BaP-7,8-catecol
11. 7-Hidroxi-8-metoxi-baP

1. Benzola]pireno (BaP)
2. 3-Hidroxi-BaP

3. BaP-3-glucurénido
4. Radical catién de BaP 12.BaP-7,8-diona
5.7,8-oxi-BaP 13.7,8-diol-9,10-epoxi-BaP
6. 7-Hidroxi-BaP-8-glutatién 14. 7,8,9,10-tetraol-BaP
7.7,8-diol-BaP 15. Aducto NdG (trns)-BaP
8. 3-Hidroxi-7,8-diol-BaP  16. Aducto N?-dG-(cis)-BaP

En el esquema de reacciones se puede apreciar la clasica regién bahia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, la cual les confiere su capacidad mutagénica. Las enzimas

involucradas en el metabolismo de BaP son citocromo P450 (CYP), epdxido hidrolasa (EPHX), aldocetoreductasa (AKR), UDP-glucuronosil transferasa (UGT), sulfonato transferasa (SULT),

catecol-O-metil transferasa (COMT) y glutation transferasa (GST). El aducto formado por el metabolito BPDE y el DNA es a través del nitrégeno 2 de la guanina (N-dG). Imagen adaptada

y extendida con informacién de [5,206,230].
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En la liberacidn al aire ambiente, la presion de vapor de 4.3x10°® que posee el 3MC indica que este compuesto
puede existir tanto en la fase de vapor como en la fase particulada de la atmédsfera. El 3MC contenido en la
fase de vapor puede ser degradado fotoquimicamente, 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 facilmente biodegradado. Si es
liberado en agua, puede absorberse a sélidos 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], cancer de colon [235], y cdncer de mama [236] después
de su exposicidon oral. Causa cancer de higado [237], pulmén y sanguineo [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 cancer de higado [5]. Por otro lado, es un potente inductor de
enzimas microsomales hepaticas, entre ellas la familia CYP1 [228]. Actualmente es utilizado en combinacion
con dietilnitrosamina para inducir el modelo de multi-estado de carcinogénesis pulmonar [239] y con TPA
para inducir el modelo de cancer de piel [240].

Tras su ingesta via oral, 3MC es bien absorbido en el estdmago de rata, donde es retenido por un tiempo
considerable, y también es absorbido en el intestino, esta absorcidn es por difusién pasiva principalmente.
Después de su distribucion es detectado en sangre y en higado [241], y excretado en bilis [242], en higado los
metabolitos de este compuesto unidos al DNA son totalmente reducidos entre las 4-24 horas posterior a su
administracién, no asi en pulmén en donde ademas los niveles de DNA-3MC son mucho mayores que en
higado [243]. Bajas dosis de 3MC, 2.5 — 10 mg/Kg via intraperitoneal, inducen la expresion proteica en higado,
particularmente alrededor de la vena centrolobulillar, la cual se vuelve homogénea en tanto la concentraciéon
de 3MCincrementa [244]. Este compuesto induce la expresidn de CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, GR, GPx, GSTAI,
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 expresidn génica como la actividad enzimatica
de CYP1 después de 24 horas. Estos niveles regresan a su estado normal después de 5 — 7 dias. [246-248]. Los
resultados in vitro en células HepG2 sugieren que la expresion sostenida de CYP1Al1l es un mecanismo
independiente de la via de AHR, debido a que el 3MC y sus metabolitos son eliminados de 12 a 24 horas y la
expresion de esta enzima sigue hasta por 96 horas después [249].

La activacién de la via de AHR por este hidrocarburo es muy particular, experimentos de inmunoprecipitacién
de la cromatina mostraron que este compuesto induce cambios en la acetilacién y metilacién de H3 en genes
especificos y también induce cambios en la unién oscilatoria de AHR a sus elementos de respuesta, con una

periodicidad de 1.5 a 2 horas [250].
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Al igual que BaP, 3MC es bioactivado via la formacion de diol-epdxidos en su regidn bahia 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 extrafar que el metabolito mutagénico de 3MC
sea un diolepdxido 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 linea celular humana 312, ya que se logra transformar esta linea celular ante su exposicién con 3MC a través
de la mutacién del codén 61 en el oncogen ras, lo cual activa al producto proteico p21 [252].

Adicional a su capacidad mutagénica y de induccién de enzimas de fase I, 3MC induce a proteinas cinasas,
tiene actividad estrogénica debido a su capacidad para interaccionar con el receptor de estrogenos a (ERa)
[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 carcindgeno afecta el aprendizaje y memoria,
mientras que in vitro en células neuronales de humano se mostro su capacidad de interferencia con el proceso
de neurogénesis [257]. También se ha reportado que altera el ciclo reproductivo de ratas hembras y dafia el
esperma de ratas machos. Pese a que es fetotdxico y ha mostrado afectar el crecimiento fetal, no se ha

observado efectos teratogénicos tras su administracién en ratas prefiadas [258].

3.3.4. Dimetilbenz[a]antraceno

Dimetilbenz[alantraceno (DMBA) es un compuesto prototipo de HAPs, sin embargo, debido a sus
caracteristicas de sensibilidad a la luz no se encuentra de forma natural en el ambiente. Su uso se limita a
estudios de carcinogénesis quimica en laboratorios de investigacidn. La poblacién involucrada en el manejo
del compuesto con propdsitos de investigacion es la que estd expuesta a este agente carcinogénico, de otra
manera no se espera que la poblacidn esté expuesta este hidrocarburo. Su liberacién al aire, agua o suelo es
la otra posible via de exposicidn, sin embargo, es altamente fotosensible, de tal manera que seria degradado
por la luz solar [261].

Este compuesto es absorbido en intestino de ratas tras su exposicién 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 duracién
de sus efectos [263], y es excretado en bilis en un 79-82%.

El metabolismo de DMBA esta basado en la acciéon de CYP1B1, CYP1A1 y epdxido hidrolasa, Figura 16, de los
cuales la activacion metabdlica llevada a cabo por CYP1B1 es crucial para la accidon toxica, mutagénica y

genotodxica [29]. Al igual que BaP y 3MC, los metabolitos diolepdxidos de DMBA causaran aductos con el DNA.
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Region bahia

b

CYP

EPHX

1. 3-Metilcolantreno (3MC)

2. 1-Ceto-3MC

3.trans 1-Hidroxi-3MC

4. cis 1-Hidroxi-3MC

5.trans 1-Hidroxi-9,10-epoxi-3MC

6. trans 1-Hidroxi-9,10-diol-3MC

7.trans 1-Hidroxi-9,10-diol-7,8-epoxi-3MC
8.trans 1-Hidroxi-7,8,9,10-tetraol-3MC

Figura 15. Mapa metabdlico de 3MC.

Conjugaciéon con
glucurénido
glutation
sulfonato

9. trans 1-Hidroxi-8,9,10-triol-3MC-7-glutatién

10. trans 1-Hidroxi-8,9,10-triol-3MC-7-sulfato

11. trans 1-Hidroxi-8,9,10-triol-3MC-7-glucurénido
12. cis 1-Hidroxi-9,10-epoxi-3MC

13. cis 1-Hidroxi-9,10-diol-3MC

14. trans 1-Hidroxi-9,10-diol-7,8-epoxi-3MC

15. trans 1-Hidroxi-7,8,9,10-tetraol-3MC

16. Aducto N?dG (trans)-3MC

17. Aducto N*-dG-(cis)-3MC

En el esquema de reacciones se puede apreciar la clasica region bahia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, la cual les confiere su capacidad mutagénica. Las enzimas

involucradas en el metabolismo de 3MC son aldehido oxidasa (AQ), citocromo P450 (CYP), epdxido hidrolasa (EPHX), UDP-glucuronosil transferasa (UGT), sulfonato transferasa (SULT),

catecol-O-metil transferasa (COMT) y glutation transferasa (GST). El aducto formado entre el metabolito 3MCDE y el DNA es a través del nitrégeno 2 de la guanina (N-dG). Imagen con

informacion de [5,251,259,260].

56



En comparacion con BaP, DMBA presenta hasta 10 veces mas unién al DNA y proteinas [264]. Sin embargo,
en ensayos de mutagenicidad en células humanas tuvo bajo efecto mutagénico con bioactivacion inducida
por la adicion de S9 y practicamente ningln efecto sin la adicién de esta mezcla de enzimas [235].

Pese a lo anterior es un carcindgeno mas efectivo que 3MC en la induccidon de tumores mamarios [265].
Actualmente es utilizado en combinacién con acetato 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) para la induccién del
modelo de multi-estado de carcinogénesis quimica de piel. Es en este modelo en el que se ha demostrado
gue este hidrocarburo principalmente causa transversiones A — T en el codén 61 del gen Ha-ras1, el cual es
un gen critico en el desarrollo de carcinogénesis dérmica [266,267]. En estudios de induccién de
carcinogénesis en modelos animales, DMBA es capaz de producir tumores en estdmago, intestino, ovario,
piel, y en tejido linforeticular.

Dentro de sus efectos estd la disminucidn de la velocidad de proliferacion celular dentro de las primeras 48
horas de exposicion a este compuesto, tanto in vivo como in vitro [268]. Este efecto inhibidor de la
proliferacién celular también se puede observar en tejido hepdatico en regeneracién, el cual tiene menor
proliferacién cuando esta expuesto a este compuesto [269], también se ha visto que induce la acumulacion
de células hepdticas en fase S debido a su efecto genotdxico [270]. Su administracion a ratas tanto macho
como hembras jovenes de 50 dias causé pancitopenia y disminucion de precursores hematopoyéticos y
linfoides [261], mientras que en especies aviarias prefiadas provoca embriotoxicidad.

DMBA causa selectivamente calcitracion de la corteza de la glandula adrenal en cadncer de mama inducido por
el mismo compuesto [271]; produce atrofia testiculary destruccion de células jévenes en las series germinales

[272]; e induce inmunosupresidn a través de su capacidad genotdxica [273].
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Figura 16. Mapa metabdlico de DMBA.

En el esquema de reacciones se puede apreciar la clasica region bahia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, la cual les confiere su capacidad mutagénica. Las enzimas
involucradas en el metabolismo de 3MC son, citocromo P450 (CYP), epdxido hidrolasa (EPHX), UDP-glucuronosil transferasa (UGT) y glutatidn transferasa (GST). El aducto formado por

el metabolito DMBA-diol epdxido y el DNA es a través del nitrogeno 2 de la guanina (N-dG). Imagen adaptada de [5,274,275].
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4. Antecedentes: vinculo HAPs, CYP1A1 y epigenética

El estudio de la toxicidad causada por HAPs va de la mano con el de la actividad e induccidn de la expresién
de la familia de CYP1. El modelo de células de hepatocarcinoma de ratén, Hepa 1c1c7, es donde mejor se ha
descrito el proceso bajo el cual los HAPs inducen la expresidn de la familia CYP1, en particular se ha estudiado
mas profundamente a CYP1A1.

La expresion génica de CYP1A1l es tejido dependiente e inducible por HAPs. Aunado a esta expresion
diferencial entre tejidos, el estado patofisioldgico en el que se encuentre el tejido también podrd definir la
expresion o no de CYP1A1. Un ejemplo de ello lo dan los individuos fumadores, en los cuales, la expresion de
CYP1A1 en pulmdn 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 metilacién que los que no son fumadores [276].

Por otro lado, en células humanas de cdncer de prdstata, la expresidn de CYP1A1 es nula, incluso cuando es
expuesto a TCDD un potente agonista de AHR, mientras que en células no cancerosas si se presenta la
expresidon de este gen ante la exposicion al compuesto policlorinado. Lo anterior concuerda con los niveles
del estado de metilacion de CYP1A1, pues en la linea cancerosa el gen estd hipermetilado, no asi en la linea
no cancerosa [277], ademas de que el resultado obtenido en la primera correlaciond con la evaluacién de 30
pacientes con cdncer de proéstata, los cuales mostraron el mismo patrén de hipermetilacién 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 metilacidn de los sitios CpG que estdn contenidos en él y, por otro lado, la
posibilidad de que dicha regulacién sea afectada por el estado fisiopatoldgico del modelo en cuestién, ya que
como se describid en el parrafo anterior individuos fumadores crdnicos presentan cambios de expresion y de
estado de metilacién del gen de CYP1A1, asi como las lineas celulares cancerosas que presentan a este gen
insensible a su induccion.

Aunado a los resultados anteriores, en cultivo primario de hepatocitos de rata tratados con el inhibidor de
DNMTSs, 5AzadC, se observo el incremento en proteina de CYP1A1l directamente proporcional al aumento en
la concentracion de 5AzadC. Este efecto dependiente de la concentracion de 5AzadC se perdié cuando las
células fueron expuestas simultdneamente a 5AzadC y AN-8, este ultimo 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
regulacion 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 lineas celulares humanas cancerosas se ha observado

alteracion del estado de metilacidon de la regién regulatoria del gen de CYP1A1, en células de ratén no se
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observaron cambios, posiblemente debido a las diferencias en la estructura de la regién 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 ratén
con la finalidad de mostrar las diferencias estructurales en cuanto a la regién regulatoria de este gen en las
tres especies. El andlisis estructural de la regidon regulatoria de CYP1A1 en estas especies muestra que la region
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 Unicamente cuatro
son funcionales; el gen mCyplal posee sélo una isla CpG, la cual es pequeiia comparada a las dos que posee
el gen de humano y se encuentra en la regidon promotora, su posicion es de -746 a -1265 pb [278], dentro de
esta isla se encuentran tres de los cuatro sitios XRE funcionales de esta regién regulatoria ; mientras que el
gen rCYP1A1 posee dos pequefias 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 region regulatoria.

5 bp -1760 -1600 -1440 -1280 -1120  -960 -800 -640  -480 -320  -160 +1

Rata .o o+ 1+ 0, 0 ., 0 0006  + 0, ¢+ 4 4+ 4 10
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Raton | 1 | | | .1 1 . | .l .1 01 01 L l ] 0 1 1 | L |0 I—
+1
Humano | | | | L OI 100 0 . .1 .I | | | ] .l O | | | |O l_
== Isla CpG
0 Sitio XRE

@ Sitio XRE funcional
Figura 17. Region regulatoria de CYP1A1l en rata, ratén y del ser humano.

Las secuencias de ratdn, rata y de ser humano fueron tomadas del portal NCBI el dia 05-07-2015, la longitud de las secuencias fue de
+40,000 nucledtidos, las cuales fueron sometidas a alineacion multiple mediante el programa Jalview [279], para posteriormente ser
analizados mediante los programas CpG Island [280] y TF PROMO Prediction [281]. Las caracteristicas del analisis 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 CACGCy los sitios encontrados fueron validados con los reportes experimentales de sitios de unién AHR en rata [282],

raton [46,53,278] y de ser humano [277,283].

La importancia de la expresién de CYP1A1 radica en la capacidad del 6rgano, tejido o células para metabolizar
a los xenobidticos, en este caso los HAPs, y con ello generar metabolitos con capacidad para interaccionar

con el DNA, causando dafos en él, ya sea transicionales o permanentes (mutaciones). En este sentido, en el
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estudio del proceso de carcinogénesis quimica en el modelo de transformacidon de células epiteliales de
bronquios humanos inducido por el metabolito BPDE y por el agente alquilante metilnitrosourea, se puede
observar que la transformacion de estas células ocurre a la par de diversos cambios en procesos celulares
como el incremento de dafio al DNA observado a través de la formacion de micronucleos, incremento de
proteinas vinculadas con la regulacidn 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
estd presentando la mutacién iniciadora en genes cruciales para que se establezca la célula neoplasica [284].
Lo anterior, sumado al hecho de que multiples estudios tanto en modelos de induccién de carcinogénesis
guimica como en evaluacion epidemiolégica del estado patoldgico de diversos tipos de cancer han mostrado
consistentemente la disminucidn de la marca de metilacidn del DNA global, incremento del nivel proteico de
DNMT1, disminucidn global de la marca de acetilacién 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 mutaciénde en genes claves es un evento tardio en el proceso de

carcinogénesis y que diversos cambios se presentan antes de dicha mutacion. Este conjunto de eventos son

lo que ahora se denomina disrupcidn epigenética de la célula progenitora [294,295].

Tabla 3. Efecto de la inhibicion de DNMTs y HDACs sobre CYP1A1.

Dosis de inhibidor de Modelo biolégico Ligando AHR Efecto Estado de metilacion DNA de Fuente
DNMTs CYP1A1
Células de adenocarcinoma BaP 1 nM, 100 nM, 10 uM Incremento en expresién de hCYP1A1 inicié con 35% de metilacion completa en [276]
humano, A549 100 puM. promotor hCYP1A1
Células de epitelio bronquial Incremento expresion de hCYPIA1 inicia con 11% de metilacion completa en
humano, Beas-2B 100 nM. promotor de hCYP1A1
5AzadC, 5uM, 96h Células de carcinoma TCDD 10 nM, 24 h Incremento de 2-3 veces en la expresion de Ambas lineas: elevada [296]
mamario, MCF-7 hCYP1A1 en AzadC vs controles, pero no hubo metilacidn de sitios CpG en la
cambio en AzadC-TCDD vs TCDD. regién enhancer. Baja metilacion
de sitios CpG en la region
Células de carcinoma Incremento de 4 veces la expresion de promotora.
cervical, Hela hCYP1A1 en 5AzadC vs control y de 7 veces en
5AzadC-TCDD vs control
5AzadC, 0, 0.25, 1 uM, por 7 Células préstata, PWR1-Ey TCDD 10 nM, 18 h—dia 6 Incremento en la expresion de hCYP1A1 tanto RWP1 presenta menor [277]
dias para determinacion de RWPE-1 determinacion proteina en PWR1 com en PWPE1 tratadas con 5AzadC, metilacion que LNCaP en la
proteina de CYP1A1 pero no con TCDD. regién de enhancer. No
Por 14 dias para presenta metilacion en la region
determinacion de estado de Células de carcinoma Incremento de la expresion de hCYPIA1 en promotora.
metilacion. prostatico, LNCaP LNCaP por TCDD en dependencia de la
concentracion de 5AzadC.
5AzadC, 2 pM, cada 12 h por Células de hepatocarcinoma BaP 5uM, 8 h 5AzadC no promueve el cambio en la expresion N [278]
3 dias murino, Hepalclc7 de mCYP1A1 vs control.
El co-tratamiento 5AzadC-BaP no incrementa la
expresion de mCyplal vs BaP.
5AzadC, 5uM, 3 dias Células de hepatocarcinoma TCDD 10 nM, 48 h AzadC-TCDD no incrementan la expresién de N [297]
murino, Hepalclc7 mCyplalvs TCDD.
Células de fibroblastos AzadC-TCDD incrementa la expresion de
embrionarios murinos, mCyplalvs TCDD
C3H10T1/2
5AzadC, 5uM, 72 h Células de carcinoma 24 h después del No hay cambios en la expresion de hCYPIA1 N [298]
mamario, MCF-7 tratamiento con 5AzadC,
TCDD 100 nM
Células de hepatocarcinoma No hay cambios en la expresion de hCYP1A1
humano, HepG2
5AzadC 1, 5, 10, 50, 250 y Cultivo primario de Incremento en la proteina de rCYP1Al en [188]

500 uM, por 72 h

hepatocitos de rata Sprague
Dawley

dependencia de la concentracién de 5AzadC

61



SazadC, 0.5 uM, por 5 dias

5AzadC, 5 pM, por 7 dias
(con cambio de medio en el
dia cuatro, en el dia 6 las
células fueron divididas en
cajas de 60 mm con medio
de cultivo que contenia
5AzadC, el dia 7 el medio
fue cambiado).

5AzadC, 5 pM, 5 dias
RG108, 5uM, 5 dias

Inhibidores de HDACs
TSA, 200ng/mL, 30 min
antes de TCDD

TSA, 100ng/mL, 24h

SAHA, 0.2-4.0 uM, 12 and

24h

TSA, 0.2 - 4.0 uM, 12 and 24
h
TSA, 25 UM, 2, 4, 7 dias

Butirato de sodio, 2mM, 16h

TSA, 100 nM, 24h

AN-8,1—5 puM, 72h

TSA, 250 nM, 16 h

N, no determinado.

Cultivo primario de células
bronquiales humanas, NHBE
y HBEC

Cultivo de células de
carcinoma de pulmén, HLAC
Células de carcinoma
cervical, Hela

Células de hepatocarcinoma
humano, HepG2.

Cultivo primario de
hepatocitos humanos, hPH

Cultivo primario de células
madre derivadas de
hepatocitos, hESC.Hep

Modelo biolégico

Células de hepatocarcinoma
murino, Hepalclc7

Células de carcinoma
mamario, MCF-7

Ligando AHR
TCDD 1 pM

TCDD 10 nM después de
TSA, 24 h

Células de carcinoma
cervical, Hela
Células de carcinoma

5AzadC incrementa la expresion de hCYP1A1
s6lo en HLAC

5AzadC incrementa la expresion de hCYP1A1 vs
el control

Sélo hESC-Hep incrementd la expresion de
hCYP1A1 en ambos tratamientos, 5AzadCy
RG108.

Efecto
No tiene efecto sobre la actividad basal EROD

NHBE y HBEC presentaron
mayor metilacion que HLAC en
la regién de enhancer

Tanto Hela como HepG2 no
presentan metilacion en la
region enhancer

hPH no presenté metilacion
hESC-Hep presento elevada
metilacién

Incrementa la actividad EROD y la proteina de CYP1A1 inducidos por TCDD
Incrementa la expresion basal de hCYP1A1, pero no tiene efecto sobre la inducida

por TCDD.

Incrementa la expresion basal de hCYP1A1 y la inducida por TCDD.

mamario, MCF-7

BaP 4 uM

Incrementa la actividad EROD y la expresién basal de hCYP1A1 y no tiene efectos
sobre la expresion inducida por BaP.

Incrementa la actividad EROD inducida por BaP y la expresion basal de hCYP1A1;
mientras que disminuye la expresion inducida por BaP.

Cultivo primario de
hepatocitos de rata Sprague
Dawley

Ninguno

Células de hepatocarcinoma
murino, Hepalclc7
Células de hepatocarcinoma
murino, Hepal-OT

BaP 5 uM, 8h

TCDD 10 nM, 24h

Células de fibroblastos
embridnicos murinos
C3H10T1/2

Cultivo primario de
hepatocitos de rata Sprague
Dawley

Células de carcinoma
mamario, Hela

Ninguno

PCB-136, 3 uM, después
deTSA,6h

Incrementa la actividad EROD al dia siete.

Incrementa la proteina de rCYP1A1 en todos los dias probados.
Incrementa la expresion de rCYP1A1 en los dias cuatro y siete.

No se observan cambios en la expresion basal ni inducida de mCyplal.

Incrementa la expresion inducida de mCyplal por TCDD

Incrementa la expresion inducida de mCyplal por TCDD

Incrementa el nivel de proteina de rCYP1A1

Incrementa la expresion basal e inducida de hCYP1A1

[299]

[300]

[301]

Fuente
[302]

[296]

[303]

[304]

[278]

[297]

[188]

[300]

La inconsistencia entre eventos mutagénicos y tumorigénicos, asi como carcinogénicos, ha llamado la atencidn desde

hace tiempo. Alrededor de los afios setenta, la presencia heterogénea de mutaciones en oncogenes en tumores

inducidos quimicamente mostro la posibilidad de que la mutacidn de dichos genes no sea lo Unico que esté mediando

su activacion. Esta inconsistencia entre eventos llevo al grupo del Dr. Vincent L. Wilson a estudiar otros mecanismos de

regulacidn que fueran mas consistentes entre los compuestos que estan logrando el establecimiento de la célula iniciada,

aun cuando difieran en tipo de activacion mutagénica o inclusive no la presenten. Dentro de los descubrimientos mds

relevantes que su grupo de investigacidn obtuvo se encuentran que BaP y otros agentes formadores de aductos con el

DNA, promueven la hipometilacién del DNA, sugiriendo un posible impedimento de la accién metiltransferasa de la

DNMT1 debido a la formacién de aductos con el DNA [287,305]. Los experimentos llevados a cabo por el grupo de

Wilson fueron tanto a nivel de reaccidon enzimatica in vitro como en determinacion de estado de metilacion

en células de cultivo primario de bronquio, en ambos estudios diversos HAPs mostraron capacidad para

disminuir la metilacion del DNA. En particular BaP, en concentraciones de 0.1 a 1 pg/mL, disminuyd la
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metilacion en células BALB/3T3 A31 CL1-13 después de 16 h de exposicion, asi como a concentraciones de
0.033 pug/mL después de 48 h de exposicion. En el mismo estudio, DMBA a la concentracion de 0.4 uM también
mostré disminucién de la metilacién del DNA. En las reacciones enzimaticas los metabolitos diol-epdxido del
BaP fueron inhibidores potentes de la metilacion del DNA [287,305].

La alteracion de la metilacidn del DNA por exposicién a BaP también fue mostrada en genes vinculados con
el establecimiento de la célula iniciada, asi como de la expresion aberrante de genes en la célula tumoral. En
cultivos de células pulmonares de bronquicarcinoma, células ChaGo, se determind la producciéon de la
gonadotropina coridnica humana, asi como de su estado de metilacién ante la exposicién a diferentes
concentraciones de BaP y DMBA. Ambos compuestos lograron incrementar la cantidad de proteina desde la
concentracién mas baja probada, 0.025 pg/mL; y también lograron disminuir la metilacion del gen de esta
proteina de forma concentracion-dependiente a partir de 0.05 pg/mL [306].

En cuanto a genes claves de la regulacion del ciclo celular, se reportaron estudios de estado de metilacidon de
estos genes en funcion del estado neoplasico celular a partir de cultivos primarios de células epiteliales de
trdquea de ratones, las cuales fueron tratadas con 12-O-tetradecainolforbol-13-acetato (TPA), para dar una
linea celular transformada no tumorigénica, o con TPA mas BaP o BPDE para dar dos lineas celulares
tumorigénicas. El estudio fue llevado a cabo con DNA del cultivo primario de células epiteliales de traquea,
de la linea transformada y de las dos lineas tumorigénicas. De estos cultivos se extrajo el DNA para evaluar el
estado de metilacidn en los genes c-myc y ha-ras mediante su digestién con Hpall y Mspl, con la premisa de
gue Hpall no digiere las zonas con sitios CpG y Mspl digerird el DNA con o sin sitios CpG. Como resultado, el
DNA de c-mycy ha-ras de la linea transformada y de las dos tumorigénicas fueron digeridas tanto por Hpall y
Mspl, en comparacién con las células epiteliales de traquea normales, las cuales no presentaron digestidn por
Hpall y si por Mapl [307]. Estos resultados muestran que genes claves en la generacion de la célula neoplasica
exhiben disminucién de la metilacién del DNA desde estados tempranos de generacion de la célula neoplasica.
Dentro de los cambios en los niveles de proteinas de modificadores epigenéticos causados por la exposicién
a HAPs llama la atencidon que BaP y 3MC provocan un estado de hipometilacion de DNA total celular en
diferentes modelos, un evento que no esta totalmente correlacionado con los niveles proteicos o expresion
proteica de DNMTs [284,308-312]. Por otro lado, también se han reportado algunos casos en los que la
exposicién 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.
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Tabla 4. Efecto de HAPs sobre DNMTs, HDACs y estado de metilacion del DNA celular.

