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1. CAPITULO I: INTRODUCCIÓN 

1.1. La expresión génica y la epigenética 

La complejidad del ser humano se concentra en los más de 30000 genes que 

componen nuestro genoma, almacenando la información necesaria para la 

expresión de macromoléculas en espacio y tiempo específicos, permitiendo el 

mantenimiento del fenotipo celular [1].  La regulación de la expresión génica 

envuelve la modificación de la  estructura compleja del ADN nuclear, alterando la 

complejidad del enrollamiento de la doble hebra en un octámero de proteínas 

histonas como parte de la unidad básica de la cromatina: el nucleosoma [2, 3].  

El nucleosoma fue descrito por el premio nobel de química en 1974, Roger 

Kornberg [3],  y está compuesto por un octámero de cuatro proteínas llamadas 

histonas (H3, H4, H2A y H2B), proteínas muy básicas alrededor de las cuales se 

enrollan 147 pares de bases de ADN dando 1,65 vueltas y cuya estructura se 

interconecta con los nucleosomas adyacentes mediante la histona H1. Las 

histonas se caracterizan por dos dominios principales: una región central plegada, 

que interactúa con el DNA, formada por una α-hélice larga flanqueada por dos α-

hélices cortas, y un dominio N-terminal poco estructurado, de 15 a 30 residuos, 

denominado “cola de histona” y el cual es blanco de modificaciones post-

transcripcionales que afectan la estructura de la cromatina y su función [3-6]. Así 

pues, las modificaciones de la cromatina representan el principal nivel de 

regulación para todos los procesos metabólicos del ADN, entre los que se incluyen 
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la transcripción, recombinación, reparación del ADN, replicación, formación del 

centrómero, división celular, y en conjunto todas las señales biológicas que dan 

lugar a las respuestas moleculares que permiten conservar la homeostasis de las 

células. 

La epigenética, entendida como aquellos fenotipos estables y heredables que 

resultan de cambios a nivel cromosómico sin afectar la secuencia primaria del 

ADN, involucra la modificación de la estructura de la cromatina, como resultante 

de la adición/remoción de grupos funcionales covalentes a las histonas y el ADN 

[7]. En este marco, variaciones en la estructura o grado de compactación de la 

cromatina llevan a la regulación de la expresión de los genes asociados a una 

región específica del genoma, al facilitar o dificultar el acceso de las proteínas 

nucleares requeridas para tal proceso.  

1.2. Modificaciones epigenéticas 

Estos mecanismos involucran alteraciones como la metilación del ADN sobre el 

carbono 5' de la citosina en regiones ricas en los di-nucleótidos CpG, así como 

modificaciones post-traduccionales de las histonas, incluyendo la metilación, 

citrulinación y ADP-ribosilación de arginina (esta última también presente sobre 

residuos de ácido glutámico, aspártico, asparragina y lisina); metilación, 

acetilación, biotinilación, ubiquitinación y sumolización de lisina; fosforilación de 

serina, tirosina y treonina, y la isomerización cis-trans de la prolina (Figura 1) [4, 8-

10]. Por otra parte, junto con la actividad enzimática de los diferentes grupos de 

proteínas encargadas de estas modificaciones, se ha descrito la importancia de 
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secuencias de ARN no codificantes, los cuales tienen la capacidad de regular la 

expresión génica a nivel transcripcional, post-transcripcional y epigenético [11], 

junto con su asociación con el mantenimiento de la homeostasis celular, 

relacionada con diferentes alteraciones en los perfiles de expresión de estas 

macromoléculas los cuales han sido observados en el desarrollo de gran número 

de patologías como Alzheimer, Hungtinton, Parkinson, afecciones 

cardiovasculares, y cáncer de seno y vejiga [12].  

Cada una de estas modificaciones tiene su efecto característico sobre el nivel de 

expresión de un gen. En el caso de las modificaciones post-traduccionales de las 

histonas, mientras la adición de grupos acetilo se relaciona con activación de la 

transcripción, la metilación de lisina puede asociarse con la activación o represión 

en función del residuo metilado y el grado de metilación, dando nacimiento al 

llamado “código de histonas”. Frente a la importancia de estos fenómenos de 

regulación, se ha descrito ampliamente la influencia de alteraciones en las 

diferentes rutas que los involucran así como en las proteínas asociadas a dichos 

mecanismos de regulación en el desarrollo de un gran número de enfermedades, 

incluyendo afecciones a nivel neurológico, endocrino, y aquellas capaces de 

alcanzar un carácter sistémico como el cáncer [13-17].  

En consecuencia, grandes esfuerzos se han dirigido a la identificación y 

caracterización de los diferentes reguladores epigenéticos cuyo fenotipo ha sido 

alterado en líneas tumorales, con el fin de identificar blancos terapéuticos 

potenciales para el desarrollo de nuevas y más eficientes estrategias de 
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tratamiento contra el cáncer a nivel de las ADN metil-transferasas [18-20], histona 

acetil transferasas/deacetilasas [20-26], e histonas metil transferasas/demetilasas 

[27-31]. 

 

Figura 1. Modificaciones post-traduccionales de las histonas H1, H2A, H2B, H3 y H4 que 

participan en regulación epigenética. Se presentan los aminoácidos en código de una letra según 

su modificación característica y la enzima responsable de la misma (en azul): isomerización ( ▲ ), 

fosforilación ( ● ), ubiquitinación ( ● ), acetilación ( ♦ ) o metilación (  ■ ). Las histonas demetilasas 

se presentan en rojo junto a los residuos de lisina blanco de su actividad.  
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1.2.1. Modificaciones del ADN: Metilación.  

Consiste en la adición de un grupo metilo (CH3) al ADN, principalmente en 

regiones ricas en residuos de citosina-guanina (llamadas islas de dinucleótidos 

CpG, donde “p” hace referencia al grupo fosfato que los une) [32, 33]. Esta 

modificación asociada con la represión de la transcripción es mediada por las ADN 

metiltransferasas, se presenta en las zonas reguladoras de la expresión génica, y  

alteraciones en su patrón normal de metilación pueden inducir la expresión 

aberrante de genes en los diferentes tejidos en los que se encuentran silenciados; 

por ejemplo, se ha observado frecuentemente una reducción en los niveles de 

metilación del ADN en las regiones reguladoras de genes comprometidos en el 

desarrollo de tumores del colon, páncreas, estómago, hígado, pulmón, riñón, 

cérvix y seno [34, 35]. De esta forma la hipometilación puede favorecer la 

inestabilidad genómica, especialmente en regiones próximas a los centrómeros y 

subteloméricas, resultando en la pérdida de heterocigocidad y la inadecuada 

expresión de genes que hacen parte de la heterocromatina facultativa. 

La metilación del ADN está catalizada por distintas familias de ADN 

metiltransferasas (DNMTs) formando 5’-metil-citosina. Durante la fase S, las 

DNMTs copian el patrón de metilación de la hebra parental a la hebra hija del 

ADN, de forma que la metilación se hereda tras la división celular [33]. Existe una 

relación funcional entre metilación del ADN y las modificaciones postraduccionales 

de las histonas, ya que se ha demostrado la participación de proteínas de unión al 

ADN metilado (Methyl-CpG-binding domain proteins, MBD) en el 
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reclutamiento/inhibición de los complejos proteicos con actividad histona 

deacetilasa e histona metiltransferasa en la cromatina [36, 37]. Estas regiones 

suelen estar hipo-acetiladas e hiper-metiladas en residuos específicos de histonas 

como H3K9 y H3K27 mientras que los promotores de genes activos, no metilados, 

presentan hiperacetilación de H3 y H4 y metilación de H3K4.  

 

N

NH

NH2

O

CH3
N

NH

NH2

O

ADN metiltransferasa
+ S-adenosilmetionina + S-adenosilhomocisteína

 

Figura 2. Patrón de la Metilación del ADN. La ADN metiltransferasa adiciona un grupo metilo al 

heterociclo presente en la citosina, empleando S-adenosilmetionina como fuente del grupo a 

adicionar. 

1.2.2. Modificaciones epigenéticas de las proteínas  

  

1.2.2.1. Citrulinación 

 

La citrulinación consiste en la conversión de un residuo de arginina de una 

proteína en un residuo de citrulina. Las enzimas encargadas de esta conversión 

son las peptidilarginin deaminasas, mediante la substitución de un grupo cetiimino 

por un grupo ceto. La citrulinación de proteínas representa un blanco de ataque 

para el sistema inmune, y ha sido ampliamente asociada con el desarrollo de 

enfermedades de tipo reumatoide [38-40]. 
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Figura 3. Citrulinación de proteínas. La enzima peptidilarginil deaminasa elimina el grupo amino 

terminal de la arginina, convirtiendo este aminoácido en un residuo de citrulina.  La modificación de 

la carga positiva de este residuo altera los perfiles de interacción de este residuo con otras 

moléculas. 

1.2.2.2. Ribosilación. 

 

La ADP-ribosilación es una modificación post-traduccional que implica la adición 

de uno o más grupos ADP a residuos de arginina, y participa en procesos de 

apoptosis, respuesta al daño al ADN, proliferación celular, transducción de señales 

y transcripción, entre otros.  Estas modificaciones son catalizadas por la familia de 

enzimas ADP-ribosiltransferasas, que transfieren uno o varios grupos ADP-ribosil 

a un residuo de arginina, lisina, cisteína, acido glutámico, acido aspártico y 

asparragina [41].  



19 
 

 

Figura 4. ADP-ribosilación de arginina. Las enzimas ADP-ribosil transferasas emplean 

nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+, parte superior de la figura) como molécula donante, en la 

cual el rompimiento del enlace entre la nicotinamida y la ribosa produce un ion oxonio. Que facilita 

el ataque nucleofílico del residuo de arginina. El residuo es entonces adenilado, liberando 

nicotinamida   

1.2.2.3. Fosforilación 

 

Los procesos de fosforilación a nivel de los residuos de serina, treonina y tirosina 

en gran número de proteínas son de gran importancia en las cascadas de 

transducción de señal dependientes de quinasas (enzimas que adicionan el grupo 

fosfato) y fosfatasas (enzimas que retiran el grupo fosfato) [42], y su alteración se 

encuentra asociada con el desarrollo de diferentes enfermedades metabólicas y 
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degenerativas entre las que se cuentan la diabetes tipo II, hiperplasia y 

Enfermedad de Alzheimer [43]. 
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Figura 5. Fosforilación de serina. La transferencia de un grupo fosfato empleando una molécula de 

ATP como fuente es facilitada por serin/treonin proteina quinasas en presencia de Mg2+. 

1.2.2.4. Isomerización cis-trans 

 

La isomerización cis-trans de la prolina regula la cinética de plegamiento molecular 

de las proteínas, en función de la diferencia en la repulsión estérica alrededor del 

enlace peptídico. Durante la síntesis proteica, los ribosomas incorporan los 

residuos de prolina exclusivamente en su forma trans, la cual puede ser 

modificada por la acción de la familia de enzimas peptidil-prolil isomerasas [44]. 
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Entre las proteínas blanco de esta modificación se encuentran importantes 

factores en el desarrollo de desórdenes psiquiátricos, neurodegeneración, 

infecciones virales y cáncer, lo que ha despertado gran interés en la búsqueda de 

inhibidores específicos para modular la actividad de esta familia de enzimas con 

fines terapéuticos [45, 46].  

 

Figura 6. Isomerización cis-trans prolina. Debido a su estructura única, la prolina es el único alfa 

aminoácido con la capacidad de cambiar su configuración cis -trans en torno al enlace peptídico 

que esta forma al interior de péptidos y proteínas, alterando así la estructura de la macromolécula.   

1.2.2.5. Ubiquitinación. 

 

La ubiquitina es una proteína altamente conservada de 76 aminoácidos 

comúnmente adicionada al amino épsilon de un residuo de lisina de la proteína 

blanco. Esta modificación puede realizarse en diferentes residuos de lisina 

(multiubiquitinacion) o mediante la adición de dos o más moléculas de ubiquitina 

sobre el mismo residuo (poliubiquitinacion). La ubiquitinación ha sido ampliamente 

asociada con el marcaje de proteínas para su acortamiento o degradación por 

parte del proteasoma, así como participa en procesos de respuesta inmunológica, 

inflamación, transcripción, reparación del ADN, biogénesis y desarrollo celular, 
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entre otros [47-50]. En adición, defectos en las ubiquitina ligasas han sido 

asociadas con diferentes patologías incluyendo atrofias musculares, múltiples 

formas de neoplasia, alteraciones del sistema inmune, infecciones virales, entre 

otros [51-54]. 

