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RESUMEN 

Introducción: Las PM10 son aeropartículas contaminantes con un diámetro 

aerodinámico ≤ 10 µm, y son una mezcla compleja de materiales líquidos y sólidos 

suspendidos en el aire, entre los que se encuentran metales de transición, 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), entre otros. Estudios epidemiológicos 

han asociado la exposición a PMs como un factor de riesgo en el desarrollo de 

neoplasias, entre ellas el cáncer de mama. Sin embargo, se desconocen los 

mecanismos celulares a través de los cuales las PM favorecen el desarrollo de esta 

neoplasia. En algunos casos de cáncer de mama esporádico se ha reportado una 

disminución tanto del mRNA como de la proteína de BRCA1, debido a que el 

promotor del gen se encuentra metilado. Se sabe que el receptor de aril 

hidrocarburos (AHR), receptor encargado de la señalización para el metabolismo de 

los HAPs, puede favorecer la metilación del gen de BRCA1. El mecanismo 

propuesto es que cuando se activa el AHR por la unión del receptor con xenobióticos 

como los HAPs (componentes de las PMs), este complejo se une a elementos de 

respuesta a xenobióticos (XRE) presentes en el gen de BRCA1, lo que favorece la 

metilación de su promotor y de esta manera regula negativamente su transcripción. 

En este sentido, el factor de unión CTCCC (CTCF) participa en la regulación de la 

metilación de ciertos genes, entre ellos BRCA1. CTCF forma fronteras que protegen 

la región promotora impidiendo su metilación. Actualmente se desconoce si las PM10 

disminuyen los niveles de BRCA1 por el desplazamiento de la proteína CTCF de 

sus sitios de unión a través de la activación del AHR en células de cáncer de mama. 

 Objetivo: Determinar la participación del AHR en la disminución de los niveles de 

las proteínas BRCA1 y CTCF en células de cáncer de mama MCF7 expuestas a 

PM10. 

Material y Métodos: Se utilizaron células MCF7, las cuales fueron expuestas a 10 

μg/cm2 de PM10 por 24 horas. Se evaluó la expresión del mRNA de AHR por qRT-

PCR y los niveles de proteína por western blot. Se evaluaron los niveles de 

proteínas de CTCF y BRCA1 mediante western blot y la localización celular por 
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inmunofluorescencia. Para determinar la participación del AHR, se inhibió la 

expresión del AHR mediante un siRNA. 

Resultados: Las PMs inducen el aumento del mensajero (***p < 0.0005 vs Control) 

y de la proteína (*p < 0.05 vs Control) de AHR. La exposición a PM10 disminuye los 

niveles de la proteína de BRCA1 (*** p < 0.0005 vs Control) y este efecto no es 

prevenido cuando se inhibe la expresión del AHR mediante un siRNA dirigido contra 

su mRNA. Las PM10, disminuyen los niveles de CTCF (**p<0.005 vs Control), esto 

se ve previene cuando se inhibe la expresión del AHR (*p<0.05 vs PM10). 

Conclusiones: Las PM10, promueven la disminución de los niveles de BRCA1 y 

CTCF e incrementan los niveles del AHR. La inhibición del mensajero de AHR 

previene la disminución de los niveles de CTCF, sugiriendo la participación de AHR 

en la regulación de BRCA1 de manera indirecta.  
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INTRODUCCIÓN 

Contaminación del aire 

La atmósfera de la Tierra está constituida primordialmente por tres gases: nitrógeno 

(78.08%), oxígeno (20.95%) y argón (0.93%). El vapor de agua es el siguiente 

constituyente más abundante de la atmósfera y su concentración es muy variable, 

siendo la evaporación y la precipitación lo que controlan su abundancia, además 

contiene una mezcla de gases traza que representan menos del 1% de la atmósfera 

(Barry et al., 2003; Seinfeld and Pandis, 2016). 

La alteración en la composición normal del aire se conoce como contaminación del 

aire, y esta se define como la presencia de compuestos en fase líquida, sólida o 

gaseosa a concentraciones por encima de sus niveles ambientales normales, que 

pueden producir un efecto adverso en los humanos, animales y plantas (Seinfeld 

and Pandis, 2016). Los contaminantes del aire son emitidos a la atmósfera como 

contaminantes primarios, o son formados dentro de la atmósfera, y esto son 

llamados contaminantes secundarios. Los contaminantes pueden provenir de 

fuentes naturales como la erosión del suelo, incendios forestales, erupciones 

volcánicas, aerosoles marinos, etc., o bien, de fuentes antropogénicas como la 

quema de combustibles fósiles, emisiones vehiculares, procesos industriales y 

agrícolas, generación de energía, incendios provocados, etc. (Jacobson, 2002; U.S. 

EPA., 2004; WHO, 2006), siendo ésta última la principal fuente de contaminación 

del aire.  

Debido a que la contaminación del aire representa un riesgo para la salud de los 

humanos y el medio ambiente, se han establecido acciones para evaluar la calidad 

del aire, lo cual se hace a través de la evaluación de seis contaminantes 

denominados “criterio” que son: dióxido de azufre (SO2), monóxido de carbono 

(CO), dióxido de nitrógeno (NO2), ozono (O3), plomo (Pb) y material particulado (PM) 

(US EPA, 2016). Para la evaluación de la calidad del aire se han establecido valores 

de referencia de cada uno de estos contaminantes. En México, los estándares se 

encuentran publicados en las Normas Oficiales Mexicanas (NOM), en el que se 

establecen los límites permisibles de los contaminantes criterio. De igual manera, la 
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Organización Mundial de la Salud (OMS) mediante las Guías de Calidad del Aire 

establece los límites permisibles de los contaminantes criterio ((WHO, 2006). Si 

bien, estos seis contaminantes representan un riesgo para la salud de los humanos, 

es del interés de este trabajo, el estudio de las PMs, ya que son consideradas un 

factor de riesgo en el desarrollo del cáncer de pulmón (Pope et al., 2002). 

Material Particulado (PM) 

Las PMs se clasifican de acuerdo con su diámetro aerodinámico de la siguiente 

manera: Las partículas suspendidas totales (PST), las cuales tienen un diámetro 

mayor a 50 µm, las PM10 y PM2.5 con un diámetro aerodinámico menor o igual a 10 

y 2.5 µm, respectivamente; y las partículas ultra finas (UF), con un diámetro 

aerodinámico menor de 0.1 µm (Figura 1).  

 

Figura 1. Clasificación de las PMs de acuerdo con su diámetro aerodinámico 
El material particulado se divide en partículas suspendidas totales (PST), partículas con diámetro 
aerodinámico menor o igual a 10 y 2.5 µm (PM10 y PM2.5, respectivamente) y partículas ultra finas 
(UF), como se muestra en la imagen las fracciones comprenden a las más pequeñas; es decir, UF 
son parte de PM2.5, que a su vez son parte de PM10. Las PM10 son conocidas como la fracción 
inhalable pues son capaces de ingresar a las vías respiratorias profundas. Tomada y modificada de 
García-García, 2014 (tesis de licenciatura). 

El diámetro aerodinámico es igual al diámetro de una partícula hipotética esférica 

de densidad unitaria que tiene la misma velocidad de sedimentación gravitacional 

que la partícula en cuestión, independientemente de su tamaño, forma o densidad 

(U.S. EPA., 2004). Este es un parámetro importante para determinar las 

propiedades, los efectos y el destino de las partículas atmosféricas; así como los 

patrones de deposición de las partículas dentro del tracto respiratorio, con lo que  

se ha podido determinar que las fracciones con diámetro aerodinámico menor o 
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igual ≤ 10 µm pueden alcanzar las vías profundas del sistema respiratorio y 

depositarse a lo largo del tracto respiratorio, por lo que esta fracción es  conocida 

como fracción inhalable, razón por la cual puede inducir efectos adversos en la salud 

de los humanos (Brown et al., 2013; Kim et al., 2015; Löndahl et al., 2006).  

Las PM10 y PM2.5, son una mezcla compleja de partículas sólidas y líquidas 

suspendidas en el aire. La composición de las PMs varía y depende de su tamaño, 

así como de su origen, ya sea natural o antropogénico. Entre sus componentes 

principales se encuentran: carbono orgánico y elemental, compuestos inorgánicos 

como sulfatos, nitratos y amonio, minerales originarios de la corteza terrestre, 

aerosoles marinos, componentes de origen biológico como el polen, esporas, 

endotoxina, hongos y bacterias; metales, como metales de transición, y compuestos 

orgánicos como los compuestos orgánicos volátiles (COVs), aminas aromáticas, 

dioxinas e hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), entre otros (Chirino et al., 

2015; Falcon-Rodriguez et al., 2016; IARC, 2016; Kelly and Fussell, 2012; U.S. 

EPA., 2004). 