Proteina

DNMT1

DNMT3a

Modelo

100 pg/mL DNA
hemimetilado

Células de
fibroblastos de
embridon murino,
C3H/10Ty
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
embridnicos de
ratén C3H/10T/2

Células de
epitelio
bronquial
humano clona 16

Xenobidtico

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
diolepdxido

BaP

Control

BaP

DMBA

Fenantreno
Aflatoxina B1
4-Nitroquinolina  1-
oxido
N-Nitrosodietilamina
N-nitroso-N-etilurea
5-azacitidina

BaP / MNU

BaP

BaP

BaP

Dosis y tiempo Efecto

exposicion

49.5rB 100% inhibicién
enzimdtica

209 rB N

95.5rB 78.2 %inhi enzi

16.1rB N

18.2rB N

2rB N

0.2rB 40.6 %inhi enzi

2rB N

2rB N

1ug/mL, 16 h N

0.04, 0.4, 0.8 uM, 48
h

0.4 uM, 48h
11.2 uM, 48h
0.6 uM, 48h
2.6 pM, 48h
92.1 pM, 48h
85.4 M, 24h

5 uM, 24h

0.05 uM/ 0.5 mM -1

dosis/semana/12 No hay cambio
semanas en mRNA, si
incremento
proteina
25-40uM-24h Incremento
proteina
10,20y40 uM—-72h  Disminucién
proteina
3uM-48h Disminucién
proteina
0.25 M — 4 semanas Incremento
mRNA
10,20y40uM —-72h  No cambios

Estado de metilacion

32.1 % de inhibicién de
metilacion del DNA
27.2%

42.3%

36.3% de inhibicién de
metilacion del DNA

30.7 % de inhibicion de
metilacion del DNA
22.9%

46.5%

47.9% de inhibicién de
metilacion del DNA
29.3% de inhibicién de
metilacion del DNA

Células C3H/10T: no
hay cambios

Células BALB/3T3:
disminucion de la
metilacién 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
metilacion en
promotores de ciertos
genes

Disminucién
metilacién DNA total

Disminucién
metilacién DNA total

Hipometilacion
retrotransposon L1

Incremento
metilacién DNA total
Disminucidn
metilacién DNA total

Referencia

[287]

[287]

[287]

[286]

[284]

[308]

[311]

[310]

[312]

[311]
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DNMT3b
Clase HDAC1
1
HDAC2
HDAC3
HDAC8
Clase HDAC4
2
HDAC5

Células
epiteliales de
carcinoma
cervical humano,
Hela

Células de
fibroblastos
embridnicos de
ratén C3/10T/2
Células de
epitelio
bronquial
humano clona 16

Células de
fibroblastos de
embridn de ratén
C3/10T7/2
Miometrio de
ratas Long-Evans
expuestas
durante
gestacion

Células de
endotelio
vascular de
cerebro de ratén
Células
monocito-
macrofago de
humano

Pulmén de ratén
A/l

Células de
epitelio
bronquial
humano 16
Miometrio de
ratas Long-Evans
expuestas
durante
gestacion

Células de
epitelio
bronquial
humano 16

N

Miometrio de
ratas Long-Evans
expuestas
durante
gestacion
Miometrio de
ratas Long-Evans
expuestas
durante
gestacion

BaP

BaP

BaP

3MC

Extracto de humo de
cigarro

Humo de cigarro

BaP

BaP

BaP

3uM-48h

0.25 uM — 4 semanas

10,20y 40 uyM—72 h

0.25 pM — 4 semanas

150 pg/Kg
300 pug/Kg

100 nM - 60 y 90 min

2.5%-0.5,1,2,4,6h

250 mg/m3 material
particulado,  6h/dia
por 5dias durante 2,
4,10y 16 semanas

2.5-40pM-24h
10 uM =24 h

150 pg/Kg
300 pug/Kg

2.5-40pM-24h
10 uM-24h

150 ug/Ke
300 pug/Kg

150 pg/Kg
300 pug/Kg

Disminucién
proteina

Disminucién
proteina

Incremento
proteina

Disminucién
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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 tdxicos por la exposicién a HAPs, como lo es el
desarrollo de cancer, son debidos a sus metabolitos principalmente. El estudio de los efectos tdxicos de estos
compuestos, asi como de los procesos vinculados a su toxicidad, por ejemplo, su bioactivacién por enzimas
de la familia CYP1, permitird un conocimiento mas profundo y direccionado de las diversas patologias que de
su exposicion se desencadenan, asi como de la prevencidn de estas.

La expresidn de génica de la enzima CYP1A1, la cual tiene un papel crucial en la biotransformacién de los
HAPs, ha mostrado la posibilidad de estar bajo el control de mecanismos de regulacién epigenética cuando
se le ha evaluado en modelos celulares carcinogénicos humanos o en modelos de exposicion crénica a HAPs
o extractos de cigarrillos, lo cual sugiere que este gen responde en funcion del ambiente o el estado fisiolégico
en el que el organismo se encuentra inmerso, por tanto, determinada exposicién a HAPs resultaria en menos
0 mas toxicidad, o inclusive ser factor determinante para el establecimiento de alguna patologia en particular.
Pese a que en modelos murinos no se ha observado cambios en la metilacién del DNA en el gen de mCYP1A1,
posiblemente debido a diferencias en cuanto a presencia de islas CpG, la estructura de esta region regulatoria
en rCYP1A1 da pauta a la posibilidad de que en un modelo de linea celular de rata se observe modulacién de
expresion génica de este citocromo.

Por otro lado, distintos estados en la evolucidn de una neoplasia analizados en estudios epidemiolégicos, asi
como la exposicién créonica a HAPs en procesos de induccion de carcinogénesis quimica, muestran la
disminucién tiempo y concentracién dependiente de la marca de metilacion del DNA, aumnto de la proteina
DNMT1, e incremento proteico de algunas HDACs, lo cual esta sugieriendo la posibilidad de que estos cambios
puedan ocurrir desde tiempos tempranos de la exposicion a los HAPs.

Los antecedentes mostrados nos condujeron a preguntarnos si la expresion génica de CYP1A1 es modulada
por cambios en el estado de metilacién del DNA vy si la exposicidon aguda a cuatro distintos HAPs podrian

alterar los niveles proteicos de modificadores epigenéticos en células no cancerosas de higado de rata.
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6. Hipotesis

Si la exposicién subaguda a HAPs altera el nivel proteico de modificadores epigenéticos y de CYP1A1, entonces

la exposicidn previa al inhibidor AzadC alterara la exresién de CYP1A1.

7. Objetivo

Obtener el perfil de cambios proteicos de modificadores epigenéticos en células epiteliales de higado de rata

después de su exposicion subaguda a cuatro HAPs y a 5AzadC y replicar los efectos en un modelo in vivo.

Objetivos particulares

- Determinar las concentraciones efectivas de la exposicién subaguda a BF, BaP, 3MC y DMBA para la
induccion de rCYP1A1, en las cuales no se observe toxicidad en células epiteliales C9 de higado de
rata.

- Determinar la concentracion letal 50 de 5AzadC en células epiteliales C9 de higado de rata.

- Determinar la expresién basal e inducida de rCYP1A1 en células epiteliales C9 de higado de rata
expuestas a HAPs y a 5AzadC.

- Determinar la concentracidn de las proteinas modificadoras de epigenética DNMT1, DNMT33,
DNMT3b, HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4 y SIRT1 después de la exposicidon subaguda de la linea
celular C9 a los HAPs seleccionados.

- Determinar el estado de metilacién del DNA global después de la exposicidn subaguda de la linea
celular C9 a los HAPs seleccionados.

- Determinar la expresién basal e inducida de rCYP1A1 en higado de rata expuesta a HAPs y a 5AzadC.

- Determinar la expresion basal e inducida de rCYP1A1 en higado de ratén expuesto a HAPs y a 5AzadC.
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8. Disefio experimental
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Figura 18. Disefio experimental.

Disefio para la determinacién in vitro del efecto de HAPs sobre el nivel de proteinas de DNMTs y HDACs, y determinacion in vivo del efecto de la inhibicion de DNMTs sobre la expresidn

de CYP1A1.
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El disefo experimental consistié en la evaluacion in vitro de los efectos de los HAPs sobre el nivel de proteinas
modificadoras de la epigenética y CYP1A1, asi como la influencia de 5AzadC sobre la expresién de CYP1AL.
Para los experimentos in vitro trabajamos con la linea celular de epitelio de higado de rata clona 9, las cuales
tuvieron una duracidn de 96 horas. Los tratamientos fueron iniciados 24 horas después de la siembra de las
células. El esquema de exposicidn a los compuestos fue el siguiente:
1. Control: 0.1% v/v de DMSO por 72 horas.
2. HAPs: 10 uM de BF o BaP o DMBA o 3MC por las ultimas 48 horas del experimento. Los HAPs estuvieron
disueltos en DMSO, el cual tuvo una concentracion final en cultivo celular de 0.1% v/v.
3. HAP-5AzadC: 0.5 uM de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 72 horas en co-
exposicion con 10uM BaP las ultimas 48 h.
4. 5AzadC: 0.5 uM 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 determinacién de RNA vy
proteina.
En base a los resultados obtenidos en el modelo hepatico in vitro se decidid evaluar la influencia de 5AzadC sobre
la expresion de CYP1A1 en higado de rata y ratdn. El protoco experimental para uso de animales fue aprobado
por el CICUAL con el numero 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 via intraperitoneal cada 24 horas por 5 dias bajo el siguiente esquema de tratamiento.
1. Control: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 dias y 0.1 mL aceite de maiz el quinto dia.
2. BaP: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 dias y 50mg/Kg BaP una Unica dosis el quinto dia.
3. 5AzadC - BaP: 0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 dias y 50mg/Kg
de BaP una Unica dosis el quinto dia.
4. 5AzadC: 0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 dias.
24 horas después de la ultima administracién los animales fueron sometidos a eutanasia, se disecciond a cada
animal y se obtuvo su higado, el cual fue procesado para determinacion de cantidad de RNA, proteina y actividad

enzimatica de CYP1A1.
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9. Resultados

9.1. Caracterizacioén del cultivo celular, tiempos de exposicion y concentraciones de
HAPs y 5AzadC

Para lograr corroborar la hipdtesis planteada en este proyecto se tuvo como objetivos la evaluacién del efecto
de BF, BaP, 3MC y DMBA sobre las concentraciones proteicas de enzimas epigenéticas modificadoras, asi
como determinacion del impacto de la alteracién de la metilacién del DNA sobre una de las enzimas que
bioactiva a estos HAPs, el CYP1A1.

Lo primero que se realizd fue la determinacion de las concentraciones no téxicas de los distintos compuestos
sobre las células C9. Previamente se caracterizo el cultivo celular, determinando que tiene un tiempo de 96h
para alcanzar la confluencia, ademds de que estudios previos con BaP sobre esta linea celular han mostrado
gue este compuesto logrd la maxima entrada a la célula y la maxima actividad EROD después de 4h y 16h de
exposicidn, respectivamente [316]. Se utilizé el ensayo de MTT para determinar la viabilidad celular después
de la exposicién por 48h a los cuatro distintos HAPs y a 5AzadC durante 72 h.

En la Figura 19, se muestra el efecto de la exposicién por 48 horas a 0, 1x10%, 1x10®, 1x10*, 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 uM, ninglin compuesto
disminuyé 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, asi como el estudio realizado por Barhoumi
en el que evalud el comportamiento de BaP en células epiteliales C9 y determind que se logra la maxima
actividad EROD del compuesto a partir de las 16h de su exposicién y con 10 uM [316], concluimos que 10 uM

de cada HAP es una concentracion adecuada en la cual no se observaron efectos citotdxicos.
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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¢, 1x10¢, 1x10%, 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 concentracidn final de 0.1 % v/v en el medio de cultivo. La linea punteada roja indica el 100% de viabilidad. Los experimentos fueron realizados por triplicado,

cada barra representa el promedio + desviacion estandar. El asterisco * indica diferencia significativa versus el control con P<0.05.
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Otro objetivo que se planted fue la determinacidn del efecto que alteraciones de mecanismos de regulacion
de epigenéticos, como la metilacién de DNA, tuvieran sobre la expresion del gen de CYP1A1 de rata, para lo
cual se decidié modificar el patrén de metilacién del DNA celular mediante la exposicién de las células C9 a
5AzadC, inhibidor no competitivo de DNMTs. Dentro de las consecuencias que la accidn inhibidora de 5AzadC
tiene sobre DNMTs se encuentra la disminucidn de la velocidad de proliferacién celular, la cual correlaciona
con la reduccién del estado de metilacién de genes epigenéticamente silenciados, reactivando su expresién.
Este efecto ha sido observado cuando la concentracion de 5AzadC logra al menos el 20% de inhibicién de
crecimiento celular [138,142,317]. De tal manera que se decidid continuar la estrategia experimental con una
concentracion de 5AzadC que causara disminucién de la viabilidad celular no mayor al 20%, tanto solo como
en co-exposicion con el HAP. Para lo cual, se evalud el efecto que este inhibidor tiene sobre la viabilidad

celular del cultivo de células C9, ya sea solo o en co-exposicidon 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 uM de 5AzadC fueron

sometidos a co-tratamiento con y sin 10 uM de BaP por las ultimas 48 horas. b) Cultivos de 24 horas de células C9 fueron tratados por
72 horas con y sin 0.5 pM de 5AzadC en co-exposicion a0, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 uM de BaP por las ultimas 48 horas. 5AzadC fue
disuelto en amortiguador de fosfatos y BaP en DMSO, estando este Ultimo en una concentracidn final en medio de cultivo de 0.1%
v/v, ambos vehiculos de disolucién fueron usados como controles de sus respectivos solutos. Para mas informacion revisar esquema

experimental y metodologia. Cada punto de las curvas representa el promedio de tres experimentos + error estandar.

En la Figura 20 se muestra el resultado obtenido de la exposicidn de cultivos de 24 horas de células C9 a 0,
0.0312, 0.0625, 0.125,0.25,0.5, 1, 2, 4, 8 uM de 5AzadC por 72 horas con y sin co-exposicidon a 10 uM de BaP

por 48 horas. También se evalué el comportamiento del cultivo celular ante la exposicién a 0,0.01, 0.1, 1, 10,
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100 uM de BaP solo o en co-exposicion con 0.5 uM de 5AzadC. De los experimentos mostrados en la Figura
20 concluimos que 0.5 uM de 5AzadC, flechas verdes, en co-exposicién con BaP como sin él, fue una
concentraciéon adecuada para continuar con los experimentos que involucraron la modificacion de la
metilacidon de DNA celular.

Una vez definidas las concentraciones de los HAPs y de 5AzadC, nuestro siguiente objetivo fue la
corroboracién del efecto de 5AzadC la disminucién de la marca de 5mC, para lo cual se evalué el estado de
metilacion del DNA global en las células C9 después de ser expuestas a 0.5 uM de 5AzadC por 72 horas.
Haciendo uso de anticuerpos anti-5mC y mediante la determinacién de la intensidad de fluorescencia
generada por los anticuerpos secundarios, se determind semicuantitativamente la cantidad de marca después
de la exposicion al anticuerpo anti-5mC. La Figura 21 a muestra el cambio en la metilacion de DNA global en
las células C9 inducido por la exposicion a 5AzadC. De esta imagen concluimos que la concentracion
seleccionada es una concentracién efectiva para lograr disminuir la metilacion del DNA y con esto generar un
estado de hipometilacién del DNA celular.

Para completar la corroboracion del efecto de 5AzadC sobre el estado de metilacion del DNA global, se evalué
el nivel de mRNA del gen de la enzima convertidora de angiotensina de rata, rAce, cuya expresién ha sido
reportada como sensible al estado de metilacién de su regién regulatoria en un modelo de células epiteliales
hepaticas [318], el cual incementa su expresion ante la disminucidn del estado de metilacién del DNA por
exposicion de las células a 5AzadC. Bajo las condiciones de tratamiento del cultivo de células C9 con 5AzadC
establecias, 0.5 UM por 72 h, se observd el aumento de la expresidn del gen rAce, como lo muestra en la
Figura 21 b.

De los resultados reportados en la Figura 21 se concluyd que la concentracién de 5AzadC es efectiva para
disminuir los niveles de metilacion del DNA y incrementar la expresidn del gen rAce, el cual es regulado por
el estado de metilacion de su regidon promotora como consecuencia del efecto hipometilante del DNA de
5AzadC.

Con esta serie de experimentos concluimos que los tiempos y concentraciones de exposicion a los HAPs y a
5AzadC efectivas para tratar a las células C9 fueron 10 uM de cada uno de los HAPs por 48 h y 0.5 uM 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 pL de amortiguador de fosfatos, para el grupo control, 0 0.5
UM 5AzadC, por 72 horas. a) Imagenes 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) Expresion 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 retrotranscripcién para obtener cDNA, con este ultimo se
realizé gPCR con pruebas TagMan especificas 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. 5AzadCy cuatro distintos HAPs modifican la expresiéon de isoformas de CYP

En la Figura 17 se muestra el andlisis de la region regulatoria de CYP1A1 entre el ser humano, ratén y rata, la
cual difiere en cuanto al arreglo estructural de sitios de unidn a AHR, los sitios conocidos como elementos de
unién a xenobidticos XRE, asi como en la presencia de islas CpG. La diferencia estructural en cuanto a islas
CpG, asi como a la sensibilidad a la metilacién de la regidn regulatoria en las distintas especies, rata, ratény
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 metilacion del DNA. Para determinar esto, y dada
la relacion en la induccidon génica de los genes de la familia de CYP1, se realizé un Unico andlisis 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 uM 5AzadC solo o en co-exposicion con 10 uM BaP.

De los resultados que se muestran en la Figura 22 se concluyé que 5AzadC por si sola incrementa hasta 6y 9
veces la expresidon basal de rCYP1A1 y rCYP1A2, mientras que rCYP1B1 y rCYP2E1 no cambian respecto al
control, ademds de que la co-exposicion 5AzadC-BaP promovié el incremento de la expresién inducida por
BaP de rCYP1A1y de rCYP1A2, no asi la de rCYP1B1y rCYP2E].
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Figura 22. Efecto de la hipometilacion del DNA global sobre la expresion de enzimas de la familia CYP1 y CYP2 en células C9.

Ensayo exploratorio de la expresién 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 uM 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos por 72h, 10 uM BaP disuelto en
DMSO por 48 h, y a 0.5 uM 5AzadC y 10 uM BaP conjuntamente. La linea punteada roja representa el control de tratamientos, en el
cual las células no recibieron ningun tratamiento. Al término de los tratamientos el RNA total fue extraido y sometido a
retrotranscripcion para obtener cDNA, de este Ultimo se realizé experimentos de qPCR con sondas TagMan especificas para rCYP1A1,
rCYP1A2, rCYP1B1, rCYP2E1, y rGapdh Cada barra representa el promedio de tres repeticiones de la reaccion de gPCR de un

experimento.
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Ante los resultados obtenidos en la Figura 22, se decidié extender el estudio y evaluar el efecto de cuatro
distintos HAPs, BF, BaP, 3MC y DMBA, sobre la expresion de rCYP1A1 en células tratadas con y sin 5AzadC,
con la finalidad de demostrar que el incremento de la expresién inducida de rCYP1A1 es un comportamiento
de los compuestos tipo HAP y no un mecanismo especifico de cada compuesto.

La Figura 23 muestra el efecto de la exposicion a cada HAP y el de la hipometilacidon del DNA celular sobre la
exposicidn a los cuatro HAPs seleccionados sobre la expresién de rCYP1A1. Como en la figura se observa, el
control de 5AzadC no indujo la expresién de este citocromo, al contrario, se observa la disminucién
significativa de su expresién; cada HAP indujo significativamente la expresion; solo las co-exposiciones
5AzadC-BF, 5AzadC-BaP, y 5AzadC-DMBA incrementaron significativamente la expresion inducida por su
respectivo HAP, mientras que la expresién inducida del citocromo por 3MC no mostré cambio significativo en
el tratamiento 5AzadC-3MC. Con estos resultados se corroboré que la concentracion de cada HAP fue efectiva
para inducir la expresidon de rCYP1A1. Ademas, se obtuvo que las co-exposiciones HAP-5AzadC tuvieron

comportamientos dependientes de su respectivo HAP.
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Figura 23. Efecto de la hipometilacién del DNA sobre la expresién inducida de rCYP1A1 por cuatro distintos HAPs.
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Cultivos de células C9 de 24 horas fueron tratados con y sin 0.5 uM de 5AzadC por 72 horas y por las ultimas 48 horas fueron sometidos
a co-exposicién con DMSO, en un volumen final de 0.1%v/v en el grupo control o con 10 uM de cada uno de los HAPs. Al término de
los tratamientos, el RNA total fue extraido y sometido a retrotranscripcién para obtener cDNA, el cual se hizo reaccionar con pruebas
TaqgMan especificas para rCYP1A1 y rGapdh, y con TagMan 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 vy 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 proteinas vinculadas en el establecimiento de mecanismos de regulacion epigenética, las
DNMTs y HDACs son las mas relevantes. En la Tabla 4 se resumen los experimentos que al momento se han
realizado del efecto de los HAPs sobre DNMTs, HDACs y metilacién del DNA.

Dada la posible participacién de los HAPs en la alteracidon de procesos epigenéticos se planted evaluar la
concentracion proteica 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 alterd los niveles proteicos de la enzima
DNMT3a, conocida como enzima de metilacién de novo del DNA; mientras el nivel proteico de DNMT1
presentd una tendencia al incremento ante la exposicion de las células C9 a los HAPs, sin embargo,
Unicamente los tratamientos con BF y BaP incrementaron significativamente los niveles proteicos de esta
metiltransferasa, la cual mantiene la marca de metilacién del DNA a través de la duplicacién celular; en lo que
respecta DNMT3b, la tendencia del nivel proteico de esta enzima es al decremento ante la exposicién a los
HAPs, aunque, sdlo BF causd la disminucidn significativa del nivel de proteina de esta enzima vinculada
también con la metilacién 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 proteina 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, o0 10 uM de BF, BaP, 3MC o DMBA, por 48 h. Al término de los tratamientos,
la proteina total fue extraida y sometida a separacidn por electroforesis desnaturalizante, transferida a membrana de nitrocelulosa y expuesta a anticuerpos anti- GAPDH, DNMT1,
DNMT3a, DNMT3b. Cada barra es el promedio del indice de la densidad dptica de la banda de cada proteina 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.
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9.4. Laexposicion subaguda a cuatro distintos HAPs no modifica el nivel proteico de
tres HDACs clase |

Al igual que las DNMTs, los modificadores de las marcas de acetilacién de histonas, como las HDACs,
participan en la regulacidn 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 expresion o niveles proteicos de
HDACs.

Se determiné los niveles proteicos de HDACs después de la exposicién de células C9 a BF, BaP, 3MC y DMBA
por 48 horas. La Figura 25 muestra los niveles de proteina de las enzimas que componen a la clase | 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 exposicion
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 proteinas involucradas en los procesos de reparacidon del dafio al
DNA, ademas de que también estdn participando en la regulacion del ciclo celular [315,319-321]. En la tabla
4 se resumen los experimentos, resultados y conclusiones en los que han evaluado a estas proteinas después
de la exposicién a HAPs.

La concentracidn proteica de HDAC4 clase lla se alterd después de que las células C9 fueron expuestas a los
distintos HAPs por 48 horas. En la Figura 26 a se observa que la concentracion proteica de esta enzima
incremento significativamente ante la exposicion a BF y BaP, y que la exposicién a 3MC y DMBA no generd
cambios en comparacién al control.

La enzima SIRT1 es una desacetilasa de histonas clase Ill. En la Figura 26 b se muestra que el nivel proteico de
esta enzima incremento significativamente en células C9 expuestas a BaP y DMBA por 48 horas, no asi en la

exposicién a BF y 3MC.

80



BaP 3MC DMBA

a) Control ~ BF

oo [ - -
2.0
=
=]
%154
o
=
g |
210+
©
2
K
3
0:0.5'
o
0.0 -

Control BF BaP 3MC

DMBA

b)

D.O. relativa HDAC2/GAPDH

N
=)
1

o
o
1

I -

T

[=)
=]
1

Control BF

BaP

3MC

DMBA

Figura 25. Efecto de HAPs sobre los niveles proteicos de HDACs clase I.
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Cultivos de células C9 de 48 h de crecimiento fueron expuestos a 0.1% v/v DMSO, para control experimental, o 10 uM de BF, BaP, 3MC o DMBA, por 48 h. Al término de los tratamientos,

la proteina total fue extraida y sometida a separacidn por electroforesis desnaturalizante, transferida a membrana de nitrocelulosa y expuesta a anticuerpos anti- GAPDH, DNMT1,

DNMT3a, DNMT3b. Cada barra es el promedio del indice de la densidad éptica de la banda de cada proteina 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.
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Figura 26. Efecto de cuatro HAPa sobre los niveles proteicos de HDACs clase Il y IIl.

Cultivos de células C9 de 48 h de crecimiento fueron expuestos a 0.1% v/v DMSO, para control experimental, o 10 uM de BF, BaP,
3MC o DMBA, por 48 h. Al término de los tratamientos, la proteina total fue extraida y sometida a separacion por electroforesis
desnaturalizante, transferida a membrana de nitrocelulosa y expuesta a anticuerpos anti- GAPDH, HDAC4, y SIRT1. Cada barra es el
promedio del indice de la densidad dptica de la banda de cada proteina 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. Laexposicién subaguda a BaP conduce a la hipometilacion del DNA global de las
células C9

Para evaluar el efecto de HAPs sobre el estado de metilacion de DNA global en cultivos de células C9, se
trabajo con BaP debido a la relevancia toxicoldgica que este compuesto tiene para el ser humano, asi como
porque existe mayor evidencia de su mecanismo de accidn toxicoldgica. A su vez, se utilizd el inhibidor
5AzadC, dado el incremento proteico de DNMT1 obtenido en células C9 ante su exposicién a BaP, para tener
la accién de este compuesto como control positivo de la modulacion del efecto de la enzima DNMT1 vy
determinar que el efecto del BaP sobre la DNMT1 efectivamente tiene algin impacto sobre el estado de
metilacion del DNA total.

La Figura 27 muestra los resultados obtenidos del estudio del estado metilacion del DNA celular. Del andlisis
de las capturas de las células C9 concluimos que los cultivos tratados con BaP presentan menos intensidad de
sefial de la marca de 5mC en comparacion al control. El efecto de 5AzadC resultd en la disminucién de sefial
de la marca de 5mC, la cual no resultd alterada por la co-exposicién con BaP. De estos resultados concluimos
gue, bajo nuestras condiciones el BaP esta promoviendo un estado de hipometilacién 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 metilacion 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 puM BaP por 48 horas, 0.5 pM 5AzadC por 72 horas, y 0.5uM
5AzadC por 72 horas con 10 uM BaP por las ultimas 48 horas. Al término de los tratamientos, las células fueron sometidas a fijacidon con para-formaldehido, bloqueadas con 0.3% de
suero fetal de ratdn, expuestas a anticuerpo anti-5mC, y reveladas con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa®-488. Las inmunocitoquimicas fueron capturadas con un
microscopio de fluorescencia, y las imagenes 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 grafico representa el promedio de intensidad de sefial correspondiente a 5mC de dos experimentos independientes.
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9.6. Efecto de la exposicion subaguda a 5AzadCy BaP sobre CYP1A de higado de rata

El incremento de la expresidn de rCYP1A1 en las co-exposiciones 5AzadC-HAP en cultivos de células C9 llevd
a plantearnos la posibilidad de que en el modelo in vivo se podria presentar el mismo comportamiento que

en el modelo in vitro.

9.6.1. La exposicién subaguda via intraperitoneal a 5AzadC-BaP no modifica los niveles
de RNA ni proteicos de CYP1A1/2 de higado de ratas

Nuestro siguiente objetivo fue la determinacidn de los niveles de expresién de rCYP1A1 en ratas macho Wistar
después de la administracién intraperitoneal de BaP, 5AzadC o el co-tratamiento 5AzadC-BaP. La
concentracion de 5AzadC que se utilizd se encuentra por debajo de concentraciones que han mostrado
toxicidad en modelos murinos y de rata, ademas de que fue evaluada por un estudio en paralelo en el que se
logra el incremento de la expresion del gen rACE en higado de rata [322], un gen que en otro estudio resulté
ser modulado tiempo y concentracién dependiente por el tratamiento con 5AzadC en higado de rata
[137,318].

La Figura 28a muestra el efecto de la 5AzadC sobre la expresion de rCYP1A1 evaluado en RNA extraido de
higado de ratas, sometido a retrotranscripcion y amplificado por la técnica de PCR tiempo real. En dicha figura
se puede observar que este inhibidor de DNMTs incrementd significativamente la expresion basal de rCYP1A1
y no afecté la expresion inducida por BaP.

