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Resumen 

Introducción: El cadmio (Cd) es un metal altamente tóxico y carcinogénico; los mecanismos 

por los cuales ejerce sus efectos tóxicos no están del todo dilucidados; especialmente el 

papel epigenético. El Cd modula los patrones de metilación y altera el nivel de expresión de 

genes supresores de tumor y con respuesta antioxidante. Los genes que codifican las enzimas 

superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peróxidasa (GPx) son la primera línea de defensa 

antioxidante que responde y actúa contra las especies reactivas del oxígeno (ROS), su 

represión a través de la metilación implicaría la pérdida total de su función contribuyendo a 

exacerbar el daño oxidativo. Objetivo: En el presente estudio se exploró la metilación y los 

cambios en la expresión de los genes SOD-2 y GPx-1 en células HepG2 expuestas a 

concentraciones de Cd biológicamente relevantes. Metodología: Las células HepG2 fueron 

expuestas a concentraciones de 0.5, 0.8, 1 y 3 µM de cloruro de cadmio (CdCl2) por 24 h y 48 

h. La viabilidad celular se evaluó a través de dos métodos MTT  y rojo neutro (RN), el nivel de 

expresión del RNAm se evaluó a través de RT-qPCR, la producción de las ROS se midió por 

citometría de flujo, la metilación de los genes SOD-2 y GPx-1 se realizó por PCR-SM. 

Resultados: La exposición a concentraciones de 0.5, 0.8 y 1 µM de CdCl2 por 24 y 48 h no son 

citotóxicas; el tratamiento con CdCl2 por 24 h disminuyó la expresión del RNAm de SOD-2 y 

aumentó a partir de las 48 h; el nivel de expresión de GPx-1 aumentó a las 24 h de exposición 

a CdCl2 y se mantuvo después de las 48 h; la exposición por 24 h a CdCl2 no indujo aumento 

en los niveles de las ROS, sin embargo, el tratamiento por 48 h incrementó las ROS; la 

exposición a 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 y 48 h no altera los patrones de metilación del gen 

SOD-2; se encontró metilado el gen GPx-1 en condiciones basales, al término del tratamiento 

con 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 h la metilación desaparece; la exposición por 48 h a CdCl2 

restablece el estado metilado de GPx-1. Conclusión: Nuestros resultados sugieren que la 

exposición a concentraciones micromolares de CdCl2 induce cambios en la expresión de los 

genes SOD-2 y GPx-1, estos cambios fueron en respuesta a la producción de ROS.  Así mismo 

la exposición a CdCl2 puede inducir cambios en la  metilación de GPx-1, un gen clave en la 

función antioxidante. 

Palabras clave: Cadmio, metilación, SOD-2, GPx-1, ROS 
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Abstract 

Introduction: Cadmium (Cd) is a highly toxic and carcinogenic metal. The mechanisms by 

which it exerts its toxic effects are not fully elucidated; especially the epigenetic role. Cd 

modulates methylation patterns and alters the expression level of tumor suppressor genes 

and antioxidant response. The genes encoding the enzymes superoxide dismutase (SOD) and 

glutathione peroxidase (GPx) are the first line of antioxidant defense that responds and acts 

against reactive oxygen species (ROS), their repression through methylation would imply the 

total loss of their function contributing to exacerbate oxidative damage. Objective: The 

present study explored methylation and changes in the expression of the SOD-2 and GPx-1 

genes in HepG2 cells exposed to biologically relevant Cd concentrations. Methodology: 

HepG2 cells were exposed at concentrations of 0.5, 0.8, 1 and 3 μM of cadmium chloride 

(CdCl2) for 24 h and 48 h. Cell viability was assessed using two MTT and neutral red (RN) 

methods, the level of mRNA expression was assessed through RT-PCR, the production of ROS 

was measured by flow cytometry, methylation of genes SOD-2 and GPx-1 were performed by 

PCR-SM. Results: Exposure to concentrations of 0.5, 0.8 and 1 μM CdCl2 for 24 and 48 h are 

not cytotoxic; treatment with CdCl2 for 24 h decreased expression of SOD-2 mRNA and 

increased after 48 h; the expression level of GPx-1 increased at 24 h exposure to CdCl2 and 

was maintained after 48 h. Exposure for 24h to CdCl2 did not induce increase in ROS levels; 

however, treatment for 48 h increased ROS; exposure to 1 and 3 μM CdCl2 for 24 and 48 h 

does not alter the methylation patterns of the SOD-2 gene; the GPx-1 gene was methylated 

at baseline, at the end of treatment with 1 and 3 μM CdCl2 for 24 h methylation disappears; 

the 48 h exposure to CdCl2 restores the methylated state of GPx-1. Conclusion: Our results 

suggest that exposure to micromolar concentrations of CdCl2 induces changes in expression 

of SOD-2 and GPx-1 genes, these changes were in response to ROS production. Likewise 

exposure to CdCl2 may induce changes in the methylation of GPx-1, a key gene in the 

antioxidant function. 