PMs y efectos en la salud del ser humano 

Estudios epidemiológicos han demostrado asociaciones entre la exposición a 

partículas contaminantes del aire como la fuente de diversas alteraciones a la salud 

del ser humano, entre ellas las enfermedades pulmonares, cardiovasculares y 

cerebrovasculares. También se ha demostrado que existe una asociación entre el 

aumento de los niveles de PMs con un incremento del 12.8% en admisiones 

hospitalarias debido a enfermedades respiratorias y cardiovasculares por cada 

aumento de 10 µg/cm3 de PM10 (Bourdrel et al., 2017; Brook, 2004; Brunekreef and 

Forsberg, 2005; Ferreira et al., 2016; Kloog et al., 2012; Pope, 2000). Entre estos 

efectos  se encuentra la exacerbación de enfermedades de las vías respiratorias en 

pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) y asma (Atkinson 

et al., 2001; Tecer et al., 2008); así como por enfermedades cardiovasculares como 

la enfermedad cerebrovascular (Huang et al., 2016; Shah et al., 2015), 

aterosclerosis (Künzli et al., 2004), infarto al miocardio (Mustafić et al., 2012) e 

insuficiencia cardiaca (Shah et al., 2013). Además, la exposición a PMs se ha 
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asociado con un incremento en la tasa de mortalidad total del 0.6-0.8% y 4% por 

enfermedades respiratorias y cardiovasculares por cada incremento de 10 µg/cm3 

de PM10 y PM2.5, respectivamente (Bourdrel et al., 2017; Pope and Dockery, 2006; 

Pope et al., 2002; Samoli et al., 2008).  

En el año 2013 la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) 

clasificó a la contaminación extramuros, incluyendo las PMs, dentro del Grupo 1; 

esto es, como un carcinógeno para el ser humano. Esto se logró mediante la 

revisión de evidencia científica que incluye estudios epidemiológicos, estudios en 

animales experimentales y estudios sobre los mecanismos celulares implicados en 

el desarrollo de cáncer, determinando así que existe evidencia suficiente de la 

carcinogenicidad de la contaminación del aire en humanos y modelos animales 

(IARC, 2016; Loomis et al., 2013). 

Está demostrado que las PMs son un factor de riesgo en el desarrollo de distintas 

neoplasias entre las que destacan: cáncer de pulmón (Pope et al., 2002), cáncer de 

vejiga (Castano-Vinyals et al., 2008) y cáncer de mama (Bonner et al., 2005; Nie et 

al., 2007).  

En cáncer de pulmón, se ha reportado que por cada incremento de 10 µg/cm3 de 

PM2.5 y de PM10, hay un aumento del 8% y 6% de riesgo de mortalidad por cáncer 

de pulmón, respectivamente (Chen et al., 2016; Pope et al., 2002). En cáncer de 

vejiga, se asociaron niveles altos de emisiones de componentes de las partículas 

con un incremento del 29% de riesgo para cáncer de vejiga (Castano-Vinyals et al., 

2008). Con respecto al cáncer de mama (Tabla 1), se ha encontrado asociado con 

la exposición a contaminantes ambientales, como los HAPs, los cuales se 

encuentran  en las PM del aire de zonas urbanas, industrializadas y con tráfico 

vehicular intenso (Bonner et al., 2005; Huo et al., 2013; Mordukhovich et al., 2015; 

Nie et al., 2007; Parikh and Wei, 2016). Además, los estudios epidemiológicos 

señalan que la exposición a altos niveles de PM10 y PM2.5 están asociados con un 

mayor riesgo de muerte por cáncer de mama (Hu et al., 2013; Hung, 2012; 

Tagliabue et al., 2016). 
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Tabla 1. Estudios epidemiológicos que asocian la exposición a PMs y el cáncer de 

mama 

Autor Asociación encontrada 

Bonner et al., 2005 En los primeros años de vida de la mujer, por cada aumento 

de 30 µg/cm3 de PST, aumenta un 20% el riesgo de cáncer 

de mama post menopáusico. 

Nie et al., 2007 Una alta exposición a emisiones de tráfico en etapas 

tempranas de la vida incrementa el riesgo de cáncer de 

mama. 

Hung, 2012 Las mujeres que viven en localidades con altas 

concentraciones de PM2.5 tienen un mayor riesgo de 

mortalidad por cáncer de mama. 

Hu et al., 2013 Por cada aumento de 10 µg/cm3 y 5 µg/cm3 de PM10 y PM2.5, 

respectivamente, aumenta el riesgo en 13% y 83% de 

mortalidad por cáncer de mama, respectivamente. 

Huo et al., 2013 La exposición a largo plazo con contaminantes del aire se 

asocia con un fenotipo invasivo del cáncer de mama. 

Mordukhovich et 

al., 2015 

La exposición a HAPs provenientes del tráfico vehicular está 

asociada con un aumento en la incidencia de cáncer de 

mama. 

Parikh y Wei, 2016 La exposición a PM2.5 y HAPs está asociado con un 

incremento en la incidencia de cáncer de mama. 

Tagliabue et al., 

2016 

El estudio indica que el riesgo de mortalidad por cáncer de 

mama incrementa con la exposición a PM2.5. 
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Evidencia toxicológica del efecto de las PMs a nivel celular 

La evidencia toxicológica sugiere mecanismos moleculares asociados a la 

exposición a PMs, en la que se han buscado responder las preguntas sobre qué 

mecanismos se desencadenan en la célula y su participación en el desarrollo del 

cáncer. Por lo que ha sido estudiada la relación entre la composición y tamaño de 

las PMs y la toxicidad celular resultante (Alfaro-Moreno et al., 2002; Osornio-Vargas 

et al., 2003; Rosas Pérez et al., 2007). 

La exposición a PMs genera estrés especies reactivas de oxígeno (ROS) (Chirino 

et al., 2010), como los radicales hidroxilos (•OH), los cuales son altamente reactivos 

induciendo daño al DNA (García-Cuellar et al., 2002), como rompimiento de doble 

cadena, oxidación de bases nitrogenadas formando 8-oxo-7,8-dihidro-2’-

deoxiguanosina (8-oxodG) (Knaapen et al., 2002), y a través de la lipoperoxidación 

donde sus productos finales pueden reaccionar con las bases del DNA formando 

aductos exocíclicos (Donaldson et al., 2003; Topinka et al., 2011). Esto finalmente 

provocando apoptosis (Upadhyay et al., 2003) o un estado de tipo senescencia 

(Sánchez-Pérez et al., 2009). 

Además, el estrés oxidante está implicado en los efectos inflamatorios inducidos por 

las PMs, mediante la inducción de mediadores proinflamatorios, como el factor de 

necrosis tumoral-α (TNF-α), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 

1β (IL-1β), y la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) (Alfaro-Moreno et al., 

2009; van Eeden et al., 2001; Li et al., 2015b; Manzano-León et al., 2013, 2015; 

Osornio-Vargas et al., 2003; Salcido-Neyoy et al., 2015). Las ROS inducidas por las 

PMs, también incrementan el calcio intracelular que conlleva a la activación y 

fosforilación de las proteínas de la familia de quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK), entre las que se encuentran la cinasa regulada por señales extracelulares 

(ERK), quinasa c-Jun N-terminal (JNK), quinasa p38, entre otras (Cao et al., 2016; 

Rui et al., 2016). También se conoce que las PM10 inducen la activación de los 

miembros de la familia MAPK provocando la transactivación de factores de 

transcripción como c-Jun, Factor activador 2 (ATF2) y la proteína de unión a CREB 

(CBP) (Donaldson et al., 2003), esto resulta finalmente en la remodelación de la 

cromatina y expresión de genes involucrados en inflamación, apoptosis, 
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proliferación, transformación y diferenciación, metabolismo de xenobióticos y 

componente endógenos (Donaldson et al., 2003; Líbalová et al., 2014). Uno de los 

mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo el metabolismo de xenobióticos 

en mediante la vía del receptor de aril hidrocarburos (AHR). 

Activación del AHR 

Posterior a la exposición a PMs en la célula ocurre la activación metabólica con el 

incremento de proteínas pertenecientes a la familia de los citocromos P450 

(CYP450), proteínas involucradas en la fase I del metabolismo de xenobióticos. Los 

citocromos CYP1A1 y CYP1B1 se encargan de la bioactivación de los HAPs, 

presentes en las PMs, a carcinógenos diol-epóxidos (Shimada and Fujii-Kuriyama, 

2004), en un efecto mediado por la activación del AHR. En diversos trabajos se ha 

reportado el aumento de estas proteínas en células epiteliales de pulmón y de mama 

expuestas a PM10 y PM2.5, además se ha demostrado su impacto al favorecer daño 

a DNA: los metabolitos carcinógenos resultantes provenientes de los HAPs son 

capaces de unirse covalentemente al DNA formando aductos, generando así  un 

daño genotóxico en la célula (Billet et al., 2007; Borgie et al., 2015; Chen et al., 

2013; Courter et al., 2007a; Líbalová et al., 2014; Mahadevan et al., 2005; Salcido-

Neyoy et al., 2015).  