Ademas de indicios de posible regulacion epigenética mediante metilacion del DNA, también se ha sugerido
qgue el gen de CYP1A1 presenta regulacion epigenética mediante participacién de micro RNAs, lo cual nos
llevé a plantear la posibilidad de que, pese a los resultados de expresion génica, el RNA mensajero de la
proteina de CYP1A1l podria experimentar regulacion postraduccional que se veria reflejado en los niveles
proteicos, dando distinto comportamiento ante el co-tratamiento 5AzadC-BaP. Nuestro siguiente objetivo fue
determinar el nivel proteico de CYP1A1, asi como su actividad etoxiresorufina-O-desetilasa después de la
exposicion a 5AzadC-BaP. En las Figura 28b y c se observa que el tratamiento con el inhibidor de DNMTs no

afectd el nivel de proteina ni la actividad enzimatica tanto basal como inducida por BaP.
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Figura 28. Efecto del inhibidor de DNMTs 5AzadC sobre la induccion de CYP1A1 por BaP en higado ratas.

Grupos de seis ratas fueron tratadas con 100 pL de amortiguador de fosfatos por 5 dias mas 100 uL de aceite de maiz el quinto dia para el grupo control; 1mg/Kg de 5AzadC por 5 dias
mds 100 pL de aceite de maiz el quinto dia para el grupo control del tratamiento con este inhibidor; 100 uL de amortiguador de fosfatos por 5 dias mas 50 mg/Kg de BaP el quinto dia,
1mg/Kg de 5AzadC por 5 dias mas 50 mg/Kg de BaP el quinto dia. a) indice de mRNA de rCYP1A1 versus rGapdh en higado después de cada uno de los tratamientos; b) indice de niveles
de proteina de CYP1A1 versus GAPDH en higado de rata después de los distintos tratamientos; c) actividad EROD de higado de rata después de los distintos tratamientos. Cada barra

es el promedio de seis ratas + error estandar. El * representa diferencia significativa entre grupos con y sin 5AzadC, P<0.05.
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CYP1A1 y CYP1A2 son genes presuntamente productos de una duplicacién génica, los cuales no sélo poseen
caracteristicas estructurales proteicas similares, sino también de regulacién génica, Figura 4 y Figura 7. Sin
embargo, CYP1A2 si tiene expresion basal en higado, mientras que CYP1A1 no. Tomando en cuenta que en
nuestro experimento de escrutio en células C9 rCYP1A2 resulté 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 proteina y actividad enzimatica de CYP1A2 después
de la administracion de ratas con 5AzadC por cindo dias en co-tratamiento con BaP el quinto dia. En dicha
figura se observa que al igual que lo obtenido con CYP1A1, el co-tratamiento con BaP-5AzadC no afect6 la

induccion de rCYP1A2 por BaP.
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Figura 29. Efecto del inhibidor de DNMTs sobre la induccion de CYP1A2 de higado de rata por BaP.

Grupos de seis ratas fueron tratadas con 100 pL de amortiguador de fosfatos por 5 dias mas 100 pL de aceite de maiz el quinto dia
para el grupo control; 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 dias mas 100 uL de aceite de maiz el quinto dia para el grupo control del tratamiento
con este inhibidor; 100 pL de amortiguador de fosfatos por 5 dias mas 50 mg/Kg de BaP el quinto dia, 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 dias
més 50 mg/Kg de BaP el quinto dia. a) indice de niveles de proteina de CYP1A2 versus GAPDH en higado de rata después de los
distintos tratamientos; b) actividad EROD de higado de rata después de los distintos tratamientos. Cada barra es el promedio de seis

ratas + error estandar. El * representa diferencia significativa entre grupos con y sin 5AzadC, P<0.05.
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9.7. Efecto de la exposicién subaguda via intraperitoneal de 5AzadC-BaP sobre
CYP1A1/2 de higado de ratones

Estudios en el modelo de células epiteliales de hepatoma de ratdn expuestos a Hepalclc7 a 2 uM de AzadC
por 72 horas determinaron que ni la expresién basal de mCYP1A1 nila inducida por 5 uM de BaP son afectadas
por este compuesto, adicional a que el gen de este citocromo no es modulado por metilacién de la isla CpG
gue presenta la region promotora de mCYP1A1, Figura 17, [278].

Con la finalidad de corroborar nuestros resultados, decidimos evaluar la expresion de mCYP1A1 en higado de
ratdén con la premisa de que los antecedentes sugieren que este gen no estd modulado por el estado de
metilacion en el que el modelo se encuentre. Para lograr este objetivo, grupos de seis ratones fueron
expuestos via intraperitoneal a una dosis diaria de 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 dias en co-tratamiento con una
Unica dosis de 50 mg/Kg de BaP el quinto dia. En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos, en la cual
se observa que 5AzadC no produjo cambios en la expresidn génica, nivel de proteina o actividad enzimatica

basal de CYP1A1 de higado de ratones ni tampoco en aquellos tratados con BaP.
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Figura 30. Efecto de 5AzadC sobre la induccién de CYP1A1 de raton por BaP.

Grupos de seis ratones fueron tratados con 100 uL de amortiguador de fosfatos por 5 dias mas 100 uL de aceite de maiz el quinto dia para el grupo control; 0.2 mg/Kg de 5AzadC por
5 dias mds 100 uL de aceite de maiz el quinto dia para el grupo control del tratamiento con este inhibidor; 100 uL de amortiguador de fosfatos por 5 dias mas 50 mg/Kg de BaP el
quinto dia, 0.2 mg/Kg de 5AzadC por 5 dias mas 50 mg/Kg de BaP el quinto dia. a) indice de mRNA de rCYP1A1 versus rGapdh en higado después de cada uno de los tratamientos; b)
indice de niveles de proteina de CYP1A1 versus GAPDH en higado de rata después de los distintos tratamientos; c) actividad EROD de higado de rata después de los distintos

tratamientos. Cada barra es el promedio de seis ratas + error estandar. El * representa diferencia significativa entre grupos con y sin 5AzadC, P<0.05.
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“..la Unica cosa que necesitamos para ser buenos
filésofos es la facultad de preguntar...”

El mundo de Sofia de Jostein Gaarder

10. Discusion

Los HAPs son compuestos toxicos ampliamente distribuidos en el ambiente, algunos de los cuales estan
clasificados como carcindgenos tipo 1. Estos compuestos han sido de ayuda para dilucidar mecanismos bajo
los cuales se desarrolla el proceso de carcinogénesis quimica, que si bien no son exactamente los mecanismos
gue se dan en todos los procesos de carcinogénesis dan pauta para el estudio de esta enfermedad.

En 1975, con base en la informacidn que hasta ese momento se tenia, se estimaba que del 80 al 90% de los
canceres humanos eran la consecuencia del tipo de ambiente al que el sujeto estaba sometido [323]. Poco
mas de cuarenta afios han pasado desde que se llegd a esa conclusion y vasta informacién, cada vez mas
especifica ha sido descubierta desde ese entonces, la cual ha llevado a la estimacién de que las mutaciones
observadas durante la transformacién de células normales a células neoplasicas son causadas en un 29% por
factores ambientales, y que el 42% de los cdnceres son prevenibles si se evita la de exposicidn a los factores
de riesgo vinculados a estos [324]. Lo anterior mantiene latente el estudio de los mecanismos toxicolégicos
en los cuales se puede incidir para la prevencién o reversion de los efectos por exposicidn a compuestos
ambientales.

Histéricamente el estudio de los HAPs en el modelo de carcinogénesis quimica ha mostrado, por un lado, que
estos compuestos requieren ser biotransformados para ejercer su accién mutagénica y, por otro lado, que la
accion inicial de estos para el desarrollo de carcer es el establecimiento de mutaciones en genes claves. Sin
embargo, cada vez son mas estudios los que han ido mostrado la participacion de procesos epigenéticos
dentro de la toxicocinética y la toxicodinamica de los HAPs, ya que hay evidencias que sugieren la regulacion
de las enzimas que biotransforman a estos compuestos mediante procesos epigenéticos, como lo es la

metilacion del DNA, la cual es una marca epigenética susceptible a cambios ambientales. Pacientes fumadores
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presentan cambios en la expresién de la enzima de CYP1A1 debido a la disminucién del estado de metilacién
del DNA en la regidn regulatoria del gen de este citocromo [276]. Esta reduccién esta vinculada con la
exposicién a los contaminantes encontrados en el humo del cigarro, pues los pacientes no fumadores
muestran niveles normales de metilacién de las mismas regiones regulatorias evaluadas [276].

En contraparte, como complemento de los mecanismos toxicocinéticos de los HAPs, desde hace algunos afios
se planted la posibilidad de que estos compuestos tienen efectos previos al establecimiento de las
mutaciones, tales como induccién de la hipometilacién del DNA de genes claves en el desarrollo del cancer,
como son los oncogenes Ha-ras, c-mycy p53 [307,325], ademds de que en la evolucién de un tejido normal a
un tejido neplasico maligno, ya sea inducido quimicamente o con curso patoldgico proveniente de estudios
epidemioldgicos, se ha observado la disminucién progresiva de la metilacion del DNA global, el incremento
del nivel proteico de DNMT1, disminucién general de la acetilacion de histonas H3 y H4, e incremento de
HDACs, de tal manera que estos cambios ya son considerados como marcas distintivas del cancer
consistentemente [326—328].

Con la creciente evidencia sobre la relevancia de |a alteracién de procesos epigenéticos en el establecimiento
de la célula neopldsica se ha propuesto que el cancer se da en tres pasos: disrupcion epigenética de las células
progenitoras, mutacién 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 metilacion del DNA, transformaciones post-traduccionales de la
cromatina o alteracion de la estructura de la misma; un mediador se refiere a aquellos genes cuyos productos
son el blanco de acciéon de los modificadores y que generalmente son claves en el establecimiento de la célula
tumoral; y un modulador es aquel cuya accidn es en vias de sefalizacidon y metabdlicas que estdn actuando
sobre las proteinas modificadoras y de los mediadores, y que sirven como via por la cual los agentes
ambientales, inflamatorios, de lesiones y otras formas de estrés estdn actuando para promover el
establecimiento de la célula neoplasica [295].

Los antecedentes nos llevaron a preguntarnos si los cambios observados en la expresiéon de hCYP1A1
vinculados a su estado de metilacién del DNA en individuos expuestos cronicamente a humo de cigarro y los
cambios en los niveles proteicos de modificadores epigenéticos oobservados en la exposicidn crénica a HAPs,
ambos procesos establecidos progresivamente en lineas celulares cancerosas, también se presentaran como

resultado de la exposicidn subaguda a estos compuestos.
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10.1. Modulacion de CYP1A1 por 5AzadC en modelos hepaticos

10.1.1. La expresion transcripcional de rCYP1A1 es alterada por un estado de metilacion del
DNA disminuido en células epiteliales C9

Una de las paradojas de la toxicologia es el hecho de que diversos xenobidticos inducen la expresidon de las
enzimas que los biostransformaran, los HAPs son parte de ese grupo de xenobidticos. Estos compuesos se
unen al receptor AHR, lo cual activa al receptor para reubicarse en el nicleo y formar el heterodimero capaz
de unirse a la regién enhaner del gen de CYP1A1l, cuya proteina biotransforma a los HAPs metabolitos
hidroxilados que dardn pauta a la formacién de los metabolitos mutagénicos diol-epdxidos.

Los compuestos BaP, DMBA, bifenilos policlorados, etc., son biotransformados a compuestos mutagénicos,
sin embargo, también tienen actividad mitogénica a través de diversas proteinas, causando multiples dafios
en una célula, lo cual la conduce al inicio del proceso de anaplasia. Debido a esta accién mutagénica y
mitogénica, estos compuestos son denominados carcindgenos completos [7]. La modulacién de la expresion
del gen de CYP1A1 permitira mayor o menor generacion de metabolitos mutagénicos, por tanto, su estudio
resulta relevante para los procesos de quimioprevencién.

Con base en la premisa de que la estructura de la regidn regulatoria de rCYP1A1 posee dos islas CpG y que en
estudios previos 5AzadC incrementd la cantidad proteica de CYP1A1 en un cultivo primario de hepatocitos de
rata [329], en este estudio evaluamos si la expresion del gen de rCYP1A1 de rata es modificado por el estado
de metilacidn del DNA global inducido por 5AzadC.

Nuestros resultados sugieren que la exposicidn subaguda de células C9 a 5AzadC junto con los HAPs
incrementa la expresién inducida de rCYP1A1 por el respectivo HAP, mostrando la posibilidad de que este gen
o alguno de los factores transcripcionales involucrados en su transcripcion sea regulado por la metilacién del
DNA. En el afio 2007 Schnekenburger realizé una serie de ensayos con los que deteterminé que el complejo
DNMT1-HDACI1 esta unido a la regidon promotora de mCyplal en células de hepatoma de ratdn, actuando
como un complejo represor de la expresion transcripcional basal [330]. En ese mismo estudio se descarto la
posibilidad del que mCyplal estuviera regulado por metilacién del DNA de su gen, ya que en la evaluacion
de esta marca mediante secuenciacién no mostré cambios debidos a la exposicion a BaP.

Otro de los mecanismos por los que el 5AzadC actlia es mediante la promocion de la degradacién de la DNMT1
[141], de tal manera que sugerimos la posibilidad de que el complejo HDAC1-DNMT1 se vea afectado por la
accion inhibidora de 5AzadC, permitiendo el incremento de la induccién rCYP1IA1 en un estado de

hipometilacién del DNA celular promovido por 5AzadC.
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10.1.2. La expresion transcripcional de rCYP1A1 no es modificada por un estado de
hipometilacion del DNA higado de rata

Posterior a los experimentos in vitro, nos planteamos evaluar expresion de CYP1A1 de higado de rata ante la
exposicion a 5AzadC y al co-tratamiento 5AzadC-BaP. Lo anterior lo llevamos a cabo en ratas macho Wistar
jovenes, a las cuales se les administrd via intraperitoneal por cinco dias 5AzadC y en co-tratamiento con BaP
en el quinto dia.

La via principal por la que actua la 5AzadC es a través de su incorporacion al DNA, posterior inhibicién de y
degradacion de DNMTs [142], lo cual en el higado toma alrededor de un afo, considerando la velocidad de
proliferacién de sus células [331]. Sin embargo, nuestra hipdtesis estaba basada en los resultados sobre una
via de accion de la 5AzadC que promueve la degradacién proteasomal de DNMT1 sin necesidad de
incorporarse al DNA [141]. Ademas de que se verificé que 5AzadC induce la expresidén de rACE [322], un gen
gue se expresa transcripcionalmente cuando pierde la metilacion del DNA en su region promotora, de tal
manera que indirectamente nos confirma la disminucién de metilacion del DNA por la exposicidon a 5AzadC.
El escalamiento del efecto de la 5AzadC sobre la expresién inducida de rCYP1A1 en el modelo in vitro a un
modelo in vivo, en nuestras condiciones, no generd cambio en la expresidn génica ni proteica de este gen. Lo
cual, sugiere que in vivo el efecto de 5AzadC no afecta la expresidn de este citocromo. Sin embargo, nuestro
disefio experimental no respondié completamene a la pregunta que de si in vivo este citocromo es modulado
por la metilacién del DNA, ya que a la par de que se realizaban y concluian los experimentos aqui presentados,
un equipo de investigadores japoneses publicaron resultados que sugieren la demetilacién del promotor de
mCyplal via Tet-Tdg dependiente de la accion de Ahr [332].

La desmetilacion de mCYP1A1 sugiere una memoria de induccién de mCyplal, ademads de que muestra que
el gen de este citocromo si estd siendo modulado por metilacion del DNA, aunque siguiendo la via de
desmetilacién a través de la accidn de las proteinas Tet y Tdg. Como se observo en los resultados in vitro, la
exposicién a 5AzadC promovid el incremento de la expresion de rCYP1A1 mostrando que este gen es sensible
al estado de metilacién del DNA, los hallazagos hasta ahora encontrados muestran que este gen es modulado
por la metilaciéon del DNA, aunque muy probablemente a través de modificiacién de la marca por
desmetilacidn activa.

Nuestros estudios muestran la importancia de la evaluacidon temporal de la exposicién a los compuestos que

se estan probando, ya que nuestro disefio experimental Unicamente considerd la exposicion aguda a BaP (una
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sola dosis en el quinto dia de tratamiento) en los modelos in vivo, ya que no hubo cambios en la expresidon
inducida de rCYP1A1.

Es importante mencionar que nuestro disefio experimental consideré el uso del inhibidor 5AzadC para
promover un estado de hipometilacion del DNA global, sin embargo esta estrategia no es mecanisticamente
igual a promover la desmetilacién del DNA, ya que la inhibicién de la DNMT1 considera la pérdida de
metilacion del DNA de forma pasiva a través de los multiples ciclos de replicacidn celular, mientras que la
desmetilacién activa a través de TET-TDG es un mecanismo independiente del ciclo celular y, en términos

generales, independiente de la accidn de la DNTM1 [142].

10.1.3. La expresion transcripcional de rCYP1A1 no es modificada por un estado de metilacién
del DNA disminuido higado de ratén

Pese a los resultados negativos en la promocién de la expresién de CYP1A1 de rata ante su exposicion a
5AzadC-BaP, y tomando en cuenta los antecedentes de respuesta que se ha observado en células de
hepatoma de ratén a nivel de metilacién del DNA [278], nos propusimos evaluar el efecto del tratamiento
5AzadC-BaP en higado de ratones Balb/c jovenes en comparacidn con el tratamiento solo con BaP. Realizamos
el mismo protocolo de administracién que con ratas. Los resultados muestran que la combinacién 5AzadC-
BaP no es estadisticamente distinta de lo obtenido con BaP sdlo, pese a que si se observa un ligero
incremento. La ausencia de efecto de 5AzadC sobre la expresidn inducida de rCYP1A1 de ratén concuerda con
estudios en hepatoma de estos organismos en donde tampoco observan cambio en la expresidn de este gen
al ser expuesto a 5AzadC en combinacidn con BaP o TCDD, sin embargo, resultados recientes muestran que
este gen si es modulado por cambios en la metilacién del DNA de su promotor, solo que a través de la

secuencia de oxidacién de 5mC a 5hmC, 5fC, 5caC, para regenerarse nuevamente a citosina [332].
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10.2. Alteracién 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 concentracidon proteica de DNMTs y el estado
de metilacion del DNA por la exposicidn 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, sélo BaP y
BF lograron cambios estadisticamente significativos. El incremento de DNMT1 logrado después de la
exposicion de células C9 a BaP o BF podria ser una respuesta al dafo al DNA debido a la acumulacién 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 disminucion de mas del 20% de la viabilidad celular (figura
18), lo cual debilita esta hipdtesis porque a ese porcentaje de confluencia, alrededor del 80%, se espera que
la mayoria de la células se encuentren GO-G1 [334].

También hay la posibilidad de que DNMT1 sea modificada por BaP o algunos de sus metabolitos, de tal manera
gue afecte la regién N-terminal vinculada con su degradacién proteasomal, promoviendo asi su estabilidad
proteica y por tanto acumulacién independientemente de la fase del ciclo celular [123]. Aunque, por otro
lado, son multiples las proteinas 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 proteina en
células expuestas a BaP se ha asociado con el aumento proteico de DNMT1 [284], ya que MAD2 podria estar
participando en la inhibicidn de la degradacién de DNMT1 al inhibir a CDC20, una proteina propuesta para el
reconocimiento de DNMT1 para su ubiquitinacidn y posterior degradacién [124].

Ante los resultados obtenidos y teniendo como antecedente la progresiva disminucion de la metilacién del
DNA en el proceso de carcinogénesis quimica [292], nos planteamos la determinacién del estado de
metilacion 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
metilacion de los sitios CpG. En concordancia con lo observado en el modelo de multicarcinogénesis, pero
haciendo énfasis que nuestro estudio se realizé posterior a 48 h de exposicidon a BaP, nuestros resultados

mostraron la reduccion de la metilacién del DNA global. EI hecho de que el BaP promueva la pérdida de la
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metilacion del DNA celular en tiempos tan cortos apoya la hipdtesis de la disrupcidn epigenética en etapas
muy tempranas del proceso de carcinogénesis quimica.

A la par de que se concluian nuestros experimentos, otro grupo de investigacién publicé un articulo cuyo
objetivo es distinto al nuestro, pero que dentro de los experimentos que realizan determinan el estado de
metilacion del DNA global y niveles proteicos de DNMTs y HDACs clase | después de 24 horas de exposicidon
de células epiteliales de bronquio humano a distintas concentraciones de BaP. Sus resultados concuerdan y
apoyan nuestros resultados en células epiteliales de higado de rata, es decir, obtienen hipometilacién del
DNA global, incremento proteico de DNMT1 y disminucién de DNMT3b, asi como aumento de HDAC2 y 3
[308].

El evento de hipometilacion del DNA posterior a la exposicion celular de C9 a BaP podria ser resultado de la
respuesta celular ante el dafio 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 catalitica 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 exposicion
conduce a la hipometilacion del DNA a la vez que eleva los niveles de PAR [88,335].

Dicha hipometilacion del DNA promovida por BaP ha mostrado tener repercusiones locales como lo es la
pérdida local de metilacién en los genes c-Myc y cyplal, sin embargo, esta pérdida de metilacion local, al
menos para cyplal, se ha demostrado que sigue la via de desmetilacion coordinada por Tet2/Tet3 y Tdg, dos

modificadores epigenéticos [332].

10.2.2. Cambio en la concentracion proteica de HDACs clase Il y Il por la exposicion subaguda a
HAPs en células epiteliales C9

El otro grupo de modificadores epigenéticos que en este trabajo evaluamos, fueron algunas proteinas de la
familia de HDACs. Previamente se ha observado que las células cancerosas, en términos generales,
experimentan la pérdida de acetilacion de histonas, sugiriendo o bien un incremento en la capacidad catalitica
de las HDACs o su aumento proteico, que es esto ultimo lo que mas ha sido evaluado y observado [327]. Las
desacetilasas de histonas que en el presente trabajo se evaluaron fueron de la clase | de HDACs: HDAC1, 2 y
3; de la clase Il: HDACA4; y de la clase lI: SIRT1.

Posterior a la exposicion 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 resultd sorpresivo, pues varios tipos de cancer

presentan sobreexpresiéon de estas proteinas, las cuales han sido vinculadas con incremento en la
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proliferacién celular, pérdida de la diferenciacion y evasion de apoptosis [327,336]. Estos son eventos claves
en la etapa de iniciacién de carcinogénesis quimica. Ademas de que células alveolares expuestas a humo de
cigarro mostraron degradacién de estas proteinas cuatro horas después de su exposicion 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 modulacién de procesos celulares como respuesta al dafo al
DNA, recombinacion homodloga e integridad cromatinica [337], de tal manera que si desde el inicio de la
exposicidn a los HAPs, estos estuvieran alterando los niveles proteicos de las HDACs también podrian estar
permitiendo un ambiente adecuado para el establecimiento de mutaciones, pues procesos como reparacion
del DNA estaria viéndose afectados.

Continuamos nuestra busqueda de HDACs afectados ante la exposicion a los cuatro HAPs seleccionados, esta
vez evaluamos a HDAC4 de la clase I, el cual ha mostrado recientemente ser participe en el mantenimiento
de la fase G2 del ciclo celular [320,338]. Esta es una proteina citoplasmatica, la cual, ante el dafio al DNA se
transporta al nicleo 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 nucleo ha sido vinculado con el fallo en la reparacién del DNA [320], y
su sobreexpresion también ha sido reportada en varios tipos de cancer [338].

La clase lll de HDACs, particularmente SIRT1 ha sido identificado como oncogén y como gen supresor de tumor
en los procesos carcinogénicos [339]. Sorpresivamente la exposicidn de las células C9 a BaP y DMBA produjo
incremento en los niveles proteicos de esta enzima, no su exposiciéon a 3MC y BF. La alteracidn proteica de
SIRT1 ha sido vinculada con la promocion de la apoptosis posterior a un dafio al DNA, aunque, la alteracion
de su capacidad catalitica también ha mostrado sensibilizar a las células en respuesta a dafio por estrés
oxidante [177].

El incremento de SIRT1 ante la exposicidon aguda a BaP y DMBA, posiblemente sea una respuesta normal para
una correcta reparacion del DNA, proceso en el que SIRT1 esta participando mediante la estabilizacidon de p53
en un estado inactivo [177,321,327]. Sin embargo, todo estimulo crénico, como lo es la exposicion a HAPs en
nuestro medio ambiente, puede finalmente llevar a la alteracidon de la proteina, lo cual significaria un nivel de
SIRT1 permanentemente elevado, en un estado tipo oncogén, como se ha visto en varios tipos de cancer

[315,340].
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11.Conclusiones

Tabla 5. Perfil proteico de CYP1A1 y modificadores epigenéticos en células C9 después de su exposicion subaguda a cuatro HAPs.

Cel C9-10uM, 48 h BF BaP 3MC DMBA 5AzadC
+5AzadC +5AzadC +5AzadC +5AzadC

CYPIAL Incrementa Incrementa NC 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 -
Metilacién del DNA - Disminuye - - Disminuye

NC, no cambia
(-), no evaluado

El disefio experimental nos permitié 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 exposicién a BaP promovio la hipometilacion del DNA celular, pese a que increment? el
nivel proteico de DNMT1. Estos cambios fueron logrados posterior a 48 h de exposicidon a los HAPs en células
normales de epitelio de higado de rata. Lo cual comprueba nuestra hipdtesis de que los HAPs alteran el nivel
proteico de modificadores epigenéticos.

La exposicion de las mismas células a 5AzadC en combinacién con los HAPs incrementd el mRNA de rCYP1A1,
sin embargo, en el modelo hepatico in vivo la combinacién 5AzadC-BaP no generd ningin cambio en
comparacion a la exposicion a BaP, lo cual también ocurrié en el modelo de higado de ratén con una
administracién subaguda. Estos resultados muestran que, bajo nuestras condiciones, nuestra hipétesis de
gue cambios en el estado de metilacién del DNA celular alteran la expresién de CYP1A1 de higado de rata,
fue comprobada en el modelo in vitro, pero no en el in vivo.

De este estudio concluimos que los HAPs modificaron el nivel proteico de modificadores epigenéticos y el
estado de metilacién del DNA celular, y aln con estos cambios su efecto sobre la expresion 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, asi como de la informacién lograda por otros grupos de
investigacion, nos preguntarnos la importancia de la supresidn de la actividad catalitica de DNMT1, asi como
del incremento de SIRT1 y HDAC4 en el proceso de toxicidad por HAPs.

También nos preguntamos el papel que la modificaciéon de DNMT1, HDAC4 y SIRT1 estaria jugando en
procesos que dan pauta al establecimiento de la célula transformada como lo son la proliferacién celular
exacerbada, la inhibicion de la apoptosis, y la pérdida de la diferenciacion celular.

Por otro lado, bajo nuestras condiciones no se lograron cambios en la expresion de rCYP1A1 ante la
administracién de 5AzadC-BaP en modelos in vivo de rata y ratén, por lo cual, nos preguntamos cual serd el
comportamiento de este gen en un estudio subcrdnico, dada la participacion de Tet2 y Tet3 en la
desmetilacién del DNA de la regién promotora de CYP1A1 en ratén.

Tomando en cuenta que la expresidon de CYP1A1 fue incrementada en el co—tratamiento con 5AzadC en
condiciones de cultivo celular, no preguntamos la posibilidad de que en situaciones patoldgicas en las que la
proliferacién celular del higado esté incrementada y que la exposicion a los HAPs promueva un estado de
hipometilacién del DNA celular se produzca un ambiente hepdtico mucho mas susceptible al dafio por los
HAPs debido al incremento de su bioactivacién.

Las evaluaciones que consideramos son necesarias para conocer mas a fondo y apoyar contudentemente el
efecto de los HAPs en exposiciones subagudas y subcrdnicas son las siguientes.

- Niveles proteicos de DNMT1, DNMT3b, HDAC4 y SIRT1, estado de metilacién del DNA y de acetilacidn
de histonas en estudios subcroénicos y a diferentes concentraciones de los HAPs probados in vitro e in
vivo.