 

Key words: Cadmium, methylation, SOD-2, GPx-1, ROS 
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Introducción  

El Cd es un metal de transición biológicamente tóxico que se encuentra naturalmente en niveles 

bajos, sin embargo, las actividades antropogénicas lo han convertido en un contaminante ambiental 

(IARC 2012). Las exposiciones de tipo no ocupacional a través del uso del tabaco e ingestión de 

alimentos contaminados con Cd (Berglund et al., 2015; Yuan et al., 2014; Nookabkaew et al., 2013; 

Fang et al., 2011) se han asociado con daño al riñón, osteoporosis, osteomalacia, enfermedades 

cardiovasculares y cáncer (ATSDR, 2008; WHO, 2010; IARC, 2012). La tasa de excreción diaria de Cd es 

de 0.005% de la carga corporal (Satarug et al., 2010) y la vida media es >20 años, por lo que tiende a 

bioacumularse en órganos como riñón, hígado, pulmón, próstata, entre otros (Schöpfer et al., 2010; 

Limpatanachote et al., 2010; Hayashi et al., 2012; Liang et al., 2012). Diversos estudios han 

demostrado evidencia de la asociación entre la exposición al Cd y el desarrollo de cáncer. El Cd inhibe 

los mecanismos de reparación del DNA, activa oncogenes, afecta la metilación del DNA y modula la 

expresión de genes supresores de tumor (p16 y RASSF1A) (Benbrahim-Talaa et al., 2009; Gallagher et 

al., 2010), por lo que está clasificado por la IARC como carcinógeno humano del Grupo I (IARC 2012). 

Los mecanismos potenciales de toxicidad descritos hasta el momento incluyen la interacción con 

grupos sulfidrilos y alteraciones endocrinas así como la inducción de estrés oxidativo (Johnson, 2003; 

Hartwig, 2010; Yu y Robinson, 2010; Xu  y Chen, 2011). Aunque la asociación positiva entre los niveles 

de Cd en la orina y los efectos adversos a la salud están bien descritos, los mecanismos por los cuales 

ejerce sus efectos tóxicos no son del todo claros. La baja capacidad del Cd de interaccionar con el 

DNA lo hace un elemento genotóxico indirecto, sugiriendo que puede afectar mecanismos 

epigéneticos. En los últimos años varios estudios se han enfocado en las alteraciones epigenéticas 

asociadas con la exposición a metales tóxicos entre ellos Cd (Filipic, 2012, Cartularu et al., 2015). La 

metilación es uno de los eventos epigenéticos más importantes, tiene lugar en los residuos de 

cisteína de dinucleótidos CpG. La metilación consiste en la adición covalente de un grupo metilo (CH3) 

al carbono 5 de las citosinas (C5) en residuos de citosinas que preceden a guaninas hacia el ectremo 

5’, frecuentemente encontradas en las regiones promotoras de genes (Gona et al., 2015).   

Se ha reportado que la exposición crónica a Cd aumenta la actividad de las DNA 

metiltransferasas (DNMTs) aunado a la hipermetilación y silenciamiento de los genes como 

p16INK4a, RASSF1A y MT-1 (Takiguchi et al., 2003; Nishida y Kudo, 2013). Algunos autores 

sugieren que la regulación de la expresión de genes antioxidantes puede ser a través de la 

metilación, así, Min et al., en el 2010 evaluaron la metilación del promotor de los genes con 
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capacidad antioxidante GPx1 y GPx3 en la línea celular de cáncer gástrico humano y 

observaron una correlación entre la metilación del DNA y la pérdida de su expresión.  

Los genes antioxidantes SOD y GPx contienen un promotor rico en secuencias CG adyacentes 

al sitio del inicio de la transcripción, característica que confiere a ambos genes ser blancos 

potenciales de la regulación a través de la metilación del DNA (Cyr et al., 2012) inducida por 

Cd. El Cd produce de manera indirecta la producción de las ROS, esto conduce al 

reclutamiento de las DNMTs a secuencias promotoras de genes con respuesta antioxidante, 

conllevando en algunas ocasiones a la metilación de genes, impidiendo así, la regulación 

transcripcional y la pérdida de su función (Cyr et al., 2012). Debido a la función que 

desempeñan los genes SOD-2 y GPx-1, el silenciamiento epigenético de ambos genes 

implicaría la pérdida total de su función que contribuiría a exacerbar el daño oxidativo al 

DNA, proteínas y lípidos (Cyr et al., 2012; Skipper et al., 2016).  