El AHR es un factor de transcripción ligando dependiente, perteneciente a la familia 

de los factores de transcripción con dominio bHLH-PAS (basic helix loop helix-PER 

ARNT-SIM), que regula la expresión de diversos genes. La proteína de AHR tiene 

tres dominios funcionales: el dominio bHLH localizado en el extremo amino terminal 

es el encargado de la unión del AHR en el DNA, específicamente en las secuencias 

consenso (5-T/GCGTG-3) conocidas como elementos de respuesta a xenobióticos 

(XREs, por sus siglas en inglés) y  junto con el dominio PAS (conformado por PAS 

A y PAS B), permite la interacción con otras proteínas y la formación del 

heterodímero junto con el translocador nuclear de AHR (ARNT), además contiene 

un domino Q que permite su transactivación (Feng et al., 2013; Kawajiri and Fujii-

Kuriyama, 2017). 
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La activación del AHR está mediada por la unión de un ligando, principalmente 

xenobióticos, de naturaleza hidrofóbica y con estructura plana, como los HAPs. El 

receptor inactivo se encuentra en el citoplasma formando un complejo proteico junto 

con las chaperonas: dos proteínas de choque térmico 90 (HSP90), la proteína de 

interacción con HSP90 (p21) y con la proteína de interacción con AHR parecida a 

la inmunofilina (AIP, también conocida como XAP2); la unión con el ligando resulta 

en la translocación nuclear del AHR, la disociación del complejo de chaperonas, 

seguida de la heterodimerización del complejo AHR/ARNT (Dietrich and Kaina, 

2010). El complejo formado es capaz de unirse a los XREs, favoreciendo la 

remodelación de la cromatina y el reclutamiento de co-activadores para la 

transcripción de los genes blanco encargados de la detoxificación y metabolismo de 

xenobióticos, entre ellos se encuentran los que codifican para las proteínas 

CYP1A1, CYP1B1, glutatión S-transferasas (GST), UDP-glucuronosil transferasa 

(UGT1A6), NAD(P)H dependiente de quinona oxidorreductasa-1 (NQO1), la 

aldehído deshidrogenasa 3A1 (ALDH3A1), entre otras (Feng et al., 2013). La vía 

anteriormente descrita se conoce como la vía canónica de señalización del AHR 

(Figura 2); sin embargo, también se han encontrado vías no canónicas de la 

activación del receptor que participan en la iniciación, promoción y progresión de la 

carcinogénesis (Dietrich and Kaina, 2010).  

Mucho de los efectos tóxicos y carcinogénicos de los contaminantes del aire han 

sido ligados a los HAPs, componentes de las PMs. En modelos animales se 

encontró que los HAPs debido a su carácter lipofílico pueden llegar y almacenarse 

en el tejido adiposo mamario (Bock and Dao, 1961; Korsh et al., 2015; Morris and 

Seifter, 1992), ahí son transformados a metabolitos carcinogénicos (Bartley et al., 

1982) que favorecen la carcinogénesis en las células ductales de la mama, a través 

del daño a DNA (Morris and Seifter, 1992) con la generación de aductos (Li et al., 

1996), por la disrupción en la expresión de BRCA1 (Jeffy et al., 1999), y por cambios 

en la metilación del DNA global y localizada en promotores de genes (White et al., 

2016) entre ellos BRCA1 (Hockings et al., 2006). 
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Figura 2. Vía canónica de señalización del receptor aril hidrocarburos (AHR) 
El AHR inactivo se encuentra formando un complejo citoplasmático junto con dos proteínas de 
choque térmico 90 (HSP90), la proteína de interacción con HSP90 (p21) y con la proteína de 
interacción con AHR parecida a la inmunofilina (XAP2), la unión con el ligando resulta en la 
translocación nuclear del AHR, la disociación del complejo de chaperonas, seguida de la 
heterodimerización del complejo AHR/ARNT. El complejo formado es capaz de unirse a los XREs, 
activando la transcripción de genes encargados de la detoxificación, entre ellos los que codifican 
para los citocromos P450: CYP1A1, CYP1B1, glutatión S-transferasas (GST), NAD(P)H dependiente 
de quinona oxidorreductasa-1 (NQO1), aldehído deshidrogenasa 3A1 (ALDH3A1), entre otras.  

Cáncer de mama 

Si bien la evidencia epidemiológica y toxicológica demuestra que las PMs favorecen 

principalmente el desarrollo de cáncer de pulmón, actualmente estudios 

epidemiológicos (Tabla 1) demuestran que las PMs pueden favorecer el desarrollo 

de cáncer de mama; por lo que en este trabajo nos interesó esta neoplasia ya que 

su incidencia va en aumento en países en desarrollo (Fidler et al., 2017). 

A nivel mundial, el cáncer de mama ocupa el segundo lugar de incidencia, en ambos 

sexos, y el primer lugar de incidencia en la población femenina. Además, ocupa el 

quinto lugar, en ambos casos como causa de muerte entre todos los tipos de 

cánceres y en mujeres, el primer lugar (GLOBOCAN, 2012). En países no 

desarrollados, la mortalidad asociada a esta neoplasia es muy alta, representando 

el 55% de las muertes por cáncer (Porter, 2008). En México, la tasa de mortalidad 

ha aumentado en las últimas décadas, y para el 2006 se convirtió en la principal 

causa de mortalidad por cáncer en mujeres mexicanas (Chávarri-Guerra et al., 

2012). Siendo, la incidencia del cáncer de mama del 24.8% y la mortalidad del 
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14.2%, de todos los tipos de cáncer (GLOBOCAN, 2012). Para el 2020, el 

GLOBOCAN estima un incremento en ambas tasas, con 27,410 nuevos casos 

diagnosticados y 7,761 muertes por esta neoplasia (GLOBOCAN, 2012). 

Entre los factores de riesgo conocidos hasta el momento para el desarrollo de 

cáncer de mama se encuentran los que son intrínsecos de la mujer, como la edad, 

menarca temprana, menopausia tardía, nuliparidad, edad del primer parto y periodo 

largo de lactancia (McPherson et al., 2000). También existen los factores de 

exposición a hormonas exógenas y endógenas, como el estrógeno, estradiol y la 

terapia de reemplazo hormonal (Henderson and Feigelson, 2000). Además, los 

factores de riesgo de historia familiar predisponen genéticamente al individuo a 

mutaciones, como es el caso de mutaciones en los genes de susceptibilidad de 

cáncer de mama (BRCA1 y BRCA2), que se asocian con el inicio temprano de 

cáncer de mama (Henderson and Feigelson, 2000). Por otro lado, existen factores 

ambientales asociados al desarrollo de esta neoplasia, como son los relacionados 

al estilo de vida, tal como el alto índice de masa corporal (sobrepeso u obesidad), 

sedentarismo, dieta, alcohol y tabaco (Irigaray et al., 2007; Khan et al., 2010; 

McPherson et al., 2000). 

Además, se ha demostrado que numerosos contaminantes ambientales; entre ellos 

los hidrocarburos aromáticos policíclicos, bifenilos policlorados y solventes 

orgánicos, causan tumores de glándulas mamarias en animales; esto mediante el 

daño a DNA, promoviendo el crecimiento tumoral, y alterando el desarrollo del tejido 

mamario, así afectando la susceptibilidad de la glándula mamaria a la 

carcinogénesis (Brody et al., 2007). Entre los contaminantes de interés están 

aquellos presentes en el aire como las partículas suspendidas totales, presentes en 

el aire de zonas urbanas, industrializadas y con tráfico vehicular intenso (Bonner et 

al., 2005; Huo et al., 2013; Mordukhovich et al., 2015; Nie et al., 2007; Parikh and 

Wei, 2016).  

El cáncer de mama de manera general es clasificado en cáncer hereditario y cáncer 

esporádico, dependiendo de los factores de riesgo predominantes en el desarrollo 

de la enfermedad. A nivel mundial, el cáncer de mama hereditario representa entre 
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el 5 al 15 % de los casos de cáncer de mama, y este se asocia a mutaciones en los 

genes de: BRCA1 y BRCA2, principalmente, y en menor grado los genes: ATM, 

CDH1, CHEK2, MRE11A, NBN, PALB2, PTEN, RAD50, RAD51C y TP53 

(Apostolou and Fostira, 2013; Slavin et al., 2017; Venkitaraman, 2002). Si bien las 

mutaciones en BRCA1 juegan un papel importante en el desarrollo de cáncer de 

mama hereditario, el gen de BRCA1 también puede participar en el desarrollo de 

cáncer de mama esporádico, esto se debe a que el gen de BRCA1 puede ser 

regulado epigenéticamente, lo que lleva a una disminución en los niveles de la 

proteína de BRCA1, sin que exista una mutación en su gen (Catteau and Morris, 

2002), actualmente se conoce que este gen puede ser regulado a través de 

modificaciones epigenéticas. 

BRCA1  

BRCA1 es un gen supresor de tumores, que se localiza en el cromosoma 17q21 

conteniendo 24 exones, y codifica para una proteína de 1,863 aminoácidos (Miki et 

al., 1994), teniendo dos sitios de inicio de transcripción (exon-1 y exon-1b), y en 

ambos sitios se han identificado elementos de respuesta a xenobióticos (XREs= 

GCGTG), donde se une el AHR (Hockings et al., 2006).  