O

R

NH

R

NH2

+ Ubiquitina (Ub)

Ub

O

O

R

NH

R

NH

E1/E2/E3

Enzimas de activación, 

conjugación y ligación

 

Figura 7. Ubiquitinación de la Lisina por acción de las enzimas de activación (E1), conjugación 

(E2) y ligación (E3). El proceso puede repetirse en múltiples residuos de la proteína a ubiquitinar. 

1.2.2.6. Sumolización 

 

Las proteínas SUMO (small ubiquitin-related modifiers) son macromoléculas de 

estructura similar a la ubiquitina, y las cuales, a diferencia de la marcación hacia la 

degradación proteosómica dirigida por la ubiquitina, dirigen diferentes procesos 

incluyendo la importación de proteínas al núcleo, transcripción, apoptosis, 

senescencia y estabilidad proteica [55]. Alteraciones en la regulación de esta 

modificación post-traduccional ha sido asociada con desórdenes neurológicos, 

cáncer, infecciones virales, entre otros [56-59]. 
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Figura 8. SUMOlización de lisina. La adición de la familia de proteínas SUMO comparte un 

mecanismo similar al proceso de ubiquitinación, catalizada de igual manera por complejos 

enzimáticos de activación, conjugación y ligación. 

1.2.2.7. Acetilación 

 

La acetilación de histonas tiene lugar en múltiples residuos de lisina y es llevada a 

cabo por varios tipos de enzimas conocidos como HATs (Histone acetilases). La 

mayoría de las HATs forman parte de grandes complejos multiproteicos y se 

agrupan en distintas familias como GNAT, MYST, CBP/p300, etc. Los miembros 

de la familia Gcn5/PCAF (GNAT) funcionan como coactivadores de distintos 

activadores de la transcripción. Contienen un dominio acetil-transferasa y un 

bromo-dominio, por el que se unen a los residuos de acetil-lisinas, el cual fue el 

primer dominio de unión a histonas caracterizado estructuralmente. En adición, la 

familia p300/CBP también ha sido extensamente estudiada, siendo reguladores 

más globales de la transcripción [60, 61]. 
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La deacetilación de histonas por el contrario se correlaciona con compactación de 

la cromatina y represión transcripcional. Hay varias familias de histonas 

deacetilasas (HDAC): clase I (HDAC 1, 2, 3 y 8), clase II (HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10), 

clase IV (HDAC 11) y la clase III NAD-dependiente de la familia SIRT (sir-tuinas). 

Las HDAC de clase I, las histona-deacetilasas más conocidas, están presentes en 

numerosos complejos de represión junto con co-represores como el correceptor 

de receptor nuclear 1 (NcoR),  correceptor de receptor nuclear 2/mediador de los 

receptores de hormona tiroidea y retinoides  (SMRT), factor mieloide similar a 

ELF-1 (MEF), proteína de unión a metil CpG (MeCP2), proteína con hélices 

emparejadas anfipáticas (Sin3A), entre otros, que son atraídos a regiones 

específicas de la cromatina para reprimir la expresión génica  [60, 61].  

Esta modificación sucede específicamente en aminoácidos básicos como lisina y 

arginina, y las proteínas involucradas en la conservación/eliminación del grupo 

acetilo han sido ampliamente estudiadas como blancos terapéuticos en el 

tratamiento de diferentes tipos de patologías como cáncer (de próstata, pulmón, 

gliobastomas, entre otros), enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes [62-

65].  

La importancia de la acetilación está directamente asociada a su conocido papel 

en la regulación de la expresión génica. Siendo una de las modificaciones 

postraduccionales más ampliamente estudiadas, se ha determinado que en 

presencia de hiper-acetilacion, las histonas interactúan débilmente con el ADN y la 

cromatina se encuentra transcripcionalmente activa, mientras que la cromatina 
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hipo-acetilada se encuentra silenciada debido a la unión fuerte entre los grupos 

amino de la lisina y los grupos fosfato del esqueleto estructural del ADN  

O

R

NH

R

NH2

O

CH3

O

R

NH

R

NH

Acetilación: Histona 

acetiltransferasas

Deacetilación: Histona 
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Figura 9. Acetilación/Deacetilación de Lisina en histonas. Representación esquemática de la 

reacción que controla la acetilación-deacetilación. 

1.3. Metilación de histonas 

 

En gran parte de procesos celulares, las modificaciones covalentes inducidas por 

metilación involucran aminoácidos de carácter básico como arginina, histidina y 

lisina. En las histonas, los residuos de arginina pueden ser estos residuos pueden 

ser mono o dimetilados de manera simétrica o asimétrica, mientras que la lisina 

puede ser encontrada en su forma mono, di o trimetilada. 
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Figura 10. Patrones de metilación de a. arginina y b. lisina. En función de su estructura, la mono-

metilación de la arginina puede generar diferentes estructuras sobre el extremo terminal de este 

aminoácido. En el caso de la lisina, el grupo amino terminal puede ser mono, di o trimetilado, 

generando diferentes efectos sobre la estructura e interacción de la proteína blanco de estas 

modificaciones. 

 

Como parte de las modificaciones post-transcripcionales de las histonas, la 

metilación se consideró por amplio tiempo como una marca estable e irreversible 



27 
 

de la cromatina, tomando en cuenta que las tasas de cambio en esta modificación 

eran comparables con los de las mismas histonas [66]. Sin embargo, en el año 

2004 Shi et al. describieron el mecanismo de acción de la primera demetilasa 

específica a lisina (LSD-1), también conocida como KDM-1 (Lysine (K) 

demethylase 1), rompiendo el paradigma de la metilación irreversible y abriendo 

un nuevo panorama en la investigación de estas proteínas y su asociación con los 

mecanismos epigenéticos de regulación [67].  

La aparición de nuevas tecnologías de secuenciación y análisis han permitido la 

identificación del patrón de metilación de las histonas en el genoma humano [68], 

permitiendo a su vez establecer  asociaciones entre el fenotipo celular y la 

metilación-demetilación como parte del desarrollo celular y en procesos 

relacionados con la aparición de diferentes patologías. Al interior del nucleosoma, 

las histonas H3 y H4 son los principales blancos de estas modificaciones, cuyas 

alteraciones han sido asociadas con el desarrollo de diferentes formas del cáncer 

[69].  La adición de grupos metilo a estos componentes del nucleosoma es 

catalizada por diferentes enzimas agrupadas en tres clases principales: a) histona 

metil-transferasas específicas de lisina conteniendo el dominio SET. Son las 

responsables de las metilaciones en las histonas H3 (residuos K4, K9, K27, K36) y 

H4 (K20); b) lisina metil-transferasas sin dominio SET, que metilan a H3K79 y c) 

arginina metiltransferasas que metilan distintos residuos de arginina en las 

histonas H3 y H4 [70, 71].  

Dichas observaciones han despertado un gran interés en la caracterización de las 
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diferentes proteínas asociadas a la regulación epigenética de la metilación de las 

histonas, entre las cuales las recientemente descritas histona demetilasas han 

tomado un papel protagónico como blancos prometedores para futuros 

tratamientos contra las células tumorales. Tras su descubrimiento, se ha 

adelantado un gran esfuerzo en la identificación y caracterización de las diferentes 

proteínas con actividad demetilasa sobre residuos de las histonas. Las principales 

proteínas descubiertas a la fecha son aquellas pertenecientes a la superfamilia 

amina oxidasa, enzimas dependientes de flavin adenina dinucleotido (FAD) como 

cofactor, y la superfamilia oxigenasa, cuya actividad demetilasa es dependiente de 

Fe(II) y α-cetoglutarato, asociada con la presencia de un dominio característico 

denominado Jumonji, familias que serán analizadas en detalle a continuación. 

1.3.1. Amina Oxidasas 

Este grupo de proteínas con actividad dependiente de FAD presenta dos 

miembros principales: KDM-1A y KDM-1B. Los miembros de esta familia catalizan 

la oxidación y degradación de monoaminas como los neurotransmisores y algunas 

poliaminas como espermidina, cadaverina o putrescina. Su mecanismo de 

actividad involucra la transferencia de un hidrogeno de un grupo metilo de una 

lisina mono- o di-metilada para producir un intermediario imino que posteriormente 

libera una molécula de formaldehído y el producto demetilado (Figura 11). 
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Figura 11. Mecanismo de acción de las Amina oxidasas. Esta familia de enzimas emplea FAD 

como cofactor, generando un intermediario imino que permite la remoción de grupos metilo a partir 

de residuos mono- o di-metilados de lisina, liberando formaldehído como subproducto.  

 

KDM-1A, también conocida como LSD-1 (Lysine Demethylase-1), corresponde a 

la primer histona demetilasa en ser descubierta [67] y su actividad está dirigida 

sobre las formas mono- y dimetilada de la lisina 4 de la histona 3. Esta importante 

proteína participa en una gran variedad de procesos biológicos incluyendo la 

formación de órganos durante el desarrollo embrionario, hematopoietico, neuronal 

y osteogénico [72], y ha sido asociada con el crecimiento tumoral y metástasis en 

diferentes tipos de cáncer como neuroblastoma [73], cáncer colorectal [74], 

leucemia [75], cáncer de seno [76] cáncer de próstata [77], entre otros.  

Por otra parte, la función biológica de KDM-1B es desconocida aun en gran 

medida. Principalmente se ha descrito su importancia como enhancer de la 

transcripción de regiones de la cromatina con alto nivel de codificación génica [78] 

y en el mantenimiento de la impronta genómica materna [79, 80], con una posible 

relevancia biológica en la proliferación y desarrollo del cáncer de seno [81]. 
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1.3.2. Oxigenasas: Jumonji-Containing Domain Proteins  

 

En contraste con la actividad mono- y di-metilasa de los miembros de la familia 

amina oxidasa, las proteínas con actividad oxigenasa presentan la capacidad 

única de eliminar grupos de la forma trimetilada de la lisina, mediante la formación 

de un intermediario hidroximetil que permite la eliminación del metilo como 

formaldehído (Figura 12). 
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Figura 12. Mecanismo de acción de los miembros de la familia Oxigenasa. Estas proteínas 

emplean alfa-cetoglutarato como cofactor y en presencia de oxígeno producen un intermediario 

hidroximetil, que les permite realizar su actividad demetilasa sobre residuos tri -metilados de lisina. 

 

Los miembros de esta familia de proteínas comparten como característica principal 

la presencia del dominio jumonji, descrito en 1995 por Takeuchi y colaboradores 

en la recién descubierta proteína jmj, y cuyo nombre deriva de la forma anormal 
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del surco neural en ratones mutantes en jmj, el cual adopta una estructura 

cruciforme, que en japonés traduce Jumonji [82]. 

Se han descrito dos dominios jumonji presentes en los miembros de esta familia 

de proteínas, jmjN y jmjC. Entre las más de 100 proteínas descritas en diferentes 

especies con estos dominios, se ha identificado que bien pueden poseer solo el 

dominio jmjC o ambos dominios en su estructura [83, 84]; siendo este dominio 

jmjC el responsable de la actividad demetilasa de estas proteínas modificadoras 

de histonas.  

Junto con la presencia de los dominios característicos, diferentes regiones de 

importancia han sido descritas en las proteínas parte de la familia jumonji. Algunos 

de estos incluyen el dominio ARID  de unión a ADN; dominios de interacción 

proteína-proteína como el TPR (del inglés tetratico-peptide repeat), Tudor, F-BOX 

y LRR-1 like (Leucine-rich repeats); dominios de unión proteína-ADN como el PHD 

(plant homeodomain) y dedos de zinc (ZF, zinc finger) [84, 85] (Figura 13). 