- Estado catalitico de DNMT1 posterior a la exposicion a los HAPs seleccionados.

- Mecanismo por el cual los HAPs promueven cambios en la metilacion del DNA.

- Importancia del incremento de DNMT1, HDAC4 y SIRT1 en exposiciones de 0 — 72 h a HAPs en
procesos celulares como proliferacion, apoptosis y/o pérdida de la diferenciacion.

- Efecto de hipometilacion global del DNA inducida por BaP en la alteracion de la expresién de

oncogenes en exposiciones agudas y subagudas.
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13. Materiales y Métodos

Materiales
Todos los reactivos usados para PCR tiempo real, el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488®, y el anticuerpo
secundario anti-ratén 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 vy el antimicético-antibiético fueron
obtenidos de Gibco-Life Technologies (San Francisco, CA, USA). La linea de células epiteliales clona 9 de higado
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 seccion fueron adquiridos de Sigma Aldrich Co. (St. Luis, MO, USA).
Cultivo de células epiteliales clona 9 de higado de rata
Se cultivé a las células en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibidtico-antimicético,
a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO,.
En la caracterizacion de la linea celular bajo las condiciones de trabajo dentro de nuestro laboratorio, se
determiné que posee una fase lag de 24 h y tiempo de duplicacién de 11 h. Ante estos resultados y los
objetivos del proyecto se establecid la cantidad de 5x10° células para la siembra inicial, con la cual se logra
aproximandamente el 100% de confluencia en 96 horas.
Para el mantenimiento de la linea celular, se trabajé con un cultivo de 5x10° células en dilucién 1:10, con cambio
de medio cada tercer dia. Cuando el cultivo alcanzé aproximadamente el 100% de confluencia, se cosech¢ a las
células con 0.25% de tripsina-EDTA. Para los tratamientos se utilizé el quinto pase de las células, de la cuales se
sembraron 5x10° células en cajas Petri de 100mm, 5x10* células en placa de 24 pozos o 3x10% en placa de 96
pozos en una dilucién 1:10, con cambio diario del medio. Los experimentos tuvieron una duracién de 96 horas.
Los tratamientos fueron iniciados 24 horas después de la siembra de las células. El esquema de exposicién a los
compuestos fue el siguiente:

1. Control: 0.1% v/v de DMSO por 72 horas.

2. HAPs: 10 uM de BF o BaP o DMBA o 3MC por las ultimas 48 horas del experimento. Los HAPs estuvieron

disueltos en DMSO, el cual tuvo una concentracion final en cultivo celular de 0.1% v/v.
3. HAP-5AzadC: 0.5 uM de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 72 horas en co-

exposicion con 10uM BaP las ultimas 48 h.
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4. 5AzadC: 0.5 uM 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 determinacién de RNA vy

proteina.

Viabilidad de las células epiteliales C9 después de su exposicion subaguda a HAPs y 5AzadC

La viabilidad fue determinada mediante la capacidad mitocondrial de las células por reducir el MTT a
formazan. Para determinar el efecto de los distintos tratamientos sobre la viabilidad de las células epiteliales
C9, 24 horas después del tltimo tratamiento las células fueron incubadas con 5 pg/mL de MTT durante 1 hora,
lavadas con PBS, y extraido el azul de formazan con DMSO 100% para determinar su absorbancia a 570 nm

en el lector de placa Synergy HT®.

Obtencion proteina total de células C9
A las 24 horas del dltimo tratamiento se retird 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 suspension de células resultante se centrifugd a 200 g por 5 minutos, el botdn resultante se
resuspendid en amortiguador RIPA adicionado con Complete Protease Inhibitor Cocktail tablets®. La
suspension se sometio a tres ciclos sonicacion, tres veces de diez segundos cada una y tres minutos de espera
entre ciclo. La cantidad de proteina total se determind 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-Z00-1999 y con la
aprobacién con el nimero 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 via intraperitoneal cada 24 horas por 5 dias bajo el siguiente esquema de tratamiento.

1. Control: 0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 dias y 0.1 mL aceite de maiz el quinto dia.

2. BaP:0.1 mL amortiguador de fosfatos pH=7.4 por 5 dias y 50mg/Kg BaP una Unica dosis el quinto dia.

3. 5AzadC - BaP: 0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 dias y 50mg/Kg

de BaP una Unica dosis el quinto dia.

4. 5AzadC: 0.2 mg/Kg de 5AzadC disuelto en amortiguador de fosfatos pH 7.4 por 5 dias.
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24 horas después de la ultima administracién los animales fueron sometidos a eutanasia, se disecciond a cada
animal y se obtuvo su higado, el cual fue procesado para determinacion de cantidad de RNA, proteina y actividad

enzimatica de CYP1A1.

Obtencién de fraccion microsomal de higado de rata.

Se obtuvo la fraccidn microsomal a partir de higado de cada animal como a continuacién se explica. Se realizd
un homogeinizado del tejido con solucién de KClI 150mM, se centrifugd a 9000g por 15 minutos, el
sobrenadante resultante se centrifugd a 100,000g por 1 hora, el botén resultante se resuspendid y
homogenizé en un amortiguador de fosfatos pH=7.4 adicionado con sacarosa 250mM. Posteriormente, se
centrifugd a 100,000g por 1 hora, el botdn resultante se resuspendié en amortiguador de fosfatos pH=7.4
adicionado con EDTA 1mM, DTT0.1mM vy glicerol 20% v/v. A la fraccién microsomal resultante se le determiné

la cantidad de proteina total mediante la técnica de BradFord y se almacend a —80°C para su posterior uso.

Actividad enzimatica microsomal

Se determiné la actividad O-etoxiresorufina desetilasa de CYP1A1 a 80ug de proteina microsomal mediante
la técnica de Burke [341]. En una placa oscura de 96 pozos a 37°C se colocaron: 80ug de proteina microsomal,
1.5uM etoxiresorufina, 0.5mM NADPH en un volumen final de 200uL de amortiguador Tris-HClI 50mM pH 7.6,
MgCl, 25mM. Se determind la produccidn de resorufina cada 20 segundos por 15 minutos, con una longitud

de onda de excitacidon de 530nm y emisién de 590nm en el lector de placa Synergy HT®.

Electroforesis e inmunodeteccion.

Se realizd la separacidn de proteinas, 5 pg proteina microsomal y 150 ug proteina total de células, mediante
una electroforesis desnaturalizante en un gel de poliacrilamida al 7.5%. Se realizé la transferencia a una
membrana de PDVF o nitrocelulosa a 100 voltios por 1 hora a 4°C. La membrana se bloqueé con una solucién
de Tween20 0.1% - TBS - Albumina® al 5% por 3 horas.

Para realizar la inmunodeteccién 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 ratén (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 imagenes fueron
obtenidas con el equipo Kodak Gel Logic 2000 Imaging System y analizadas con el programa libre Image) del

Instituto Nacional de Salud de EUA [342].
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Obtencion y cuantificacion de RNA.

Se extrajo RNA total de los cultivos celulares, asi como de tejido de higado de rata o ratén con Trizol®
siguiendo las especificaciones del fabricante. La sintesis de cDNA se realiz6 con 1ug de RNA y con M-MVL
Retrotranscriptasa (Invitrogene), como el fabricante lo indica. Posteriormente se realizé PCR tiempo real con
Taqg Man ® Master Mix, sondas TagMan para CYP1A1 y GAPDH de rata y cyplal y gapdh de ratdn, 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 determind la expresion relativa mediante el calculo matematico

2-ACt [343].

Inmunofluorescencia en células.

Un cultivo celular de 5x10° células fue sembrado en cajas petri de 100mm, teniendo dentro tres cubreobjetos
de 1.5cm de diametro. 24 horas después de su siembra, el cultivo fue tratado con 2.5uM de 5AzadC por 72
horas, solo o0 en co-tratamiento con 10 UM de HAP por las ultimas 48 horas de cultivo. Se trabajé con controles
de 1.25 pL agua y 1.25 uL de DMSO por mL de medio. 10 mL de medio. A las 24 horas del ultimo tratamiento,
los cubreobjetos fueron traspasados a una caja de 12 pozos para su posterior manipulacién. Fueron fijados
con p-formaldehido 4% en PBS por 20’ a TA, bloqueados con solucidn de bloqueo (PBS-Tritdn X100 0.3%-1%
suero del animal en el que el 2°Ac estd 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 imdgenes resultantes fueron analizadas con el

programa libre Imagel del Instituto Nacional de Salud de EUA [342].

Estadistica

Los datos obtenidos de los estudios de niveles de proteinas fueron comparados contra los grupos control
mediante ANOVA de una via y Dunnett como prueba pos-hoc para comparaciones multiples. Los datos
obtenidos de expresion génica, actividad enzimatica e inmunofluorescencia fueron analizados mediante
ANOVA de una via y Tukey como prueba pos-hoc para comparaciones multiples. 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 estadistica fue establecida para una P<0.05.
Los datos reportados en las figuras representan los promedios de experimentos en el caso de lineas celulares
o de animales para los estudios in vivo + error estandar. Los analisis fueron realizados con el paquete

informatico SAS 9.0.

103



(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]
(7]
(8]

(9]

(10]

(11]

(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

[17]

(18]

[19]

14.Referencias

K.-H. Kim, S.A. Jahan, E. Kabir, R.J.C. Brown, A review of airborne polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and their human

health effects, Environ. Int. 60 (2013) 71-80. doi:10.1016/j.envint.2013.07.019.

Y. Zhang, S. Dong, H. Wang, S. Tao, R. Kiyama, Biological impact of environmental polycyclic aromatic hydrocarbons (ePAHs)

as endocrine disruptors, Environ. Pollut. 213 (2016) 809—-824. doi:10.1016/j.envpol.2016.03.050.

J.R. Brown, J.L. Thornton, Percivall Pott (1714-1788) and Chimney Sweepers’ Cancer of the Scrotum, Br. J. Ind. Med. 14
(1957) 68-70. d0i:10.1136/0em.14.1.68.

D. Penney, V. Benignus, S. Kephalopoulos, D. Kotzias, M. Kleinman, Agnes Verrier, Guidelines for Indoor Air Quality -
selected pollutants, 2010. doi:10.1186/2041-1480-2-S2-I1.

A.H. Conney, Induction of Microsomal Enzymes by Foreign Chemicals and Carcinogenesis by Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons: G. H. A. Clowes Memorial Lecture, Cancer Res. 42 (1982) 4875-4917.

M.E. Peterson, P.A. Talcott, Small Animal Toxicology, Third Edition, 2012. d0i:10.1016/C2010-0-67099-4.

C.D. Klaassen, The Basic Science of Poisons., 2001.

C. Xu, C.Y.-T. Li, A.-N.T. Kong, Induction of phase I, Il and lll drug metabolism/transport by xenobiotics, Arch. Pharm. Res. 28

(2005) 249-268. doi:10.1007/BF02977789.

K. Nakata, Y. Tanaka, T. Nakano, T. Adachi, H. Tanaka, T. Kaminuma, T. Ishikawa, Nuclear Receptor-Mediated

Transcriptional Regulation in Phase |, II, and Il Xenobiotic Metabolizing Systems, Drug Metab. Pharmacokinet. 21 (2006)

437-457. doi:10.2133/dmpk.21.437.

D.W. Nebert, K. Wikvall, W.L. Miller, Human cytochromes P450 in health and disease., Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol.

Sci. 368 (2013) 20120431. doi:10.1098/rstb.2012.0431.

D.F.V Lewis, E. Watson, B.G. Lake, Evolution of the cytochrome P450 superfamily: Sequence alignments and
pharmacogenetics, Mutat. Res. - Rev. Mutat. Res. 410 (1998) 245-270. doi:10.1016/51383-5742(97)00040-9.

H. Sezutsu, G. Le Goff, R. Feyereisen, Origins of P450 diversity, Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 368 (2013) 20120428
20120428. doi:10.1098/rstb.2012.0428.

D.R. Nelson, A world of cytochrome P450s, Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 368 (2013) 20120430-20120430.
doi:10.1098/rstb.2012.0430.

D.W. Nebert, M. Adesnik, M.J. Coon, R.W. Estabrook, F.J. Gonzalez, F.P. Guengerick, I.C. Gunsalus, E.F. Johnson, B. Kemper,
W. Levin, I.R. Phillips, R. Sato, M.R. Waterman, The P450 Gene Superfamily: Recommended Nomenclature, DNA. 6 (1987)

1-11. doi:10.1089/dna.1987.6.1.

D.R. Nelson, L. Koymans, T. Kamataki, J.J. Stegeman, R. Feyereisen, D.J. Waxman, M.R. Waterman, O. Gotoh, M.J. Coon,
R.W. Estabrook, |.C. Gunsalus, D.W. Nebert, P450 superfamily: update on new sequences, gene mapping, accession
numbers and nomenclature, Pharmacogenetics. 6 (1996) 1-42. doi:10.1097/00008571-199602000-00002.

D.C. Lamb, M.R. Waterman, Unusual properties of the cytochrome P450 superfamily, Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 368

(2013) 20120434-20120434. doi:10.1098/rstb.2012.0434.

S.L. Kelly, D.E. Kelly, P.T.R.S. B, S.L. Kelly, D.E. Kelly, S.L. Kelly, D.E. Kelly, Microbial cytochromes P450 : biodiversity and
biotechnology . Where do cytochromes P450 come from , what do they do and what can they do for us ?, Philos. Trans.
Soc. B Biol. Sci. 368 (2013). doi:doi.org/10.1098/rstb.2012.0476.

R.

A.W. Munro, H.M. Girvan, K.J. McLean, Variations on a (t}heme—novel mechanisms, redox partners and catalytic functions

in the cytochrome P450 superfamily, Nat. Prod. Rep. 24 (2007) 585-609. doi:10.1039/B604190F.

I.S. Kil, S.K. Lee, K.W. Ryu, H.A. Woo, M.C. Hu, S.H. Bae, S.G. Rhee, Feedback Control of Adrenal Steroidogenesis via H202-

Dependent, Reversible Inactivation of Peroxiredoxin 1l in Mitochondria, Mol. Cell. 46 (2012) 584-594.
doi:10.1016/j.molcel.2012.05.030.

104



[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

(26]

(27]

(28]

[29]

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]

M. Uhlén, L. Fagerberg, B.M. Hallstrom, C. Lindskog, P. Oksvold, A. Mardinoglu, A. Sivertsson, C. Kampf, E. Sjostedt, A.
Asplund, 1. Olsson, K. Edlund, E. Lundberg, S. Navani, C.A. Szigyarto, J. Odeberg, D. Djureinovic, J.O. Takanen, S. Hober, T.
Alm, P. Edqvist, H. Berling, H. Tegel, J. Mulder, J. Rockberg, P. Nilsson, J.M. Schwenk, M. Hamsten, K. Von Feilitzen, M.
Forsberg, L. Persson, F. Johansson, M. Zwahlen, G. Von Heijne, J. Nielsen, F. Pontén, Tissue-based map of the human
proteome, Science (80-. ). 347 (2015) 1260419-1260419. doi:10.1126/science.1260419.

U.M. Zanger, M. Schwab, Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism: Regulation of gene expression, enzyme activities,
and impact of genetic variation, Pharmacol. Ther. 138 (2013) 103-141. doi:10.1016/j.pharmthera.2012.12.007.

D.E. Ryan, P.E. Thomas, D. Korzeniowski, W. Levin, Separation and characterization of highly purified forms of liver
microsomal cytochrome P-450 from rats treated with polychlorinated biphenyls, phenobarbital, and 3-methylanthrene, J.
Biol. Chem. 254 (1979) 1365-1374.

D.E. Ryan, P.E. Thomas, W. Levin, Properties of Liver Microsomal Cytochrome P450 From Rats Treated With Isosafrole,
Microsomes, Drug Oxidations Chem. Carcinog. 255 (1980) 167—170. doi:10.1016/B978-0-12-187701-9.50032-2.

0. Savass, K.K. Bhattacharyya, M. Christou, D.L. Alexander, C.R. Jefcoaten, Mouse Cytochrome P-450EF, Representative of a
New, (1994) 14905-14911.

T.R. Sutter, Y.M. Tang, C.L. Hayes, Y.Y.P. Wo, E.W. Jabs, X. Li, H. Yin, C.W. Cody, W.F. Greenlee, Complete cDNA sequence of
a human dioxin-inducible mRNA identifies a new gene subfamily of cytochrome P450 that maps to chromosome 2, J. Biol.
Chem. 269 (1994) 13092-13099.

M. Nukaya, C.A. Bradfield, Conserved genomic structure of the Cyplal and Cypla2 loci and their dioxin responsive
elements cluster, Biochem. Pharmacol. 77 (2009) 654—659. doi:10.1016/j.bcp.2008.10.026.

D.W. NEBERT, D.R. NELSON, M. ADESNIK, M.J. COON, R.W. ESTABROOK, F.J. GONZALEZ, F.P. GUENGERICH, I.C. GUNSALUS,
E.F. JOHNSON, B. KEMPER, W. LEVIN, I.R. PHILLIPS, R. SATO, M.R. WATERMAN, The P450 Superfamily: Updated Listing of All
Genes and Recommended Nomenclature for the Chromosomal Loci, Dna. 8 (1989) 1-13. doi:10.1089/dna.1.1989.8.1.

T. Shimada, A. Sugie, M. Shindo, T. Nakajima, E. Azuma, M. Hashimoto, K. Inoue, Tissue-specific induction of cytochromes
P450 1A1 and 1B1 by polycyclic aromatic hydrocarbons and polychlorinated biphenyls in engineered C57BL/6J mice of
arylhydrocarbon receptor gene, Toxicol. Appl. Pharmacol. 187 (2003) 1-10. doi:10.1016/50041-008X(02)00035-2.

T. Shimada, C.L. Hayes, H. Yamazaki, S. Amin, S.S. Hecht, F.P. Guengerich, T.R. Sutler, Activation of Chemically Diverse
Procarcinogens P-450 IBI1 by Human Cytochrome, City. (1996) 2979-2984. doi:10.1016/0041-008X(89)90251-2.

Y. Wang, R. An, G.K. Umanah, H. Park, K. Nambiar, S.M. Eacker, B. Kim, L. Bao, M.M. Harraz, C. Chang, R. Chen, J.E. Wang,
T.-l. Kam, J.S. Jeong, Z. Xie, S. Neifert, J. Qian, S.A. Andrabi, S. Blackshaw, H. Zhu, H. Song, G. -I. Ming, V.L. Dawson, T.M.
Dawson, A nuclease that mediates cell death induced by DNA damage and poly(ADP-ribose) polymerase-1, Science (80-. ).
354 (2016) aad6872-aad6872. doi:10.1126/science.aad6872.

D. Fu, J.A. Calvo, L.D. Samson, Balancing repair and tolerance of DNA damage caused by alkylating agents, Nat. Rev. Cancer.
12 (2012). doi:10.1038/nrc3185.

A.J. Lee, M.X. Cai, P.E. Thomas, A.H. Conney, B.T. Zhu, Characterization of the oxidative metabolites of 17??-estradiol and
estrone formed by 15 selectively expressed human cytochrome P450 isoforms, Endocrinology. 144 (2003) 3382—-3398.
doi:10.1210/en.2003-0192.

X. Ma, J.R. Idle, K.W. Krausz, F.J. Gonzalez, Metabolism of melatonin by human cytochromes P450, Drug Metab. Dispos. 33
(2005) 489-494. d0i:10.1124/dmd.104.002410.

C. Arnold, A. Konkel, R. Fischer, W.-H. Schunck, Cytochrome P450-dependent metabolism of omega-6 and omega-3 long-
chain polyunsaturated fatty acids., Pharmacol. Rep. 62 (2010) 536-547.

D. Schwarz, P. Kisselev, S.S. Ericksen, G.D. Szklarz, A. Chernogolov, H. Honeck, W.H. Schunck, I. Roots, Arachidonic and
eicosapentaenoic acid metabolism by human CYP1A1: Highly stereoselective formation of 17(R),18(S)-
epoxyeicosatetraenoic acid, Biochem. Pharmacol. 67 (2004) 1445-1457. doi:10.1016/j.bcp.2003.12.023.

R. Santes-Palacios, D. Ornelas-Ayala, N. Cabafias, A. Marroquin-Pérez, A. Hernandez-Magafia, S. Del Rosario Olguin-Reyes,
R. Camacho-Carranza, J.J. Espinosa-Aguirre, Regulation of Human Cytochrome P4501A1 (hCYP1A1): A Plausible Target for
Chemoprevention?, Biomed Res. Int. 2016 (2016). doi:10.1155/2016/5341081.

105



(37]

(38]

(39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

(48]

(49]

(50]

(51]

(52]

(53]

(54]

(55]

(56]

V. Werlinder, M. Backlund, a Zhukov, M. Ingelman-Sundberg, Transcriptional and post-translational regulation of CYP1A1
by primaquine., J. Pharmacol. Exp. Ther. 297 (2001) 206—14. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11259546.

H.M. Korashy, A.O.S. El-Kadi, Regulatory mechanisms modulating the expression of cytochrome P450 1A1 gene by heavy
metals, Toxicol. Sci. 88 (2005) 39-51. doi:10.1093/toxsci/kfi282.

H.M. Korashy, A.O.S. El-Kadi, Transcriptional and posttranslational mechanisms modulating the expression of the
cytochrome P450 1A1 gene by lead in HepG2 cells: A role of heme oxygenase, Toxicology. 291 (2012) 113-121.
doi:10.1016/j.tox.2011.11.006.

J.W. Park, J.R. Reed, W.L. Backes, The localization of cytochrome P450s CYP1A1 and CYP1A2 into different lipid
microdomains is governed by their N-terminal and internal protein regions, J. Biol. Chem. 290 (2015) 29449-29460.
doi:10.1074/jbc.M115.687103.

A.A. Walsh, G.D. Szklarz, E.E. Scott, Human cytochrome P450 1A1 structure and utility in understanding drug and xenobiotic
metabolism, J. Biol. Chem. 288 (2013) 12932-12943. d0i:10.1074/jbc.M113.452953.

P. Urban, G. Truan, D. Pompon, Access channels to the buried active site control substrate specificity in CYP1A P450
enzymes, Biochim. Biophys. Acta - Gen. Subj. 1850 (2015) 696—707. doi:10.1016/j.bbagen.2014.12.015.

A. Poland, E. Glover, Stereospecific, high affinity binding of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin by hepatic cytosol, J. Biol.
Chem. 251 (1976) 4936—-4946.

D.P. Jackson, A.D. Joshi, C.J. Elferink, Ah receptor pathway intricacies; signaling through diverse protein partners and DNA-
motifs, Toxicol. Res. 4 (2015) 1143—-1158. doi:10.1039/C4TX00236A.

L. Wu, J.P. Whitlock, Mechanism of dioxin action: Ah receptor-mediated increase in promoter accessibility in vivo., Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 89 (1992) 4811-4815. do0i:10.1073/pnas.89.11.4811.

A.J. Watson, O. Hankinson, Dioxin- and Ah receptor-dependent protein binding to xenobiotic responsive elements and G-
rich DNA studied by in vivo footprinting, J. Biol. Chem. 267 (1992) 6874—6878.

J.P. Whitlock, Induction of Cytochrome P4501a1, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 39 (1999) 103-125.
doi:10.1146/annurev.pharmtox.39.1.103.

W.B. Pratt, The hsp90-based chaperone system: involvement in signal transduction from a variety of hormone and growth
factor receptors., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 217 (1998) 420-434. doi:10.3181/00379727-217-44252.

B.K. Meyer, M.G. Pray-Grant, J.P. Vanden Heuvel, G.H. Perdew, Hepatitis B virus X-associated protein 2 is a subunit of the
unliganded aryl hydrocarbon receptor core complex and exhibits transcriptional enhancer activity., Mol. Cell. Biol. 18
(1998) 978-988. d0i:10.1128/MCB.18.2.978.

I.A. Murray, A.D. Patterson, G.H. Perdew, Aryl hydrocarbon receptor ligands in cancer: Friend and foe, Nat. Rev. Cancer. 14
(2014) 801-814. doi:10.1038/nrc3846.

T. Ikuta, H. Eguchi, T. Tachibana, Y. Yoneda, K. Kawajiri, Nuclear localization and export signals of the human aryl
hydrocarbon receptor., J. Biol. Chem. 273 (1998) 2895-904. doi:10.1074/JBC.273.5.2895.

N. Tsuji, K. Fukuda, Y. Nagata, H. Okada, A. Haga, S. Hatakeyama, S. Yoshida, T. Okamoto, M. Hosaka, K. Sekine, K. Ohtaka,
S. Yamamoto, M. Otaka, E. Grave, H. Itoh, The activation mechanism of the aryl hydrocarbon receptor (AhR) by molecular
chaperone HSP90, FEBS Open Bio. 4 (2014) 796—803. d0i:10.1016/j.fob.2014.09.003.

S. Li, X. Pei, W. Zhang, H.Q. Xie, B. Zhao, Functional analysis of the dioxin response elements (DREs) of the murine CYP1A1
gene promoter: Beyond the core DRE sequence, Int. J. Mol. Sci. 15 (2014) 6475-6487. doi:10.3390/ijms15046475.

C. Esser, A. Rannug, The Aryl Hydrocarbon Receptor in Barrier Organ Physiology, Immunology, and Toxicology, Pharmacol.
Rev. 67 (2015) 259-279. doi:10.1124/pr.114.009001.

N. Guigal, E. Seree, V. Bourgarel-Rey, Y. Barra, Induction of CYP1A1 by Serum Independent of AhR Pathway, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 267 (2000) 572-576. doi:10.1006/bbrc.1999.1959.

P.H. Villard, F. Barlesif, M. Armand, T.M.A. Dao, J.M. Pascussi, F. Fouchier, S. Champion, C. Dufour, C. Ginies, A. Khalil, M.J.
Amiot, Y. Barra, E. Seree, CYP1A1 induction in the colon by serum: Involvement of the PPARa pathway and evidence for a
new specific human PPREa site, PLoS One. 6 (2011) 2-9. doi:10.1371/journal.pone.0014629.

106



(57]

(58]

(59]
(60]
(61]

(62]

(63]

(64]

(65]

(66]

(67]

(68]

(69]

[70]

(71]

[72]

(73]

[74]

[75]

[76]

[77]

B. Mackowiak, H. Wang, Mechanisms of xenobiotic receptor activation: Direct vs. indirect, Biochim. Biophys. Acta - Gene
Regul. Mech. 1859 (2016) 1130-1140. doi:10.1016/j.bbagrm.2016.02.006.

P. Schulthess, A. L??ffler, S. Vetter, L. Kreft, M. Schwarz, A. Braeuning, N. BI??thgen, Signal integration by the CYP1A1
promoter - A quantitative study, Nucleic Acids Res. 43 (2015) 5318-5330. doi:10.1093/nar/gkv423.

G. Felsenfeld, A Brief History of Epigenetics, Cold Spring Harb. Perspect. Biol. (2014). doi:10.1101/cshperspec.a018200.
C.D. Allis, Epigenetics, 2007.
G. Felsenfeld, M. Groudine, Controlling the double helix, Nature. 421 (2003) 448-453. doi:10.1038/nature01411.

H. Swift, The organization of genetic material in eukaryotes: progress and prospects., Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol.
38 (1974) 963-979.

S. Henikoff, M.M. Smith, Histone variants and epigenetics, Cold Spring Harb. Perspect. Biol. (2015).
doi:10.1101/cshperspect.a019364.

C. Jiang, B.F. Pugh, Nucleosome positioning and gene regulation: advances through genomics, Nat. Rev. Genet. 10 (2009)
161-172. doi:10.1038/nrg2522.

J.S. Hagood, REVIEWS Beyond the Genome : Epigenetic Mechanisms in Lung Remodeling, (2014) 177-185.
doi:10.1152/physiol.00048.2013.

M.G. Goll, F. Kirpekar, K.A. Maggert, J.A. Yoder, C.L. Hsieh, X. Zhang, K.G. Golic, S.E. Jacobsen, T.H. Bestor, Methylation of
tRNAAsp by the DNA methyltransferase homolog Dnmt2, Science (80-. ). (2006). doi:10.1126/science.1120976.