Es de particular interés el estudio del mecanismo de toxicidad que involucra la regulación   

epigenética inducida por los contaminantes ambientales en particular de aquellos que son 

considerados carcinógenos, por lo que en el presente estudio se exploró si la exposición a 

concentraciones micromolares de Cd está asociado con la metilación de los genes SOD-2 y 

GPx-1 en células HepG2. 
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2. Material y métodos 

2.1 Reactivos 

Medio de cultivo celular DMEM alto en glucosa, antibiótico penicilina-estreptomicina (100X), 

tripsina-EDTA (0.25%), CdCl2 con una pureza de 99.99%, Terbutil hidroperóxido (TBHP); kit 

MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) y el reactivo rojo neutro 

fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, USA); suero fetal bovino (SFB), Cell Rox 

Green reagent,  TRIzol  y dimetil sulfoxido (DMSO) son de la compañía Invitrogen Life 

Technologies (Oregon, USA). El kit KAPPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR es de Kapa 

Biosystems (Massachusetts, USA); para la extracción de ADN se utilizó el kit de purificación 

de ADN genómico Wizard de PROMEGA (Madison, USA). Para la evaluación de la metilación 

se utilizó el kit EZ DNA Methylation- Gold™  (Zymo Research Irvine, CA). 

 

2.1 Cultivo celular y tratamiento de CdCl2 

La línea celular de hepatocarcinoma humano (HepG2) (ATTC) fue proporcionado por el 

Laboratorio de Toxicología Ambiental de la Facultad de Ciencias Químicas Biológicas, 

Guerrero México. Las células HepG2 fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 

10% de SFB y 1% de antibiótico penicilina/estreptomicina a una confluencia de 70-80%, en 

una atmosfera de 5% de CO2  y 37°C.  

Las células HepG2 fueron cultivadas en placas de 24 pozos (3x105 células/pozo) durante 24 

horas antes de la exposición a CdCl2. Transcurrido el tiempo, el medio de cultivo fue 

sustituido por medio fresco con diferentes concentraciones de CdCl2. La solución de trabajo 

de CdCl2 (1mM) se preparó con agua MilliQ estéril; antes de realizar los tratamientos se 

prepararon concentraciones subtóxicas de 0.5, 0.8, 1 y 3 µM de CdCl2 en medio DMEM con 

0.5% de SFB. Posteriormente, las células fueron tratadas con las concentraciones antes 

mencionadas de CdCl2 por 24 y 48h, como grupo control las células solo se mantuvieron con 

medio DMEM sin CdCl2.  
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2.3 Evaluación de la viabilidad celular 

Las células HepG2 se cultivaron en medio DMEM enriquecido y tratadas con CdCl2 como se 

describió anteriormente. Después del tratamiento, se evaluó la viabilidad celular por el 

método MTT descrito previamente por Mosmann (Mossman, 1983), este ensayo se basa en 

la reducción metabólica del MTT al compuesto azul formazán realizado por la enzima 

mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Los resultados del ensayo MTT se confirmaron a  

través del método del rojo neutro (RN); el ensayo de RN está basado de acuerdo al protocolo 

de Reppeto (Reppeto, 2008), este consiste en determinar la acumulación del RN en los 

lisosomas de células viables. Posterior a la exposición con CdCl2, las células se incubaron por 

2 h con el RN (40 µg ml-1) disuelto en medio DMEM libre de suero. 

La absorbancia de ambos métodos fue leída en el lector de ELISA Stat Fax 2100 (Awareness 

Technology), el  MTT  se leyó a una longitud de onda de 570-630 nm, el RN a una longitud de 

540 nm. Los resultados fueron analizados en el programa SigmaPlot versión 10.0 (San Jose, 

CA), la viabilidad celular se reportó como el valor de la media en porcentaje con respecto a 

las células NT. 

 

2.5 Nivel de expresión del ARNm  

El ARN total fue extraído con TRIzol a partir de las células HepG2 y usado para la síntesis de 

DNAc. La pureza y concentración de RNA se midió por espectrofotométria (260/280 y 

230/280 ratio). Las reacciones de RT-qPCR se realizaron con 100 ng de ARN total empleando 

el kit KAPPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Kapa Biosystem, Massachusetts, USA) de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante y usando los oligonucleótidos previamente reportados 

(software MacVector, Solari et al., 2015)  (Tabla 1 suplementaria). Las reacciones de RT-qPCR 

se realizaron por triplicado en el equipo de PCR CFX96 Touch (BioRad) en un volumen final de 

10 µl. La reacción de RT-qPCR se llevó a cabo en las siguientes condiciones: un ciclo de 30 s  a 

37°C, 5 min a 42°C y 5 min a 95°C; seguido por 40 ciclos de 20 s a 95°C, 30 s a 60°C (Tm de 

alineamiento) y la curva de disociación de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C y 15 s a 60°C.  
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Los resultados fueron normalizados con el gen endógeno gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). Los niveles de expresión se determinaron usando el método 

comparativo de 2−ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001).  