La actividad de la familia de proteínas jumonji se centra en la demetilación de los 

residuos tri- y di-metilados de lisina 9, 27 y 36 de la H3, lisina 20 de la H4 y lisina 

26 de H1.4, junto con la actividad hidroxilasa reportada para algunas proteínas de 

este grupo [85]. Estas proteínas participan en diversos procesos a nivel 

metabólico, desarrollo, biosíntesis e hipoxia [71, 86, 87], despertando gran interés 

como blancos terapéuticos tomando en cuenta la asociación entre la demetilación 

de histonas y el desarrollo de un gran número de patologías neurodegenerativas 

como alzheimer [88, 89], enfermedades autoinmunes [90]  y cáncer [4, 91, 92].   
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Figura 13. Relación estructural de diferentes miembros de la familia jumonji. Figura tomada de 

Takeuchi y colaboradores [84], se indican los diferentes miembros de esta familia reportados en 

humanos, Drosophila y levaduras en un árbol de unión de vecinos, junto con una representación 

esquemática de cada proteína indicando los dominios característicos de cada cluster en un color 

característico arbitrariamente asignado, según las abreviaturas previamente descritas. 
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Esta importante familia de proteínas se ha dividido en 7 subfamilias según su 

actividad y características estructurales. La subfamilia KDM1 (JMJD3) 

corresponde a aquellas proteínas con actividad amina oxidasa, mientras que las 

subfamilias KDM2-KDM7 incluyen las proteínas jmjC asociadas con actividad 

demetilasa, clasificadas en función de sus principales características estructurales, 

así como dominios funcionales (Tabla 1).   

1.3.2.1. Histona demetilasas de la familia KDM4 

Entre estas subfamilias, los miembros que conforman el grupo KDM4 han 

despertado gran interés por su participación en la demetilación de la lisina 

trimetilada 9 y 36 de histona 3, implicadas en procesos de diferenciación y 

supervivencia de células embrionales [93], respuesta al daño del ADN [94] y 

regulación de procesos de amplificación génica y disrupción del fenotipo de 

expresión celular en gran variedad de neoplasias [95-97]. A continuación, se 

describirán los principales hallazgos y características de las enzimas KDM4A, 

KDM4B, KDM4D y KDM4E, como parte inicial del análisis de la proteína blanco del 

presente estudio, KDM4C (JMJD2C). 
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Subfamilia Proteína NCBI 

Accessi

on 

Blanco catalítico Modelo estructural 

KDM2 (FBXL) KDM2A 22992 H3K36, p65  
KDM2B 84678 H3K36, H3K4me3 

KDM3 

(JMJD1) 

 

 

KDM3A 55818 H3K9 

 KDM3B 51780 H3K9 

KDM3C 

(JMJD1C

) 

221037 H3K9,MDC1 

KDM4 

(JMJD2) 

KDM4A 9682 H3K9, H3K36,H1.4K26 
 KDM4B 23030 H3K9, H3K36,H1.4K26 

KDM4C 23081 H3K9, 

H3K36,H1.4K26,Pc2 
KDM4D 55693 H3K9, H3K36,H1.4K26  
KDM4E 390245 H3K9 

KDM5(JARID) 

KDM5A 5927 

H3K4  KDM5B 10765 

KDM5C 8242 

KDM5D 8284 

KDM6 
KDM6A 7403 

H3K27  KDM6B 23135 

KDM6C 7404 

KDM7 
KDM7A 80853 H3K9, H3K27, H4K20 

 KDM7B 23133 H3K9,H4K20 

KDM7C 5253 H3K9, H3K27, 

H4K20me3, ARID5B 
 

Tabla No. 1. Características principales de las proteínas KDM. Se presenta la identificación del gen 

correspondiente a cada proteína, junto con sus blancos catalíticos principales y un modelo 

estructural de una proteína representativa (marcada con asterisco) para cada grupo. Dominios: 

jmjN (   ), jmjC (   ), LRR (   ), Zf (    ), Tudor (   ), PHD (  ), ARID (   ), TPR (  ). Adaptada de 

Markolovic y colaboradores [85]. 
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1.3.2.1.1. KDM4A 

KDM4A, también conocida como JMJD2A o JHDM3A, es una proteína de 1063 

aminoácidos que contiene un dominio jmjN, un dominio jmjC, dos dominios 

TUDOR y dos dominios PHD (Tabla 1). Se ha descrito ampliamente su 

amplificación en gran número de carcinomas de células escamosas, pulmón, 

ovarios, seno y próstata [98-102], cuya relevancia puede estar asociada con su 

participación en la regulación de genes relacionados con el mantenimiento del 

fenotipo celular tales como c-Jun mediante su asociación con la proteína de 

activación 1 (AP1) [103]. Adicionalmente, se ha descrito que la desregulación de 

KDM4A afecta tanto la proliferación celular como el progreso tumoral a metástasis 

en modelos murinos [102]. 

1.3.2.1.2. KDM4B 

 

Esta proteína de 1096 aminoácidos comparte una distribución estructural de 

dominios similar a la observada en KDM4A, y ha sido ampliamente asociada con 

el desarrollo del cáncer de seno y próstata. Se ha descrito su sobre-expresión en 

carcinomas de seno positivos al receptor de estrógenos (ER), en los cuales 

KDM4B interactúa directamente con este importante receptor nuclear y recluta 

complejos de remodelación de la cromatina para regular de expresión de 

oncogenes específicos y de sí mismas como parte de un loop de retroalimentación 

[104, 105]. Por otra parte, los elevados niveles de KDM4B en el cáncer de próstata 

se asocian con un incremento en la expresión de oncogenes dependientes del 
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receptor de andrógenos (AR), y su depleción lleva a una reducción significativa en 

la expresión de las proteínas asociadas a AR [106].  

En adición, KDM4B contribuye al desarrollo de la metástasis de diferentes formas 

tumorales como hepatomas [107], cáncer colorectal [108, 109], linfoma de 

Hodgkin[110] y cáncer de útero [111]. Se ha descrito la importancia de KDM4B en 

la proliferación tumoral asociada con eventos de hipoxia en diferentes tipos de 

tumores como cáncer de ovario [112], gástrico [113] y colorectal [109]. En 

conjunto, estos resultados resaltan la importancia de KDM4B en la proliferación y 

agresividad de gran variedad de células tumorales en el organismo. 

1.3.2.1.3. KDM4D y KDM4E 

 

A diferencia de los demás miembros de esta familia de proteínas, KDM4D y 

KDM4E no poseen dominios TUDOR ni PHD, lo que no ha permitido establecer 

claramente su mecanismo de acción en la regulación del fenotipo celular. 

Recientemente se ha analizado el reclutamiento de KDM4D a sitios de daño al 

ADN en una ruta dependiente de PARP1  [114], siendo además un regulador de la 

actividad de la proteína p53 en modelos celulares tumorales [115]. El papel de 

KDM4E en el organismo y su importancia fenotípica aún están por ser descritos. 
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1.3.2.2. Papel de KDM4C en el fenotipo celular 

 

KDM4C, también conocida como JMJD2C o GASC-1 (del inglés gene amplified in 

squamous cell carcinoma) es una macromolécula de 1056 aminoácidos 

conteniendo los dominios característicos de la subfamilia KDM4, a ser las regiones 

jmjN (residuos 16-58), jmjC (residuos 144-310), TUDOR1 (residuos 877-934), 

TUDOR2 (residuos 935-991), PHD tipo-1 (residuos 689-747) y PHD tipo-2 

(residuos 808-865) (Tabla 1). Su actividad enzimática se centra específicamente 

en la forma trimetilada de las lisinas 9 y 36 de la histona 3 y la Lisina 26 de la 

Histona 1.4 [116-118].  

Desde el punto de vista fisiológico, KDM4C se encuentra asociada con los 

procesos de embriogénesis y diferenciación [119, 120], adipogénesis por 

regulación del receptor nuclear PPARγ [121] y metabolismo de aminoácidos 

mediante transactivación del regulador transcripcional ATF4 [122], lo que convierte 

esta proteína en un importante actor para el mantenimiento del fenotipo celular. 

Por otra parte, el gen kdm4c se encuentra sobre-expresado en gran cantidad de 

tumores incluyendo carcinoma sarcomatoide, linfomas de Hodking y células B, 

leucemia mieloide aguda, cáncer de seno, cáncer de pulmón, renal y de próstata 

[123-127]. Dicha sobreexpresión ha sido directamente asociada con eventos de 

amplificación del loci 9p23-24 del cromosoma 9 [95, 125, 128], y su efecto sobre el 

desarrollo y supervivencia tumoral incluye diferentes rutas, como la activación de 

oncogenes como MDM2, regulador de la proteína p53 [129], interacción con el 
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receptor de andrógenos como estimulante de la expresión génica y proliferación 

celular asociadas a esta macromolécula [130, 131], interacción y regulación del 

factor de crecimiento fibroblastico 2 en células de ostesarcoma [132], forma parte 

del interactoma del coactivador del receptor de esteroides 1 (SRC1), un factor 

asociado con el incremento de la expresión génica asociada al receptor de 

estrógenos, así como la modulación de la actividad del factor inducible por la 

hipoxia (HIF1) en el desarrollo y evolución del cáncer de seno [133]. En este 

punto, cabe la pena resaltar que KDM4C es el único miembro de la subfamilia 

KDM4 que interactúa con los cromosomas durante la mitosis, y la disrupción de 

dicha interacción resulta en alteraciones de la segregación cromosómica, fuente 

importante de defectos mitóticos e inestabilidad cromosómica. Estos fenómenos 

han sido también observados en importantes marcadores moleculares del cáncer 

de seno como la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) [134], 

cadherina 1 (CDH1) [135], TP53 (p53) [136], y los genes de susceptibilidad de 

cáncer de seno (BRCA1 y BRCA2, de sus siglas en inglés) [137], entre otros. En 

conjunto, estas alteraciones en el proceso de mitosis son ampliamente observadas 

en diferentes neoplasias como se ha revisado elegantemente en trabajos previos 

[138-140]. 
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1.3.3. Potencial terapéutico de las KDM 

 

Teniendo en cuenta la importancia de las proteínas KDM en el desarrollo del 

cáncer, un gran número de estudios se han dirigido en busca de inhibidores de su 

actividad enzimática como agentes terapéuticos potenciales para el tratamiento de 

estas neoplasias. La inhibición de los miembros de la subfamilia KDM1 se ha 

centrado en su similitud con otras poliamina oxidasas dependientes de FAD, 

incluyendo un núcleo de 1-amino-2-fenilciclopropil [141]. La especifidad de 

diferentes inhibidores han permitido obtener moléculas con actividad contra 

células tumorales, como derivados del tranilcipromin con actividad inhibitoria de 

KDM1A que presentan actividad pro-apoptotica en células de leucemia mieloide 

aguda primaria, así como la inhibición de KDM1A puede aumentar la sensibilidad 

de otras formas de leucemia a agentes terapéuticos como el ATRA (all-trans 

retinoic acid) [142, 143]. 

Por otra parte, entre los inhibidores potenciales de las proteínas tipo oxigenasa se 

han descrito principalmente análogos del α-cetoglutarato con la capacidad de 

competir con este cofactor y evitar la asociación del Fe2+, como los derivados de la 

N-oxalil glicina (NOG) y la N-oxalil tirosina, junto con análogos de la 8-

hidroxiquinolina y el 2,4-dicarboxilato de piridina (2,4-PDCA) [144, 145]. Una 

mayor especificidad hacia los miembros de la subfamilia KDM4 ha sido descrita 

mediante el empleo de derivados de la bipiridina, donde los dos nitrógenos 

piridinicos presentan actividad quelante frente al Fe2+ en el sitio activo de proteínas 

como KDM4A y KDM4E [146, 147]. En adición, se han identificado productos 
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naturales tales como flavonoides y catecoles como inhibidores como inhibidores 

potenciales de este grupo de enzimas [148]. Finalmente, el diseño de compuestos 

basados en la estructura del ácido hidroxámico ha representado un importante 

avance en busca de inhibidores específicos a los diferentes miembros de cada 

una de estas subfamilias enzimáticas, permitiendo la síntesis de compuestos con 

la habilidad de interactuar tanto con el α-cetoglutarato como con el pocket 

enzimático del sitio activo [27, 147, 149] (Ver estructuras comunes de inhibidores 

en Figura 14).   

 

Figura 14. Inhibidores de histona demetilasas. La subfamilia KDM1 puede ser inhibida por 

similaridad de sustrato empleando octaminas o decaminas, (A, panel izquierdo) o por medio de 
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inhibidores suicidas conteniendo un núcleo fenilciclopropilamina (A, panel derecho).  En el caso de 

las histona demetilasas con actividad similar a oxigenasas, se citan compuestos basados en la 

estructura del N-oxalil glicina, N-oxalil tirosina y ácido 2,4-piridin dicarboxilico (B, panel Izq.), 

productos naturales como flavonoides y catecoles (B, panel der.), así como derivados de 

compuestos tipo bipiririmidina a hidroxamato (B, Panel inferior). 