La función principal de la proteína BRCA1 es mantener la integridad genómica de 

la célula a través de regulación en la replicación y reparación del DNA, transcripción 

y del punto de control en la fase G2-M del ciclo celular (Huen et al., 2010). BRCA1 

contiene un dominio RING amino terminal altamente conservado y un dominio 

BRCT hacia la región carboxilo terminal; por medio de estos dominios, BRCA1 

interactúa directa o indirectamente con numerosas moléculas formando distintos 

complejos proteicos, cada uno dedicado a una función celular especifica en la vía 

de respuesta por daño a DNA. La proteína de BRCA1 es importada activamente al 

núcleo para regular la replicación y estimular la transactivación de genes de daño a 

DNA, y se redistribuye en el núcleo a los sitios de DNA para su reparación; también 

es exportado al citoplasma, donde es reclutado a los centrosomas para mantener 

una óptima división celular y forma del citoesqueleto, y hacia la mitocondria donde 

su papel se ha asociado con apoptosis y reparación del genoma mitocondrial 
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(Henderson, 2012). Entre las distintas proteínas que son capaces de unirse con 

BRCA1, la Proteína 1 de dominio RING asociado a BRCA1 (BARD1) es considerada 

como una de las más importantes. El heterodímero BRCA1-BARD2 es estable y 

tiene actividad de E3 ubiquitin ligasa y participan en la señalización de daño a DNA, 

reparación y regulación transcripcional (Henderson, 2012; Huen et al., 2010; Starita 

and Parvin, 2003).  

Cuando se censa daño a DNA en doble cadena (DSB), la proteína BRCA1 participa 

en la vía de reparación por recombinación homóloga (RH). Está implicada en el 

procesamiento de las DSBs a través de su interacción con la proteína 8 de unión al 

retinoblastoma (RBBP8). BRCA1 también, es necesario para el reclutamiento de la 

recombinasa RAD51 a los sitios de daño a DNA a través de su interacción con la 

proteína socio y localizador de BRCA2 (PALB2) y BRCA2 (Roy et al., 2011), y 

cuando este gen es heredado presentando mutaciones, se codifican formas 

alteradas de la proteína que contribuyen al desarrollo de cáncer familiar de mama y 

ovario, debido a que la proteína no puede realizar su función normal en la célula 

(Miki et al., 1994).  

La incidencia del cáncer de mama debido a mutaciones es una pequeña fracción 

que va del 5 al 15% del total de casos (Venkitaraman, 2002), siendo la mayor 

proporción de cáncer de mama, el cáncer esporádico, el cual se encuentra entre un 

85-95%. Además, el incremento de la incidencia y mortalidad del cáncer de mama 

esporádico representa un problema de salud pública, y se ha considerado de gran 

relevancia el estudio de su etiología multifactorial, sin embargo, aún falta entender 

a profundidad sus causas. 

Las mutaciones germinales en BRCA1 representan el 30-40% de los carcinomas de 

mama hereditarios (Lux et al., 2006). Sin embargo, son raras las mutaciones 

somáticas del gen en las formas esporádicas de esta neoplasia (Futreal et al., 1994; 

Khoo et al., 1999). Por otro lado, la evidencia señala que niveles bajos o inexistentes 

del mRNA y proteína de BRCA1 están involucrados en el desarrollo de cáncer de 

mama esporádico. Existen varios mecanismos que pueden conducir a una 

disminución en los niveles de BRCA1 en tumores de mama esporádicos; entre ellos, 
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la perdida de heterocigosidad, expresión alélica preferencial, desregulación de 

activadores o represores transcripcionales y cambios epigenéticos (Catteau and 

Morris, 2002; Mueller and Roskelley, 2002). 

Regulación epigenética 

La epigenética ha sido definida como “el estudio de los cambios en la función 

genética que son heredables mitóticamente y/o meióticamente y que no implican un 

cambio en la secuencia de DNA'' (Russo et al., 1996). 

Los mecanismos epigenéticos se encargan de regular la estructura de la cromatina 

y son componentes esenciales para la regulación de la expresión genética. Estos 

mecanismos incluyen la metilación del DNA, modificaciones postraduccionales de 

las histonas como acetilación, metilación, ubiquitinación, sumoilación y ADP-

ribosilación y RNAs no codificantes (Allis et al., 2015). 

La metilación del DNA es la unión covalente de un grupo metilo en el carbono 5 de 

la citosina y es realizada por las enzimas DNA metiltransferasas (DNMTs), esta 

modificación epigenética ocurre predominantemente en secuencias 5'-CG-3' 

denominados sitios CpG. La metilación del DNA regula la expresión reclutando 

proteínas involucradas en la represión génica o a través de la inhibición de la unión 

de factores de transcripción al DNA (Moore et al., 2013; Prokhortchouk and 

Defossez, 2008).  

Las islas CpG son regiones del genoma que tienen una longitud de 200-1000 pares 

de bases (pb), 60% de contenido C+G y frecuencia de sitios CpGs mayor a 0.6 

(Illingworth and Bird, 2009) y aproximadamente el 60-70% de los promotores de 

genes están asociados con islas CpG (Deaton and Bird, 2011; Illingworth and Bird, 

2009). De acuerdo con la densidad CpG, los promotores son clasificados con 

contenido CpG alto, intermedio y bajo (Weber et al., 2007). Los promotores con islas 

CpG altas son asociadas con promotores de genes constitutivos y normalmente se 

encuentran sin metilación, sin embargo, este tipo de promotores son silenciados por 

metilación del DNA (Weber et al., 2007). 
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La metilación aberrante del DNA se presenta en enfermedades como el cáncer, las 

células cancerosas presentan una pérdida en la metilación global del DNA e 

hipermetilación localizada en promotores de genes (Denis et al., 2011). 

El nucleosoma es la unidad estructural básica de la cromatina y está conformado 

por 146 pb de DNA enrollado de un octámero histonas, compuesto por pares de las 

histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Cutter and Hayes, 2015). Las histonas y sus 

modificaciones postraduccionales están implicadas en la organización de la 

cromatina y la regulación transcripcional de los genes. El extremo amino terminal 

de las histonas principalmente sufre modificaciones postraduccionales como 

acetilación, metilación, fosforilación, ubiquitinación, sumoilación y ADP ribosilación 

(Kouzarides, 2007).  

La acetilación de lisinas es mediada por enzimas acetil transferasas (HATs) y 

eliminada por enzimas desacetilasas de histonas (HDACs). Esta marca se asocia 

con un estado laxo en la cromatina, ya que las cargas positivas de los grupos acetilo 

neutralizan la carga negativa del DNA, por lo que esta marca postraduccional se 

encuentra en zonas transcripcionalmente activas (Eberharter and Becker, 2002). 

Por otro lado, la metilación en residuos de las histonas es establecida por enzimas 

metil-tansferasas de histonas, la modificación tiene un impacto en la remodelación 

de la cromatina que puede llevar a un estado de transcripción activa o represiva 

dependiendo del residuo y grado de metilación (mono, di o tri-metilado), por ejemplo, 

la trimetilación de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3) es asociada a promotores 

activos, y por otra parte, la trimetilación de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3) y 

la trimetilación de la lisina 27 de la histona 27 (H3K27me3), ambas marcas 

asociadas a represión transcripcional (Allis et al., 2015). 

Con respecto a los cambios epigenéticos que genera la exposición a PMs, se sabe 

que alteran los niveles de metilación del DNA, generando hipometilación global (De 

Prins et al., 2013; Zhou et al., 2016)  en secuencias Alu y LINE-1 (Baccarelli et al., 

2009; Madrigano et al., 2011; Tarantini et al., 2009), e hipometilación del gen iNOS 

(Ding et al., 2016; Tarantini et al., 2009), hipermetilación del gen CDKN2A que 

codifica para la proteína p16 (Ding et al., 2016; Soberanes et al., 2012). Las PMs 
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aumentan los niveles de acetilación en la histona H4 del promotor del gen IL-8, con 

una disminución de HDAC2 (Gilmour et al., 2003).  

 

Regulación epigenética de BRCA1 
 
El silenciamiento transcripcional mediante cambios epigenéticos proporciona un 

mecanismo alternativo para la represión de genes supresores de tumores durante 

el desarrollo del cáncer (Kazanets et al., 2016). En el caso de algunos tumores 

esporádicos, se ha reportado que el gen BRCA1 se encuentra transcripcionalmente 

inactivo, sin presentar mutaciones. Este silenciamiento ha sido asociado a 

metilación en el promotor del gen (Birgisdottir et al., 2006; Catteau et al., 1999; 

Esteller et al., 2000; Li et al., 2015a; Rice et al., 2000; Wei et al., 2005), y este evento 

se asocia con una disminución de su expresión cuando se encuentra hipermetilado; 

diversos estudios han reportado que este escenario sucede en un 5.2-65.2% de los 

casos de cáncer de mama esporádico (Zhang and Long, 2016). 

En el extremo 5' del gen BRCA1 se encuentra una isla CpG con una longitud de 

1580 pb, su contenido CG  es del 56%, y tiene una frecuencia CpG de 0,72 (Rice et 

al., 1998). En el gen de BRCA1, cuando se encuentra hipermetilado en su región 

promotora, sucede una disminución de la expresión del mRNA y proteína 

(Birgisdottir et al., 2006; Catteau et al., 1999; Esteller et al., 2000; Li et al., 2015a; 

Rice et al., 2000; Wei et al., 2005). 