M. Schaefer, T. Pollex, K. Hanna, F. Tuorto, M. Meusburger, M. Helm, F. Lyko, RNA methylation by Dnmt2 protects transfer
RNAs against stress-induced cleavage, Genes Dev. (2010). doi:10.1101/gad.586710.

F. Tuorto, F. Herbst, N. Alerasool, S. Bender, O. Popp, G. Federico, S. Reitter, R. Liebers, G. Stoecklin, H.-J. Gro ne, G.
Dittmar, H. Glimm, F. Lyko, The tRNA methyltransferase Dnmt2 is required for accurate polypeptide synthesis during
haematopoiesis, EMBO J. (2015). d0i:10.15252/embj.201591382.

X. Cheng, R.M. Blumenthal, Mammalian DNA Methyltransferases: A Structural Perspective, Structure. 16 (2008) 341-350.
doi:10.1016/j.str.2008.01.004.

O. Mortusewicz, L. Schermelleh, J. Walter, M.C. Cardoso, H. Leonhardt, Recruitment of DNA methyltransferase | to DNA
repair sites, Proc. Natl. Acad. Sci. 102 (2005) 8905-8909. doi:10.1073/pnas.0501034102.

T. Chen, E. Li, Establishment and maintenance of DNA methylation patterns in mammals., Curr. Top. Microbiol. Immunol.
301 (2006) 179-201. doi:10.1007/3-540-31390-7_6.

F. Syeda, R.L. Fagan, M. Wean, G. V. Avvakumov, J.R. Walker, S. Xue, S. Dhe-Paganon, C. Brenner, The replication focus
targeting sequence (RFTS) domain is a DNA-competitive inhibitor of Dnmt1, J. Biol. Chem. 286 (2011) 15344—-15351.
doi:10.1074/jbc.M110.209882.

K. Takeshita, I. Suetake, E. Yamashita, M. Suga, H. Narita, A. Nakagawa, S. Tajima, Structural insight into maintenance
methylation by mouse DNA methyltransferase 1 (Dnmt1), Proc. Natl. Acad. Sci. 108 (2011) 9055-9059.
d0i:10.1073/pnas.1019629108.

Z.M. Svedruzi¢, Mammalian cytosine DNA methyltransferase Dnmt1: enzymatic mechanism, novel mechanism-based
inhibitors, and RNA-directed DNA methylation., Curr. Med. Chem. 15 (2008) 92-106. doi:10.2174/092986708783330700.

W. Qin, P. Wolf, N. Liu, S. Link, M. Smets, F. La Mastra, |. Forné, G. Pichler, D. Horl, K. Fellinger, F. Spada, .M. Bonapace, A.
Imhof, H. Harz, H. Leonhardt, DNA methylation requires a DNMT1 ubiquitin interacting motif (UIM) and histone
ubiquitination, Cell Res. 25 (2015) 911-929. doi:10.1038/cr.2015.72.

G. V. Awakumov, J.R. Walker, S. Xue, Y. Li, S. Duan, C. Bronner, C.H. Arrowsmith, S. Dhe-Paganon, Structural basis for
recognition of hemi-methylated DNA by the SRA domain of human UHRF1, Nature. 455 (2008) 822-825.
doi:10.1038/nature07273.

M. Bostick, J.K. Kim, P.-O. Esteve, A. Clark, S. Pradhan, S.E. Jacobsen, UHRF1 Plays a Role in Maintaining DNA Methylation in
Mammalian Cells, Science (80-. ). 317 (2007) 1760-1764. doi:10.1126/science.1147939.

107



(78]

[79]

(80]

(81]

(82]

(83]

(84]

(85]

(86]

(87]

(88]

(89]

[90]?

[91]

[92]

(93]

(94]

[95]

[96]

[97]

J. Sharif, M. Muto, S. Takebayashi, |. Suetake, A. Iwamatsu, T.A. Endo, J. Shinga, Y. Mizutani-Koseki, T. Toyoda, K. Okamura,
S. Tajima, K. Mitsuya, M. Okano, H. Koseki, The SRA protein Np95 mediates epigenetic inheritance by recruiting Dnmt1 to
methylated DNA, Nature. 450 (2007) 908-912. doi:10.1038/nature06397.

K. Arita, M. Ariyoshi, H. Tochio, Y. Nakamura, M. Shirakawa, Recognition of hemi-methylated DNA by the SRA protein
UHRF1 by a base-flipping mechanism, Nature. 455 (2008) 818-821. doi:10.1038/nature07249.

C. Qian, S. Li, J. Jakoncic, L. Zeng, M.J. Walsh, M.M. Zhou, Structure and hemimethylated CpG binding of the SRA domain
from human UHRF1, J. Biol. Chem. 283 (2008) 34490-34494. d0i:10.1074/jbc.C800169200.

A. Rottach, C. Frauer, G. Pichler, .M. Bonapace, F. Spada, H. Leonhardt, The multi-domain protein Np95 connects DNA
methylation and histone modification, Nucleic Acids Res. 38 (2009) 1796—1804. doi:10.1093/nar/gkp1152.

J. Cheng, Y. Yang, J. Fang, J. Xiao, T. Zhu, F. Chen, P. Wang, Z. Li, H. Yang, Y. Xu, Structural insight into coordinated
recognition of trimethylated histone H3 lysine 9 (H3K9me3) by the plant homeodomain (PHD) and tandem tudor domain
(TTD) of UHRF1 (ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1) protein, J. Biol. Chem. 288 (2013) 1329-1339.
doi:10.1074/jbc.M112.415398.

E. Citterio, R. Papait, F. Nicassio, M. Vecchi, P. Gomiero, R. Mantovani, P.P. Di Fiore, |.M. Bonapace, Np95 Is a Histone-
Binding Protein Endowed with Ubiquitin Ligase Activity, Mol. Cell. Biol. 24 (2004) 2526—-2535. do0i:10.1128/MCB.24.6.2526-
2535.2004.

P. Karagianni, L. Amazit, J. Qin, J. Wong, ICBP90, a Novel Methyl K9 H3 Binding Protein Linking Protein Ubiquitination with
Heterochromatin Formation, Mol. Cell. Biol. 28 (2008) 705—717. doi:10.1128/MCB.01598-07.

S. Xie, J. Jakoncic, C. Qian, UHRF1 double Tudor domain and the adjacent PHD finger Act together to recognize K9me3-
containing histone H3 tail, J. Mol. Biol. 415 (2012) 318-328. doi:10.1016/j.jmb.2011.11.012.

J. Flynn, J.F. Glickman, N.O. Reich, Murine DNA cytosine-C5 methyltransferase: Pre-steady- and steady-state kinetic analysis
with regulatory DNA sequences, Biochemistry. 35 (1996) 7308—7315. doi:10.1021/bi9600512.

C.X. Song, K.E. Szulwach, Y. Fu, Q. Dai, C. Yi, X. Li, Y. Li, C.H. Chen, W. Zhang, X. Jian, J. Wang, L. Zhang, T.J. Looney, B. Zhang,
L.A. Godley, L.M. Hicks, B.T. Lahn, P. Jin, C. He, Selective chemical labeling reveals the genome-wide distribution of 5-
hydroxymethylcytosine, Nat. Biotechnol. (2011). doi:10.1038/nbt.1732.

A. Reale, G. De Matteis, G. Galleazzi, M. Zampieri, P. Caiafa, Modulation of DNMT1 activity by ADP-ribose polymers,
Oncogene. 24 (2005) 13-19. doi:10.1038/sj.0nc.1208005.

M. Rouleau, Poly(ADP-ribosyl)ated chromatin domains: access granted, J. Cell Sci. 117 (2004) 815-825.
doi:10.1242/jcs.01080.

?eljko M. Svedru??i??, C. Wang, J. V. Kosmoski, M.J. Smerdon, Accommodation and repair of a UV photoproduct in DNA at
different rotational settings on the nucleosome surface, J. Biol. Chem. 280 (2005) 40051-40057.
doi:10.1074/jbc.M509478200.

J. Song, M. Teplova, S. Ishibe-Murakami, D.J. Patel, Structure-Based Mechanistic Insights into DNMT1-Mediated
Maintenance DNA Methylation, Science (80-. ). 335 (2012) 709-712. doi:10.1126/science.1214453,

J.C. Wu, D. V. Santi, Kinetic and catalytic mechanism of Hhal methyltransferase, J. Biol. Chem. 262 (1987) 4778—-4786.

L. Chen, A.M. Macmilan, G.L. Verdine, Mutational Separation of DNA Binding from Catalysis in a DNA Cytosine
Methyltransferase, J. Am. Chem. Soc. 115 (1993) 5318-5319. doi:10.1021/ja00065a063.

S. Klimasauskas, S. Kumar, R.J. Roberts, X. Cheng, Hhal methyltransferase flips its target base out of the DNA helix, Cell. 76
(1994) 357-369. doi:10.1016/0092-8674(94)90342-5.

Q. Du, Z. Wang, V.L. Schramm, Human DNMT1 transition state structure, Proc. Natl. Acad. Sci. 113 (2016) 2916—2921.
doi:10.1073/pnas.1522491113.

L.S. Chuang, H.I. lan, T.W. Koh, H.H. Ng, G. Xu, B.F. Li, Human DNA-(cytosine-5) methyltransferase-PCNA complex as a target
for p21WAF1., Science. 277 (1997) 1996—2000. doi:10.1126/science.277.5334.1996.

F. Fuks, W.A. Burgers, A. Brehm, L. Hughes-Davies, T. Kouzarides, DNA methyltransferase Dnmt1 associates with histone
deacetylase activity., Nat. Genet. 24 (2000) 88-91. doi:10.1038/71750.

108



(98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

M.R. Rountree, K.E. Bachman, S.B. Baylin, DNMT1 binds HDAC2 and a new co-repressor, DMAP1, to form a complex at
replication foci., Nat. Genet. 25 (2000) 269-277. doi:10.1038/77023.

H. Kimura, K. Shiota, Methyl-CpG-binding protein, MeCP2, is a target molecule for maintenance DNA methyltransferase,
Dnmtl, J. Biol. Chem. 278 (2003) 4806—4812. doi:10.1074/jbc.M209923200.

Y. Schlesinger, R. Straussman, |. Keshet, S. Farkash, M. Hecht, J. Zimmerman, E. Eden, Z. Yakhini, E. Ben-Shushan, B.E.
Reubinoff, Y. Bergman, I. Simon, H. Cedar, Polycomb-mediated methylation on Lys27 of histone H3 pre-marks genes for de
novo methylation in cancer, Nat. Genet. 39 (2007) 232-236. doi:10.1038/ng1950.

S. Pradhan, G. Do Kim, The retinoblastoma gene product interacts with maintenance human DNA (cytosine-5)
methyltransferase and modulates its activity, EMBO J. 21 (2002) 779-788. doi:10.1093/emboj/21.4.779.

P.-0. Estéve, H.G. Chin, S. Pradhan, Human maintenance DNA (cytosine-5)-methyltransferase and p53 modulate expression
of p53-repressed promoters., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 102 (2005) 1000—1005. doi:10.1073/pnas.0407729102.

L. Jeffery, S. Nakielny, Components of the DNA methylation system of chromatin control are RNA-binding proteins, J. Biol.
Chem. 279 (2004) 49479-49487. d0i:10.1074/jbc.M409070200.

S.M. Carty, Hyperphosphorylated C-terminal Repeat Domain-associating Proteins in the Nuclear Proteome Link
Transcription to DNA/Chromatin Modification and RNA Processing, Mol. Cell. Proteomics. 1 (2002) 598-610.
doi:10.1074/mcp.M200029-MCP200.

R.Z. Jurkowska, T.P. Jurkowski, A. Jeltsch, Structure and Function of Mammalian DNA Methyltransferases, ChemBioChem.
(2011). doi:10.1002/cbic.201000195.

H. Gowher, A. Jeltsch, Enzymatic properties of recombinant Dnmt3a DNA methyltransferase from mouse: The enzyme
modifies DNA in a non-processive manner and also methylates non-CpA sites, J. Mol. Biol. (2001).
doi:10.1006/jmbi.2001.4710.

H. Denis, M.N. Ndlovu, F. Fuks, Regulation of mammalian DNA methyltransferases: A route to new mechanisms, EMBO Rep.
(2011). doi:10.1038/embor.2011.110.

E.S. Kang, C.W. Park, J.H. Chung, Dnmt3b, de Novo DNA methyltransferase, interacts with SUMO-1 and Ubc9 through its N-
terminal region and is subject to modification by SUMO-1, Biochem. Biophys. Res. Commun. (2001).
doi:10.1006/bbrc.2001.6057.

Y. Ling, U.T. Sankpal, A.K. Robertson, J.G. McNally, T. Karpova, K.D. Robertson, Modification of de novo DNA
methyltransferase 3a (Dnmt3a) by SUMO-1 modulates its interaction with histone deacetylases (HDACs) and its capacity to
repress transcription, Nucleic Acids Res. (2004). doi:10.1093/nar/gkh195.

B. Lee, M.T. Muller, SUMOylation enhances DNA methyltransferase 1 activity, Biochem. J. (2009). doi:10.1042/BJ20090142.

J. Wang, S. Hevi, J.K. Kurash, H. Lei, F. Gay, J. Bajko, H. Su, W. Sun, H. Chang, G. Xu, F. Gaudet, E. Li, T. Chen, The lysine
demethylase LSD1 (KDM1) is required for maintenance of global DNA methylation, Nat. Genet. (2009). doi:10.1038/ng.268.

P.O. Estéve, Y. Chang, M. Samaranayake, A.K. Upadhyay, J.R. Horton, G.R. Feehery, X. Cheng, S. Pradhan, A methylation and
phosphorylation switch between an adjacent lysine and serine determines human DNMT1 stability, Nat. Struct. Mol. Biol.
(2011). doi:10.1038/nsmb.1939.

J.F. Glickman, J.G. Pavlovich, N.O. Reich, Peptide mapping of the murine DNA methyltransferase reveals a major
phosphorylation site and the start of translation, J. Biol. Chem. (1997). doi:10.1074/jbc.272.28.17851.

R. Goyal, P. Rathert, H. Laser, H. Gowher, A. Jeltsch, Phosphorylation of serine-515 activates the mammalian maintenance
methyltransferase Dnmt1, Epigenetics. (2007). doi:10.4161/epi.2.3.4768.

I. Kameshita, M. Sekiguchi, D. Hamasaki, Y. Sugiyama, N. Hatano, |. Suetake, S. Tajima, N. Sueyoshi, Cyclin-dependent
kinase-like 5 binds and phosphorylates DNA methyltransferase 1, Biochem. Biophys. Res. Commun. (2008).
doi:10.1016/j.bbrc.2008.10.113.

Y. Sugiyama, N. Hatano, N. Sueyoshi, |. Suetake, S. Tajima, E. Kinoshita, E. Kinoshita-Kikuta, T. Koike, I. Kameshita, The DNA-
binding activity of mouse DNA methyltransferase 1 is regulated by phosphorylation with casein kinase 18/¢, Biochem. J.
(2010). doi:10.1042/BJ20091856.

109



[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

E. Hervouet, P. Peixoto, R. Delage-Mourroux, M. Boyer-Guittaut, P.F. Cartron, Specific or not specific recruitment of DNMTs
for DNA methylation, an epigenetic dilemma, Clin. Epigenetics. (2018). doi:10.1186/s13148-018-0450-y.

R. Deplus, L. Blanchon, A. Rajavelu, A. Boukaba, M. Defrance, J. Luciani, F. Rothé, S. Dedeurwaerder, H. Denis, A.B.
Brinkman, F. Simmer, F. Miller, B. Bertin, M. Berdasco, P. Putmans, E. Calonne, D.W. Litchfield, Y. De Launoit, T.P.
Jurkowski, H.G. Stunnenberg, C. Bock, C. Sotiriou, M.F. Fraga, M. Esteller, A. Jeltsch, F. Fuks, Regulation of DNA methylation
patterns by CK2-mediated phosphorylation of Dnmt3a, Cell Rep. (2014). doi:10.1016/j.celrep.2014.06.048.

C. Choudhary, C. Kumar, F. Gnad, M.L. Nielsen, M. Rehman, T.C. Walther, J. V. Olsen, M. Mann, Lysine acetylation targets
protein complexes and co-regulates major cellular functions, Science (80-. ). (2009). doi:10.1126/science.1175371.

Z.Du, J. Song, Y. Wang, Y. Zhao, K. Guda, S. Yang, H.Y. Kao, Y. Xu, J. Willis, S.D. Markowitz, D. Sedwick, R.M. Ewing, Z. Wang,
DNMT1 stability is regulated by proteins coordinating deubiquitination and acetylation-driven ubiquitination, Sci. Signal.
(2010). doi:10.1126/scisignal.2001462.

S.C. Kim, R. Sprung, Y. Chen, Y. Xu, H. Ball, J. Pei, T. Cheng, Y. Kho, H. Xiao, L. Xiao, N. V. Grishin, M. White, X.J. Yang, Y. Zhao,
Substrate and Functional Diversity of Lysine Acetylation Revealed by a Proteomics Survey, Mol. Cell. (2006).
doi:10.1016/j.molcel.2006.06.026.

A. Di Ruscio, A.K. Ebralidze, T. Benoukraf, G. Amabile, L.A. Goff, J. Terragni, M.E. Figueroa, L.L. De Figueiredo Pontes, M.
Alberich-Jorda, P. Zhang, M. Wu, F. D’Alo, A. Melnick, G. Leone, K.K. Ebralidze, S. Pradhan, J.L. Rinn, D.G. Tenen, DNMT1-
interacting RNAs block gene-specific DNA methylation, Nature. (2013). doi:10.1038/nature12598.

A.T. Agoston, P. Argani, S. Yegnasubramanian, A.M. De Marzo, M.A. Ansari-Lari, J.L. Hicks, N.E. Davidson, W.G. Nelson,
Increased protein stability causes DNA methyltransferase 1 dysregulation in breast cancer., J. Biol. Chem. 280 (2005)
18302-18310. doi:10.1074/jbc.M501675200.

A.T. Agoston, P. Argani, A.M. De Marzo, J.L. Hicks, W.G. Nelson, Retinoblastoma pathway dysregulation causes DNA
methyltransferase 1 overexpression in cancer via MAD2-mediated inhibition of the anaphase-promoting complex, Am. J.
Pathol. (2007). doi:10.2353/ajpath.2007.060779.

S. Feng, S.J. Cokus, X. Zhang, P.-Y. Chen, M. Bostick, M.G. Goll, J. Hetzel, J. Jain, S.H. Strauss, M.E. Halpern, C. Ukomadu, K.C.
Sadler, S. Pradhan, M. Pellegrini, S.E. Jacobsen, Conservation and divergence of methylation patterning in plants and
animals, Proc. Natl. Acad. Sci. (2010). doi:10.1073/pnas.1002720107.

A. Zemach, I.E. McDaniel, P. Silva, D. Zilberman, Genome-wide evolutionary analysis of eukaryotic DNA methylation,
Science (80-.). (2010). doi:10.1126/science.1186366.

S.H. Stricker, A. Koferle, S. Beck, From profiles to function in epigenomics, Nat. Rev. Genet. (2016).
doi:10.1038/nrg.2016.138.

S.B. Baylin, J.G. Herman, J.R. Graff, P.M. Vertino, J.-P. Issa, Alterations in DNA methylation: A fundamental aspect of
neoplasia, Adv. Cancer Res. 72 (1997) 141-182. doi:10.1016/j.asjsur.2016.04.001.

Y. -1 Kim, A. Giuliano, K.D. Hatch, A. Schneider, M.A. Nour, G.E. Dallal, J. Selhub, J.B. Mason, Global DNA hypomethylation
increases progressively in cervical dysplasia and carcinoma, Cancer. (1994). doi:10.1002/1097-
0142(19940801)74:3<893::AID-CNCR2820740316>3.0.C0O;2-B.

B.P. Madakashira, K.C. Sadler, DNA methylation, nuclear organization, and cancer, Front. Genet. (2017).
doi:10.3389/fgene.2017.00076.

L.D. Moore, T. Le, G. Fan, DNA methylation and its basic function, Neuropsychopharmacology. (2013).
doi:10.1038/npp.2012.112.

J. Plimi, F. Sorm, Synthesis of 2’-deoxy-D-ribofuranosyl-5-azacytidine, Chem. Commun. 29 (1964) 2576-2577.

J. Quddus, K.J. Johnson, J. Gavalchin, E.P. Amento, C.E. Chrisp, R.L. Yung, B.C. Richardson, Treating activated CD4+ T cells
with either of two distinct DNA methyltransferase inhibitors, 5-azacytidine or procainamide, is sufficient to cause a lupus-
like disease in syngeneic mice, J. Clin. Invest. 92 (1993) 38-53. d0i:10.1172/JCI116576.

F. Sorm, J. Veseley, Effect of 5-aza-2’-deoxycytidine against leukemic and hematopoietic tissues in AKR mice, Neoplasma. 15
(1968) 329-343.

110



[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

R.L. Momparler, Pharmacology of 5-aza-2'-deoxycytidine (decitabine), Semin. Hematol. 42 (2005).
doi:10.1053/j.seminhematol.2005.05.002.

R.L. Momparler, S. C6té, N. Eliopoulos, Pharmacological approach for optimization of the dose schedule of 5-Aza-2’-
deoxycytidine (Decitabine) for the therapy of leukemia., Leukemia. 11 Suppl 1 (1997) S1-6.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9130684.

M. Karahoca, R.L. Momparler, Pharmacokinetic and pharmacodynamic analysis of 5-aza-2'- deoxycytidine (decitabine) in
the design of its dose-schedule for cancer therapy, Clin. Epigenetics. (2013). doi:10.1186/1868-7083-5-3.

H.M. Kantarjian, J.P.J. Issa, Decitabine dosing schedules, Semin. Hematol. 42 (2005).
doi:10.1053/j.seminhematol.2005.05.006.

J. Bouchard, R.L. Momparler, Incorporation of 5-Aza-2’-deoxycytidine-5’-triphosphate into DNA. Interactions with
mammalian DNA polymerase alpha and DNA methylase., Mol. Pharmacol. 24 (1983) 109-14.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6191192.

R. Juttermann, E. Li, R. Jaenisch, Toxicity of 5-aza-2’-deoxycytidine to mammalian cells is mediated primarily by covalent
trapping of DNA methyltransferase rather than DNA demethylation., Proc. Natl. Acad. Sci. 91 (1994) 11797-11801.
doi:10.1073/pnas.91.25.11797.

K. Ghoshal, J. Datta, S. Majumder, S. Bai, H. Kutay, T. Motiwala, S.T. Jacob, 5-Aza-Deoxycytidine Induces Selective
Degradation of DNA Methyltransferase 1 by a Proteasomal Pathway That Requires the KEN Box, Bromo-Adjacent Homology
Domain, and Nuclear Localization Signal, Mol. Cell. Biol. 25 (2005) 4727-4741. doi:10.1128/MCB.25.11.4727-4741.2005.

C. Stresemann, F. Lyko, Modes of action of the DNA methyltransferase inhibitors azacytidine and decitabine, Int. J. Cancer.
123 (2008) 8-13. doi:10.1002/ijc.23607.

B.l. Carr, S. Rahbar, Y. Asmeron, A. Riggs, C.D. Winberg, Carcinogenicity and haemoglobin synthesis induction by cytidine
analogues, Br J Cancer. 57 (1988) 395-402. doi:10.1038/bjc.1988.89.

K. Ghoshal, S. Bai, DNA methyltransferase as targets for cancer therapy, Drugs of Today. 43 (2007) 395.
doi:10.1358/dot.2007.43.6.1062666.

E. Verdin, M. Ott, 50 Years of Protein Acetylation: From Gene Regulation To Epigenetics, Metabolism and Beyond, Nat. Rev.
Mol. Cell Biol. 16 (2014) 258-264. d0i:10.1038/nrm3931.

T.R. Hebbes, A.W. Thorne, C. Crane-Robinson, A direct link between core histone acetylation and transcriptionally active
chromatin, EMBO J. 7 (1988) 1395-1402. doi:10.1007/BF00777468.

B.D. Strahl, C.D. Allis, The language of covalent histone modifications., Nature. 403 (2000) 41-5. doi:10.1038/47412.

Y. Zhang, D. Reinberg, Transcription regulation by histone methylation: Interplay between different covalent modifications
of the core histone tails, Genes Dev. 15 (2001) 2343-2360. doi:10.1101/gad.927301.

Y. Chen, R. Sprung, Y. Tang, H. Ball, B. Sangras, S.C. Kim, J.R. Falck, J. Peng, W. Gu, Y. Zhao, Lysine Propionylation and
Butyrylation Are Novel Post-translational Modifications in Histones, Mol. Cell. Proteomics. 6 (2007) 812—-819.
doi:10.1074/mcp.M700021-MCP200.

S.J. Nowak, V.G. Corces, Phosphorylation of histone H3: A balancing act between chromosome condensation and
transcriptional activation, Trends Genet. 20 (2004) 214-220. doi:10.1016/j.tig.2004.02.007.

Z.-W. Sun, C.D. Allis, Ubiquitination of histone H2B regulates H3 methylation and gene silencing in yeast, Nature. 418 (2002)
104-108. doi:10.1038/nature00883.

D. Nathan, K. Ingvarsdottir, D.E. Sterner, G.R. Bylebyl, M. Dokmanovic, J.A. Dorsey, K.A. Whelan, M. Krsmanovic, W.S. Lane,
P.B. Meluh, E.S. Johnson, S.L. Berger, Histone sumoylation is a negative regulator in Saccharomyces cerevisiae and shows
dynamic interplay with positive-acting histone modifications, Genes Dev. 20 (2006) 966—976. doi:10.1101/gad.1404206.

G. Golderer, P. Grobner, ADP-ribosylation of core histones and their acetylated subspecies., Biochem. J. 277 ( Pt 3 (1991)
607-10. http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1151284&tool=pmcentrez&rendertype=abstract.

H.M. Liebich, E. Gesele, C. Wirth, J. W??I, K. Jobst, A. Lakatos, Non???enzymatic glycation of histones, Biol. Mass Spectrom.
22 (1993) 121-123. doi:10.1002/bms.1200220204.

111



[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

J.S. Stanley, J.B. Griffin, J. Zempleni, Biotinylation of histones in human cells. Effects of cell proliferation., Eur. J. Biochem.
268 (2001) 5424-5429. doi:10.1046/j.0014-2956.2001.02481 .x.

G.T. Wondrak, D. Cervantes-Laurean, E.L. Jacobson, M.K. Jacobson, Histone carbonylation in vivo and in vitro., Biochem. J.
351 Pt 3 (2000) 769-777. doi:10.1042/0264-6021:3510769.

P. Bjerling, R.A. Silverstein, G. Thon, A. Caudy, S. Grewal, K. Ekwall, Functional Divergence between Histone Deacetylases in
Fission Yeast by Distinct Cellular Localization and In Vivo Specificity, Mol. Cell. Biol. 22 (2002) 2170-2181.
doi:10.1128/MCB.22.7.2170-2181.2002.

X.J. Yang, S. Grégoire, Metabolism, cytoskeleton and cellular signalling in the grip of protein Ne- and O-acetylation, EMBO
Rep. (2007). doi:10.1038/sj.embor.7400977.

P. a Wade, Transcriptional control at regulatory checkpoints by histone deacetylases: molecular connections between
cancer and chromatin., Hum. Mol. Genet. 10 (2001) 693—698. doi:10.1093/hmg/10.7.693.

J. Taunton, C.A. Hassig, S.L. Schreiber, A mammalian histone deacetylase related to the yeast transcriptional regulator
Rpd3p., Science (80-. ). 272 (1996) 408-411. doi:10.1126/science.272.5260.408.

Y. Furukawa, T. Kawakami, K. Sudo, J. Inazawa, A. Matsumine, T. Akiyama, Y. Nakamura, Isolation and mapping of a human
gene (RPD3L1) that is homologous to RPD3, a transcription factor in Saccharomyces cerevisiae., Cytogenet. Cell Genet. 73
(1996) 130-133. d0i:10.1159/000134323.