 

En conjunto, el presente análisis sustenta claramente la importancia de KDM4C 

para el desarrollo de gran cantidad de patologías incluyendo las neoplasias, así 

como su potencial como blanco terapéutico por parte de inhibidores específicos 

para obtener la siguiente generación de medicamentos altamente específicos. Sin 

embargo, dicha investigación requiere conocer las bases de la participación de 

esta importante demetilasa en el surgimiento y evolución del cáncer. Con este fin, 

se presentarán dos capítulos con los resultados y análisis en el estudio de KDM4C 

y su influencia en el avance de una de las formas de neoplasia más agresiva, de 

difícil manejo y con baja prognosis: el cáncer de seno triple negativo. 
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2. CAPITULO II. LA ACTIVIDAD DE KDM4C MODULA LA 

PROLIFERACION CELULAR Y LA SEGREGACION CROMOSOMICA EN 

LINEAS CELULARES DE CANCER DE SENO TRIPLE NEGATIVO. 

 

2.1. Introducción 

 

El desarrollo de las diferentes formas de cáncer humano se asocia directamente 

con alteraciones a nivel de la expresión génica por parte de procesos a nivel 

epigenético como la metilación del ADN (asociada con el silenciamiento genético), 

las modificaciones post-traduccionales de las histonas (vinculadas con la adición-

eliminación de grupos funcionales específicos, y centro de la presente 

investigación), ARN no codificante (incluyendo los microARN, permiten la 

regulación de la síntesis de proteínas mediante la modulación del transcrito) y el 

splicing alternativo (mecanismo de eliminación de intrones que permite la 

expresión de diferentes proteínas a partir de un mismo gen, ampliando la 

diversidad de polipéptidos a ser producidos). Alteraciones en estos importantes 

procesos desembocan en el aumento de defectos a nivel de expresión proteica y 

en la distribución de la información cromosómica durante la mitosis, factores 

relacionados comúnmente con modificaciones de las macromoléculas encargadas 

de la regulación epigenética del ciclo celular  [4, 150]. Como parte de las 

neoplasias que afectan a la humanidad, el cáncer de seno representa uno de los 

más agresivos grupos de tumores, con gran heterogeneidad a nivel poblacional 
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incluyendo características como edad, etnia y perfil socioeconómico  [151-154], en 

las que influyen importantes diferencias en los perfiles de expresión de 

reconocidos marcadores como los receptores de estrógenos y progesterona,  p53, 

el factor de crecimiento epidermal [155], junto con los genes BRCA1 y BRCA2, los 

cuales han sido ampliamente descritos como blanco de mutaciones que conllevan 

a un importante incremento en el riesgo de desarrollar esta enfermedad [156, 157], 

siendo BRCA1 asociado principalmente con la generación de tumores de alto 

riesgo y agresividad [158, 159]. En consecuencia, es posible reconocer diferentes 

formas de cáncer de seno como el fenotipo basal-like (una neoplasia cercana a la 

forma triple negativa de la enfermedad), normal-like, Luminal A y Luminal B, y 

finalmente la forma enriquecida en el receptor del factor de crecimiento epidermal 

2 (HER2/ERBB2) [160]. Entre estas, las neoplasias de seno triple negativo/basal-

like representan el fenotipo tumoral más agresivo y de peor prognosis, con un 

difícil tratamiento y manejo de la evolución de la enfermedad [161, 162]. Esta 

forma del cáncer de seno se caracteriza por la ausencia de la expresión de los 

receptores de estrógenos, progesterona y HER2, los cuales son los principales 

blancos terapéuticos de gran mayoría de los medicamente empleados para el 

desarrollo del cáncer. En conjunto, el cáncer de seno triple negativo es 

responsable del 15%-20% de las 500.000 muertes anuales asociadas a esta forma 

de neoplasia, resaltando su importancia como problema de salud pública mundial 

[161, 163-165].  
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Parte de los múltiples factores ambientales y genéticos asociados al desarrollo del 

cáncer,  la conservación del fenotipo celular está directamente relacionado con la 

conservación de la información genética a nivel secuencial y estructural, así como 

el correcto mantenimiento de la regulación dinámica de la cromatina, la estructura 

que contiene el ADN en todo núcleo eucariótico evolucionado [166, 167]. La 

herencia de la estructura genética de toda célula toma lugar durante la duplicación 

de una célula madre cuya información cromosómica es segregada a sus células 

hijas como parte de proceso altamente complejo y regulado conocido como 

mitosis [168, 169], siendo que diferentes defectos en tan finamente regulado 

proceso se han asociado con el desarrollo del cáncer [170-172].  La transcripción 

de la información genética está regulada por diferentes mecanismos que 

involucran interferencia del ARN, metilación del ADN y modificaciones 

postraduccionales (PTM) de las histonas [2, 4, 173].  Entre las PTMs más 

comunes sobre estas proteínas nucleares se encuentran la fosforilación, 

ubiquitinación, sumolización, ADP-ribosilación, acetilación, deaminación, 

isomerización de la prolina y metilación [174, 175]. 

Una de las más importantes PTMs es la metilación/demetilación de histonas, la 

cual está directamente asociada con la represión o activación de la expresión de 

genes que participan en la recombinación y reparación del ADN, impronta y 

mitosis, entre otros procesos [176-178]. La metilación de las histonas se consideró 

una marca estable de la cromatina por largo tiempo, pero el descubrimiento 

relativamente reciente de las histona demetilasas ha abierto un nuevo panorama 
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en el análisis de esta PTM, tomando en cuenta que alteraciones en las proteínas 

encargadas de regular los niveles de metilación/demetilación de las histonas han 

sido asociadas con el desarrollo  de gran número de enfermedades, incluyendo el 

cáncer [179-183]. 

Dos familias de macromoléculas están asociadas con la demetilación de histonas 

en residuos de lisina , agrupadas bajo la familia KDM (del inglés histone lysine 

demethylases): Las  demetilasas específicas de lisina (LSD/KDM1) son enzimas 

dependientes de flavina con la capacidad de demetilar las formas mono y 

dimetiladas de la lisina, mientras que las proteínas pertenecientes a la subfamilia 

jumonji-containing domain proteins (JMJs) presentan la habilidad única de 

modificar residuos trimetilados de lisina mediante un mecanismo dependiente de 

Fe2+ y 2-oxoglutarato [183-185]. Las proteínas JMJ han despertado gran interés 

debido a su relevancia para el desarrollo de un amplio número de neoplasias [125, 

186, 187]. Como parte de esta familia, los miembros del subgrupo JMJD2/KDM4 

están asociados con el desarrollo del cáncer de seno, mediante su participación 

en procesos de desarrollo y proliferación celular. Adicionalmente se ha descrito su 

participación en la evolución de los tumores primarios en su forma metastática 

altamente agresiva, dependiente de su capacidad migratoria e invasiva [101, 117, 

184, 188, 189]. 

Parte de este importante subgrupo. La demetilasa de histonas KDM4C, es un 

relevante oncogén, blanco de eventos de amplificación y sobre-expresión en gran 

cantidad de neoplasias humanos incluyendo linfoma, leucemia mieloide aguda, 
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cáncer, pulmón, carcinoma sarcomatoide de pulmón, y próstata [95, 123, 128, 130, 

190, 191], incluyendo las formas más agresivas del cáncer de seno basal-like 

[192], siendo reconocida como un marcador potencial de prognosis para el 

fenotipo invasivo de esta forma de la enfermedad [193, 194].  Por otra parte, 

KDM4C es el único miembro de la subfamilia KDM4/JMJD2 asociado con la 

segregación de los cromosomas durante la mitosis en la línea celular de 

osteosarcoma U2OS [138], lo que resalta su relevancia en la evolución del cáncer 

asociado con inestabilidad cromosómica y defectos mitóticos [171, 195]. Sin 

embargo, los mecanismos específicos y rutas asociadas con la actividad de 

KDM4C en el desarrollo tumoral aún no han sido completamente determinados. 

Este capítulo describe el efecto de la actividad enzimática de KDM4C en la 

proliferación celular y segregación cromosómica de tres líneas celulares de cáncer 

de seno triple negativo, empleando como modulador de la demetilación el inhibidor 

específico NCDM-32B [27]. Estos análisis demuestran que KDM4C es importante 

para la proliferación celular y el mantenimiento de la integridad de la información 

genética durante la mitosis para esta forma de neoplasia altamente agresiva, 

soportando la relevancia de KDM4C como un posible blanco terapéutico para el 

tratamiento del cáncer de seno triple negativo. 
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2.2. Métodos empleados 

2.2.1. Cultivo celular e inhibición de la actividad enzimática 

 

Las líneas celulares de cáncer de seno triple negativo HCC38 (ATCC CRL-2314), 

MDA-MB-436 (ATCC HTB-130) y MDA-MB-453 (ATCC HTB-131) se obtuvieron de 

la American Tissue Culture Collection (ATCC). La línea HCC38 se cultivó en 

medio modificado RPMI 1640-ATCC (Gibco), mientras que las líneas MDA-MB-

436 y MDA-MB-453 se cultivaron en medio DMEM (Gibco) en presencia de 

0.01mg/mL insulin. Todos los medios de cultivo se suplementaron con suero fetal 

bovino al 10% y penicilina/estreptomicina al 1%, para su uso a 37°C bajo una 

atmosfera de 5% en CO2. Para realizar la inhibición enzimática de KDM4C para 

los siguientes experimentos, las células se cultivaron hasta una confluencia de 

30%-40% para ser sincronizadas por depleción de suero en medio de cultivo libre 

de suero durante 12 horas, obteniendo un rendimiento promedio del 82%. A 

continuación, las células se liberaron de la sincronización mediante lavado con 

buffer PBS y la adición de medio suplementado como se describió anteriormente  

[196]. Luego, las células se subcultivaron en platos de cultivo de 6 pozos (1x106 

células/pozo) hasta alcanzar un 70% de confluencia, y se incubaron con el 

inhibidor especifico NCDM-32b (Wako chemicals) a concentraciones finales de 50 

uM y 100 uM por pozo, siendo esta última concentración la elegida para los 

ensayos posteriores. El efecto de la inhibición se evaluó de acuerdo con los 

ensayos de inmunofluorescencia (IFA) o proliferación celular (MTT) [99].  
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2.2.2. Ensayos de Inmunofluorescencia (IFA) 

 

Células de las diferentes líneas celulares se cultivaron sobre cubreobjetos 

pretratados con 1M HCl at 55ºC por 6 horas, seguido de lavados con agua 

ultrapura y lavados consecutivos con concentraciones crecientes de etanol (al 

50%, 70% y 95%) por 30 minutos cada uno. Los cubreobjetos tratados se 

almacenaron en etanol al 95% hasta su uso. Una vez se obtuvo el cultivo celular 

sobre los cubreobjetos, estas se trataron con NCDM-32b como se describió 

anteriormente. Tras 48 horas, las muestras se pre-extrajeron con una mezcla de 

PBS/ 0.2% Triton X-100 y se fijaron por tratamiento con formaldehído al 3.7% 

durante 15 minutos. Las células fijadas se permeabilizaron con 0.5% Triton X-100 

en PBS, y se incubaron con albumina sérica bovina al 3% en PBS por 1 h. A 

continuación, las células se trataron con anticuerpos anti-KDM4A (Abcam 

ab24545), anti-KDM4C (Abcam ab85454) o anti-trimetil H3K9 (Abcam ab10812) 

durante toda la noche a 4°C en una dilución 1:250. Tras el tratamiento, se 

realizaron tres lavados con mezcla de PBS/0.01% Triton X-100 seguidos de la 

incubación con el anticuerpo secundario (Alexa Fluor 488, dilución 1:500, Abcam 

150077) por 1h. Luego, las células se lavaron dos veces y se montaron para su 

análisis en ProLong Diamond Antifade Mountant con DAPI (Life Technologies). 

Todas las imágenes se obtuvieron en un microscopio Eclipse Ni-E (Nikon) y se 

analizaron con el software ImageJ (NIH), mediante la delimitación de diferentes 

estructuras celulares y la cuantificación de su circularidad, área y fluorescencia, 

utilizando diferentes medidas de la intensidad de fondo en regiones adyacentes a 
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la célula en análisis. La fluorescencia total corregido se determinó como la 

densidad integrada - (área celular × fluorescencia promedio de fondo), en un 

proceso adaptado de acuerdo a estrategias ampliamente descritas [197-199].  