Además de correlacionar la metilación del promotor de BRCA1 con el aumento de 

riesgo de cáncer de mama, los estudios señalan una asociación de la metilación 

con un mayor grado histológico, fenotipo triple negativo (negativo para receptor de 

estrógenos, receptor de progesterona y para el factor de crecimiento HER2/neu) y 

metástasis ganglionares (Turner et al., 2007; Zhang and Long, 2016). 

También se ha reportado que la represión transcripcional de BRCA1 por metilación 

del promotor está asociado con la hipoacetilación de las histonas H3 y H4 (Rice and 

Futscher, 2000), por lo que la combinación de diferentes marcas epigenéticas, y no 

únicamente la metilación del DNA, podrían impactar en la regulación transcripcional 

del gen. 
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Por otro lado, se sabe que el AHR puede regular de forma negativa al gen BRCA1 

a través de mecanismos epigenéticos (Hockings et al., 2006; Papoutsis et al., 2012); 

se ha reportado que en células de cáncer de mama, tras la exposición con el 

agonista del receptor 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), el AHR es 

activado y  translocado a núcleo, posteriormente el heterodímero AHR/ARNT es 

capaz de interactuar con diversas proteínas, entre las que se encuentran proteínas 

modificadoras de la cromatina como la DNA metiltranferasa-1(DNMT-1), DNMT-3a, 

DNMT-3b, la Proteína 2 con dominio de unión a metil-CpG (MBD2) y la desacetilasa 

de histona 1 (HDAC1) (Hockings et al., 2006), para así unirse en los XREs del 

promotor del gen BRCA1, favoreciendo la metilación del DNA, la trimetilación de la 

lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3), reducción de la acetilación en la histona 4  

(H4Ac) y de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9Ac) en el promotor del gen, que en 

conjunto regulan de forma negativa la transcripción de BRCA1 (Papoutsis et al., 

2010, 2012).  

El HAP 7,12-dimethil-benzo(a)anthraceno (DMBA) induce tumores mamarios en 

modelos animales, y se observó que los tumores contenían una expresión reducida 

de BRCA1 y del receptor de estrógenos (ER), esto asociado a metilación de los 

sitios CpG del promotor de BRCA1; y una mayor expresión del AHR y CYP1A1,  por 

lo que la alta expresión constitutiva del AHR asociada a metilación del gen BRCA-1 

pueden ser marcadores pronósticos del desarrollo de tumores de mama ERα 

negativos (Romagnolo et al., 2015). 

Adicionalmente, se ha descrito que la metilación en el promotor del gen parece tener 

un efecto regulatorio en varios sitios de unión a factores de transcripción, como el 

elemento de respuesta a cAMP (CREB) (DiNardo et al., 2001; Mancini et al., 1998), 

el sitio de unión de la proteína específica 1 (Sp1) y el factor de unión CCCTC (CTCF) 

(Butcher et al., 2004). En este sentido, la célula cuenta con mecanismos que 

permiten el mantenimiento de zonas libres de metilación, uno de estos mecanismos 

se da por la unión de proteínas al DNA protegiendo la región formando fronteras 

que impiden la propagación de la metilación; una de estas proteínas es CTCF 

(Figura 3). 
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Figura 3. CTCF forma una barrera que protege la metilación del DNA 
Los genes que contienen un promotor con una isla CpG con alto contenido en sitios CpG, suelen ser 
regulados mediante metilación del DNA. CTCF se une en sus sitios blanco en el DNA protegiendo la 
región formando fronteras que impiden la propagación de la metilación. Cuando existe 
hipermetilación aberrante en el promotor se reprime la expresión del gen. 

 

CTCF 

CTCF es una proteína nuclear altamente conservada con expresión ubicua y 

desempeña diversos papeles en la regulación transcripcional (Phillips and Corces, 

2009). El gen de CTCF se localiza en el cromosoma 16q22.1, y codifica para una 

proteína de 727 aminoácidos, que contiene 11 dominios de dedos de zinc de unión 

a DNA (Filippova, 2007), lo que le permite unirse a diferentes secuencias de DNA 

mediante el uso de distintas combinaciones de sus dedos de zinc (Filippova et al., 

1996); esta habilidad le confiere a la proteína diversas funciones, como  activador o 

represor transcripcional, participar en la impronta génica, como insulator, en la 

inactivación de cromosoma X, como barrera para evitar la propagación de marcas 

de histonas represoras y también como barrera para evitar la propagación de la 

metilación del DNA, además funciona como organizador genómico con la formación 

de dominios de cromatina (Espinoza and Ren, 2011; Filippova, 2007; Recillas-

Targa, 2006).  
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Diversos estudios han demostrado que CTCF actúa como frontera protegiendo al 

DNA circundante de sufrir metilación en los promotores de los genes: Rb (De La 

Rosa-Velázquez et al., 2007), ARF (Rodriguez et al., 2010), XAF1 (Victoria-Acosta 

et al., 2015) y  BRCA1 (Butcher et al., 2004); la unión de CTCF al DNA está 

estrechamente relacionada con el estado de metilación de los sitios CpG de la 

secuencia, siendo sensible a la metilación, de modo que la metilación del DNA 

impide la unión de CTCF (Filippova, 2007).  

En el caso del gen de BRCA1, se han identificado dos sitios de unión a CTCF en la 

región de su promotor (Butcher et al., 2004), y cuando la región promotora está 

metilada, la accesibilidad de CTCF a este sitio se ve comprometida (Xu et al., 2010); 

además en varios tumores de mama, se ha encontrado a CTCF con una expresión 

disminuida, ausente en el núcleo y con distribución citoplasmática (Butcher and 

Rodenhiser, 2007; Rakha et al., 2004). Esto sugiere que tanto la pérdida funcional 

de CTCF como la metilación del DNA del promotor, pueden contribuir en la pérdida 

de fronteras de metilación en el gen de BRCA1, y por esta vía favorecer el desarrollo 

de neoplasias esporádicas (Butcher et al., 2004).  

Se ha propuesto que la modulación de la función de insulator del retrotansposón 

B1-X35S se lleva a cabo a través de la unión del AHR, la proteína SLUG y de CTCF 

en sus sitios de unión dentro de B1-X35S (Roman et al., 2011). Sin embargo, no 

existen trabajos toxicológicos que evalúen el efecto de los contaminantes 

ambientales sobre la función de CTCF, a través de la activación de la vía del AHR.  
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JUSTIFICACIÓN 

Actualmente va en aumento la evidencia epidemiológica que asocia la exposición a 

PMs como un factor de riesgo en el desarrollo de cáncer de mama; sin embargo, 

aún falta mucho por entender sobre los mecanismos a través de los cuales las PMs 

favorecen el desarrollo esporádico de esta neoplasia. Debido a que diversos 

estudios sugieren que el contenido de HAPs de los contaminantes del aire 

contribuyen en gran medida en el desarrollo de esta neoplasia, la vía del AHR es 

una vía importante de analizar.  

Por otro lado, diversos trabajos han encontrado que la exposición a contaminantes 

ambientales desregula a través de modificaciones epigenéticas diversos genes, 

entre los que se encuentran genes supresores de tumores, entre ellos BRCA1. Por 

otro lado, CTCF es una proteína que participa en el mantenimiento de la metilación 

de genoma; sin embargo, el efecto de la exposición a aeropartículas contaminantes 

sobre la función de CTCF no ha sido investigada.  

Por lo anterior, es importante el estudio sobre los mecanismos celulares y 

moleculares que inducen las PM10, a través de la regulación epigenética de genes 

como BRCA1, y el papel del AHR y CTCF en dicha desregulación, asociados al 

desarrollo de cáncer de mama esporádico.  

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Las PM10 disminuirán los niveles de BRCA1 y CTCF, a través del AHR? 
 

HIPÓTESIS 

Si las PM10 incrementan los niveles de mRNA y proteína de AHR, esto favorecerá 

la disminución de los niveles de las proteínas BRCA1 y CTCF en células de cáncer 

de mama MCF7. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

• Determinar la participación de las PM10 en la disminución de los niveles de 

las proteínas BRCA1 y CTCF, a través del AHR, en células de cáncer de 

mama MCF7. 

Objetivos particulares 

• Determinar la participación del AHR en la regulación de BRCA1 y CTCF en 

células de cáncer de mama MCF7 expuestas a PM10.  

• Evaluar la localización de BRCA1 y CTCF en células de cáncer de mama 

MCF7 expuestas a PM10. 

• Determinar los niveles de proteína de BRCA1 y CTCF en células de cáncer 

de mama MCF7 expuestas a PM10. 

• Evaluar in silico la unión de CTCF en el gen de BRCA1. 

Evaluar in silico el estado de metilación del gen BRCA1 de líneas celulares de cáncer de mama. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Muestreo de PM10 

Se utilizaron PM10 previamente colectadas en una zona residencial de la Ciudad de 

México utilizando un muestreador de grandes volúmenes (GMV modelo 1200 VFC 

HVPM10 Sierra Andersen, Smyrna, GA, USA). Las PM10 se colectaron en filtros de 

nitrocelulosa de 3.0 µm, hasta el momento de recuperación de las partículas, los 

filtros se mantuvieron en oscuridad a 4°C.  Para la remoción de las partículas se 

cepilló el filtro de manera delicada y se recuperaron con una hoja quirúrgica en 

viales de vidrio libre de endotoxinas, los cuales fueron almacenados en oscuridad a 

4°C hasta su uso (Alfaro-Moreno et al., 2009). 