Y. Zhang, H.H. Ng, H. Erdjument-Bromage, P. Tempst, A. Bird, D. Reinberg, Analysis of the NuRD subunits reveals a histone
deacetylase core complex and a connection with DNA methylation, Genes Dev. 13 (1999) 1924-1935.
doi:10.1101/gad.13.15.1924.

W. Fischle, F. Dequiedt, M. Fillion, M.J. Hendzel, W. Voelter, E. Verdin, Human HDAC7 Histone Deacetylase Activity is
Associated with HDAC3 in Vivo, J. Biol. Chem. 276 (2001) 35826—-35835. doi:10.1074/jbc.M104935200.

W.M. Yang, S.C. Tsai, Y. Der Wen, G. Fejé, E. Seto, Functional domains of histone deacetylase-3, J. Biol. Chem. 277 (2002)
9447-9454. doi:10.1074/jbc.M105993200.

A.J.M. de RUUJTER, A.H. van GENNIP, H.N. CARON, S. KEMP, A.B.P. van KUILENBURG, Histone deacetylases (HDACs):
characterization of the classical HDAC family, Biochem. J. 370 (2003) 737-749. d0i:10.1042/bj20021321.

M. Haberland, R.L. Montgomery, E.N. Olson, physiology : implications for disease and therapy, 10 (2011) 32-42.
doi:10.1038/nrg2485.The.

X. Zhou, V.M. Richon, R. a Rifkind, P. a Marks, Identification of a transcriptional repressor related to the noncatalytic
domain of histone deacetylases 4 and 5., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97 (2000) 1056—-1061. doi:10.1073/pnas.97.3.1056.

a H. Wang, N.R. Bertos, M. Vezmar, N. Pelletier, M. Crosato, H.H. Heng, J. Th’ng, J. Han, X.J. Yang, HDAC4, a human histone
deacetylase related to yeast HDAL, is a transcriptional corepressor., Mol. Cell. Biol. 19 (1999) 7816—7827.
doi:10.1128/MCB.19.11.7816.

S.G. Gray, T.J. Ekstrém, The Human Histone Deacetylase Family, Exp. Cell Res. 262 (2001) 75-83.
doi:10.1006/excr.2000.5080.

C. Hubbert, A. Guardiola, R. Shao, Y. Kawaguchi, A. Ito, A. Nixon, M. Yoshida, X.-F. Wang, T.-P. Yao, HDACG is a microtubule-
associated deacetylase, Nature. 417 (2002) 455-458. doi:10.1038/417455a.

C. Hildmann, D. Riester, A. Schwienhorst, Histone deacetylases - An important class of cellular regulators with a variety of
functions, Appl. Microbiol. Biotechnol. 75 (2007) 487-497. doi:10.1007/s00253-007-0911-2.

D.D. Fischer, R. Cai, U. Bhatia, F. a M. Asselbergs, C. Song, R. Terry, N. Trogani, R. Widmer, P. Atadja, D. Cohen, Isolation and
characterization of a novel class Il histone deacetylase, HDAC10., J. Biol. Chem. 277 (2002) 6656—66.
doi:10.1074/jbc.M108055200.

H.-Y. Kao, C.-H. Lee, A. Komarov, C.C. Han, R.M. Evans, Isolation and characterization of mammalian HDAC10, a novel
histone deacetylase., J. Biol. Chem. 277 (2002) 187-193. doi:10.1074/jbc.M108931200.

E.C. Forsberg, E.H. Bresnick, Histone acetylation beyond promoters: Long-range acetylation patterns in the chromatin
world, BioEssays. 23 (2001) 820-830. doi:10.1002/bies.1117.

112



[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

E. Ford, R. Voit, G. Liszt, C. Magin, I. Grummt, L. Guarente, Mammalian Sir2 homolog SIRT7 is an activator of RNA
polymerase | transcription, Genes Dev. 20 (2006) 1075-1080. doi:10.1101/gad.1399706.

A. Vaquero, M.B. Scher, H.L. Dong, A. Sutton, H.L. Cheng, F.W. Alt, L. Serrano, R. Sternglanz, D. Reinberg, SirT2 is a histone
deacetylase with preference for histone H4 Lys 16 during mitosis, Genes Dev. 20 (2006) 1256-1261.
doi:10.1101/gad.1412706.

E. Fiorino, M. Giudici, A. Ferrari, N. Mitro, D. Caruso, E. De Fabiani, M. Crestani, The sirtuin class of histone deacetylases:
Regulation and roles in lipid metabolism, IUBMB Life. 66 (2014) 89-99. doi:10.1002/iub.1246.

A.C. West, R.W. Johnstone, New and emerging HDAC inhibitors for cancer treatment, J Clin Invest. 124 (2014) 30-39.
doi:10.1172/1C169738.30.

K.J. Falkenberg, R.W. Johnstone, Histone deacetylases and their inhibitors in cancer, neurological diseases and immune
disorders., Nat. Rev. Drug Discov. 13 (2014) 673-91. doi:10.1038/nrd4360.

F. Flick, B. L??scher, Regulation of sirtuin function by posttranslational modifications, Front. Pharmacol. 3 FEB (2012) 1-13.
doi:10.3389/fphar.2012.00029.

J.E. Bolden, M.J. Peart, R.W. Johnstone, Anticancer activities of histone deacetylase inhibitors., Nat. Rev. Drug Discov. 5
(2006) 769-84. doi:10.1038/nrd2133.

J. Du, Y. Zhou, X. Su, J.J. Yu, S. Khan, H. Jiang, J. Kim, J. Woo, J.H. Kim, B.H. Choi, B. He, W. Chen, R.A. Cerione, J. Auwerx, Q.
Hao, H. Lin, Sirt5 is a NAD-dependent protein lysine demalonylase and desuccinylase, Science (80-. ). 334 (2012) 806—809.
doi:10.1126/science.1207861.Sirt5.

G. Liszt, E. Ford, M. Kurtev, L. Guarente, Mouse Sir2 homolog SIRT6 is a nuclear ADP ribosyltransferase, J. Biol. Chem. 280
(2005) 21313-21320.

M.F. Barber, E. Michishita-Kioi, Y. Xi, L. Tasselli, M. Kioi, Z. Moqtaderi, R.l. Tennen, S. Paredes, N.L. Young, K. Chen, K. Struhl,
B.A. Garcia, O. Gozani, W. Li, K.F. Chua, SIRT7 links H3K18 deacetylation to maintenance of oncogenic transformation,
Nature. 487 (2012) 114-118. doi:10.1038/nature11043.

M.C. Haigis, R. Mostoslavsky, K.M. Haigis, K. Fahie, D.C. Christodoulou, A.J. Murphy, D.M. Valenzuela, G.D. Yancopoulos, M.
Karow, G. Blander, C. Wolberger, T.A. Prolla, R. Weindruch, F.W. Alt, L. Guarente, SIRT4 Inhibits Glutamate Dehydrogenase
and Opposes the Effects of Calorie Restriction in Pancreatic B Cells, Cell. 126 (2006) 941-954.
doi:10.1016/j.cell.2006.06.057.

T.L. Newkirk, A.A. Bowers, R.M. Williams, Discovery, biological activity, synthesis and potential therapeutic utility of
naturally occurring histone deacetylase inhibitors., Nat. Prod. Rep. 26 (2009) 1293-1320. d0i:10.1039/b817886k.

T. Nakagawa, L. Guarente, Sirtuins at a glance., J. Cell Sci. 124 (2011) 833-838. d0i:10.1242/jcs.081067.

F.Joanna, L.A. van Grunsven, V. Mathieu, S. Sarah, D. Sarah, V. Karin, V. Tamara, R. Vera, Histone deacetylase inhibition and
the regulation of cell growth with particular reference to liver pathobiology., J. Cell. Mol. Med. 13 (2009) 2990-3005.
doi:10.1111/j.1582-4934.2009.00831.x.

L. Calderén-Garciduefias, R.J. Kulesza, R.L. Doty, A. D’Angiulli, R. Torres-Jardén, Megacities air pollution problems: Mexico
City Metropolitan Area critical issues on the central nervous system pediatric impact, Environ. Res. (2015).
doi:10.1016/j.envres.2014.12.012.

H.l. Abdel-Shafy, M.S.M. Mansour, A review on polycyclic aromatic hydrocarbons: Source, environmental impact, effect on
human health and remediation, Egypt. J. Pet. (2016). doi:10.1016/j.ejpe.2015.03.011.

M. Alavanja, J.A. Baron, R.C. Brownson, P.A. Buffler, D.M. DeMarini, M. V. Djordjevic, R. Doll, E.T.H. Fontham, Y.T. Gao, N.
Gray, P.C. Gupta, A. Hackshaw, S.S. Hecht, K. Husgafvel-Pursiainen, E. Matos, R. Peto, D.H. Phillips, J.M. Samet, G. Stoner,
M.J. Thun, J. Trédaniel, P. Vineis, H.E. Wichmann, A.H. Wu, D. Zaridze, Tobacco smoke and involuntary smoking, in: IARC
Monogr. Eval. Carcinog. Risks to Humans, 2004. doi:10.1007/978-1-61737-995-6_3.

IARC, Benzo[b]fluoreno, Monogr Eval Carcinog Chem Hum. 32 (1983) 183-7.

A. Hawliczek, B. Nota, P. Cenijn, J. Kamstra, B. Pieterse, R. Winter, K. Winkens, H. Hollert, H. Segner, J. Legler,
Developmental toxicity and endocrine disrupting potency of 4-azapyrene, benzo[b]fluorene and retene in the zebrafish

113



[194]

[195]

[196]

[197]
[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

[212]

[213]

[214]

Danio rerio, Reprod. Toxicol. 33 (2012) 213-223. doi:10.1016/j.reprotox.2011.11.001.

K. Misaki, S. Matsui, T. Matsuda, Metabolic enzyme induction by HepG2 cells exposed to oxygenated and nonoxygenated
polycyclic aromatic hydrocarbons, Chem. Res. Toxicol. 20 (2007) 277-283. doi:10.1021/tx060197u.

J. Piskorska-Pliszczynska, B. Keys, S. Safe, M.S. Newman, The cytosolic receptor binding affinities and ahh induction
potencies of 29 polynuclear aromatic hydrocarbons, Toxicol. Lett. 34 (1986) 67—74. doi:10.1016/0378-4274(86)90146-3.

J.W. Cook, C.L. Hewett, I. Hieger, The Isolation of a Cancer-producing Hydrocarbon from Coal Tar, Res. Inst. Cancer Hosp.
February (1933) 395-405. doi:10.1039/jr9330000395.

R.L. Cooper, A.J. Lindsey, 3,4-Benzpyrene and other polycyclic hydrocarbons in cigarette smoke, Br. J. Cancer. (1955).
I. Lasnitzki, The effect of 3-4-benzpyrene on human foetal lung grown in vitro, Br. J. Cancer. (1956).

I. Risk Information System, Toxicological Review of Benzo[a]pyrene Toxicological Review of Benzo[a]pyrene Toxicological
Review of Benzo[a]pyrene, (2017). https://cfpub.epa.gov/ncea/iris/iris_documents/documents/toxreviews/0136tr.pdf.

P.E.R. Ermala, P., Setala, K., Ekwall, Gastric absorption of 3,4-benzpyrene. The Effect of Physiological Processes on
Absorption | ., (1951) 753—757.

S. Calcutt, G., Payne, THE INTRACELLULAR METABOLISM OF 3 : 4 BENZPYRENE : FURTHER EXAMINATION OF THE
SUPERNATANT FRACTION FROM MOUSE LIVER ., Br. J. Cancer. (1954) 561-565.

J.G. Chalmers, THE ADSORPTION OF 3 : 4-BENZPYRENE AND ITS FLUORESCENT METABOLITES ON SERUM PROTEINS .,
(1955).

N. Verma, M. Pink, A.W. Rettenmeier, S. Schmitz-Spanke, Review on proteomic analyses of benzo[a]pyrene toxicity,
Proteomics. 12 (2012) 1731-1755. doi:10.1002/pmic.201100466.

J.D. Sun, R.K. Wolff, G.M. Kanapilly, Deposition, retention, and biological fate of inhaled benzo(a)pyrene adsorbed onto
ultrafine particles and as a pure aerosol, Toxicol. Appl. Pharmacol. 65 (1982) 231-244. doi:10.1016/0041-008X(82)90005-9.

D.R. Bevan, E.H. Weyand, Compartmental analysis of the disposition of benzo[a]pyrene in rats, Carcinogenesis. 9 (1988)
2027-2032. doi:10.1093/carcin/9.11.2027.

H. V Gelboin, Benzo[a]pyrene metabolism, activation, and carcinogenesis: Role and regulation of mixed-function oxidases
and related enzymes., Physiol. Rev. 60 (1980) 1107-1166. wos:A1980KP46600003.

J.M. Pezzuto, M.A. Lea, C.S. Yang, Binding of Metabolically Activated Benzo(A)Pyrene to Nuclear Macromolecules, Cancer
Res. 36 (1976) 3647-3653.

N.E. Geacintov, M. Cosman, B.E. Hingerty, S. Amin, S. Broyde, D.J. Patel, NMR solution structures of stereoisomeric covalent
polycyclic aromatic carcinogen-DNA adducts: Principles, patterns, and diversity, Chem. Res. Toxicol. 10 (1997) 111-146.
doi:10.1021/tx9601418.

D.M. Jerina, A. Chadha, A.M. Cheh, M.E. Schurdak, A.W. Wood, J.M. Sayer, Covalent bonding of bay-region diol epoxides to
nucleic acids, Adv Exp Med Biol. 283 (1991) 533-553.

C.-E. Bostrém, P. Gerde, A. Hanberg, B. Jernstrom, C. Johansson, T. Kyrklund, A. Rannug, M. Térnqvist, K. Victorin, R.
Westerholm, Cancer Risk Assessment, Indicators, and Guidelines for Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in the Ambient Air,
Environ. Health Perspect. 110 (2002) 451-489. do0i:10.1289/ehp.02110s3451.

M.W. Anderson, Activation of the Ki-ras protooncogene in spontaneously occurring and chemically induced lung tumors of
the strain A mouse, 86 (1989) 3070-3074.

S. Nesnow, M.J. Mass, J.A. Ross, A.J. Galati, G.R. Lambert, C. Gennings, J. Carter, G.D. Stoner, Lung tumorigenic interactions
in strain A/J mice of five environmental polycyclic aromatic hydrocarbons, in: Environ. Health Perspect., 1998: pp. 1337—
1346.

S. Nesnow, J.A. Ross, M.J. Mass, G.D. Stoner, Mechanistic relationships between DNA adducts, oncogene mutations, and
lung tumorigenesis in strain a mice, in: Exp. Lung Res., 1998: pp. 395—405. doi:10.3109/01902149809087376.

S. Nesnow, J.A. Ross, G.D. Stoner, M.J. Mass, Mechanistic linkage between DNA adducts, mutations in oncogenes and

114



[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

[230]

tumorigenesis of carcinogenic environmental polycyclic aromatic hydrocarbons in strain A/J mice, Toxicology. 105 (1995)
403-413. doi:10.1016/0300-483X(95)03238-B.

M.J. Mass, J.A. Ross, S. Nesnow, A.J. Jeffers, G. Nelson, A.J. Galati, G.D. Stoner, Ki-ras oncogene mutations in tumors and
DNA adducts formed by benz[jlaceanthrylene and benzo[a]pyrene in the lungs of strain A/J mice, Mol. Carcinog. 8 (1993)
186-192. doi:10.1002/mc.2940080309.

P. Keohavong, Q. Lan, W.M. Gao, D.M. DeMarini, M.J. Mass, X.M. Li, B.C. Roop, J. Weissfeld, D. Tian, J.L. Mumford, K-ras
mutations in lung carcinomas from nonsmoking women exposed to unvented coal smoke in China, Lung Cancer. 41 (2003)
21-27. doi:10.1016/S0169-5002(03)00125-9.

D.M. DeMarini, S. Landi, D. Tian, N.M. Hanley, X. Li, F. Hu, B.C. Roop, M.J. Mass, P. Keohavong, W. Gao, M. Olivier, P.
Hainaut, J.L. Mumford, Lung tumor KRAS and TP53 mutations in nonsmokers reflect exposure to PAH-rich coal combustion
emissions, Cancer Res. 61 (2001) 6679-6681.

E.L. Cavalieri, E.G. Rogan, Central role of radical cations in metabolic activation of polycyclic aromatic hydrocarbons.,
Xenobiotica. 25 (1995) 677-88. doi:10.3109/00498259509061885.

P.D. Devanesan, S. Higginbotham, F. Ariese, R. Jankowiak, M. Suh, G.J. Small, E.L. Cavalieri, E.G. Rogan, Depurinating and
stable benzo[a]pyrene-DNA adducts formed in isolated rat liver nuclei, Chem. Res. Toxicol. 9 (1996) 1113-1116.
doi:10.1021/tx9600513.

E.L. Cavalieri, E.G. Rogan, The approach to understanding aromatic hydrocarbon carcinogenesis. The central role of radical
cations in metabolic activation, Pharmacol. Ther. 55 (1992) 183-199. d0i:10.1016/0163-7258(92)90015-R.

M. a Trush, T.M. Penning, G. Dryhurst, T.J. Monks, Role of Quinones in Toxicology#?AU - Bolton, Judy L, Chem. Res.
Toxicol. 13 (2000) 135-160. doi:10.1021/tx9902082.

T.M. Penning, M.E. Burczynski, C.F. Hung, K.D. McCoull, N.T. Palackal, L.S. Tsuruda, Dihydrodiol dehydrogenases and
polycyclic aromatic hydrocarbon activation: Generation of reactive and redox active o-quinones, Chem. Res. Toxicol. 12
(1999) 1-18. doi:10.1021/tx980143n.

J.H. Park, A.B. Troxel, R.G. Harvey, T.M. Penning, Polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) o-quinones produced by the Aldo-
Keto-Reductases (AKRs) generate abasic sites, oxidized pyrimidines, and 8-Oxo-dGuo via reactive oxygen species, Chem.
Res. Toxicol. 19 (2006) 719-728. doi:10.1021/tx0600245.

Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), Toxicological profile for polycyclic aromatic hydrocarbons, U.S.
Dep. Heal. Hum. Serv. Public Heal. Serv. (1995) 18. http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69-p.pdf.

S. Payne, THE PATHOLOGICAL EFFECTS OF THE INTRAPERITONEAL INJECTION OF 3 : 4-BENZPYRENE INTO RATS AND MICE,
(1957).

F. Caiment, S. Gaj, S. Claessen, J. Kleinjans, High-throughput Data integration of RNA-miRNA-circRNA reveals novel insights
into mechanisms of benzo[a]pyrene-induced carcinogenicity, Nucleic Acids Res. 43 (2015) 2525-2534.
doi:10.1093/nar/gkv115.

T. Souza, D. Jennen, J. van Delft, M. van Herwijnen, S. Kyrtoupolos, J. Kleinjans, New insights into BaP-induced toxicity: role
of major metabolites in transcriptomics and contribution to hepatocarcinogenesis, Arch. Toxicol. 90 (2016) 1449-1458.
doi:10.1007/s00204-015-1572-z.

T. Shimada, A. Sugie, T. Yamada, H. Kawazoe, M. Hashimoto, E. Azuma, T. Nakajima, K. Inoue, Y. Oda, Dose-response
studies on the induction of liver cytochromes P4501A1 and 1B1 by polycyclic aromatic hydrocarbons in arylhydrocarbon-
responsive C57BL/6J mice, Xenobiotica. 33 (2003) 957-971. doi:D2RPAM8UJ75XKOGR
[pii]\r10.1080/0049825031000140896.

N.L. Chepelev, A.S. Long, W.J. Bowers, R. Gagné, A. Williams, B. Kuo, D.H. Phillips, V.M. Arlt, P.A. White, C.L. Yauk,
Transcriptional profiling of the mouse hippocampus supports an NMDAR-mediated neurotoxic mode of action for
benzo[a]pyrene, Environ. Mol. Mutagen. 57 (2016) 350-363. doi:10.1002/em.22020.

N. Trushin, S. Alam, K. EI-Bayoumy, J. Krzeminski, S.G. Amin, J. Gullett, C. Meyers, B. Prokopczyk, Comparative metabolism
of benzo[a]pyrene by human keratinocytes infected with high-risk human papillomavirus types 16 and 18 as episomal or
integrated genomes., J. Carcinog. 11 (2012) 1-9. doi:10.4103/1477-3163.92309.

115



[231]

[232]

[233]

[234]

[235]

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]
[241]

[242]

[243]

[244]

[245]

[246]

[247]

[248]

[249]

[250]

[251]

M.J. Shear, The production of tumors in mice with hydrocarbons, Cancer Res. 40 (1938) 211-228.

N. TOXNET, 3-Methylcholanthrene, (2018). https://toxnet.nim.nih.gov/cgi-
bin/sis/search/a?dbs+hsdb:@term+@DOCNO+2942 (accessed October 12, 2018).

N.C. for B.l. PubChem, 3-Methylcholanthrene, (n.d.). https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/1674 (accessed
October 12, 2018).

J.M. Rice, R.M. Kovatch, M. Anderson, Intraperitoneal mesotheliomas induced in mice by a polycyclic aromatic
hydrocarbon, J. Toxicol. Environ. Health. 27 (1989) 153-160. doi:10.1080/15287398909531285.

E. Bingham, B. Cohrssen, C.H. Powell, Patty’s Toxicology 6th edition, in: Patty’s Toxicol., 2012: pp. 355—-358.
https://books.google.com.eg/books?id=1mk3IFVtBSQC&pg=PA355&Ipg=PA355&dqg=germanium+forms&source=bl&ots=eS
fHJSSScd&sig=dzmMGdFifebV8loGp-R-ww8y-
xM&hl=en&sa=X&ved=0ahUKEwi76vOVn6vZAhWQb1AKHQweA40Q6AEIZTAF#v=0nepage&qg=germanium forms&f=false.

C.L. Searle, ed., Chemical carcinogens, ACS monograph 173, American Chemical Society, 1973.

M.S. Miller, A.B. Jones, S.S. Park, L.M. Anderson, The formation of 3-methylcholanthrene-initiated lung tumors correlates
with induction of cytochrome P450IA1 by the carcinogen in fetal but not adult mice, Toxicol. Appl. Pharmacol. 104 (1990)
235-245. doi:10.1016/0041-008X(90)90298-9.

T.. Shepard, Catalog of teratogenic agents, 13th ed., The Johns Hopkins University Press, Baltimore, MD, 2010.

H.P. Witschi, Enhancement of tumor formation in mouse lung by dietary butylated hydroxytoluene, Toxicology. 21 (1981)
95-104. doi:10.1016/0300-483X(81)90120-7.

P. Bernfeld, F. Homburger, Skin painting studies in Syrian hamsters, Prog Exp Tumor Res. 26 (1983) 128-53.
L.T. Larionow, On the Fate of Carcinogenic Hydrocarbons in the Animal Body, (1947).

J.G. Chalmers, P.R. Peacock, CLXXVII . FURTHER EVIDENCE REGARDING THE ELIMINATION OF CERTAIN POLYCYCLIC
HYDROCARBONS FROM THE ANIMAL BODY ., Biochem. J. (1936) 1242-1249.

A. Eastman, J. Sweetenham, E. Bresnick, Comparison of in vivo and in vitro binding of polycyclic hydrocarbons to DNA,
Chem. Biol. Interact. (1978). doi:10.1016/0009-2797(78)90095-9.

C.F.A. Van Sliedregt, A., Van Bezooijen, Effecto fo different doses of 3-methylcholanthrene on the Localization of the 3-
Methylcholanthrene-Inducible Isoenzymes of Cytochrome P450 Within the Centrilobular and Periportal Zones of the Rat
Liver, Biochem. Pharmacol. 39 (1990) 1-6.

W. Miao, Y. Jin, X. Lin, Z. Fu, Differential expression of the main polycyclic aromatic hydrocarbon responsive genes in the
extrahepatic tissues of mice, Environ. Toxicol. Pharmacol. 37 (2014) 885-894. doi:10.1016/j.etap.2014.03.001.

D.W. Poland, Alan, Glover, Edward, Robinson Joseph R., Nebert, Genetic Expression of Aryl Hydrocarbon Hydroxylase
Activity. Induction of monooxygenase activities and cytochrome P1 450 formation by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin in
mice genetically “nonresponsive” to other aromatic hydrocarbons, J. Biol. Chem. (1974).

B. Moorthy, Persistent Expression of 3-Methylcholanthrene-Inducible Cytochromes P4501A in Rat Hepatic and
Extrahepatic, Pharmacology. 294 (2000) 313-322.

S.R. Kondraganti, K. Muthiah, W. Jiang, R. Barrios, B. Moorthy, Effects of 3-methylcholanthrene on gene expression profiling
in the rat using cDNA microarray analyses, Chem. Res. Toxicol. 18 (2005) 1634—1641. doi:10.1021/tx050085n.

I.S. Fazili, W. Jiang, L. Wang, E. a Felix, T. Khatlani, X. Coumoul, R. Barouki, B. Moorthy, Persistent induction of cytochrome
P4501A1 in human hepatoma cells by 3-methylcholanthrene: evidence for sustained transcriptional activation of the
CYP1A1 promoter., J. Pharmacol. Exp. Ther. 333 (2010) 99-109. doi:10.1124/jpet.109.162222.

S. Safe, 3-methylcholanthrene induces differential recruitment of aryl hydrocarbon receptor to human promoters, Toxicol.
Sci. 117 (2010) 1-3. doi:10.1093/toxsci/kfq193.

M.R. Osborne, P. Brookes, H. Lee, R.G. Harvey, The reaction of a 3-methylcholanthrene diol epoxide with dna in relation to
the binding of 3-methylcholanthrene to the dna of mammalian cells, Carcinogenesis. 7 (1986) 1345-1350.
doi:10.1093/carcin/7.8.1345.

116



[252]

[253]

[254]

[255]

[256]

[257]

[258]

[259]

[260]

[261]

[262]

[263]

[264]

[265]

[266]

[267]

[268]

[269]

[270]

[271]

J.S. Rhim, J. Fujita, J.B. Park, Activation of H- ras oncogene in 3-methylcholanthrene-transformed human cell line,
Carcinogenesis. 8 (1987) 1165-1167. doi:10.1093/carcin/8.8.1165.

M. Abdelrahim, E. Ariazi, K. Kim, S. Khan, R. Barhoumi, R. Burghardst, S. Liu, D. Hill, R. Finnell, B. Wlodarczyk, V.C. Jordan, S.
Safe, 3-Methylcholanthrene and other aryl hydrocarbon receptor agonists directly activate estrogen receptor a, Cancer
Res. 66 (2006) 2459-2467. doi:10.1158/0008-5472.CAN-05-3132.

S.H. Juan, J.L. Lee, P.Y. Ho, Y.H. Lee, W. Sen Lee, Antiproliferative and antiangiogenic effects of 3-methylcholanthrene, an
aryl-hydrocarbon receptor agonist, in human umbilical vascular endothelial cells, Eur. J. Pharmacol. 530 (2006) 1-8.
doi:10.1016/j.ejphar.2005.11.023.

P.M. Nguyen, D. Wang, Y. Wang, Y. Li, J.A. Uchizono, W.K. Chan, P23 co-chaperone protects the aryl hydrocarbon receptor
from degradation in mouse and human cell lines, Biochem. Pharmacol. 84 (2012) 838—850. do0i:10.1016/j.bcp.2012.06.018.

C.C. Chang, Y.M. Sue, N.J. Yang, Y.H. Lee, S.H. Juan, 3-Methylcholanthrene, an AhR agonist, caused cell-cycle arrest by
histone deacetylation through a RhoA-dependent recruitment of HDAC1 and pRb2 to E2F1 complex, PLoS One. 9 (2014) 1-
13. doi:10.1371/journal.pone.0092793.