 

2.2.3. Ensayos de proliferación 

 

Células correspondientes a las tres líneas celulares tratadas con inhibidor se 

analizaron mediante un ensayo de evaluación de proliferación con el reactivo MTT 

(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) mediante la detección de 

su forma reducida (MTT, (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano), de 

acuerdo a protocolos previamente reportados [189]. 1500 células se sembraron y 

cultivaron en platos de 96 pozos de acuerdo a las condiciones previamente 

descritas. Un día después (día 0) las células se trataron con NCDM-32b (100 µL 

por pozo, 100 µM), de igual manera que controles correspondientes a cada 

tratamiento, incluyendo blancos sin células, sin MTT y sin tratamiento para cada 

experimento en busca de evitar cualquier interferencia del background. Luego las 

células se trataron con 20 μL de MTT (Life Technologies M6494, 5mg/mL) por 4 

horas a 24 horas y 48 horas post-inhibición. Tras completar el tiempo, se retiró el 

sobrenadante y se adicionaron 150 μL de DMSO. La absorbancia de cada muestra 

y control se determinó a 550 nm usando un lector de microplacas (Tristar2 LB 942 

Multimode Reader, Berthold Technologies). 
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2.2.4. Análisis estadístico 

 

Todos los experimentos se realizaron por duplicado, y los resultados que se 

presentaran son producto de al menos dos experimentos independientes. La 

comparación estadística de los datos se realizó mediante ANOVA (una vía) y 

evaluación de medias (Prueba de t-student) con el software SPPS 10.0 (IBM), con 

un corte se significancia de p<0.05.  

2.3. Análisis de Resultados 

 

Los resultados obtenidos permiten analizar la relevancia de la actividad demetilasa 

de KDM4C en el fenotipo de tres líneas celulares de cáncer de seno triple 

negativo: En primer lugar, la proliferación de las líneas celulares disminuyó cuando 

la actividad demetilasa de KDM4C se redujo, junto con un incremento en la 

cantidad de errores en la segregación cromosómica cuando células tratadas con 

inhibidor se compararon con células sin tratamiento. Tomando en cuenta la 

importancia de las histona demetilasas en el desarrollo de un gran número de 

neoplasias [101, 117, 184, 188, 189], los miembros de la subfamilia KDM4 son 

blancos promisorios para el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento 

de esta enfermedad [183, 200]. Estos factores, junto con la importancia de la 

amplificación del  cromosoma 9p24.3 en cáncer de seno, el cual contiene el gen 

kdm4c,  es manifiesta la importancia de esta histona demetilasa para el desarrollo 

tumoral [99, 116, 125].  



51 
 

2.3.1. KDM4C se localiza en los cromosomas durante la mitosis 

 

Los ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-KDM4C y anti-KDM4A 

se realizaron en las líneas de cáncer de seno triple negativo. KDM4A no es 

reclutada durante el proceso de mitosis y presenta una distribución difusa, 

mientras que KDM4C interactúa con los cromosomas mitóticos, lo que resalta su 

relevancia potencial para la segregación cromosómica en células tumorales de 

cáncer de seno frente a los demás miembros de la subfamilia KDM4 (Figura 15). 

Para evaluar el efecto de la inhibición de KDM4C en neoplasia de seno, se evalúo 

el efecto de un inhibidor específico en las tres líneas celulares empleadas. Los 

ensayos de inmunofluorescencia de las células tratadas confirmaron un 

incremento significativo en los niveles de H3K9-3me cuando las células se trataron 

con NCDM-32b (Figura 16), demostrando que el inhibidor NCDM-32b modula la 

actividad de KDM4C bajo las condiciones experimentales seleccionadas. 
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Figura 15. Localización celular de KDM4C y KDM4A durante la mitosis. Immunofluorescencias 

representativas de KDM4C y KDM4A en la línea celular HCC-38 son ilustradas, demostrando el 

patrón diferencial de distribución para ambas proteínas. KDM4C colocaliza con la señal de AND 

detectada con DAPI, mientras que KDM4A es excluida de los cromosomas mitóticos. Tomada de 

Garcia y Lizcano [139]. 

 

Trabajos previos realizados en la línea de osteosarcoma U2OS han mostrado que 

KDM4C presenta una distribución celular única, la cual está relacionada con el 

mantenimiento de la estabilidad cromosómica ya que la alteración de los niveles 

de expresión de esta histona demetilasa promueve la aparición de errores durante 

la mitosis  [138]. Nuestros experimentos mostraron que KDM4C es reclutada a los 

cromosomas durante la mitosis en células de cáncer de seno triple negativo, en 

contraste con la proteína KDM4A la cual es completamente excluida de la 
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estructura cromosómica (Figure 15). Esta localización está asociada con el 

mantenimiento de los niveles de trimetilación de H3K9, al observar un incremento 

significativo en la señal correspondiente a la forma trimetilada de esta lisina en 

comparación con células no tratadas (Figure 16), indicando que la actividad de 

KDM4C es necesario para la distribución correcta de la información genética en 

células tumorales de cáncer de seno.  

  

Figura 16. La inhibición de KDM4C con NCDM-32b afecta los niveles de metilación de la histona 3 

Lisina 9. A. Immunofluorescencia de las líneas celulares HCC38, MDA-MB-436 y MDA-MB-453 

tratadas (derecha) o sin tratamiento (izq.) con el inhibidor. Note el incremento significativo en la 

intensidad de fluorescencia para las muestras tratadas con respecto a las células control. Todas 

las imágenes se registraron a 80 ms bajo las mismas condiciones de exposición. B. Cuantificación 

de los niveles de histona 3 lisina 9 trimetilada mediante análisis con el software ImageJ (NIH, USA), 
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mostrando un incremento significativo de los niveles de H3K9-3me hasta un promedio de 65% 

(Datos no mostrados) para todos los tratamientos. Tomada de Garcia y Lizcano [139]. 

2.3.2. La inhibición de KDM4C incrementa los errores durante la segregación 

cromosómica 

 

La relevancia de la actividad de KDM4C durante la segregación de la información 

génica se analizó mediante el tratamiento de las líneas celulares sincronizadas 

HCC38, MDA-MB-436 and MDA-MB-453 con el inhibidor NCDM-32b (Figura 17). 

En comparación con las células no tratadas, el número de defectos mitóticos tales 

como cromosomas en lag (asociados con un movimiento retrasado durante la 

anafase, que pueden resultar en aneuploidias) se incrementó en 38% en promedio 

en las tres líneas celulares de cáncer de seno, así como se observó un aumento 

en la presencia de micronúcleos (fragmentos de cromosomas o cromosomas 

completos presentes al exterior del núcleo, resultantes de defectos en la 

segregación) hasta 20-26% debido a la inhibición de KDM4C. (Figura 17B). En 

conjunto, estos resultados demuestran que la actividad de KDM4C es importante 

para mantener una correcta distribución de los genes durante la mitosis. 
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Figura 17. Efecto de la actividad de KDM4C en la estabilidad cromosómica. A. 

Inmunofluorescencias representativas a 100x de muestras por analizadas por triplicado como se 

describe en la sección 2.2.2. 30-40 células seleccionadas al azar (1x106 células/pozo) se 

analizaron por muestra para ilustrar diferentes errores de segregación. Línea superior: 

Cromosomas en lag (LC), Línea inferior: micronúcleos (MC). El ADN se detectó mediante DAPI. B. 

Cuantificación de los errores en la segregación cromosómica, determinados para este experimento. 

Cada muestra se analizó 48h-postratamiento y se comparó con su control correspondiente. Las 

diferencias se presentan como porcentaje. Tomada de Garcia y Lizcano [139]. 
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Estas observaciones concuerdan con el efecto de estudios de RNAi en otras 

líneas celulares tumorales [138]. Así, el incremento de defectos mitóticos 

(cromosomas en lag y micronúcleos) observado en células tratadas (Figura 17), 

sugiere que la demetilación de la H3K9-3me por acción de KDM4C es un proceso 

clave para el mantenimiento de la estabilidad cromosómica en células tumorales 

de seno. Por otra parte, se ha descrito que los micronúcleos de algunas líneas 

celulares pueden ser recuperados por las células hijas [201], in embargo, la 

extensa evidencia de la asociación entre los errores durante la distribución de la 

información genética y la inestabilidad cromosómica [202-204], junto con la 

exposición de los cromosomas externos a daños en la estructura del ADN al estar 

presente en los micronúcleos, y que también pueden ser heredados por la células 

hijas [205], resalta la importancia de realizar mayores estudios para caracterizar el 

papel principal de KDM4C durante la segregación cromosómica como parte de la 

elucidación de la relación ente defectos mitóticos, aneuploidia e inestabilidad 

cromosómica. Desde este punto de vista, se ha demostrado que la acetilación y 

metilación de H3K9 participan de un proceso secuencial relevante para la 

condensación de cromosomas [206], lo que representa una ruta epigenética 

asociada con estos importantes eventos.  

Por otra parte, La modulación de la expresión de KDM4C mediante acción de 

RNAi específicos también resulta en alteraciones en la segregación cromosómica, 

afectando la proliferación celular y las capacidades de migración e invasión en una 

línea de cáncer de seno (Garcia, J., Lizcano, F. KDM4C is recruited to mitotic 
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chromosomes and is relevant for chromosomal stability, cell migration and invasion 

of triple negative breast cancer cells. Aceptado en Breast Cancer: Basic and 

Clinical Research. DOI: 10.1177/1178223418773075). Finalmente, estos 

resultados indican la importancia de KDM4C y su actividad enzimática para la 

segregación cromosómica. 

2.3.3. La proliferación celular se afecta por la inhibición de KDM4C 

 

La proliferación celular de las líneas de cáncer de seno triple negativo tratadas con 

NCMD-32b, junto con controles sin tratamiento se analizó mediante un ensayo 

MTT. Tras 24 horas y 48 horas, se evidenció una reducción significativa de la 

proliferación para todas las líneas celulares (promedios de 15% a 24h y 48% a 

48h) en comparación con células no tratadas. (Figura 18), indicando que KDM4C 

está asociada con la viabilidad de las células tumorales de seno triple negativo, en 

concordancia con resultados previamente observados con otros miembros de la 

subfamilia KDM4 [104, 189]. 

La influencia de KDM4C en la distribución líneas celulares de cáncer de seno 

puede ser analizada, tomando en cuenta que la inhibición de su actividad conlleva 

a una distribución significativa de la multiplicación celular (Figura 18). Este 

fenómeno es observado en otras líneas celulares con patrones diferentes de 

expresión incluyendo células  her2/neu (+)  [192, 207, 208]. En otros campos de 

investigación se ha determinado que esta importante demetilasa se encuentra 

asociada con la regulación del crecimiento celular en líneas normales y tumorales, 
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[209], sugiriendo que KDM4C y sus proteínas asociadas están relacionadas con la 

proliferación de estas células mediante una ruta independiente que involucra el 

sistema her2/neu-, que aún debe ser determinada. 

 

Figura 18. Ensayos de proliferación celular. Se evaluó la densidad óptica a 550 nm a 24h y 48h 

mediante un ensayo MTT a cada muestra no expuesta (controles-C) o expuesta (Muestras) al 

tratamiento con NCDM-32b. Note la reducción significativa en la densidad óptica para las células 

tratadas en contraste con sus controles correspondientes. Tomada de Garcia y Lizcano [139]. 
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3. CAPITULO III. KDM4C ES RECLUTADA A LOS CROMOSOMAS 

MITÓTICOS Y ES RELEVANTE PARA LA ESTABILIDAD 

CROMOSÓMICA, MIGRACIÓN E INVASIÓN CELULAR EN UNA LÍNEA 

DE CÁNCER DE SENO TRIPLE NEGATIVO. 

3.1. Introducción 

 

El cáncer de seno es la forma de neoplasia que más afecta a las mujeres, 

convirtiéndose en un problema de salud pública que genera más de un millón de 

muertes por año [163]. Por tanto, aquellos factores moleculares cuya expresión es 

alterada en linajes tumorales frente a células normales han sido reconocidos como 

blancos potenciales para el tratamiento de esta enfermedad. Entre estos, los 

miembros de la familia (JMJ) domain-containing protein family han despertado un 

interés especial debido a su relevancia en diferentes tipos de cáncer [125, 187]. 