Cultivo celular 

En este trabajo se utilizaron pases tempranos de la línea celular de cáncer de mama 

MCF7. Las células MCF7 fueron obtenidas de la American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA, USA). Son células provenientes de un adenocarcinoma de 

mama esporádico. Cabe destacar que la línea celular cuenta con el gen de BRCA1 

wild type, y el promotor no presenta metilación (Elstrodt et al., 2006); en cuanto a la 

clasificación molecular del carcinoma de mama al que pertenece, MCF7 está 

clasificada como “Luminal A”, receptor de estrógeno (ER) y progesterona positivos 

(PR) (Holliday and Speirs, 2011).  

Las células fueron cultivadas, con medio Eagle modificado por Dulbecco's con 

mezcla de nutrientes F12: DMEM/12 (GIBCO, 11330-032) suplementado con 10% 

v/v de SFB (GIBCO, 16000-044) (Medio suplementado) y fueron mantenidas en una 

atmósfera al 5% de CO2 a 37°C.  

Para la realización de los experimentos, se sembraron células MCF7 en placas de 

cultivo de 6 y 12 pozos (Costar, 3516 y 3513) o en laminillas de 8 pozos (Lab-Tek 

Chamber Slide, Thermo Scientific # 177402), las células se incuban por  24 horas y 

se realiza la transfección con siRNAs para AHR, y 24 horas posteriores, con un 80% 

de confluencia, se realizó la exposición a las PM10.  
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Exposición de las células a PM10 

Las partículas fueron pesadas y esterilizadas por calor húmedo en autoclave 

durante 15 minutos a 121 ºC, 15 psi. Posteriormente, se suspendieron en medio 

suplementado (1 mg/mL) y se mezclaron en vortex a baja velocidad hasta su 

homogenización. El medio del cultivo se reemplazó por medio suplementado con 

10µg/cm2 de PM10 de la Ciudad de México, y las evaluaciones se realizaron a las 

24 horas de exposición.  Las células no expuestas se usaron como control. 

Entre los componentes de las PM se encuentran los HAPs, estos se unen a el AHR 

activándolo, por lo que se usó Benzopireno (BaP) 1 µM como control positivo de la 

activación de la vía de AHR.  

Como inhibidor de la vía de AHR se transfectaron las células con siRNAs dirigido al 

mRNA del AHR, 24 horas posteriores a la transfección se realizó la exposición con 

PM10. 

Transfección de siRNAs 

Para determinar la participación del AHR en los efectos inducidos por las partículas 

se realizó la transfección con siRNAs dirigidos al mensajero del gen AHR. 

Para la realización de los experimentos, se sembraron células MCF7 en placas de 

cultivo de 6 y 12 pozos, o en laminillas de 8 pozos, a semiconfluencia con medio 

completo por 24 horas. 

La transfección del siRNA se llevó a cabo utilizando el kit Xfect RNA Transfection 

Reagent (Clontech, 631450), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

prepararon dos mezclas: La primera consistió en la mezcla del siRNA y el 

amortiguador de reacción Xfect, con una concentración final del siRNA de 100 nM; 

por otro lado, la segunda mezcla fue el polímero de transfección de RNA Xfect y 

amortiguador de reacción Xfect, ambos tubos se mezclaron por vórtex y la mezcla 

del polímero de transfección se transfirió al tubo con siRNA. La mezcla nueva se 

vortexeó y se incubó durante 10 minutos para permitir que los complejos de 

nanopartículas se formen. Mientras tanto, se cambió el medio en cada pozo 

teniendo un volumen final de 200, 500 o 1000 uL (chamber slide, placa de 12 y 6 

pozos, respectivamente). Se adicionaron lentamente 20, 50 o 100 uL (chamber 
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slide, placa de 12 y 6 pozos, respectivamente) de la solución con los complejos de 

nanopartículas al medio de cultivo, inmediatamente se movió suavemente la placa 

o chamber slide para mezclar. El cultivo fue incubado a 37ºC durante 4 horas, 

posteriormente se removió el medio y se adicionó medio suplementado fresco y se 

incubó por 20 horas. 

Extracción de RNA 

Para determinar la expresión del mRNA de AHR en células MCF7 expuestas a PM10. 

Se sembrarán células MCF7 (1.5x105 células/pozo) en placas de 12 pozos (Costar, 

3513), 24 horas posteriores de incubación se realizó la transfección con siRNAs de 

AHR y después de 24 horas, en 80% de confluencia, fueron expuestas como se 

describe anteriormente.  

Una vez transcurrido los tiempos de los tratamientos las células fueron lavadas con 

PBS y se extrajo el RNA total utilizando trizol (Ambion, 15596026) de la siguiente 

manera: Las células fueron lisadas directamente en la placa añadiendo trizol, el 

lisado se recuperaró en un microtubo, para la separación de la fase acuosa de la 

fase orgánica se agregó 200 µL por cada mL de trizol utilizado, las muestras fueron 

agitadas e incubadas a temperatura ambiente por 3 min, pasado el tiempo se 

centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min a 4°C. La fase acuosa se recuperó en un 

nuevo microtubo y fue precipitado el RNA con 500 µL por cada mL de trizol utilizado, 

durante 10 min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugó 15 min a 

13,000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue decantado y el botón de RNA obtenido fue 

lavado con 1 mL de etanol al 75% por cada mL de trizol utilizado y se centrifuga a 

7,000 rpm durante 5 min a 4°C, nuevamente se retiró el sobrenandante para 

posteriormente secar el botón de RNA. Finalmente se disolvió el botón en agua libre 

de RNAsas. Las muestras de RNA se cuantificaron utilizando NanoDrop (NanoDrop 

2000, Thermo Scientific), además se evaluó su pureza con el mismo aparato. De 

manera cualitativa, se corroboró la integridad de las muestras de RNA cargando 

500 ng de RNA total por pozo en un gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 

teñido con Gel Red. La imagen fue visualizada y capturada con el equipo ChemiDoc-

It®TS3 Imager UVP 
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Determinación de la expresión de AHR mediante la reacción en cadena 

de la polimerasa en tiempo real (qRT-PCR) 

Para evaluar los niveles del mensajero de AHR por q-RT-PCR, se sintetizó cDNA a 

partir del templado de RNA obtenido durante la extracción del cultivo celular, 

utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 

4374966), la master mix de transcripción inversa fue preparada siguiendo las 

especificaciones del fabricante: por reacción se compuso de 2 uL de 10X RT Buffer, 

0.8 uL de 25X dNTP MIX (100 nM), 2 uL de 10X RT Random Primers, 1 uL de 

MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 uL de inhibidor de RNasa (Applied biosystems, 

N8080119) y 3.2 uL de agua libre de nucleasas. Posteriormente a cada muestra se 

le agregó 10 uL de RNA equivalente a 300 ng, teniendo un volumen final por 

reacción de 20 uL. La transcripción inversa se realizó en el termociclador utilizando 

las siguientes condiciones: Se realizó una primera etapa de 10 minutos a 25 ºC, 

posteriormente una etapa de 120 minutos a 37 ºC, tercera epata de 5 minutos a 85 

ºC y una última etapa a 4 ºC de tiempo indefinido hasta su retiro del termociclador. 

Las muestras de cDNA obtenidas se almacenaron a 4ºC para ser utilizadas a la 

brevedad. 

 

Para el qRT-PCR se utilizó el kit SYBR® Advantage® qPCR Premix (Takara 

Clontech, 639676) siguiendo las indicaciones del fabricante: se preparó a un 

volumen final por reacción de 20 uL, la combinación de 6.8 uL de ddH2O, 10 uL de 

SYBR Advantage Premix 2X, 0.4 uL de ROX LSR Dye 50X, 0.4 uL de primer reverse 

10 uM, y 0.4 uL de primer forward y 2 uL de 10 ng de cDNA. Para cada muestra se 

realizaron triplicados. 

Los oligos de AHR y GAPDH fueron diseñados con una temperatura de alineación 

de 60ºC, las secuencias se muestran en la siguiente tabla: 

    Tabla 1. Secuencias de los primers utilizados. 

AHR Forward 5’-CTGCCTTTCCCACAAGATGT-3’  

Reverse 5’-AGTTATCCTGGCCTCCGTTT-3’  

GAPDH Forward 5’-GCAAATTCCATGGCACCGTC-3’ 

Reverse 5’-AGCATCGCCCCACTTGATTT-3’ 
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Para la realización de la PCR cuantitativa, se utilizó el termociclador StepOne plus 

(Applied biosystems, 4376600) siguiendo el programa descrito a continuación: 

• Desnaturalización: 1 ciclo de 95ºC por 10 segundos. 

• Amplificación: 40 ciclos con una etapa de 95ºC por 15 segundos y una 

segunda etapa de 60ºC por 60 segundos. 

• Disociación: 1 ciclo dividido en una etapa de 95 ºC por 15 segundos, segunda 

etapa de 60ºC por 60 segundos y tercera etapa de 95ºC por 15 segundos. 