 

2.6 Detección de ROS 

La producción de las ROS se determinó a través de la prueba fluorogénica CellROX® Green 

(Life Technologies, CA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células se cultivaron 

en placas de 24 pozos y fueron expuestas a concentraciones de 0.5, 0.8, 1 y 3 µM de CdCl2 

por 24 y 48 h; así mismo las células se trataron con 300 µM de terbutil hidroperóxido (TBHP) 

durante 1h como inductor de EO (Alía et al., 2005). Posteriormente, se agregó CellROX a una 

concentración final de 5 µM y se incubó por 30 min, transcurrido el tiempo se realizaron 

lavados con PBS 1X y se resuspendieron en un volumen final de 1200 µL de PBS 1X. La 

fluorescencia de las células se midió en el citómetro de flujo FACSCanto™ II (Becton-

Dickinson, USA) a una longitud de onda de 485/520 nm. Para el análisis se consideró un total 

de 100,000 eventos por condición. Cada condición se evaluó por triplicado de tres 

experimentos independientes y se reportó como la intensidad media de fluorescencia (IMF) 

de las células tratadas y no tratadas (NT). 

 

2.7 Metilación de los genes SOD-2 y GPx-1  

La región promotora de los genes SOD-2 y GPx-1 se analizaron usando el portal ExPASy y 

MethPrimer (Figura 1 complementaria). Alrededor de 500 ng de DNA fueron modificados con 

bisulfito de sodio utilizando el kit EZ DNA Methylation Gold™ en un termociclador modelo 

2400 (Applied Biosystems), posteriormente, se realizó la PCR utilizando primers para 

secuencias metiladas y no metiladas (Tabla 2 suplementaria). Las condiciones de PCR fueron; 

desnaturalización inicial a 96oC por 3 min, 34 ciclos a 95°C 30 s, 62 oC 30 s y 72 oC 60 s, las 

temperaturas de alineamiento fueron específicas para cada gen y extensión a 72°C, todos 

durante 30 s. Con un paso inicial de desnaturalización a 95°C por 3 minutos y uno final de 

extensión a 72°C por 5 minutos.  Por último, los productos de PCR se visualizaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/mp10422.pdf
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2.8 Análisis estadístico  

El análisis estadístico se realizó en el programa SigmaPlot versión 10.0. Los datos se 

representaron como la media + E.E. de tres experimentos independientes (análisis de 

metilación) por triplicado (análisis de expresión, viabilidad celular y determinación de ROS). 

Se utilizó la prueba t de Student para conocer las diferencias entre los grupos experimentales 

y el control. En todos los casos se consideró p<0.05 como diferencia significativa.  
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3. Resultados 

3.1 Efecto citotóxico de CdCl2 en las células HepG2 

Los resultados del ensayo MTT y RN mostraron una disminución en la viabilidad celular  de 

HepG2 dependiente de la concentración de CdCl2 (Figura 1A). La viabilidad celular parece ser 

óptima en un rango de 0.5 y 0.8 M de CdCl2 para ambos tiempos de exposición a Cd (Figura 

1A y B), sin embargo la concentración de 1 M reveló una  disminución de aproximadamente 

45% por el método de MTT (P<0.05) (Figura 1A) por lo que los valores de viabilidad celular se 

confirmaron a través del método de RN;  ambos ensayos mostraron una severa citotoxicidad 

después del tratamiento con 3M de CdCl2 en los dos tiempos con una disminución en la 

viabilidad de aproximadamente un 60% y 40% por el método de MTT (Figura 1A) y RN (Figura 

1B) respectivamente (p<0.05).  

 

 

Figura 1. Efecto de CdCl2 sobre la viabilidad celular de HepG2. Se determinó la viabilidad empleando el 
método de MTT (A) y rojo neutro (B). La viabilidad celular en HepG2 a 24 y 48 h después del tratamiento con 
CdCl2 a diferentes concentraciones (0.5, 0.8, 1 y 3 µM). Cada barra representa el promedio de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado y son expresados en porcentaje con respecto a los 
valores registrados en las células NT (media ± E.E.); *p<0.05 (prueba t-Student). NT, No tratadas. 
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3.2 Nivel de expresión del RNAm de SOD-2 y GPx-1  

Como se muestra en la Figura 2A, los niveles de expresión de SOD-2 disminuyeron 

significativamente (0.8, 1 y 3 µM) después del tratamiento por 24 h con CdCl2 comparado con 

el grupo control (p<0.05) (Figura 2A); contrario a lo observado anteriormente, el tratamiento 

con CdCl2 por 48 h aumenta después de la exposición a 0.5 µM, este aumento es 

estadísticamente significativo solo a 1 µM de CdCl2 (p<0.05) (Figura 2B). Con respecto al 