A.K. Singh, M.P. Kashyap, V. Kumar, V.K. Tripathi, D.K. Yadav, F. Khan, S. Jahan, V.K. Khanna, S. Yadav, A.B. Pant, 3-
methylcholanthrene induces neurotoxicity in developing neurons derived from human CD34+thy1+ stem cells by activation
of aryl hydrocarbon receptor, NeuroMolecular Med. 15 (2013) 570-592. doi:10.1007/s12017-013-8243-0.

E.B.M. Khlood, H. Miyoshi, H. Iwata, A. Kazusaka, Y. Kon, Al.H. Abou Hadid, E.K. Moustafe, M.H. Ghonim, S. Fujita, Effects of
concurrent exposure to 3-methylcholanthrene and vitamin A on fetal development in rats, Jpn. J. Vet. Res. 46 (1999) 13-23.

P. Sims, The metabolism of 3-methylcholanthrene and some related compounds by rat-liver homogenates., Biochem. J. 98
(1966) 215-28.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5938646%5Cnhttp://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=PMC126
4818.

M. Shou, S.K. Yang, 1-Hydroxy- and 2-hydroxy-3-methylcholanthrene: regioselective and stereoselective formations in the
metabolism of 3-methylcholanthrene and enantioselective disposition in rat liver microsomes, Carcinogenesis. 11 (1990)
933-940.

N. TOXNET, 7,12-Dimetilben[alantraceno, (2018). https://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
bin/sis/search/a?dbs+hsdb:@term+@DOCNO+2938 (accessed October 12, 2018).

J.A. Laher, J.M., Barrowman, Role of the lymplatic system in the trasport of absorbed 7,12-dimethylbenzanthracene in rat,
Lipids. 22 (1987) 152-5.

W. Flesher, . OF RADIOACTIVITY IN THE TISSUES RATS AFTER ORAL ADMINISTRATION, 318 (1967) 1821-1831.

S. Prodi, G., Rocchi, P., Grilli, Binding of 7, 12-Dimethylbenz ( a ) anthracene and Benzo ( a ) pyrene to Nucleic Acids and
Proteins of Organs in Rats ’, 30 (1970) 1020-1023.

M.B. Gruenstein, M., Meranze, D.R., Thatcher, D., Shimkin, Carcinogenic Effects of Intragastric 3-Methyl- anthracene in
Wistar and Sprague-Dawley, J. Natl. Cancer Inst. (1965).

K. Brown, A. Buchmann, A. Balmain, Carcinogen-induced mutations in the mouse c-Ha-ras gene provide evidence of
multiple pathways for tumor progression., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 87 (1990) 538-42. doi:10.1073/pnas.87.2.538.

H. Zarbl, S. Sukumar, A. V Arthur, D. Martin-Zanca, M. Barbacid, Direct mutagenesis of Ha-ras-1 oncogenes by N-nitroso-N-
methylurea during initiation of mammary carcinogenesis in rats, Nature. 315 (1985).

T. Tominaga, P.R. Libby, T.L. Dao, An Early Effect of 7, 12-Dimethylbenz ( a ) anthracene Mammary Gland DNA Synthesis1
on Rat, 30 (1970) 118-122.

R.L. Tomsak, R.T. Cook, Metabolism of 7,12,-dimethylbenz(a)anthracene by normal and regenerating rat livers., Br. J.
Cancer. 35 (1977) 713-21.

S. Marvanova, J. Vondrdc, L. Trilecova, P. Krc, J. Topinka, Z. Novakova, A. Milcova, M. Machala, Toxic Effects of Methylated
Benz [ a ] anthracenes in Liver Cells, Cell. (2008) 503-512.

C. Huggins, M. Sotokichi, Selective adrenal necrosis and apoplexy induced by 7,12-dimethylbenz(a)anthracene, (1961).

117



[272]

[273]

[274]

[275]

[276]

[277]

[278]

[279]

[280]

[281]

[282]

[283]

[284]

[285]

[286]

[287]

[288]

[289]

[290]

[291]

B.Y.E. Ford, C. Huggins, Selective destruction in testis induced by 7,12.dimethylbenz(a)anthracene, (1963).

J. Gao, L. a Mitchell, F.T. Lauer, S.W. Burchiel, p53 and ATM/ATR regulate 7,12-dimethylbenz[a]anthracene-induced
immunosuppression., Mol. Pharmacol. 73 (2008) 137-146. doi:10.1124/mol.107.039230.DMBA.

P. Sims, Epoxy derivatives of Aromatic Polycyclic Hydrocarbons: The preparation and metabolism of epoxides related to
7,12-dimethylbenz[alanthracene, Biochem. J. (1973) 405-413.

J. DiGiovanni, M.R. Juchau, Biotransformation and bioactivation of 7, 12-dimethylbenz[a]anthracene (7, 12-DMBA)., Drug
Metab. Rev. 11 (1980) 61-101. doi:10.3109/03602538008994022.

S. Anttila, J. Hakkola, P. Tuominen, E. Elovaara, K. Husgafvel-Pursiainen, A. Karjalainen, A. Hirvonen, T. Nurminen,
Methylation of Cytochrome P4501A1 Promoter in the Lung Is Associated with Tobacco Smoking, Cancer Res. 63 (2003)
8623—-8628.

S.T. Okino, D. Pookot, L.C. Li, H. Zhao, S. Urakami, H. Shiina, M. Igawa, R. Dahiya, Epigenetic inactivation of the dioxin-
responsive Cytochrome P4501A1 gene in human prostate cancer, Cancer Res. 66 (2006) 7420-7428. doi:10.1158/0008-
5472.CAN-06-0504.

M. Schnekenburger, L. Peng, A. Puga, HDAC1 bound to the Cyplal promoter blocks histone acetylation associated with Ah
receptor-mediated trans-activation, Biochim. Biophys. Acta - Gene Struct. Expr. 1769 (2007) 569-578.
doi:10.1016/j.bbaexp.2007.07.002.

A.M. Waterhouse, J.B. Procter, D.M.A. Martin, M. Clamp, G.J. Barton, Jalview Version 2-A multiple sequence alignment
editor and analysis workbench, Bioinformatics. 25 (2009) 1189-1191. doi:10.1093/bioinformatics/btp033.

D. Takai, P.A. Jones, The CpG island searcher: a new WWW resource, Silico Biol. 3 (2003) 235-240. doi:2003030021 [pii].

X. Messeguer, R. Escudero, D. Farré, O. Nufiez, J. Martinez, M.M. Alba, PROMO: detection of known transcription
regulatory elements using species-tailored searches, Bioinformatics. 18 (2002) 333-334.
doi:10.1093/bioinformatics/18.2.333.

R.W. Robertson, L. Zhang, D.S. Pasco, J.B. Fagan, Aryl hydrocarbon-induced interactions at multiple DNA elements of
diverse sequence - a multicomponent mechanism for activation of cytochrome P4501A1 (CYP1A1) gene transcription,
Nucleic Acids Res. 22 (1994) 1741-1749. doi:10.1093/nar/22.9.1741.

S. Kress, J. Reichert, M. Schwarz, Functional analysis of the human cytochrome P4501A1 (CYP1A1) gene enhancer., Eur. J.
Biochem. 258 (1998) 803—-812.

L.A. Damiani, C.M. Yingling, S. Leng, P.E. Romo, J. Nakamura, S.A. Belinsky, Carcinogen-induced gene promoter
hypermethylation is mediated by DNMT1 and causal for transformation of immortalized bronchial epithelial cells, Cancer
Res. 68 (2008) 9005-9014. doi:10.1158/0008-5472.CAN-08-1276.

L.W.-B.,,A. L.,,C.Z.-H., Z. Z.-Y., Z. Y.-H., Y. X.-Y,, X. Y.-L., C. J., L. J.-Y., Molecular analysis of DNA repair gene methylation and
protein expression during chemical-induced rat lung carcinogenesis, Biochem. Biophys. Res. Commun. (2011).

V.L. Wilson, R.A. Smith, J. Longoria, M.A. Liotta, C.M. Harper, C.C. Harris, Chemical Carcinogen-Induced Decreases in
Genomic 5-Methyldeoxycytidine Content of Normal Human Bronchial Epithelial-Cells, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 84
(1987) 3298-3301. doi:10.1073/pnas.84.10.3298.

V.L. Wilson, Inhibition of DNA Methylation by Chemical Carcinogens In Vitro, Cell. 32 (1983) 239-246.

M. Esteller, ABERRANT DNA METHYLATION AS A CANCER-INDUCING MECHANISM, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 45 (2005)
629-656. doi:10.1146/annurev.pharmtox.45.120403.095832.

M. Ehrlich, M.A. Gama-Sosa, L.H. Huang, R.M. Midgett, K.C. Kuo, R.A. Mccune, C. Gehrke, Amount and distribution of 5-
methylcytosine in human DNA from different types of tissues or cells, Nucleic Acids Res. (1982). doi:10.1093/nar/10.8.2709.

A.P. Feinberg, B. Vogelstein, Hypomethylation distinguishes genes of some human cancers from their normal counterparts,
Nature. (1983). doi:10.1007/s00542-017-3276-1.

S.E. Goelz, B. Vogelstein, S.R. Hamilton, A.P. Feinberg, Hypomethylation of DNA from benign and malignant human colon
neoplasms, Science (80-. ). (1985). doi:10.1126/science.2579435.

118



[292]

[293]

[294]

[295]

[296]

[297]

[298]

[299]

[300]

[301]

[302]

[303]

[304]

[305]

[306]

[307]

[308]

[309]

W. Liu, J. Liu, L. Ao, Z. Zhou, Y. Zhou, Z. Cui, H. Yang, J. Cao, Dynamic changes in DNA methylation during multistep rat lung
carcinogenesis induced by 3-methylcholanthrene and diethylnitrosamine., Toxicol. Lett. 189 (2009) 5-13.
doi:10.1016/j.toxlet.2009.04.022.

J.N. Lapeyre, M.S. Walker, F.F. Becker, DNA methylation and methylase levels in normal and malignant mouse hepatic
tissues, Carcinogenesis. (1981). doi:10.1093/carcin/2.9.873.

A.P. Feinberg, R. Ohlsson, S. Henikoff, The epigenetic progenitor origin of human cancer, Nat. Rev. Genet. 7 (2006) 21-33.
doi:10.1038/nrg1748.

A.P. Feinberg, M.A. Koldobskiy, A. Gondor, Epigenetic modulators, modifiers and mediators in cancer aetiology and
progression, Nat. Rev. Genet. 17 (2016) 284-299. d0i:10.1038/nrg.2016.13.

M. Nakajima, M. lwanari, T. Yokoi, Effects of histone deacetylation and DNA methylation on the constitutive and TCDD-
inducible expressions of the human CYP1 family in MCF-7 and Hela cells, Toxicol. Lett. 144 (2003) 247-256.
doi:10.1016/50378-4274(03)00216-9.

S.R. Beedanagari, R.T. Taylor, O. Hankinson, Differential regulation of the dioxin-induced Cyplal and Cyp1bl genes in
mouse hepatoma and fibroblast cell lines, Toxicol. Lett. 194 (2010) 26—33. doi:10.1016/j.toxlet.2010.01.019.

S.R. Beedanagari, R.T. Taylor, P. Bui, F. Wang, D.W. Nickerson, O. Hankinson, Role of epigenetic mechanisms in differential
regulation of the dioxin-inducible human CYP1A1 and CYP1B1 genes., Mol. Pharmacol. 78 (2010) 608-616.
doi:10.1124/mol.110.064899.

X. Tekpli, S. Zienolddiny, V. Skaug, L. Stangeland, A. Haugen, S. Mollerup, DNA methylation of the CYP1A1 enhancer is
associated with smoking-induced genetic alterations in human lung, Int. J. Cancer. 131 (2012) 1509-1516.
doi:10.1002/ijc.27421.

S.U. Vorrink, D.R. Hudachek, F.E. Domann, Epigenetic determinants of CYP1A1 induction by the aryl hydrocarbon receptor
agonist 3,3?7??,4,4???,5-pentachlorobiphenyl (PCB 126), Int. J. Mol. Sci. 15 (2014) 13916-13931.
doi:10.3390/ijms150813916.

H.-J. Park, Y.-J. Choi, J.W. Kim, H.-S. Chun, I. Im, S. Yoon, Y.-M. Han, C.-W. Song, H. Kim, Differences in the Epigenetic
Regulation of Cytochrome P450 Genes between Human Embryonic Stem Cell-Derived Hepatocytes and Primary
Hepatocytes, PLoS One. 10 (2015) e0132992. doi:10.1371/journal.pone.0132992.

L. Xu, T.S. Ruh, M.F. Ruh, Effect of the histone deacetylase inhibitor trichostatin A on the responsiveness of rat hepatocytes
to dioxin, Biochem. Pharmacol. 53 (1997) 951-957. doi:10.1016/50006-2952(97)00113-5.

L.A. Hooven, B. Mahadevan, C. Keshava, C. Johns, C. Pereira, D. Desai, S. Amin, A. Weston, W.M. Baird, Effects of
suberoylanilide hydroxamic acid and trichostatin A on induction of cytochrome P450 enzymes and benzo[a]pyrene DNA
adduct formation in human cells, Bioorg Med Chem Lett. 15 (2005) 1283—-1287. d0i:10.1016/j.bmcl.2005.01.032.

T. Henkens, P. Papeleu, G. Elaut, M. Vinken, V. Rogiers, T. Vanhaecke, Trichostatin A, a critical factor in maintaining the
functional differentiation of primary cultured rat hepatocytes, Toxicol. Appl. Pharmacol. 218 (2007) 64-71.
doi:10.1016/j.taap.2006.10.012.

V.L. Wilson, P.A. Jones, Chemical carcinogen-mediated decreases in DNA 5-methylcytosine content of BALB/3T3 cells,
Carcinogenesis. 5 (1984) 1027-1031. doi:10.1093/carcin/5.8.1027.

D.T.W. Wongs, J.A. Hartigan, D.K. Biswasp, Mechanism of Induction of Human Chorionic Gonadotropin in Lung Tumor Cells
in Culture, 259 (1984) 10738-10744.

M.J. Mass, S. Schorschinsky, J.A. Lasley, D.K. Beemanl, S.J. Austin, Consistent oncogene methylation changes in epithelial
cells chemically transformed in vitro, Biochem. Biophys. Res. Commun. 164 (1989) 693—699.

B. Xia, L. Yang, H. Huang, L. Pang, X. Yang, Y. Yi, X. Ren, J. Li, Z. Zhuang, J. Liu, Repression of Biotin-Related Proteins by Benzo
[a] Pyrene-Induced Epigenetic Modifications in Human Bronchial Epithelial Cells, Int. J. Toxicol. 35 (2016) 336—343.
d0i:10.1177/1091581816637071.

W. bin Liu, Z. hong Cui, L. Ao, Z. yuan Zhou, Y. hong Zhou, X. yan Yuan, Y. long Xiang, J. yi Liu, J. Cao, Aberrant methylation
accounts for cell adhesion-related gene silencing during 3-methylcholanthrene and diethylnitrosamine induced multistep
rat lung carcinogenesis associated with overexpression of DNA methyltransferases 1 and 3a, Toxicol. Appl. Pharmacol. 251

119



[310]

[311]

[312]

[313]

[314]

[315]

[316]

[317]

[318]

[319]

[320]

[321]

[322]

[323]

[324]

[325]

[326]

[327]

[328]

[329]

(2011) 70-78. doi:10.1016/j.taap.2010.12.002.

I. Teneng, D.E. Montoya-Durango, J.L. Quertermous, M.E. Lacy, K.S. Ramos, Reactivation of L1 retrotransposon by
benzo(a)pyrene involves complex genetic and epigenetic regulation, Epigenetics. 6 (2011) 355-367.
doi:10.4161/epi.6.3.14282.

H. Huang, G. Hu, J. Cai, B. Xia, J. Liu, X. Li, W. Gao, J. Zhang, Y. Liu, Z. Zhuang, Role of poly(ADP-ribose) glycohydrolase
silencing in DNA hypomethylation induced by benzo(a)pyrene, Biochem. Biophys. Res. Commun. 452 (2014) 708-714.
doi:10.1016/j.bbrc.2014.08.146.

C.L. Yauk, A. Polyzos, A. Rowan-Carroll, I. Kortubash, A. Williams, O. Kovalchuk, Tandem repeat mutation, global DNA
methylation, and regulation of DNA methyltransferases in cultured mouse embryonic fibroblast cells chronically exposed to
chemicals with different modes of action, Environ. Mol. Mutagen. 49 (2008) 26—35. doi:10.1002/em.

A. Laknaur, T.L. Foster, L.E. Bobb, A. Ramesh, G.M. Ladson, D.B. Hood, A. Al-Hendy, C. Thota, Altered expression of histone
deacetylases, inflammatory cytokines and contractile-associated factors in uterine myometrium of Long Evans rats
gestationally exposed to benzo[alpyrene, J. Appl. Toxicol. 36 (2016) 827-835. doi:10.1002/jat.3216.

D. Adenuga, H. Yao, T.H. March, J. Seagrave, I. Rahman, Histone deacetylase 2 is phosphorylated, ubiquitinated, and
degraded by cigarette smoke, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 40 (2009) 464—473. doi:10.1165/rcmb.2008-02550C.

J. Lu, M. Zhang, Z. Huang, S. Sun, Y. Zhang, SIRT1 in B [ a ] P-induced lung tumorigenesis, 6 (2015).

R. Barhoumi, Analysis of Benzo[a]pyrene Partitioning and Cellular Homeostasis in a Rat Liver Cell Line, Toxicol. Sci. (2000).
doi:10.1093/toxsci/53.2.264.

C. Stresemann, B. Brueckner, T. Musch, H. Stopper, F. Lyko, Functional diversity of DNA methyltransferase inhibitors in
human cancer cell lines, Cancer Res. (2006). doi:10.1158/0008-5472.CAN-05-2821.

G. Riviere, D. Lienhard, T. Andrieu, D. Vieau, B.M. Frey, F.J. Frey, Epigenetic regulation of somatic angiotensin-converting
enzyme by DNA methylation and histone acetylation, Epigenetics. 6 (2011) 479-490. doi:10.4161/epi.6.4.14961.

V. Basile, R. Mantovani, C. Imbriano, DNA damage promotes histone deacetylase 4 nuclear localization and repression of
G2/M promoters, via p53 C-terminal lysines, J. Biol. Chem. 281 (2006) 2347-2357. d0i:10.1074/jbc.M507712200.

G.D. Kao, W.G. McKenna, M.G. Guenther, R.J. Muschel, M.A. Lazar, T.J. Yen, Histone deacetylase 4 interacts with 53BP1 to
mediate the DNA damage response, J. Cell Biol. 160 (2003) 1017-1027. doi:10.1083/jcb.200209065.

Y.C. Wen, D.H. Wang, C.Y. RayWhay, J. Luo, W. Gu, S.B. Baylin, Tumor suppressor HIC1 directly regulates SIRT1 to modulate
p53-dependent DNA-damage responses, Cell. 123 (2005) 437-448. doi:10.1016/j.cell.2005.08.011.

A. Hernandez-Magafia, Influencia de la 5-aza-2-desoxicitidina sobre la induccion de citocromo P450 (CYP1A1) por 7,12-
dimetilbenz[a]antraceno, Universidad Nacional Autonoma de México, 2016.

C. Heidelberger, Chemical carcinogenesis, Annu. Rev. Biochem. 44 (1975) 79-121.

C. Tomasetti, L. Li, B. Vogelstein, Stem cell divisions, somatic mutations, cancer etiology, and cancer prevention, Science
(80-.). 355 (2017) 1330-1334. doi:10.1126/science.aaf9011.

T. Hirano, B. Franzen, H. Kato, Y. Ebihara, G. Auer, Genesis of squamous cell lung carcinoma. Sequential changes of
proliferation, DNA ploidy, and p53 expression, Am. J. Pathol. 144 (1994) 296-302.

S.B. Baylin, P.A. Jones, A decade of exploring the cancer epigenome-biological and translational implications, Nat. Rev.
Cancer. (2011). doi:10.1038/nrc3130.

Y.L. and E. Seto, HDACs and HDAC Inhibitors in Cancer Development and Therapy, Cold Spring Harb Perspect Med. 3 (2016)
37-41. doi:10.4161/epi.3.1.5736.

M. Esteller, Cancer epigenomics: DNA methylomes and histone-modification maps, Nat. Rev. Genet. (2007).
doi:10.1038/nrg2005.

J.E. Fraczek, M. Vinken, D. Tourwé, T. Vanhaecke, V. Rogiers, Synergetic effects of DNA demethylation and histone
deacetylase inhibition in primary rat hepatocytes., Invest. New Drugs. 30 (2012) 1715-24. doi:10.1007/s10637-011-9659-8.

120



[330]

[331]

(332]

[333]

[334]

[335]

[336]

[337]

[338]

[339]

[340]

[341]

[342]

[343]

M. Schnekenburger, G. Talaska, A. Puga, Chromium Cross-Links Histone Deacetylase 1-DNA Methyltransferase 1 Complexes
to Chromatin, Inhibiting Histone-Remodeling Marks Critical for Transcriptional Activation, Mol. Cell. Biol. 27 (2007) 7089—
7101. doi:10.1128/MCB.00838-07.

F. Marongiu, M.P. Serra, M. Sini, M. Marongiu, A. Contini, E. Laconi, Cell turnover in the repopulated rat liver: Distinct
lineages for hepatocytes and the biliary epithelium, Cell Tissue Res. 356 (2014) 333—-340. doi:10.1007/s00441-014-1800-5.

H.Z. Amenya, C. Tohyama, S. Ohsako, Dioxin induces Ahr-dependent robust DNA demethylation of the Cyplal promoter via
Tdg in the mouse liver, Sci. Rep. 6 (2016). doi:10.1038/srep34989.

D. Stellas, V.L. Souliotis, M. Bekyrou, D. Smirlis, M. Kirsch-Volders, F. Degrassi, E. Cundari, S.A. Kyrtopoulos, Benzo[a]pyrene-
induced cell cycle arrest in HepG2 cells is associated with delayed induction of mitotic instability, Mutat. Res. - Fundam.
Mol. Mech. Mutagen. 769 (2014) 59-68. d0i:10.1016/j.mrfmmm.2014.07.004.

0. Hayes, B. Ramos, L.L. Rodriguez, A. Aguilar, T. Badia, F.O. Castro, Cell confluency is as efficient as serum starvation for
inducing arrest in the GO/G1 phase of the cell cycle in granulosa and fibroblast cells of cattle, Anim. Reprod. Sci. (2005).
doi:10.1016/j.anireprosci.2004.11.011.

H.Y. Huang, J.F. Cai, Q.C. Liu, G.H. Hu, B. Xia, J.Y. Mao, D.S. Wu, J.J. Liu, Z.X. Zhuang, Role of poly(ADP-ribose) glycohydrolase
in the regulation of cell fate in response to benzo(a)pyrene, Exp. Cell Res. 318 (2012) 682—690.
doi:10.1016/j.yexcr.2012.01.007.

S. Parbin, S. Kar, A. Shilpi, D. Sengupta, M. Deb, S.K. Rath, S.K. Patra, Histone Deacetylases, J. Histochem. Cytochem. 62
(2014) 11-33. d0i:10.1369/0022155413506582.

W.P. Roos, A. Krumm, Survey and Summary: The multifaceted influence of histone deacetylases on DNA damage signalling
and DNA repair, Nucleic Acids Res. (2016). d0i:10.1093/nar/gkw922.

Z. Wang, G. Qin, T.C. Zhao, HDAC4: Mechanism of regulation and biological functions, Epigenomics. 6 (2014) 139-150.
doi:10.2217/epi.13.73.

C.X. Deng, SIRT1, is it a tumor promoter or tumor suppressor?, Int. J. Biol. Sci. 5 (2009) 147-152. doi:10.7150/ijbs.5.147.

M. QOuaissi, F. Silvy, C. Loncle, D.F. Da Silva, C.M. Abreu, E. Martinez, P. Berthézene, S. Cadra, Y.P. Le Treut, J. Hardwigsen, B.
Sastre, I. Sielezneff, L. Benkoel, J. Delgrande, A. Ouaissi, J. lovanna, D. Lombardo, E. Mas, Further characterization of HDAC
and SIRT gene expression patterns in pancreatic cancer and their relation to disease outcome, PLoS One. (2014).
doi:10.1371/journal.pone.0108520.

M.D. Burke, R.T. Mayer, Ethoxyresorufin: direct fluorimetric assay of a microsomal O dealkylation which is preferentially
inducible by 3 methylcholanthrene, Drug Metab. Dispos. (1974). doi:10.1080/02603594.2015.1059827.

C.A. Schneider, W.S. Rasband, K.W. Eliceiri, NIH Image to ImageJ: 25 years of image analysis, Nat. Methods. (2012).
doi:10.1038/nmeth.2089.

K.J. Livak, T.D. Schmittgen, Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the 2-AACT
method, Methods. (2001). doi:10.1006/meth.2001.1262.

121



15. Articulo publicado: “Sub-acute exposure effect of selected polycyclic aromatic
hydrocarbons on protein levels of epigenetic modifiers in non-cancerous hepatic
model”

Biomedical Research 2018; 29 (12): 2663-2671 ISSN 0970-938X

www.biomedres.info

Sub-acute exposure effect of selected polycyclic aromatic hydrocarbons on
protein levels of epigenetic modifiers in non-cancerous hepatic model.

Sitlali del Rosario Olguin-Reyes, Sandra Luz Hernandez-Ojeda, Tzipe Govezensky, Rafael Camacho-
Carranza, Jesis Javier Espinosa-Aguirre”

Department of Genomuc Medicine and Environmental Toxicology. Institute of Biomedical Research. National
Autonomous Umversity of Mexico, Umversity City, Coyoacan, México

Abstract

It has been proposed that in the first stage of carcinogenesis, the progenitor cell may have epigenetics
changes before acquisition of mutations, driving the cell to acquire malignant characteristics. Some
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are carcinogenic compounds, like benzofluorene, benzo (a)
pyrene, 3-methylcholanthrene, and 7, 12-dimethylbenzanthracene, which can also produce such
mutations, therefore, that epigenetic changes may be favoured in the presence of these molecules. Here,
normal rat liver epithelial cell cultures were exposed in a sub-acute way to these selected PAH in order
to evaluate changes in the level of proteins involved in the modification of epigenetic changes, such as
epigenetic modifiers proteins. In spite that these compounds are structurally related, have similar
metabolism pathways and are ligands of same nuclear receptor, they exhibit a different pre-mutational
insult to DNA. In consequence, the results show that at least BaP, BF and DMBA modified with a
different pattern the protein levels of epigenetic modifiers proteins.

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbons. Global DNA methylation, DNA methyltransferases. Histone

deacetylases. SIRT1. 5-aza-2-deoxycytidine.
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Introduction Additionally. some studies proved that epigenetic changes are
acquired by non-mutated normal tissues under chemical
exposure from which tumor arises. such an example is
provided by mutations in p53, which is a marker for lung
carcimogenesis [§]. Establishment of mutations on p53 1s a late
event in lung carcinogenesis. while DNA methylation changes
are observed at early stages of this process [9]. It is proposed
that epigenefic changes in a progenifor cell precede the

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are anthropogenic
compounds found in several sources. such as cigarette smoke.
coal tar. charcoal cooked food. to mention a few [1]. They
display a wide range of modes of action for toxicity. such as
interaction and activation of nuclear receptors. causing
repression or activation of gene transcription. Despite that. they

are best known as mutagenic and carcmogemic compounds.
because their metabolites produce covalent bonds with DNA,
which can become i fixed mutations through cell divisions
[2]. An example of such covalent bonds between DNA and
PAH is given by population living in industrialized areas which
present elevated PAH-DNA adduct levels in their blood
leukocytes [3-5].

Previously, 1t has been proposed that cumulative mutations will
eventually arise to the initiating mutation in the progenitor cell.
allowing to carcinogenesis, but even when the prototypical
PAH mutagen benzo (a) pyrene (BaP) has 53.1 x 108 relative
adduct levels in normal human fibroblast cell culture exposed
to 10 uM for 72 h. it achieves as much as 0.92% rate of
mutation [6]. while in its epithelial-mesenchymal transition
model it takes 1 pM BaP 24 weeks to present cell
transformation [7]. Thus. although DNA damage occurs fast.
loss of cell identity takes months of exposure to the
carcinogenic compound.