 

La expresión del mRNA de AHR fue calculada por el método comparativo Ct (2- ΔΔ), 

por lo que se utilizó la amplificación del gen endógeno GAPDH como parámetro 

para la normalización de los resultados. 

Localización subcelular de CTCF y BRCA1 por Inmunofluorescencia 

Para evaluar la localización subcelular de CTCF y BRCA1 se sembraron células 

MCF7 (5x104 células/pozo) en laminillas de 8 pozos (Lab-Tek Chamber Slide, 

Thermo Scientific # 177402). 24 horas posteriores se transfectaron con el siRNA 

dirigido a AHR como se describió anteriormente. Con un 80% de confluencia celular, 

las células fueron expuestas a PM10 durante 24 horas, como se describió 

anteriormente. 

Después de los tratamientos, los pozos fueron lavados una vez con PBS y se fijaron 

con paraformaldehído al 4% en PBS por 10 minutos en agitación a temperatura 

ambiente, posteriormente se permeabilizaron las células con Tritón X-100 al 2% en 

TBS por 30 minutos. En cada etapa se hacen lavados con TBS por 5 min. Para 

reducir la autofluorescencia, las células fueron tratadas con borohidruro de sodio al 

0.1% en TBS por 5 min a temperatura ambiente. Para bloquear los sitios 

inespecíficos de unión a proteínas, se utilizó un amortiguador de bloqueo con 10% 

de suero de caballo, 1% de albúmina sérica bovina (BSA) en TBS por 1 hora a 

temperatura ambiente, las células se incubaron con el anticuerpo primario anti-

CTCF (Cell Signaling, 2899) 1:400 en amortiguador de bloqueo; o bien con el 

anticuerpo primario anti-BRCA1 (Millipore, 07434) 1:500 en amortiguador de 

bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de 
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incubación, se lavaron 3 veces por cinco minutos y se incubó el anticuerpo 

secundario anti-rabbit conjugado con Alexa Fluor 488 (Jackson Inmuno Research, 

111-545-144) 1:200 en amortiguador de bloqueo durante 1 hora cubierta de la luz a 

temperatura ambiente. Después se lavaron las laminillas 3 veces durante 5 min. Las 

laminillas tratadas fueron cubiertas con cubreobjetos se utilizando 4 ',6-diamino-2-

fenilindol (DAPI, Molecular Probes, 36935). Las imágenes fueron visualizadas y 

capturadas con el microscopio Axio Imager.D2 (Carl Zeiss). La intensidad de 

fluorescencia se cuantificó por densitometría con el programa ImageJ. 

Determinación de AHR, BRCA1 y CTCF por western blot 

Para medir los niveles de las proteínas AHR, BRCA1 y CTCF en células MCF7 

expuestas a PM10 por 24 horas se llevó a cabo un ensayo de western blot. Se 

sembraron células MCF7 (5x105 células/pozo) en placas de cultivo de 6 pozos 

(Costar, 3516), 24 horas posteriores se transfectaron con el siRNA dirigido a AHR 

como se describió anteriormente. 24 horas después y con un 80% de confluencia 

celular, las células fueron expuestas a PM10 durante 24 horas, como se describió 

anteriormente. 

Transcurrido el tiempo de incubación de los tratamientos, las células fueron lavadas 

con PBS y la lisis celular se realizó utilizando 150 µL de amortiguador de lisis frío 

(20 mM Tris, 1% NP-40, and 150 mM NaCl, pH 8 con cóctel de inhibidores de 

proteasas) en agitación durante 10 min a 4°C, y después con ayuda de un scraper 

se colectaron las células. Posteriormente se recuperaron los volúmenes en 

microtubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min a 4ºC. El 

sobrenadante se recuperó y se almacenó a -20°C hasta su cuantificación y uso. La 

cuantificación de proteínas se realizó con el método del ácido bicinconínico (Smith 

et al. 1985), utilizando una curva de albúmina sérica bovina de 1.25-10 µg/µl, las 

muestras fueron leídas en un lector de placas a 570 nm (Tecan GENios Plus). 

La electroforesis de las muestras fue realizada en un gel de poliacrilamida-SDS de 

gradientes del 5-10% (para BRCA1) y al 10% (para AHR y CTCF), con 30 µg de 

proteína por tratamiento, el corrimiento se hizo por aproximadamente 90 minutos a 

170 V. Posteriormente las proteínas fueron electrotransferidas a una membrana de 

polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0.45 µm (Millopore, IPVH00010) utilizando una 
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cámara de transferencia semiseca (Bio-Rad Trans-Blot Turbo) con amortiguador de 

transferencia (Tris 2mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%, pH 8.3) durante 30 min a 

25V. Para evitar la unión inespecífica del anticuerpo a proteínas se bloquearon las 

membranas por 1 hora con 5% de BSA, 5% leche descremada en TBS-Tween 20 

0.2% para la proteína de AHR, y con leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 

0.2% para CTCF y BRCA1. Posteriormente se incubaron los anticuerpos anti-AHR 

(Santa Cruz, sc-5579) dilución 1:1000, anti-BRCA1 (Millipore, 07-434) dilución 

1:1000 y anti-CTCF (Cell Signaling, 2899) dilución 1:1000, utilizando amortiguador 

de bloqueo, durante toda la noche a 4°C con agitación suave. Como control de carga 

se incubó el anticuerpo anti-B-actina (anticuerpo monoclonal donado por el Dr. 

Manuel Hernández, Cinvestav-IPN) 1:500 durante 1 hora a temperatura ambiente 

con agitación suave. Pasado el tiempo de incubación, se realizaron lavados de 10 

min en TBS-Tween 20 al 0.2% para posteriormente incubar el anticuerpo secundario 

anti-conejo conjugado con peroxidasa (Amersham, NA934V) para AHR, BRCA1 y 

CTCF a una dilución 1:3000, y anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con 

peroxidasa (Amersham, NA931V) 1:5000; todos en amortiguador de bloqueo 

durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación suave. Nuevamente se hicieron 

3 lavados de 10 minutos. La inmuno detección se realizó por quimioluminiscencia 

con el kit de detección del sustrato quimioluminiscente de la peroxidasa de rábano 

(HRP) (Millipore, WBKLS0100). La imagen fue visualizada y capturada con el equipo 

ChemiDoc-It®TS3 Imager UVP. El análisis densitométrico de las bandas se realizó 

con el programa ImageJ. 

Análisis estadístico 

Los resultados son presentados como el promedio  DS de tres experimentos 

independientes y el análisis estadístico se realizó por análisis de varianza de una 

vía seguido por múltiples comparaciones por Bonferroni con el software GraphPad 

PRISM ® versión 5.01. Un valor de p < 0.5 fue considerado como significativo. 



35 
 

Ensayo in silico de los sitios de unión de CTCF en el promotor de 

BRCA1 

Para analizar de manera in silico al promotor de BRCA1 y su regulación mediada 

por CTCF, se utilizó la plataforma web de Wash U Epigenome Browser (Human 

Epigenome Browser at Washington University in St. Louis) que contiene los datos 

de ENCODE y del Roadmap Epigenomics Project (Zhou et al., 2011). 

Para ello se ingresó por medio del explorador web Chrome en la página de inicio 

del Wash U Epigenome Browser a través de la liga: 

http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/, y se seleccionó el genoma “Human 

hg19”, posteriormente en el apartado “public track hubs” fueron anexados los datos 

de la enciclopedia de los elementos de DNA (ENCODE por sus siglas en inglés).  

Dentro del navegador, en la herramienta de reubicación se buscó al gen BRCA1. 

Para seleccionar los datos de ChipSeq, en “tracks” se buscó “MCF7” y “CTCF”, y se 

adicionaron: UW ChipSeq MCF-7 CTCFRep1, UW ChipSeq MCF-7 CTCFRep2, UT-

A ChipSeq MCF-7 CTCF, UT-A ChipSeq MCF-7 CTCF, UT-A ChipSeq MCF-7 

CTCF, UT-A ChipSeq MCF-7 CTCF, UT-A ChipSeq MCF-7 serum, UT-A ChipSeq 

MCF-7 serum,UT-A ChipSeq MC-F7 serum, UT-A ChipSeq MCF-7 serum; estos 

parámetros se eligieron ya que en la descripción del experimento señalaban que las 

células MCF7 no tendrían algún tratamiento. En la búsqueda “MCF7”, también se 

seleccionaron los datos de UW ChipSeq MCF-7 H3K4me3 y USC ChipSeq MCF-7 

H3K27ac, para la localización del promotor del gen ya que estas marcas de histonas 

se encuentran enriquecidas en los promotores. Además, en el apartado de 

annotation tracks - G/C related, se seleccionó "CpG sites", para visualizar de 

manera general los sitios CpG dentro del gen de BRCA1. 