RNAm de GPx-1 a 24 h, los resultados revelaron un aumento inmediato después de la 

exposición a 0.5 µM de CdCl2 (p< 0.05) (Figura 2C), este aumento se mantiene a las 48 h de 

exposición a CdCl2; no hubo una diferencia significativa entre el grupo tratado con CdCl2 (0.8, 

1 y 3 µM)  y el  grupo NT (Figura 2D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Nivel de expresión del RNAm de SOD-2 y GPx-1. Las células HepG2 fueron tratadas con 
concentraciones de 0.5, 0.8, 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 y 48 h. Nivel de expresión de SOD-2, 24 h 
(2A) y 48 h (2B), nivel de expresión de GPx-1, 24 h (2C) y 48 h (2D). Los experimentos se realizaron 
por triplicado, cada barra representa el promedio de tres experimentos independientes por 
triplicado comparado con las células NT (Media ± E.E.); *p<0.05 (prueba t-Student). NT, No 
tratadas.  
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3.3 Efecto de CdCl2 en la producción de ROS 

Se exploró el efecto del tratamiento con CdCl2 sobre la producción de las ROS intracelulares, 

como control positivo las células HepG2 fueron expuestas a TBHP (300 µM por 1 h) (Alía et 

al., 2005). El tratamiento de las células HepG2 con 0.5, 0.8, 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 h no 

generó un aumento significativo en los niveles de las ROS con respecto al control (Figura 3). 

Las células HepG2 tratadas con CdCl2 por 48 h mostraron un aumento en los niveles de las 

ROS, siendo significativo el tratamiento con 0.5 y 1 µM (p<0.05) de CdCl2 (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efecto de CdCl2 en la producción de ROS. Las células HepG2 fueron tratadas con 

diferentes concentraciones (0.5, 0.8, 1 y 3 µM) de CdCl2 por 24 y 48 h. Las células fueron 
teñidas con CELL Rox  Green. Los niveles de ROS se midieron a través de citometría de flujo. 
Los experimentos se realizaron por triplicado, cada barra representa el promedio de tres 
experimentos independientes por triplicado comparado con las células NT  (Media ± E.E.); 
*p<0.05 (prueba t-Student). NT, No tratadas, TBHP, terbutil hidroperóxido. 
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3.4 Efecto de CdCl2 sobre la metilación de SOD-2 y GPx-1 

Para explorar el efecto del CdCl2 sobre la metilación gen específica de SOD-2 y GPx-1 se 

eligieron solo dos concentraciones, 1 µM de CdCl2 que, de acuerdo a los resultados de 

viabilidad  celular (RN) (Figura 1B) esta concentración no es citotóxica, y la concentración de 

3 µM para asegurar y visualizar claramente la metilación, (Figura 4). Transcurrido el tiempo 

de exposición de las células HepG2 con 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 y 48h, se exploró la 

metilación. De acuerdo los resultados obtenidos, no se observaron cambios en la metilación 

del gen SOD-2 en las condiciones de estudio (24 y 48h) (Figura 4A y 4B). Sin embargo, se 

encontró metilado el gen GPx-1 en su estado basal, un hallazgo muy importante ya que no 

existen reportes del estado de metilación de este gen en la línea celular HepG2. El 

tratamiento de las células HepG2 con 1 y 3 µM CdCl2 por 24 h mostró la desmetilación del 

gen GPx-1 (Figura 4C), la metilación vuelve a recuperarse después del tratamiento por 48 h 

con 1 y 3 µM de CdCl2 (Figura 4D).  
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Figura 4. Metilación de los genes SOD-2 y GPx-1. Las células HepG2 fueron tratadas con 1 y 3 
µM de CdCl2 por 24 y 48 h. A, B, Metilación de SOD-2 (24 y 48h), C y D metilación de GPx-1 (24 y 
48h). Los experimentos se realizaron por triplicado. La presencia del producto de PCR visible en 
los carriles marcados con "U" indica el gen no metilado, mientras que la presencia de producto 
en los carriles marcados con "M" indica el gen metilado. NT, No tratadas. 



20 
 

4. Discusión 

El Cd es uno de los contaminantes más comunes en el ambiente. La exposición ambiental ha 

sido considerada un problema mundial que afecta a millones de personas. Diversos reportes 

indican que la exposición a dosis bajas de Cd (en el orden micromolar), está asociada con el 

riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cáncer entre ellos el 

de hígado. Uno de los mecanismos moleculares explorado en los últimos años es la capacidad 

de alterar la maquinaría epigenética.  