Como se mencionó en el capítulo anterior, en el caso del cáncer de seno, los 

miembros del subgrupo de histone demetilasas KDM4 (JMJ2) se relacionan con el 

desarrollo, proliferación, y habilidades migratorias e invasivas. [117, 189]. 

En concordancia con lo descrito anteriormente, la oxigenasa KDM4C  es un 

importante miembro de la familia KDM4, que es frecuentemente sobreexpresado 

en varias formas de cáncer [95, 123, 128, 130, 190]. Adicionalmente es importante 

recordar que KDM4C es el único miembro  que reconoce e interactúa con los 

cromosomas mitóticos, y su sobre-expresión está asociada con inestabilidad 
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cromosómica en la línea celular U2OS [138], un fenómeno común en el desarrollo 

de gran número de neoplasias [171, 195]. 

KDM4C ha sido directamente asociada con la progresión del cáncer de seno a 

través de la ruta de respuesta a hipoxia mediante la coactivación del factor 

inducible de hipoxia 1 (HIF1) [124] y es reconocido como un marcador potencial de 

prognosis de las formas invasivas de esta enfermedad [193, 194]. Aunque el 

mecanismo especifico por el cual KDM4C está involucrada con la evolución de 

este tipo de tumores, se ha demostrado que la inhibición de la actividad enzimática 

de KDM4C afecta la estabilidad cromosómica y la proliferación celular en líneas de 

cáncer de seno triple-negativo [210]. Tales observaciones resaltan la importancia 

de esta proteína para la supervivencia y fenotipo de las formas más agresivas de 

este tipo de neoplasias. 

Este capítulo describe la caracterización del fenotipo celular de la ausencia de 

KDM4C en la proliferación, migración e invasión de la línea de cáncer de seno 

triple negativo (HCC-38), una variante de ésta enfermedad que representa un 

subtipo heterogéneo de malignidad, asociada directamente con un curso clínico 

agresivo y de pobre prognosis [211]. Aquí, se describe la importancia de KDM4C 

para la proliferación celular, segregación cromosómica, migración e invasión. Por 

otra parte, ensayos de inmunofluorescencia demostraron que KDM4C interactúa 

con los cromosomas durante la mitosis, donde su actividad se encuentra asociada 

al mantenimiento de una correcta distribución génica. En adición, los ensayos de 

migración e invasión indicaron que KDM4C puede estar involucrada en la 



61 
 

regulación de rutas específicas de invasión celular, independientes de los 

mecanismos de migración en líneas de cáncer de seno triple negativo.  

3.2. Métodos Empleados 

3.2.1. Cultivo celular e interferencia del ARN 

 

La línea celular HCC38 se obtuvo de la American Tissue Culture Collection 

(ATCC) y se cultivó en medio modificado de RPMI 1640 suplementado con suero 

fetal bovino 10% y penicilina/estreptomicina a 37º bajo una atmósfera de 5% de 

CO2. Para realizar los ensayos de interferencia, una vez las células alcanzaron 

una confluencia del 70% se transfectaron con siRNA 200nM usando lipofectamina 

RNAiMAX. Los siRNAi empleados para el silenciamiento de KDM4C son como 

sigue: (1c) GAG UUC CGG GAG UUC AAC AAA U y (2c) AGA CCU AGC ACA 

CUG GAA GCU UCG G. Los niveles de expresión de KDM4C tras la depleción se 

evaluaron por western blot. Todos los experimentos se desarrollaron por 

duplicado, y los resultados presentados provienen de al menos dos experimentos 

independientes.  

3.2.2. Western blot  

 

Las células HCC38 se lisaron en un coctel en presencia de buffer RIPA (1x PBS, 

1% Nonidet P-40, y 0.1% SDS) junto con un inhibidor de proteasas de acuerdo a 

estudios anteriores [121]. Tras la centrifugación post-tratamiento, 10 μg de 

proteína del sobrenadante se mezclaron con un volumen igual de buffer de 

muestra y se desnaturalizaron a 95º por 25 min. Luego, las muestras se separaron 
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por SDS-PAGE 10% y se transfirieron a una membrana de difluoruro de 

polivinildeno (PVDF). Tras la separación electroforética, las muestras se 

transfirieron a una membrana de PVDF con un buffer, y se transfirieron a una 

membrana (PDVF) empleando buffer de transferencia a pH 8.3 (39 mM glicina, 48 

mM Tris base, 0.037% SDS, y 20% metanol). Después de la transferencia, las 

proteínas se incubaron en buffer PBS en presencia de 0.1% (v/v) Tween 20 y 5% 

leche descremada por 1 h a temperatura ambiente. Una vez la membrana se lavó, 

esta se incubó con el anticuerpo anti-KDM4C (Dilución 1:500; Abcam ab85454) 

por 2 h. A continuación, las mezclas se lavaron de nuevo tres veces con PBS-

Tween y se incubaron con el anticuerpo IgG anti-conejo (Dilución1:2000; Abcam 

ab6721) conjugado con HRP por 1 h. Como paso siguiente las muestras se 

lavaron de nuevo 3 veces y la membrana se reveló usando solución Luminata 

Crescendo (Merck, Massachusetts, U.S.A.) y se visualizó en un MyECL Imager 

(ThermoFischer Scientific, Waltham, U.S.A.) de acuerdo a las recomendaciones 

del fabricante). 

3.2.3. Ensayos de Inmunofluorescencia (IFAs) 

 

1x105 Células HCC38 se cultivaron en cubreobjetos tratados para ser expuestos a 

con los siRNAs como se describió anteriormente. 48 h post-tratamiento, las células 

se preextrajeron con 0.2% PBS/Triton y se fijaron en formaldehido 3.7% por 15 

minutos a temperatura ambiente. Las células fijas se permeabilizaron con PBS-

0.5%Triton y se bloquearon con albumina sérica bovina 3% en PBS por una hora.  
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Luego, las células se incubaron toda la noche a 4ºC con anticuerpos anti-KDM4C 

(Abcam ab85454), anti-KDM4A (Abcam 24545) o anti-trimetil H3K9 (Abcam 

ab10812) a una dilución de 1:250 seguida por tres lavados con PBS conteniendo 

Triton X-100 0.01%, seguido de una incubación con el anticuerpo Alexa Fluor 488 

(Dilución 1:500, Abcam 150077). Las células se lavaron dos veces y se montaron 

en ProLong Diamond Antifade Mountant con DAPI (Life Technologies, 

ThermoFischer Scientific, Waltham, U.S.A.). Las imágenes se adquirieron en un 

microscopio Eclipse Ni-E (Nikon, Melville, U.S.A.) y se analizaron con ImageJ 

software (NIH) a 40X-100X por triplicado en tres experimentos independientes. 

[197].  

3.2.4. Ensayos de proliferación 

 

Un ensayo previamente descrito para KDM4A fue adaptado para evaluar la 

proliferación de la línea de cáncer de seno triple negativo [189]. Células HCC38 se 

sembraron en platos de 96 pozos y se incubaron en medio de cultivo RPMI 1640 

(ATCC modificado) conteniendo 10% FBS. Un día después (día 0), las células se 

trataron con Lipofectamina RNAiMAX sola o Lipofectamina RNAiMAX y los 

diferentes siRNAs a un volumen final de 100 µL por pozo. Durante este proceso, 

una muestra correspondiente a cada tratamiento se incubó con 20 μL de MTT (Life 

Technologies, ThermoFischer Scientific, Waltham, U.S.A.) por 4h. Al terminar, el 

sobrenadante se removió y se adicionaron 150 μL de DMSO. La absorbancia se 

midió a 550 nm usando un lector de placas (Tristar2 LB 942 Multimode Reader, 
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Berthold Technologies, Calmbacher, Germany). Después de 24h y 48h, el control 

y las células tratadas con RNAi se analizaron con MTT como en el día 0. 

3.2.5. Ensayos de migración e invasión 

 

La capacidad de migración e invasión de células HCC38 tratadas con KDM4C 

siRNAs se evaluó usando los siguientes kits comerciales disponibles de millipore 

(Massachusetts, U.S.A.): (1) Chemotaxis Cell Migration Assay Kit (ECM508) y (2) 

Collagen Cell Invasion Assay Kit (ECM551). Las células se analizaron de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante 2h después de la transfección con KDM4C 

siRNAs. Las células se tripsinizaron y resuspendieron en medio RPMI 1640 libre 

de suero, para ser sembradas en insertos de cámara de Boyden en una placa de 

24 pozos que se encontraban recubiertos con (invasión) o sin (migration) colágeno 

(BD Biosciences). Luego, 500 μL de medio RPMI 1640 con 10% FBS se 

adicionaron a la cámara inferior para promover la Quimiotaxis, y las células 

migrantes o invasivas se tiñeron y cuantificaron en un lector Tristar2 Multimode 

Reader (LB 942, Berthold Technologies, Calmbacher, Germany) a 550 nm tras 48 

h de incubación a 37°C en una incubadora al 5% CO2. 

3.2.6. Análisis Kaplan-Meier 

 

Se realizó un análisis de supervivencia mediante Kaplan-Meier empleando la base 

de datos pública Kaplan-Meier plotter (kmplot.com)[212]. Esta base de datos 

contiene información de un amplio número de pacientes de cáncer de seno 
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(5,143), ovarios (1,816), pulmón (2,437) y gástrico (1,065), con un seguimiento de 

69 / 40 / 49 / 33 meses, respectivamente. El sistema Kaplan Meier-Plotter tiene la 

capacidad para analizar el efecto de 54,675 genes sobre la supervivencia de los 

pacientes mediante los datos de 10,461 muestras de tumores. Se evaluó el efecto 

de KDM4C empleando la sonda JetSet ʻ209984_atʼ en la página específica de 

cáncer de seno de la base de datos para obtener curva de supervivencia Kaplan-

Meier, en las cuales el número de pacientes en términos de mortalidad se reporta 

en el área inferior de la gráfica principal, en conjunto con las tasas de riesgo 

(hazard ratios, HR) en intervalos de confianza (confidence intervals, CI) del 95%, 

junto con los correspondiente valores P (log-rank test).  

3.2.7. Análisis estadístico 

 

Todos los resultados se presentan como promedios de error estándar, y se 

obtuvieron de al menos dos tratamientos independientes con muestras analizadas 

por triplicado. La comparación estadística se realizó mediante ANOVA (una vía) y 

evaluación de medias (Student t-test) usando el software SPSS 10.0 (IBM), con un 

punto de corte de significancia de p<0.05. 

3.3. Análisis de Resultados 

 

Este capítulo describe el efecto de la ausencia de KDM4C en la segregación 

cromosómica y las capacidades proliferativas, migratorias e invasivas de una línea 

de cáncer de seno triple-negativo. La reducción en los niveles de KDM4C permitió 
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un incremento de la forma trimetilada de H3K9. Estos datos sugieren que la 

expresión de genes involucrados en la división celular de líneas tumorales de 

cáncer de seno puede ser modulada por la actividad enzimática de KDM4C. Por 

otra parte, esta característica puede estar relacionada con la región cromosómica 

que contiene el gen kdm4c, el cual forma parte del frecuentemente observado 

amplicon 9p24.3 en células de cáncer de seno, próstata y esófago. [116, 125, 

208], aunque no se ha descrito completamente el rol específico de esta histona 

demetilasa en el desarrollo de estas líneas tumorales. Este estudio presenta el 

efecto del silenciamiento de KDM4C en una línea de cáncer de seno triple 

negativo, asociada con un incremento en los defectos de segregación 

cromosómica que afecta la supervivencia de las células tumorales. En conjunto, 

estas observaciones demuestran la relevancia de KDM4C en el mantenimiento de 

del fenotipo de una de formas más agresivas de neoplasia de seno. 

3.3.1. KDM4C se asocia con los cromosomas mitóticos y está involucrada en 

la segregación mitótica. 

  

Para evaluar el efecto de la reducción de KDM4C en el cáncer de seno, siRNAs 

contra KDM4C se probaron en la línea de cáncer de seno triple negativo HCC38. 

El análisis por Western blot confirmó la expresión de KDM4C en los controles de la 

línea celular HCC38, la cual se redujo significativamente por el tratamiento con los 

siRNA 1c y 2c. Estas observaciones se confirmaron también por IFAs (Figuras 
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19A y 19B); Con base en este resultado, estos siRNAs se emplearon para 

examinar el fenotipo celular de HCC38 frente a la depleción de KDM4C.  