Biomed Res 2018 Volume 29 [ssue 12

initiating mutation [10.11]. Thus. efforts must be done to
determine changes in epigenetic processes, as well as changes
in the modifiers of those processes, at early time exposure to
mutagenic agents in order to determine how they are
improving the establishment of progenitor cell.

Epigenetic processes modulate gene expression along life time,
they are inhernited. involved in the development of several
diseases, and can be modulated by environment [12]. Among
the proteins that govern epigenefic mechamisms the main
groups are DNA methyvltransferases (DINMTs) and histone
deacetylases (HDACs) [13]. The former group is involved in
DNA methylation. which 15 a mode of gene regulation
characterized by methylation at C-5 position of cytosine in
CpG dinucleotides. being a marker for either recruitment or
prevention of transcriptional factors as well as modifiers of
chromatin for gene repression. The latter are involved in
histone deacetylation reaction. which play a critical role in
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formation of a cuchromatin state, thercfore facilitating genc
expression, additionally. aside from histone protems. they also
catalvze deacetylation reactions at other kind of proteins [14].

DNMTs and HDACs are designated as epigenetic modifiers by
the tumor progenitor theory. This theory suggests that the
struchire of chromatin suffers changes at very early stages in
the cancer process and involves epigenetic modulators,
modifiers and mediators, rather than simply mutations as an
initiatton mechanism for carcimogenesis. Epigenetic modifiers
are those proteins involved directly in alteration of DNA
methylation, e¢hromatin remadeling or stmehwre of chromatin
such as DNM1s and [IDACs. These epigenetic modifiers lay
then actions over epigenelic wediators, wlich are genes or
proteins that can drive tumors or its progenitor cells towards a
neoplastic state, like the nsulin like growth factor 2 or WNT
sipnaling members [10.13].

Epigenetic modifiers and mediators can be modulated by
processes like cellular signaling and metabolic pathways,
which are classified as epigenetic modulators, examples are
p33 and RAS signahng. Tn addition, cellular stams, like
wflammation. oxidant stress or myury by environmental
chemucals, biological and phvsical agents, can attect the action
of epigenetic modifiers and modulators [10.13]. Thus. the
present study aimed to profile protein level changes of selected
epigenetic modifiers affer exposure fto fonr selected PAH
compoumnds.

To addiess om anu, we selected four well known PAH
carcinogens that have been studied thoroughly for several
years, BaP. 3-mcthylcholanthrene (3MC). dimcthylbenz (a)
anthracene (DMDBA). and benzofluorene (BI). These
compounds are classical substrates and inducers of cytochrome
P450 ensgymes (CYP). particularly (he wsoloms CYPIBI1 and
CYPIAIL [15]. which in twn generate highly reactive
mctabolites. which react with proteins and DNA. lcading to
mirragenasis and carcinogenesis [16]. Tn addition to these
effects, they are estrogenic compounds. modulators of cell
cyele, proliferalion aud even wodulators of anglogenesis
[17-20].

Some studies condneted in cancerons cell enlhmes showed that
BaP can modify DNA methylation and protem levels of
DNMTs. Although dillerenl mechamsms ol action were
suggesled, DNA Lypowethylation was a constant resull amonyg
those studies. while the effect of BaP over DNMTs protein
level was not the same among those studies [21.22]. Actually.
it is proposed that cancer cells exhibited global DNA
hypowethylation al early mulagen/carcinogen exposure [23].
thus, experimental studies must be performed in non-cancerous
cells m order to determine carly cpigenctic changes by
careinogenic componnds in cells with an epigenome nearly
unaltered. 'lhen. to reach our experunental purposes, we chose
the normal rat liver cell line C9 (C9 cells) because it is
metabolically active and have similar epigenetic status to
hepatoeytes primary cultures [24]. There are very few reports
adidressing the PAH effects on DNMTs. HDACSs, or any other
epigenetic moditier protemn 1 hepatic cells. Indirect studies
Liave Leeu performed (o mwake a relatiouship belween PAH
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cxposure and DNA methylation changes in speeific genes such
as c-Mye proto-oncogene and RRSSFIA tomor suppressor
gene, which are involved m human hepatocellular carcinoma
(HCC)  establishment. In tus cellular model. o-Mye 15
overexpressed according to its DNA hypomethvlation. while
RRSSFTA mRNA and protein are inversely related to its TINA
hypermethylation, and those conditions are related with the
wmerease of PAH-adduets [25-27]. In another hand. a study
condueted in murine hepatoma cancer cells exposad to 2, 3. 7.
§-tetrachlorodibenzo-p-dioxin  (TCDD) showed that this
componnd indiuces evplal promoter DNA hypomethylarion,
consequently TCDD increases gene expression of this
cytochrome 3 to 5 tumes in subsequent dioxin exposures.
Surprisingly. (he DNA dewethylation of ke eyplal prowoler
by TCDD required the reernitment of the epigenestic modifiers
protems Tet2 and Tet3, which are enzymes mvolved m active
DNA demethylation achieved through the conversion of 5-
methyl group of CpG mto hydroxvmethyl moety that is
recognized by thymudine DNA glycosylase, base excision
repair. and then replaced with an unaltered cytosine [28]. These
smdies support the hypothesis that PAHs are able to change
epigenetic moditiers protems conferrmmg a cell envionment
suutable tor the establishment of necplastic cell.

As was reported for BaP i cancercus cell models, 3MC was
also able to alter DNMT1 protem level and DNA methylarion,
but in a mmlhstage model for luing carcinogenesis [29.30].
Thus, we selected the DNMT protemn tamily to be protiled
aller C9 cell culture exposure (o BaP, BF, 3MC aud DMBA.
We also determined if the protein levels of these epigenetic
modificrs can be translated into altcration of global DNA
methylation. which was determined 1ig detection of the
mmumoftluorescence mark for 5-methvleytosme.

The cother main group of enzymes belonging to the epigenetic
modificrs group arc HDACs. They have been implicated m the
DNA damage response, homologous recombination. and
chromatin mtegrity [31]. lncreased activity of these enzymes
may allow loss of acetylation, particularly loss of global
monoacetylation at histone 41, which is common in hwman
mmor cells [23]. Furthetmore, in virre and in vive stidies
reported changes m HDAC | and HADCZ protein levels after
exposure to cigarette smoke and 3MC [32.33]; also, even when
the studies were nol relaled (0 PAH exposure, hepatic models
lave beeu studhied (o [ind the 1ole (hat HDACs are playing m
liver cancer process. From those studies, HDACI., 2, 3, 5, 6
were found to be involved in anti-apoptotic and proliferative
processes in liver cancer cell lmes [34-41]. Therefors, we
selected some HDAC protems (0 be profiled afler C9 cell
exposure to the four selected PAH mutagens.

Materials and Methods

Reugents and antibvdies

Trypsin, dimethy] sulfoxide (MMSO). BaP 3MC, DVMBA, BF,
S-aza-2-decxveytidine (SAzad(), was obtained from Sigma
Aldneh Co. (St Lows, MO, USA). Alexa Fluor 488%
secondary antibody was acquired from Invitrogen-Life
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Technologies (San Francisco, CA. USA). Antibodies against
CYPIBI1. DNMT1., DNMT3a, HDACI. HDAC2. HDAC3 and
HDACH were purchased [rom Sauta Crue Biotechuology Tne.
(Dallas, TX, USA). Autibudy against DNMT3b aud SIRT1
was obtained from Abcam (San Franecisco, CA., TUSA).
Auflibody agaiust GAPDH was oblamed fom GeneTex (Trviu,
CA. USA). HRP-conjueated antibody against rabbit was
acquured from Millipore (Billerica. MA. USA). Dulbecco's
modified Eagle media (DMEM) and antibiotic-anti-mycotic
were obtamed from Gibeo-Lite lechnologies (San l'rancisco,
CA. LUSA). Rat hver epithehal cell line Clone 9, CRL-143Y9.
was supplied by ATCC (Manassas, VA, TISA). Fetal bovine
serum (FBS) was purchased from ByProduetos (Guadalajara,
Jalisco. Mcxico).

Cell culture

We selected the normal 1at liver epithehal cell line Clone 9 (C9
cells) as a representative cell lme of normal rat hepatocytes
cells. (9 cells were grown in DMEM supplemented with 10%
FBS and (0.1 % antibiotic-antimyeotic at 37°C and 5% €O, 5 =
109 €9 cells were plated at dilution 1:10 in 100 mm petri
dishes. media was renewed cvery 3 d. 100% confluence cells
were  harvested  with  0.25%  twypsin-1lmM  EDTA.  All
experiments were performed after five passages of the C9 eells.
Experimental treatments were performed by plating 5 < 10° C9
cells on 100-mm petri dishes at 1:10 dilution with daily media
changes. The PAH compounds were dissolved in 0.1% v/v
DMSO and final concentrations of 10 M were added to media
culture afler 48 It of C9 cells plating and continued for 48 L
wilh wedia renewal sach 24 L. 0.1% DMSO waus used as
velincle control. C9 cells achieved ~100% conlluence at (he end
of (reatments

To have a positive control for DNA hyvpomethylation and to
deternune that changes 11 DNM s and DNA methylation were
related. we mcluded an experiment where C9 cells were
exposed to the DNMTs mhibitar S-aza-2-deoxyevtidine |42]
0.5 pM of this compound was added mto mecha after 24 h of
9 cells platmg and contimed for 72 h
combination with Bal® for last 48 h. At the end of the exposure
time, €9 cells were harvested and stored at -80°C for fature
analysis or processed at the moment for protein and
immunofluorcseence assavs. The results represent the average
of 3 to 6 independent assays.

alone or in

Western hlot

25 ng of total C9 cell Tysate protemns were resolved using a
7.5% polyacrylamide gel under denanired conditions. Resalved
proteins were transferred to a nitrocellulose membrane at 230
mA for 3 h at 4°C. Membranes were blocked with 3% /v
BSA-TBS for 2 L at 4°C. exposed to primary antibodies at
1:500 dilution in 0.1% m/v BSA-TBS overnight at 4°C. and
secondary antibodies ar 1:10000 dilution 1 0.1% m'v BSA-
TBS at room temperature for 1 h [13]. To detect the protein of

Biomed Res 2018 Volume 29 Issue 12

interest, membranes were exposed to Amersham™ ECT. Prime
Western Blormmg  Detecrion Reagent Thigital images were
obtained with a Kodak Gel Logie 200 Dmaging Syslem @ud
aualyzed with the NIH huagel sofltware program [44].

SmC immunofluoresceiice

Inrmmofluorescence (TF) assays were performed as reported
by L et al. [13]. Briefly, C9 cells were fixed for 5 min with
1% paraformaldehvde, permeabilized with 0.5% Triton-PBS,
and blocked with 15% Loetal rabbil serum. Laler, C9 cells were
exposed to mouse antibodies against 3mC overnight at 4°C.

Afler this, C9 cells were exposed (o 1abbit Alexa Fluor® 488
anti-mouse antibodies at room temperature for 2 h and
mounted on glass slides with DAPI-VectaShield (Vector
Laboratortes, Durlingame, CA. USA) [luorescence was
detected usmg a tluorescence microscope Olympus BXS51-WT
Mieroscope and analyzec with NIII Imagel sottware program
[44]

Statistical analysis

Data obtained from umage analysis of immunoblots for each
treatient was compared agawmst velucle control vsing one-way
ANOVA and Dunnett’s nmltiple compansons as post hoc test.

Data obtained from immnnofliorescence assays were analyzed
by comparmg each trearment agamst each other by one-way
ANOVA and ‘Tukey’s mnltiple comparisons as post hoe test.
Data reported in figures are the mean = standard crror.
Statistical significance was established to be P<0.05. Analyses
were performed with SAS 9.0,

Results

To evaluate the epigenelic profile of the PAH compounds m au
i vilro non-cancetous model we chose the nomual liver
epithehal cell line C9. In tlus model, we detennumed that (Le
PAH compounds selected were not cytotoxic at concentrations
below 50 pM.

Based on this and on smular studies where concentrations of
2.5 to 40 pM of these PAIl were nsed [21.22], we decided to
expose (9 cell enlhwe fo 10 pM each PAT compound for 48 h.

To assess the profein profile level of TINMT proteins after
cxposure to BE, BaF, 3MC and DMBA, we determined protein
levels of DNMTL. DNMTI2a and DNMTI3b i total cell
protein.

Figme 1A-1C shows that only BF and BaP significantly
increased the protein level of DNMT1 enzyme but at different
extent.

Fige 1D shows that the protein level of DNMT3a m the
presence of each PAH dud not exhibit statistical difference from
control, wlale (ke protein level of DNTM3b was signilicantly
dinmishied afler exposure lo BE, as Figure 1E shows.
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Tigure 1. (A-E) DNA meihvitransferase profein level after PAH
Shallenge in normal rat liver cell line C9. €S cells were treated 45 1
vith 10 uM of each PAH compound, and with 0.1% DMSO for vehicle
antrol experiments. Once tie treatment finished, total protein vwas
hiained,  elecrrophorerically  separared  wnder non-denaiuring
onditions  and  fransjerred inte nimoceliniose membrane. For
mmimoblor, each membrane was exposed to aniibodies against
“YPIBI (panel B), DNMT! (panel C), DNMT3a (panel D), DNMT30
panel E) and GAPDH. Thie histograms represent the mean of ai least
i independents experiments and the evror bar corresponds 1o the
tandard errvor of tihe mean. anei A Is an image arrangement of
epresentative immunohiots  obtained for each prawein in each
veamient. “Treamnent sigristicaily differen: from contrei with P<0.05.

IDAC proteins familv are divided into 4 classes, thus, we
elected HDACL. HDAC2 and HDAC3 from class T HRDACs.
1DACS from class 1L and SIRTT from class [, to determine
heir protem level profile after C9 cell culture exposure to BaP.
3F, DMBA., and 3MC.

gures 2A fo 2D show thal wone of the evaluated PAH
ffected the protem levels of HDACT. HDACZ and HDAC3,
vhercas Figure 2E shows that HDAC4 was significantly
nereased after exposure to BF and BaP. Figure 2F shows that
JIRT1 was significantly increased by BaP and DMBA, and BF
ncreased 1t. although without statistical difference trom
ontfrol.

jummarizing. among the DNMTs, DNMT1 was modulated
vih sipmificauce by BF and BaP, and DNMT3L was
liminished by BE. Among HDACS tested, HDAC 4 and SIRT1
vere mocnlated: HIDAC4 was inereased by BF and Bal: and
JIRT1 was inercased by the BaP and DMBA.

Jnder the conditions of this studv, results suggested that BF
nd BaP have major effects on the modulation of epigenetic
nodifiers bemg DNMTL. IIDACY and SIRT1 up-regulated.
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Figure 2. (d4-F) Histone deacetvlases protein level after PAH
challenge in normal liver ceil line C9. C9 celis were treated for 18 b
with 10 ud each PAH compound, and 0.1% DMSO as vehicie
conrrol.  Larer, rotal proiein was obrafued, elecrrophoreiically
separated wnder non-denariring conditions and transferved inito
nitroce!lulase membrane. For immunobiat, each membrane was
expaosed ro antibodies against HDACI (panel B), HDAC2 (panel C),
IIDAC3 (pomel T TTDACY (panel T and SIRTI (panel F). Tach
histogram represents the miean of ar Teast four experiments and
standard error Dbars. Pamel A s an image composiiion of
regreseniative fmminoblots obiained for each prowin in each
treamment, "Treannent statistically different from conrel with P<0.05.

BaP as the protorypical compound of the PAH chemical group,
i 1s the most siudied and well kuow PAH  cowpound.
Consequently, we decided to evalate global DNA methylation
m C9 cells after cxposure to BaP to cxplore whether the
changes on DNMT1 protein levels by this PAH are translating
m changes on DNA methylation. To address this aim we
employed same scheme of treatment of BaP as i the profiling
of epigenetic modifiers protemn level, and signal mtensity for
SmC antibody conjugated with Alexa 488 was eveluated.
Figure 3A shows that the C9 cell culmre exposure to BaP
displayed a statistically global DNA hypomethylation state and
this change m DNA methylation, as I'igure 3B shows The
DNA hypomethylation resulting from exposure of C2 eclls to
BaP does not agree with DNMTs protem levels obtamed after
PAH exposure. Thus, to obtain more insight of these data, we
evaluated the global DNA methylation after 72 h C9 cell
culture exposine to SAzadC. a DNMTs mhibitor. Likewise. we
wondered if DNMTs inhibition by SAzadC could be affected
bv the increased protein levels of DNMTI due to BaP
exposure, being rellected vu DNA welhvlation. Then, we pre-
treated C9 cell culture 24 h with 5AzadC and this exposure
was continned for 48 h by SAzadC m eo-treatment with Bal>
From this cxperimental design, we obtained that cxposure to

Biomed Res 2018 Volime 29 Issie 12
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5AzadC achieved low levels of global DNA methylation and
they were not statistically different from that obtained after
BaP treatment: the same was obtained with C9 cell culture
cxposure to SAzadC-BaP combination.
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Figure 3. Global DNA methviaiion in normal vai Tiver epiiheliol cells
9 treaied with BaP YA-adC aione and in co-freafinent with BaP (4)
ImC mark was visualized by immunofinorescence in C9 cells exposed
Jor 48 i tw 10 uM BaP ur 0.1% DMSO, us vehicle conirol, 72 i 10 0.5
M SAzadC plus 0.1% DMSO and the combinatorial treatment
S5A4zadC-BaP; (B) The height of histograins compares the intensin
signal of 3mC anribody conjugated with Alexa®438 exhibited by each
mweatment and analvzed with Iinaged. Lach bar represents the mean of
ten flelds and stondavd error. Tvo independent experimernts were
performed. "Statistical difference against control with P<0.03

Discussion

Lhere 1s much knowledge about mutagenic properties of PAlls
and now 1t 1s known that mutation is a late event m the process
called mitiation of carcinogenesis [H]. It has been proposed that
cancer arses along three steps: epigenetic disupton of
progewtor cells, mitiating mutation, and genetic and epigenetic
plastieily [13]. Therefore, carciogeme compounds, such as
PAHs, mav have a role in the epigenetic distuprion of
progenitor cells before the establishment of key mutauons. It is
of our interest to know whether selected PAH compounds may
exhibit epigenetic distuption properties at early time after their
exposure. The tumor progenitor theory also proposes the
wvolvement of epigenetic modifiers. modulators and mediators
as players in the process of earcinogencsis. Among the main
cpigenetic modifiers are two fanulies of protemms. DNMTs and
HDACs [13].

In evkaryotes. DNML fanmuly mncludes three protems: the de
nova DNM13a and DNM13b whnch are mvolved m the
methylation ot wn-methylated DNA; and the de novo and
mamtenance DNMT! that 1s involved in DNA methylation of
hemi-methylated DNA. thus perpetuates DNA methylation
marks atter each cell cycle |40].

There 1s evidence (hal DNMTs protemn levels ate frequently
increased in human rumors [417-30]. and also it was observed a
progressive increase of protein levels of DNMTI1 and
DNMT3a along lung carcincgenesis induction by 3MC/
diethynitrosamine [29]. as well as progressive loss of zlobal
DNA methylation [30]. Therefore, we explore whether four
seleeted PAH can alter the protein levels of DNMTs in a non-

Biomed Res 2018 Volume 29 Issue 12

cancerous model. Ou results show that PAH modulate DNMTs
protein levels in a differential extent: they increased the protein
levels of DNMT1. but only BF and BaP achieved statistical
significance. The incrcasc of DNMTI protein levels after BF
and Bal® rreatment obtained in this stady conld be a response fo
DNA damage due to the acenmmlation of cells in phase § of
cell eyele m order to repair the damage i DNA produced [S1].

Another explanation for the merease of DNMT1 mn €9 cell
culture atter exposure to BaP and BF 1s grven by the results
from a study couducted m HeLa cell culture exposed o BaP. Tu
tos study was found hal tos  cowpound promoles  (he
desttuction of (he N-tenmal portion of DNMT1  wliuch
prevents il o go lo proteasome degradation [9,52]. This lead us
to think that the mcrease of DNMT]1 protein levels by BF and
BaP alzo could be related to the accumulation of this protein
due to the preventicn of its degradation. but this matter remains
to be resolved through more studies i non-cancerous calls as
well as in initiation stage of carcinogenesis.

As we mentioned hefore, loss of INA methylation was also
reporfed as an early event in the carcmogenesis multistage
model, therefore. we determined the global DNA methylation
statis of the normal rat liver heparoeyte €9 eell eulhire after
exposure to BaP lhe results show that the exposure to this
compound leads fo the loss of global DNA methylation, which
agrees with studies in cancer progression models where sinular
observations were made |2930.53-56|. The tfaet that BaP
exlibils a global DNA hypowethylalion effect in mou-
cancerous cells strongly supports the idea that epigenetic
dismption would happen at initial stages of carcinogenesis
development.

Additionally. global DNA hvpomethylatnon exhibited by BaP
could be a result from DNA damage response becauss if is
known that poly (ADP-ribose) (PAR) moiety is inercased
during this cvent and this moicty is also an inhibitor of
DNMT | cafalytic activity either as a free malecule or by
binding 1o poly (ADP-ribose) polymerase | (PARTI) [57]
Some smidies conducted m 1611BLC cells showed that global
DNA hypomethylarion mmduced by BaP 1s related fo mereased
levels of PAR [22.58]. Also. as we mentioned before, loss of
DNA methylation at local regions m specific genes, such as
oncogente ¢-Myc gene or xenobiotic metabolizing cyvplal
gene, which DNA hypo-methylated status 1s related with
exposure (0 BaP and, al leas! [or the last gene could be he way
BaP 1s daviug the loss of methyl moieties ou DNA, 1s (loouglt
passive DNA demethylation conducted by Tet2 and Tet3
epigenetic modifiers [28]. Then, even when other mechanisims
allow the mcrease of DNMT1 protem levels, this suggests that
DNA  hypomethylation by PAHs would be a general
mechanism for this kind of compounds which is displayed at
carly time cxposure and that is  maintained along
CArcinogenesis Progression.

Smece PAH freatments result m the creasing of DNMTI
protem levels as well as global DNA hypomethylation, we
decided to explore how global DNA methylation behaves in
C9 cells atter a challenge with an inhibitor of DNMTs and a
PAH compound at the same time. 5-aza-2-deoxyeytidine
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(5AzadC) was chosen as DNMTs inhibitor [42.59] Its effect
alone was fested and, as expected, it significantly diminished
the levels of global DNA methylation. In addition, even when
our results showed that BaP increases the protein level of
DNMTI1. under owr experimenral conditions, this compound
did not change the level of DNA methylation achieved by
5AzadC. suggesting that this PAH also promotes the loss of
DNMT1 activity or or acts through different mechanisms
besides glebal loss of DNA methylation. probably through a
passive DNA de-wwelhylation [28)].

The other nuportaut gwoup of epigenetic wodiliers prolems s
the HDAC fanulv, which 1s comprised of 4 groups of enzymes:
group 1) HDAC 1. 2, 3 and 8; group 2) HDAC 4-7. 9 and 10;
group 3) Sirtums (SIRD) 1-7. classified mnto 4 groups: and
group 4) LIDAC 11 [60.61]. They are grouped hased on their
catalytic mechanism similarities; groups 1, 2 and 4 are zinc-
dependent ammdohydrolases, while gronp 3 15 a NAID+-
dependent deacetylase activity

Cancer cells exhibit loss of acerylation of histonc residucs
[23.41.61,62]. which in tmmn suggests that lustone deacetylascs
must be over-cxpressed in these kind of eclls. In addition,
several cancer types exhibits over-expression of HDACs. such
is the case of prostate, gastric, colon, liver cancers [41.61]
which over-express HDACL [63], HDAC2 [61-66] and
HDAC3 [67]. Over-expression of HDACs protein levels will
result n increased cell proliferation, loss of differentiation and
evasion of apoptosis [61,62]. features that improve an initiated
cell (o becoine a (umor cell. Then, 1L siuce the beginmug of (he
exposure (0 a PAH wutagen 1l 1s wodifying (he HDAC proleius
that aftect several cellular pathways. such as DNA damage
repair, then it can attect the cell envionment for acquisition of
the atorementioned teatures.

Class [, I and 11l HDACs have been implicated m the DNA
damage response. homologous recombmation and chromatin
integrity [31]. thus we wondered whether these proteins are
affected after a sub-acute challenge with BF, Bal’ 3MC and
DMBA, which are prowmoters of DNA repair due to their
covalently binding to DNA. We evaluated the protein levels of
HDACI1. HDAC2 and HDAC3 after PAH sub-acute cxposure.
but none of these proteins were significantly altersd, even
when previous studies have reported the protein degradation of
HDACIL. HDAC2 and HDAC3 after 1 h of exposure to
cigarette smoke in alveolar cells [32], and in mouse cerebral
vascular endollielial cells 3MC was also reported as an agent
(hat causes up-regulation of HDAC1 [33]. Studies on tlus
regard must be done considering a temporal etfect of at least
BaP and 3MC, which have been reported as inducers of
changes in protein levels of class I IIDACs.

I'rom elass 1L IIDACs. we evalnated possible changes of
1DAC4A. I'lns protem has emerged as key protein for the
mainfaining of the G2 cell cyele checkpomnt [65]. HDXACY
shuttles from the cytoplasm to the mcleus following TINA
damage [69]. In the present study. this protein was significantly
increased by BF and BaP. It was suggested that its persistence
is linked to an unsucecssful DNA repair [68]. and also its over-
expression has been reported in many cancer types [41.61.70].
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Finally. SIRT! protein levels were increased after sub-acute
exposire to Bal and DMBA. This is an infrigning resnlt
becausc this protein has been reported to be both up and down-
regulated in cancer cells and. duc to its over-cxpression in
some tmors, it is called an oncogenic protein, but for its
absence or diminished levels in cancer cells it is also called
tumor suppressor [11.61.71]. The distuption of SIRT! leads to
increased apoptosis after DNA damage. although, distupuon of
its deacetylation capacity leads to a highly sensitized cells to
stress damage response [72,73]. The increase of SIRTI1 profein
level afler exposwe 10 BF, BaP and DMBA miiy be a nomual
respouss aller a proper DNA repanr where SIRT1 mereases
urder (o stabilize p33 (o an naclve stale [74]. However, all
chronie stimml Like PAH exposure will tinally Lie in dismiption
of the protem. thus. it may lead SIRT1 permanently mcreased

Conclusion

The obtained results showed that BE. BaP, 3MC and DMBA
affected differentially the protein levels of the epigenetic
modifiers DNMTs and HDACs. Furthermore, exposure to BaP
leads C9 cells to go to a global DNA hypomethylation state.
even when DNMT1 levels were mncreased. Our results show
that at least BF and BaP are envircnmental agents that affect
epigenetic modifiers at eatly time exposure in non-cancerous
cells. Deep and (hurough research nust be wade (o decipher
how early chauges are orchestrated for (hese well-known
carcinogens. and how these changes on DNMT1, HDAC4 and
SIRT1 may unprove the establishment of mutations i the cell
tumor progenitor.

Since hiuman hepatic c-Myve and RASSFTA and monse hepatic
cyplal arve sensifive fo IINA methylation, 1t wonld be
interesting to search if the mechanisim involved in their DNA
methylation status 1s somehow related with the changes
achicved for DNMTI1 after C9 cells exposure to BaP.

Also, it would be interesting to determine whether the changes
cbserved on DNTMI1. HDAC4 and SIRTI1 protein levels are
involved with proliferation, anti-apoptotic or loss of
differentiation of epithelial cells derived from liver, and if they
are prompting the acqusition of mutations that accelerate
getting neoplastic features.

Finally, smee lung cancer 1y the wost conunou cancer related
with PAHs exposure, it will be so witeresting to determine if
the results obtamed in this hepatic model also will be obtained
i1 normal lung epithelial cells.
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