Algunos reportes revelan la metilación inducida por Cd en genes específicos: Benbrahim et al 

(2007)  en una línea celular de próstata (RWPE-1) expuestas por 10 semanas a 10 µM de 

CdCl2 encontró metilados los genes supresores de tumor RASFF1A y p16; Zhou et al., (2011) 

reportó metilación especifica de hMSH2, ERCC1, XRCC1 y hOGG1, genes que regulan la 

reparación del ADN en células epiteliales bronquiales humanas (16HBE) transformadas por 

Cd con 5, 10, y 15 µM/L durante tres meses. Existe poca evidencia acerca del efecto del CdCl2 

sobre la metilación gen específica. En el presente trabajo analizamos el efecto de la 

exposición al CdCl2, a concentraciones ambientalmente relevantes, sobre la metilación 

específica de genes con respuesta antioxidante como SOD-2 y GPx-1 en células de 

hepatocarcinoma HepG2. Las concentraciones empleadas fueron 0.5, 0.8, 1 y 3 µM, las 

cuales son comparables a concentraciones encontradas en tejido de hígado de personas 

ambientalmente expuestas (Hayashi et al., 2012, Baba et al., 2013, Yamanobe et al., 2015). 

Para analizar los efectos citotóxicos del CdCl2 determinamos la viabilidad celular en las 

células HepG2 expuestas a las concentraciones anteriormente mencionadas. No se 

observaron cambios significativos en la viabilidad a 0.5 y 0.8 µM por ninguno de los métodos 

empleados (el MTT y RN), sin embargo la exposición a 1 y 3 µM disminuyó la viabilidad en un 

45% y 20 %, respectivamente con respecto al control por el método del MTT, para no 

sobreestimar los resultados del MTT dado que puede ser sustrato de diversos sistemas 

endógenos con actividad oxido-reductora, los resultados fueron corroborados a través del RN 

dónde se observó un efecto citotóxico menor ya que hubo disminución en la viabilidad en 

menos del 20% en las células expuestas a 1 µM. Lawal et al., (2010) evaluó el efecto 

citotóxico de CdCl2 a  concentraciones de 5, 10 y 50 µM por 24h en HepG2 a través del MTT y 
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demostró que la concentración de 10 µM de CdCl2 disminuyó un 50% la viabilidad celular, 

datos que fueron reproducibles este trabajo (datos no mostrados). El ensayo MTT es uno de 

los métodos más usados para evaluar la citotoxicidad; sin embargo, puede subestimar la 

citotoxicidad real (Jo et al., 2015), debido a esto algunos autores optan por utilizar más de un 

ensayo de citotoxicidad para evaluar la viabilidad celular. Los resultados en este trabajo 

indican que las concentraciones subtóxicas de CdCl2 utilizadas no comprometen la viabilidad 

celular.  

Se sabe que uno de los principales mecanismos de toxicidad del Cd es la inducción de EO, 

este se define como una producción excesiva de ROS o la carencia de una respuesta 

adecuada por parte de los mecanismos antioxidantes; es decir, el EO es un desbalance óxido-

reductor intracelular con la constante oxidación de biomoléculas (Lawal et al.,2010, Cuypers 

et al., 2010, Skipper et al.,2016). Por otra parte, el Cd es un tóxico que puede modular los 

cambios en la expresión de diferentes genes en respuesta al EO (Cartularu et al., 2015, 

Madejczyk., et al., 2015). Se ha reportado que la exposición de 24 h y 3 semanas a 

concentraciones micromolares de Cd puede modular la expresión de genes como las 

metalotioneínas (MTs), CYP3A7, NT5E, y el gen de respuesta temprana al crecimiento (EGR1), 

glutatión S-transferasa theta 1 (GSTT1), todos ellos involucrados en la desintoxicación de 

metales y xenobióticos, metabolismo de drogas, proliferación, migración e invasión celular 

(Cartularu et al., 2015).  En este trabajo analizamos si el CdCl2 modula la expresión de genes 

con respuesta antioxidante tales como SOD-2 y GPx-1, los cuales participan en mantener el 

equilibrio redox celular. La enzima SOD cataliza el anión superóxido (O2
.-) a peróxido de 

hidrógeno (H2O2), el cual es convertido posteriormente a H2O por la enzima GPx. La 

importancia de estos genes radica en la protección que ejercen a la célula para 

salvaguardarla  del daño oxidativo, regulando y neutralizando las ROS. Se analizaron los 

niveles del ARNm a las concentraciones indicadas en tiempos de 24 y 48 h. Los resultados 

mostraron una disminución en el ARNm de SOD-2 en todas las concentraciones empleadas 

con respecto a las 24 h (Figura 2A), sin embargo a las 48 h de exposición a CdCl2 los niveles 

del ARNm aumentaron significativamente (Figura 2B).  
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En contraste los niveles de expresión del ARNm de GPx-1 se encontraron aumentados con 

respecto al control después de la exposición a partir de las 24 h en todas las concentraciones 

empleadas, este aumento se mantiene aún a las 48 h (Figura 2C y 2D). La GPx-1 es una 

enzima encargada de dismutar el H2O2 a oxígeno (O) y agua (H20), es otra de las enzimas que 

interviene en la protección celular contra el EO.  