Como se mencionó anteriormente, Kupershmit y colaboradores demostraron que 

KDM4C es el único miembro de la subfamilia KDM4 que interactúa con los 

cromosomas durante la mitosis en células de osteosarcoma, y que su 

silenciamiento o sobre-expresión lleva a un incremento en el número de errores 

durante la segregación cromosómica [138]. De manera similar, KDM4C es 

reclutada hacia los cromosomas mitóticos y permanece asociada a estos a lo largo 

de las diferentes fases de la mitosis en una línea de cáncer de seno triple-

negativo. (Figuras 19A y 20A). En contraste con KDM4C, KDM4A es 

completamente excluida de los cromosomas bajo las mismas condiciones (Figura 

19A). Estos resultados indican que KDM4C es el único miembro de la subfamilia 

KDM4 que participa activamente en mitosis. En busca de caracterizar la 

localización y funcionalidad de esta proteína durante la mitosis. Se silenció 

transitoriamente la expresión de KDM4C y se evaluó la presencia de diversos 

errores cromosómicos mediante IFA. KDM4C es reclutada al núcleo durante la 

interface (Figura 19B) e interactúa con los cromosomas a lo largo de la evolución 

de la mitosis (Figure 20A), indicando que KDM4C participa activamente en la 

distribución de la información genética en células de cáncer de seno. 

El papel de la presencia de KDM4C en la segregación cromosómica se evidencia 

en el incremento del número de errores asociados a este proceso, principalmente 

el número de cromosomas en lag y micronúcleos (Figura 20B). Estos resultados 
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indican que fenómenos como aneuploidia e inestabilidad cromosómica, los cuales 

se observan comúnmente en células de cáncer de seno [213, 214], pueden estar 

asociados con cambios en la actividad o niveles de expresión de KDM4C durante 

la mitosis. De manera análoga, se observe un aumento significativo en la forma 

trimetilada la H3K9 en células tratadas con el siRNA (Figura 20C), lo cual ha sido 

también reportado en otras líneas neoplásicas bajo condiciones similares [138]. 

Estas características fortalecen la necesidad de realizar estudios adicionales para 

identificar el mecanismo de acción de KDM4C durante la mitosis, tomando en 

cuenta que la sobre-expresión de la proteína también afecta el proceso de mitosis 

en la línea celular de osteosarcoma [138]. 

 

Figura 19. El silenciamiento de KDM4C por tratamiento con siRNA y su efecto en la proliferación 

celular. Todas las imágenes y datos corresponden a muestras representativas de al menos dos 

experimentos independientes realizados por triplicado A. IFAs de células HCC38 tratadas con 
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siRNA o no tratadas, como se describe en la sección 3.2.1. Note que KDM4C, pero no KDM4A, 

está presente en los cromosomas durante la mitosis. Adicionalmente, se observa una reducción 

significativa de la fluorescencia en las muestras tratadas 1C y 2C con respecto a los controles, 

donde la señal de KDM4C colocaliza con la tinción con DAPI. B. Western blot del extracto total de 

proteínas de células tratadas con cada siRNA comparadas con extractos análogos de células 

control tratadas con Lipofectamina RNAiMAX solamente. La Gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) se empleó como gen “housekeeping”. La intensidad de las bandas se 

analizó mediante el software ImageJ (NIH, USA) mostrando una reducción en los niveles de 

KDM4C hasta en 85% (Datos no mostrados), para el tratamiento con los siRNAs 1c y 2c. C. 

Ensayos de proliferación celular. La densidad óptica a 550 nm se evaluó a 24h y 48h mediante un 

ensayo MTT, con una reducción significativa de la señal para las células tratadas con los siRNAi 

(1c y 2c) respecto a los controles. 

 

3.3.2. KDM4C es importante para la proliferación celular 

 

La relevancia de KDM4C para la supervivencia de células de cáncer de seno 

triple-negativo se probó mediante ensayos de proliferación empleando células 

HCC38 tratados con los siRNA 1c y 2c. 24h y 48h después de las transfección con 

los siRNAs, se observó (barras negras, Figure 19C) una reducción significativa de 

la proliferación celular (aproximadamente 20% y 40%, respectivamente) en 

contraste con células sin tratamiento (Figura 19C), sugiriendo que KDM4C está 

asociado con la supervivencia de la línea HCC38. Estos resultados concuerdan 

con reportes previos que involucran otros miembros de la subfamilia KDM4 en 

cáncer de mama [104, 189]. 
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Figura 20. Localización de KDM4C y el efecto de su silenciamiento en la estabilidad cromosómica. 

A. IFAs representativos a 100x para muestras por triplicado, en las cuales 20-30 células al azar se 

seleccionaron por muestra en diferentes estadíos de la mitosis, ilustrando la localización de 

KDM4C en los cromosomas durante su segregación. ADN (DAPIe, Azul), KDM4C (Anti-KDM4C, 

Verde) e imágenes de unión se presentan. B. Inmunofluorescencias representativas mostrando 

defectos tales como cromosomas en lag (LG) y micronúcleos (MC) en las células HCC38 tratadas 

con siRNA. La cuantificación de dichos errores en la segregación cromosómica se presenta en la 

figura inferior. C. IFAs de controles y células tratadas con siRNA presentando los niveles de 

trimetilación de la H3K9. La intensidad de las señales para determinar la demetilación de la histona 

blanco se evaluaron mediante el software ImageJ software (National Institute of Health, USA) 

según se presenta en la figura inferior. 
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3.3.3. El silenciamiento de KDM4C reduce la migración celular de HCC38  

 

La capacidad de migración e invasión de HCC38 se evaluó en presencia o 

ausencia de KDM4C mediante ensayos Transwell. Las células carentes de 

KDM4C mostraron una reducción en su habilidad e migración comparado con las 

células sin tratar (Figura 21A). Sin embargo, bajo las mismas condiciones su 

capacidad invasiva a través de una matriz de colágeno se incrementó (Figura 

21B). Adicionalmente, los efectos aleatorios que puedan afectar el experimento 

pueden ser ignorados tomando en cuenta las células HCC38 son incapaces de 

migrar o invadir cuando se empleó medio libre de suero en la parte inferior de las 

cámaras Transwell correspondientes a cada ensayo.  

El proceso de invasión es un mecanismo complejo y activo, que envuelve la 

polarización y formación de protrusiones celulares conocidas como invadopodia, 

que reconocen e interactúan con la matriz extracelular (MEC) en un esquema 

mediado por diferentes integrinas, seguido por el reclutamiento de un amplio 

número de moléculas con la capacidad de degradar la MEC y facilitar el 

movimiento celular a través de barreras biológicas [215] . 
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Figura 21. Ensayos de migración e invasión. A. Ensayos de migración empleando células con 

depleción de KDM4C o células controles realizados de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante. Tinciones representativas de células migratorias se presentan en cada muestra con su 

cuantificación a OD 550 nm, con una reducción clara en la migración de las células HCC38 tras el 

tratamiento con siRNAs. B. Ensayos de invasión de células HCC38 en presencia o ausencia de 

KDM4C. Se presentan imágenes ilustrativas y su cuantificación, confirmando un incremento de la 

capacidad invasiva de la línea HCC38 tras el silenciamiento de KDM4C. La información presentada 

ilustra los errores estándar de los promedios de los datos de al menos tres experimentos 

independientes, donde *P<0.05; **P<0.005. Estas observaciones confirman el incremento de 

invasividad de las células HCC38 tras la reducción de la expresión de KDM4C. 
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Amplios estudios desarrollados con otro de los miembros relevantes de la 

subfamilia KDM4, la proteína KDM4A, han demostrado su importancia en los 

procesos de migración e invasión, ya que su eliminación resulta en una reducción 

de ambos mecanismos de movimiento en células de cáncer de seno [101, 189]. 

De la misma manera, en los experimentos aquí realizados bajo condiciones 

similares a las descritas para KDM4A, el silenciamiento de KDM4C también redujo 

el número de células migratorias en ensayos tipo transwell (Figure 21A). Sin 

embargo, no se observó el mismo fenómeno sobre la capacidad invasiva de la 

línea tumoral HCC38 (Figure 21B).  Este comportamiento sugiere que KDM4C 

puede estar asociada con la expresión o actividad de proteínas que participan en 

la regulación de las rutas de migración/invasión, tales como la ruta Src quinasa-

FAK (del inglés Focal Adhesion Kinase). Es importante resaltar que se ha 

demostrado que el silenciamiento de FAK en células de melanoma produce un 

fenotipo celular similar al observado aquí para KDM4C: la promoción de  la 

capacidad invasiva junto a una reducción en la migración celular [216]. Estas 

observaciones impulsan el análisis de posibles relaciones moleculares entre 

KDM4C y la señalización mediada por FAK-Src, como por ejemplo la descripción 

previa de la modulación de la actividad de FAK en carcinomas por acción del 

silenciamiento de la inositol hexakisfosfato quinasa 1 (IP6K1) [217], quinasa cuyos 

niveles de expresión están relacionados con la disociación de KDM4C de la 

cromatina, incrementando los niveles de H3K9me3 [218]. 
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3.3.4. Pacientes con altos niveles de expresión de KDM4C presentan una 

mejor prognosis  

 

La importancia de KDM4C como marcador de prognosis se evaluó mediante la 

base de datos asociada al servicio Kaplan-Meier plotter [212]. Empleando la 

información disponible, se obtuvieron curvas para todos los pacientes con cáncer 

de seno (n=3951; Figura 22A). En adición, se obtuvieron curvas de supervivencia 

con diferencia significativas para los siguientes subgrupos: Receptor de 

estrógenos (ER) negativo (n=801; Figura 22B) y presencia en nódulos linfáticos 

positiva (n=1133; Figura 22C). En estos casos, una elevada expresión del mRNA 

de KDM4C se correlaciono significativamente con la supervivencia libre de recaída 

(RFS), indicando que bajos niveles de KDM4C se correlacionan con un mayor 

riesgo de recaída y el desarrollo de una forma más agresiva de cáncer de seno en 

estos pacientes. Sin embargo, no se observó ninguna diferencia con relevancia 

estadística al analizar muestras de pacientes con cáncer de seno triple negativo 

(n=255, HR, 0.78; 95% CI, 0.51-1.2; P=0.26), talvez debido a la cantidad limitada 

de muestras disponibles para este tipo de pacientes, tomando en cuenta que la 

relevancia de KDM4C para esta forma de la enfermedad ha sido evaluada en 

trabajos previos. Con respecto a la ausencia de significancia estadística al 

comparar muestras negativas a PR (n=549, HR, 0.76; 95% CI, 0.54-1.05; 

P=0.099) y HER2 (n=800, HR, 0.82; 95% CI, 0.6-1.12; P=0.2), esto puede indicar 

una ruta independiente para el papel de KDM4C en el desarrollo de estos 

fenotipos específicos de cáncer de seno. 
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Figura 22. Gráfica Kaplan-Meier. Gráficas de supervivencia de cáncer de seno basados en la 

expresión de KDM4C para todos los casos de cáncer de seno reportados en kmplot.com (A), así 

como en función de la ausencia de expresión del receptor de estrógenos (B) o presencia de células 

tumorales en los nódulos linfáticos (C). Empleando una base de datos pública (KM plotter; 

www.kmplot.com), Las curvas de supervivencia libre de recaída se analizaron mediante la 

obtención de valores HR y Log-rank. Los valores P correspondientes se calcularon en la base de 

datos y se presentan en cada gráfica. 

4. DISCUSIÓN 

 

La familia histona demetilasa (KDM) comprende una amplia variedad de 

modificadores epigenéticas con la capacidad única de eliminar grupos metilo de 

residuos de lisina trimetilados. Junto con esta característica, cumplen un 

importante papel en el mantenimiento del fenotipo celular a lo largo de diferentes 

procesos incluyendo diferenciación, desarrollo embrionario, respuesta inmune, 

envejecimiento, entre otros [185, 219-222]. Entre las 7 subfamilias de histona 

demetilasas, los miembros de la subfamilia KDM4 han despertado gran interés 
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debido a su participación en el desarrollo una gran variedad de enfermedades y 

desórdenes neurológicos [223, 224], incluyendo varias formas de cáncer como 

leucemia, linfoma clásico de Hodgkin, próstata, seno,  [97, 99, 110, 225, 226]. 

KDM4C, también conocida como JMJD2C o GASC1, es un importante oncogen 

que forma parte de las proteínas inducibles por hipoxia [221] y cuya amplificación 

ha sido ampliamente descrita en gran variedad de neoplasias [95, 97, 171, 200]. 

La función de KDM4C en el desarrollo y supervivencia de células tumorales 

envuelve diferentes mecanismos, incluyendo su activación mediada por hipoxia, 

un fenómeno comúnmente observado en estadios tempranos de la enfermedad 

[227-229]; modulación de la ruta JAK/STAT, la cual está asociada con el 

mantenimiento del fenotipo celular, y cuya alteración está asociada con el 

desarrollo de ciertas leucemias [230] o activación de rutas dependientes del 

receptor de andrógenos en el cáncer de próstata [130]. Con respecto al cáncer de 

seno, KDM4C ha sido reconocido como un marcador potencial de prognosis de 

esta forma de la enfermedad [193], formando parte del interactoma represor de la 

transcripción del coactivador del receptor esteroidal (Src-1) como mediador del 

silenciamiento de CD24 y PAWR (Pro-Apoptotic WT1 Regulator).  

Este trabajo describe la caracterización del efecto del silenciamiento de KDM4c, 

así como el de la inhibición de su actividad por parte del inhibidor NCDM-32b, en 

el desarrollo y supervivencia de líneas de cáncer de seno triple-negativo. En 

primer lugar, la importancia de la localización celular de KDM4C se evalúo en 

diferentes líneas de cáncer de mama triple negativo, siendo ubicada a nivel de los 
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cromosomas durante el proceso de mitosis (Figuras 15 y 20). Cabe resaltar que 

Kupershmith y colaboradores [138] demostraron recientemente que esta histona 

demetilasa es la única proteína de la subfamilia KDM4 con la capacidad de 

interactuar con la cromatina durante la mitosis en células derivadas de 

osteosarcoma (U2OS), lo cual concuerda con nuestro resultados en los cuales 

KDM4A, otra importante histona demetilasa en el desarrollo del cáncer de seno 

[101, 187], es excluida de la estructura mitótica en las líneas celulares evaluadas. 

Dicha localización puede implicar la asociación de KDM4C con procesos de 

importancia para la segregación cromosómica, tomando en cuenta la importancia 

del silenciamiento o sobre-expresión de KDM4C frente a un incremento en el 

número de errores presentes durante la mitosis en células U2OS [138]. Cabe notar 

que, en condiciones similares, el silenciamiento de KDM4C incrementó el número 

de errores mitóticos (micronúcleos y cromosomas en lag) en la línea celular triple-

negativa HCC38 (Figura 20), fenómeno que también se observó al inhibir la 

actividad demetilasa de esta proteína (Figura 17). Estos hechos indican que la 

actividad de KDM4C está directamente relacionada con su participación en el 

mantenimiento de una correcta segregación cromosómica. Tales características 

soportan la importancia del estudio de los inhibidores de la actividad demetilasa 

como bases promisorias para el diseño de la nueva generación de tratamientos 

para este tipo de enfermedades [231-233].  

Adicionalmente se analizó la influencia de KDM4C en la proli feración celular, 

encontrando que tanto la inhibición enzimática como la deleción de la proteína 
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resultaron en una disminución de la tasa de multiplicación tumoral frente a líneas 

celulares no tratadas (Figuras 18 y 19). Aunque el papel de KDM4C  en la 

evolución del cáncer de seno aun esta por ser completamente determinado, estos 

resultados soportan observaciones previas acerca de la influencia de esta proteína 

en la multiplicación celular, tomando en cuenta que KDM4C modula la expresión 

de proteínas relacionadas con el crecimiento celular tales como los activadores 

HRAS y MYC, y la proteína de control del ciclo celular CDCL5 [209]. 

Por otra parte, la influencia del silenciamiento de KDM4C en los procesos de 

migración e invasión se probó mediante ensayos transwell (Figura 21). La 

disminución en los niveles de expresión de KDM4C produjo una disminución en la 

capacidad migratoria de la línea celular HCC38, de manera similar al efecto de 

otros miembros de la familia KDM4 en diversas clases de células tumorales, así 

como el efecto de estudios similares empleando esta proteína en otras formas de 

neoplasia como cáncer de pulmón u osteosarcoma [97, 132, 234]. 

De manera interesante, al someter celular tratadas con siRNA dirigido contra 

KDM4C a prueba de invasión, la disminución de los niveles de expresión de 

KDM4C resultó en un incremento en la capacidad invasiva de la línea celular de 

cáncer de seno triple negativo (Figura 21). Este resultado indica que KDM4C 

puede representar un papel único e independiente del observado en otros tipos de 

cáncer en el desarrollo del cáncer de seno triple negativo, en el cual puede  estar 

involucrada con los mecanismos de regulación que median la evolución entre 

células migratorias e invasivas, ya que un fenotipo similar de inducción de la 
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invasividad vs. reducción de la migración se ha observado en ensayos bajo 

condiciones similares con la proteína FAK, una de las proteínas que median el 

paso de una célula tumoral entre un fenotipo migratorio y un fenotipo agresivo e 

invasivo [216]. Con respecto a este comportamiento, los perfiles de expresión del 

mRNA de KDM4C se analizó mediante gráficas Kaplan-Meier. De manera 

interesante, las muestras de cáncer de seno que presentan bajos niveles de este 

mRNA presentan una alta correlación con eventos de recurrencia en pacientes 

con cáncer de seno, principalmente en casos específicos en función de la 

expresión de importantes marcadores como el receptor de estrógenos y la 

invasión a nódulos linfáticos (Figura 22). Estos resultados indican que KDM4C 

inhibe la evolución del cáncer de seno, controlando su agresividad como una 

función independiente de la amplia variedad de fenotipos que se pueden observar 

en las diferentes formas de cáncer de seno. En adición, en cuanto se refiere a 

cáncer de seno, se ha reportado que KDM4C puede ser analizado como un 

marcador de prognosis positiva, ya que su negatividad se encuentra asociada a 

tipos de cáncer histopatológicos altamente agresivos (ductal, grado II, grado III y 

triple negativo) [194]. Dentro de los resultados más interesantes del estudio 

mencionado se encuentran los niveles de expresión de KDM4C en función del 

grado histológico de la muestra analizada. En este caso KDM4C presenta una 

mayor presencia en los tumores Grado I, mientras que disminuye en tumores 

grado II y grado III, indicando que la función de KDM4C puede estar involucrada 

principalmente con las fases tempranas de la evolución del tumor donde aún no es 

relevante la capacidad invasiva de las células, y disminuir a media que la célula 



80 
 

tumoral evoluciona a un fenotipo agresivo y metastático, observaciones que 

pueden asociarse con los resultados obtenidos en nuestro estudio. Sin embargo, 

se requiere amplia evidencia para soportar o descartar cada una de estas 

hipótesis, lo que abre un interesante camino para nuevos estudios en esta área.  

En resumen, este trabajo presenta la determinación de los efectos de la 

disminución de los niveles de KDM4C o de su actividad enzimática, en la 

capacidad de división celular, proliferación, segregación cromosómica, migración e 

invasión de diferentes líneas tumorales de cáncer de mama triple negativo, 

incluyendo por ejemplo a HCC38, una línea ductal primaria tipo tumor-nodo-

metástasis (TNM) estadío IIB, grado 3. En conjunto, los resultados resaltan la 

importancia de KDM4C y su actividad demetilasa para cada uno de los procesos 

mencionados en modelos celulares de las formas más agresivas de cáncer de 

seno, soportando el potencial de KDM4C como un promisorio banco para nuevos 

tratamientos contra el cáncer de seno triple negativo, refractario a gran número de 

estrategias terapéuticas y de pobre prognosis para más del medio millón de 

mujeres que anualmente padecen este tipo de neoplasias, la principal razón del 

desarrollo de la presente investigación. 
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5. CONCLUSIONES 

 

- KDM4C interactúa con los cromosomas mitóticos en diferentes líneas 

modelo de cáncer de seno triple negativo, manteniendo dicha interacción a 

lo largo de la división celular, en contraste con la localización de otros 

miembros de esta importante subfamilia de proteínas como KDM4A. 

- Alteraciones en los niveles de expresión de KDM4C, así como la inhibición 

de su actividad enzimática, resultan en un incremento significativo en 

diferentes defectos de la segregación cromosómica, resaltando la 

importancia de KDM4C en el mantenimiento de la integridad de la 

información génica. 

- La proliferación celular de líneas de cáncer de seno triple negativo está 

directamente asociada a los niveles de expresión y actividad demetilasa de 

KDM4C, indicando la relevancia de esta proteína en el crecimiento tumoral 

de esta forma de neoplasia. 

- KDM4C está involucrada en la regulación de los fenómenos de migración e 

invasión celular, siendo que la reducción de su perfil de expresión 

disminuye la capacidad migratoria mientras promueve el desarrollo de un 

fenotipo invasivo en líneas de cáncer de seno triple negativo, generando 

nuevas rutas de investigación frente a la participación de KDM4C en los 

procesos asociados a la migración celular y la capacidad metastásica de la 

forma más agresiva de cáncer de seno. 
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- Como marcador potencial de prognosis en el desarrollo de cáncer de seno, 

KDM4C presenta un potencial de gran interés, tomando en cuenta que 

bajos niveles del mRNA de esta proteína en muestras de pacientes se 

encuentran asociados a un mayor tiempo de supervivencia libre de 

recaídas, lo que puede indicar que KDM4C es requerida en fases 

tempranas de la enfermedad, con tendencia a disminuir a medida que el 

tumor evoluciona a formas más agresivas e invasivas. 

- KDM4C participa en procesos de vital importancia para el desarrollo y 

evolución del cáncer de seno triple negativo, involucrando la multiplicación 

celular durante el crecimiento del tumor inicial, así como los procesos 

asociados con el movimiento celular que, bajo una fina regulación celular, 

finalmente resultan en la invasión de diferentes tejidos y la diseminación de 

células malignas a diferentes órganos del cuerpo durante el desarrollo de la 

metástasis. Modular la presencia de la proteína, así como su actividad 

demetilasa, representan blancos prometedores para el desarrollo de nuevos 

tratamientos eficaces y específicos de las formas más agresivas y de peor 

prognosis de neoplasias de seno triple negativo. 



83 
 

 

6. RECOMENDACIONES 

 

- Los resultados obtenidos en líneas celulares son altamente relevantes, y su 

mayor contraste sería el análisis de los parámetros aquí presentados en 

muestras obtenidas de tejido vivo, derivado de mastectomías en las cuales 

pueden obtenerse células tumorales en su ambiente común, y además 

pueden obtenerse controles de tejido del mismo paciente, generando 

puntos de comparación más precisos. 

- Junto con el análisis a nivel de línea celular y muestras de tejido, el 

potencial de ensayos in vivo en modelos adecuados representa una 

poderosa herramienta en la determinación de la importancia de KDM4C en 

un organismo completo. En este caso el empleo de modelos knock-down 

condicionales para KDM4C pueden ser de gran utilidad, y serian 

ampliamente recomendados para este tipo de trabajos. 

- La actividad de KDM4C y su papel epigenético, así como su importancia 

para la división celular pueden también estar asociados a alteraciones en 

los perfiles de expresión o modificación de la actividad de importantes 

arcadores moleculares como PTEN, CDH1 o los genes BRCA1/2, entre 

otros. En busca de establecer el mecanismo de acción de KDM4C, es 

altamente recomendable establecer el efecto de la alteración de esta 

histona demetilasa en la expresión y función de estas relevantes proteínas. 
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- Los resultados de los ensayos de migración e invasión abren un gran 

número de posibilidades frente al mecanismo, ruta de señalización o 

blancos de modificación de la actividad de KDM4C que pueden ser también 

de importancia para el fenotipo agresivo del cáncer de seno triple negativo. 

Es por tanto de gran relevancia elucidar el papel de KDM4C en la 

capacidad migratoria e invasiva de este tipo de cáncer.   

- El objetivo primario de todo estudio de este tipo debe involucrar la 

posibilidad de desarrollar nuevas estrategias o tecnologías para el 

tratamiento de las enfermedades en pro del beneficio del paciente. Desde 

este punto de vista, la relevancia de la actividad de KDM4C implica que es 

importante analizar la posibilidad de identificar o diseñar nuevos inhibidores 

frente a la actividad de esta proteína, evaluando su potencial como 

tratamiento y posible escalamiento para su aplicación comercial. 
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