Sabemos que cuando la producción celular de ROS excede la capacidad antioxidante de una 

célula, se genera un daño a macromoléculas celulares como lípidos, proteínas y el ADN (Min 

et al., 2012). Sin embargo, los niveles bajos de ROS actúan como segundos mensajeros y 

promueven la expresión de diversos mecanismos de defensa contra el EO (Sauer et al., 

2001). La primera etapa crucial en la defensa contra las ROS implica la activación del factor 

nuclear 2 (derivado de eritroide-2, NRF2) que promueve la expresión de antioxidantes como 

SOD-2 y 3 y glutatión (GSH) por unión a los elementos de respuesta antioxidante (ARE) que 

responden a la presencia de ROS intracelulares (Dinkova-Kostova et al., 2005). Si el 

mecanismo de defensa contra las ROS es insuficiente, en consecuencia la célula induce 

cambios en la expresión de genes antioxidantes como lo sugiere a las 48 h sugiriendo una 

respuesta adaptativa de la célula ante la presencia de Cd (Figura 2A, B). (Deferme et al., 

2013). 

Para demostrar que los cambios en la expresión del ARNm de SOD-2 y Gpx-1 fue mediado 

por las ROS, se investigó la producción de ROS en las células HepG2 expuestas a 0.5, 0.8, 1 y 3 

µM de CdCl2, la presencia de ROS se determinó a través de citometría de flujo. Como se 

muestra en la figura 3 no hay un aumento en los niveles de ROS a las 24 h después del 

tratamiento con CdCl2 a ninguna de las concentraciones empleadas; sin embargo a las 48 h se 

observó un aumento significativo en los niveles de ROS, es conveniente mencionar que si 

bien no se detectaron ROS a las 24 h no significa que no se hayan producido a tiempos más 

cortos de exposición. Se reconoce que el EO inducido por el Cd, está relacionado con la 

inhibición de enzimas antioxidantes como la CAT, la glutatión reductasa (GR), la GPX, la 

ascorbato peroxidasa y la SOD dando como resultado la acumulación de ROS. En la línea 

celular (CRL-1439) derivadas de hígado de rata (Ikediobi et al., 2004) y en cultivo primario de 

hepatocitos de rata (Liu et al., 2011) expuestas a CdCl2, encontraron un incremento en la 
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generación de ROS y una disminución tanto en el contenido de glutatión (GSH) como en las 

actividades de la GPx, catalasa (CAT) y glutatión reductasa (GR).  Los resultados de nuestro 

trabajo mostraron una desregulación en los niveles de expresión de genes como SOD-2 y 

GpX-1 que responden a un ambiente de EO, por lo que estos cambios pueden ser inducidos 

por las ROS (Figura 2, Figura 3). Esto sugiere que la alteración en la expresión del ARNm de 

genes antioxidantes en respuesta a la producción de ROS están inducidas por CdCl2 (Huang et 

al.,2008, Lawal et al., 2010). Se han propuesto varios mecanismos de toxicidad para Cd, 

incluyendo la generación de EO, alteración en la expresión de genes y alteración en la 

metilación global del ADN (Huang et al., 2008, Lawal  et al., 2010, Sarkar et al., 2013, 

Cartularu et al., 2015). Son pocos los estudios que han evaluado la metilación específica de 

genes, uno de ellos realizado por Ronco y col. reportó que la exposición de las células de 

coriocarcinoma humano JEG-3 a 0.5 y 1 µM de Cd por 24 h promueve la hipometilación gen 

específica de HSD11B2 (Ronco et al., 2010); otro estudio realizado por Zhou et al., (2012) 

determinó el efecto de Cd sobre la metilación de los genes reparadores del ADN, hMSH2,  

ERCC1, XRCC1 y hOGG1 en la línea celular epitelial bronquial humana (16HBE), las células 

fueron expuestas de manera crónica por 3 a 4 meses de 5 a 15 µM de CdCl2 y sus hallazgos 

revelaron una hipermetilación de los 4 genes. Hasta el momento no se ha explorado la 

metilación específica en genes con respuesta antioxidante causada por la exposición a 

tóxicos, pero existe una evidencia de glutatión S-transferasa (GSTP1), un gen de fase II que 

participa en la desintoxicación de diversos xenobióticos, juega un papel esencial en el 

mantenimiento de la integridad y protección contra el ADN, catalizando la conjugación del 

glutatión a una amplia variedad de sustratos electrofílicos. Tal es el caso del gen GSTP1, que 

se caracteriza por tener una región codificante controlada por una larga isla CpG situada en 

el inicio de la región promotora, esta característica lo convierte en un gen blanco de 

modificaciones epigenéticas, como la metilación. En diversos tipos de cáncer se ha 

encontrado hipermetilada su región promotora y en consecuencia el silenciamiento de 

GSTP1, estos hallazgos han llevado a proponerlo como un biomarcador para la detección y 

prognosis del cáncer (Schnekenburger et al.,2014). Esta evidencia nos dio la pauta para 

estudiar la metilación de otros genes con función antioxidante, SOD-2 y GPx-1, además de 



24 
 

que estos genes pueden ser regulados vía metilación (Becuwe et al.,2014, Min et al.,2012 ); 

hay evidencia que indica que Cd altera los patrones de metilación, es por ello que se exploró 

el estado de metilación de SOD-2 y GPx-1 en la línea celular HepG2 expuesta a 

concentraciones micromolares de Cd por 24 y 48 h (Figura 4). Los resultados del estado de 

metilación del gen SOD-2 revelaron que la exposición a 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 h no altera 

los patrones de metilación dado que no se observan cambios en la intensidad de las bandas 

metiladas con respecto a las células control (Figura 3A), incluso la metilación de SOD-2 

evaluada a 48 h se mantiene sin cambios comparado con su respectivo control (Figura 3B), 

los resultados indican bajo estas condiciones de trabajo que el Cd no altera el patrón de 

metilación de SOD-2. La metilación de GPx-1 mostró un panorama distinto a lo observado en 

SOD-2, en condiciones basales se encontró metilado el promotor del gen GPX-1 en la línea 

celular HepG2, al término del tratamiento con 1 y 3 µM de CdCl2 por 24 h esta metilación 

desaparece (Figura 4C) mientras que a 48 h, las concentraciones 1 y 3 µM de CdCl2 

restablecen el estado metilado de GPx-1 (Figura 4D), los resultados sugieren que el CdCl2 

induce la metilación de GPx-1; Min et al., en el 2012 examinó la asociación del silenciamiento 

y la metilación del promotor de GPx-3 y GPx-1 en células de cáncer gástrico y encontró una 

hipermetilación aberrante de la región promotora de GPx-3 y GPx-1 como un mecanismo de 

desregulación de la expresión del ARNm. Los resultados encontrados en este estudió 

muestran la primera evidencia de que el CdCl2 module la expresión de genes con respuesta 

antioxidantes a través de mecanismos epigenético específicamente la metilación.  

En este trabajo determinamos que la exposición al CdCl2 a concentraciones ambientalmente 

relevantes no generó citotoxicidad, solo a partir de concentraciones de 3 µM en las células 

HepG2. La exposición a concentraciones micromolares de CdCl2 indujo cambios en la 

expresión de los genes SOD-2 y GPx-1 y que estos cambios fueron en respuesta a la 

producción de ROS a las 48 h.  Así mismo la exposición a CdCl2 puede inducir cambios en la  

metilación de GPx-1, un gen clave en la función antioxidante. 
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Anexos 
 

Tabla 1 

Secuencia de primers usados en la RT-PCR 

Gen                                               Secuencias RT-PCR 

SOD-2 

AS  5’-CCATTGAACTTCAGTGCAGGCTG-3’ 

S 5’-AAGCACCACGCGGCCTACG-3’ 

GPx-1 

AS 5’-AAGGTACTACTTATCGAGAATGTG-3’ 

S 5’GTCAGGCTCGATGTCAATGGTCTG-3’ 

AS: Antisentido, S: Sentido. 

 

Tabla 2 

Secuencia de primers usados en la PCR-SM 

Gen                                                      Secuencias  PCR-SM 
Tamaño 

del producto 

SOD-2 

M-AS 5´-TTCGTTTTT TTTAGGAACGGTTAC-3´ 114 pb 

M-S 5´-CCTACCCCTAAATTTTAATTACGCT-3´ 

UM-AS 5´-TTGTTTTTTTTAGGAATGGTTATGG-3´ 114 pb 

UM-S 5´-CCTACCCCTAAATTTTAATTACACT-3´ 

GPx-1 

M-AS 5´-GAGGCGGGATTTTTAGGTTC-3´ 154 pb 

M-S 5´-CTAACCGAACAACACACATAACG-3´ 

UM-AS 5´-ATGAGGTGGGATTTTTAGGTTT-3´ 152 pb 

UM-S 5´-ACCAAACAACACACATAACACA-3´ 

M-AS: Metilado antisentido, M-S:Metilado sentido. 
UM-AS: No metilado antisentido, UM-S:No metilado sentido 
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Figura 1 complementaria 

Islas CpG de la región promotora de los genes SOD-2 y GPx-1  
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