 Se configuró el color y tamaño de cada track para lograr una mejor visualización 

del ensayo in silico, y se localizó el promotor de BRCA1 por el enriquecimiento de 

las marcas H3K4me3 y H3K27Ac. Se buscaron e identificaron sitios enriquecidos 

con CTCF. Dentro del apartado del navegador “aplicaciones” se seleccionó la 

captura de pantalla en formato pdf para la generación de la figura 6. 

http://epigenomegateway.wustl.edu/browser/
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Ensayo in silico de los patrones de metilación en diferentes líneas 

celulares 

Para evaluar el estado de metilación del DNA del gen BRCA1, en la línea celular 

MCF7, se realizó un análisis con la enciclopedia de líneas celulares de cáncer 

(CCLE) del instituto BROAD. Para ello se ingresó en la liga:  

https://portals.broadinstitute.org/ccle, en el buscador principal de la página de inicio 

se buscó “BRCA1”, posteriormente se seleccionó la pestaña del visor de metilación 

CpG (CpG methylation viewer) y se cargó el diagrama para las líneas celulares de 

cáncer de mama. La página fue guardada para la generación de la figura 8, 

únicamente se editaron los colores de fuente para una mejor visualización, se 

tradujeron los títulos y se agregó el inicio y dirección del gen de BRCA1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://portals.broadinstitute.org/ccle
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RESULTADOS 

El material particulado PM10 aumenta los niveles de AHR 

Para determinar la participación del AHR en los efectos inducidos por las PM10, en 

células de cáncer de mama MCF7 expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 por 24 horas se 

evaluó la expresión del mRNA de AHR. Dentro de los componentes del material 

particulado PM10, se encuentran los HAPs que activan el AHR, por lo que se utilizó 

BaP 1 µM como control positivo de la activación del AHR.  

Se observó que las PM10 inducen un aumento del 40% en la expresión del 

mensajero de AHR (***p < 0.0005 vs Control) (Figura 4 A). Cuando las células fueron 

pre-tratadas con el siRNA contra AHR (siAHR) y expuestas a PM10, se observó un 

abatimiento del 70% en los niveles de expresión de AHR (***p < 0.0005 vs PM10) y 

el mismos efecto se vio en las células tratadas con BaP, en el cual se ve un aumento 

del 40% en la expresión (***p < 0.0005 vs Control), y cuando las células son 

transfectadas con el siAHR se ve prevenido con un decremento de la expresión del 

70% (***p < 0.0005 vs BaP) (Figura 4 A). 

Para confirmar la activación del AHR y si existía correlación entre el aumento del 

mensajero con los niveles de su proteína en las condiciones antes mencionadas, se 

evaluaron los niveles de la proteína mediante western blot (Figura 4 B). Se observó 

que las PM10 inducen el aumento de los niveles de la proteína AHR en un 65% con 

respecto a las células control (*p < 0.05 vs Control) y cuando las células son 

transfectadas con el siAHR, el aumento es prevenido (***p < 0.0005 vs PM10) (Figura 

4 C). 

De manera exitosa se estableció el modelo de silenciamiento de AHR, con un 

abatimiento en los niveles de mensajero del 70% (***p < 0.0005 vs Control) (Figura 

4 A), como de su proteína en un 80% (**p < 0.0005 vs Control) (Figura 4 B y C), por 

lo que la transfección del siAHR previene la activación del AHR.  
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Figura 4. Las PM10 inducen el incremento de la expresión del AHR. Células MCF7 fueron 
transfectadas con siRNA dirigido a AHR (100 nM) y expuestas a 10µg/cm2 de PM10 (CDMX, SUR 
2007) durante 24 horas, y a BaP 1µM como control positivo. A) Se evaluaron los niveles del mRNA 
de AHR mediante qRT-PCR, se observó que las PM10 aumentan los niveles del mensajero de AHR 
y que este cambio se previene al inhibir el mensajero (*** p < 0.0005), n=3. B) Se evaluaron los 
niveles de proteína del AHR por western blot, y se observó que las PM10 aumentan los niveles de 
proteína de AHR, este cambio se previene con la inhibición de su mensajero. C) Análisis 
densitométrico del western blot contra AHR (* p < 0.05; ** p < 0.005; *** p < 0.0005), n=3. 
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El material particulado disminuye los niveles de BRCA1 

Para determinar si las PM10 inducen cambios en los niveles de proteína de BRCA1 

y si es un evento mediado por el AHR, las células MCF7 fueron expuestas a 10 

µg/cm2 de PM10 por 24 horas y como un primer abordaje se evaluó la localización 

celular y los niveles de proteína de BRCA1 mediante inmunofluorescencia (Figura 

5 A). Se observa que las PM10 disminuyen los niveles de BRCA1, medido por 

densitometría de intensidad de la señal de inmunofluorescencia, en un 33% (** p < 

0.005 vs Control), y cuando las células son transfectadas con el siAHR, la 

disminución de BRCA1 no se ve revertida (Figura 5 B). 

Con el fin de determinar si la disminución de BRCA1 está relacionada con la 

actividad del AHR, se evaluaron los niveles de proteína de BRCA1 en células MCF7 

que fueron expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 por 24 horas, mediante western blot 

(Figura 5 C). Se observó que las PM10 inducen una disminución del 60% en la 

proteína de BRCA1 con respecto a las células sin tratamiento (*** p < 0.0005 vs 

Control) (Figura 5 D), de igual modo se observa una disminución en los niveles de 

BRCA1 cuando las células son expuestas a BaP 1 µM, control positivo de la 

activación del AHR, en un 70% con respecto al control (*** p < 0.0005 vs Control) 

(Figura 5 D); por otro lado, cuando las células son transfectadas con el siAHR y 

expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 por 24 horas, no se observa una prevención en la 

disminución de BRCA1 inducida por las partículas, por lo que sugiere que el AHR 

no participa de manera directa en los niveles de proteína de BRCA1.  
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Figura 5. Las PM10 disminuyen los niveles de proteína de BRCA1. Células MCF7 transfectadas 
o sin transfectar con siRNA dirigido a AHR (100 nM) fueron expuestas a 10µg/cm2 de PM10 (CDMX, 
SUR 2007) durante 24 horas, y a BaP 1µM como control positivo. A) La localización celular de 
BRCA1 fue evaluada por inmunofluorescencia. B) Análisis densitométrico de la señal de 
fluorescencia. (** p < 0.005), n=3 C) Se evaluaron los niveles de proteína de BRCA1 por western 
blot. La exposición a PM10 disminuye los niveles de la proteína de BRCA1, cuando la expresión del 
AHR es inhibida utilizando el siRNA dirigido a su mRNA, este efecto no es prevenido. C) Análisis 
densitométrico del western blot contra BRCA1 (*** p < 0.0005), n=3.  
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El promotor de BRCA1 contiene un sitio de unión a CTCF 

Debido a que se observa una disminución en los niveles de BRCA1, pero no se 

encontró una correlación con los niveles del AHR, se realizó un análisis in silico de 

otros mecanismos que puedan estar regulando epigenéticamente a BRCA1. En este 

análisis se evaluó la unión a DNA de la proteína CTCF en el promotor de BRCA1 

como previamente se había descrito por Butcher y colaboradores en 2004. 

Se analizó el gen de BRCA1 de la línea celular MCF7 utilizando la plataforma 

WashU Epigenome Browser v 45.1. Se cargaron los datos de ChipSeq contra CTCF, 

H3K4me3 y H3K27Ac, además se marcaron los sitios CpG dentro de la secuencia 

del gen (Figura 6). 

Para identificar la región promotora del gen, se examinaron los sitios con 

enriquecimiento en las marcas postraduccionales de histonas: la trimetilación de la 

lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3) y la acetilación de la lisina 27 de la histona H3 

(H3K27Ac), ambas marcas asociadas a promotores activos. Se encontró una región 

con enriquecimiento en ambas marcas de histonas (Figura 6). 

Por otro lado, se cargaron datos correspondientes a ChipSeq de CTCF provenientes 

de 10 experimentos independientes en la línea celular MCF7, sin algún tratamiento, 

y observamos que existen dos sitios de unión al DNA de CTCF en el gen de BRCA1 

(Figura 6). 

Adicionalmente, se marcaron los sitios de los XREs presentes en el gen (líneas 

verdes, figura 6), con base en lo previamente reportado por (Hockings et al., 2006; 

Papoutsis et al., 2012). Se observa que la posición de estos es cercana con los 

sitios de unión de CTCF.
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Figura 6. CTCF cuenta con un sitio de unión en el gen de BRCA1. Ensayo in silico generado con la plataforma WashU Epigenome Browser v 
45.1, se muestra el gen de BRCA1 y ensayos de ChipSeq contra CTCF en células MCF7 sin tratamiento, se observa que existen dos sitios de unión 
a CTCF en el gen (morado). Además, se muestran ChipSeq de H3K4me3 (verde) y H3K27ac (azul), modificaciones postraduccionales de histonas 
cuyo enriquecimiento ha sido asociado con regiones de promotores activos. Además, se observa que el promotor de BRCA1 tiene un alto contenido 
en sitios CpG.  Las fechas verdes señalan los sitios aproximados de los elementos de respuesta a xenobióticos (XREs) que han sido reportados 
previamente por (Hockings et al., 2006; Papoutsis et al., 2012).  
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El material particulado PM10 disminuye los niveles de CTCF 

Ya que se corroboró que CTCF, así como sus sitios de unión y que puede participar 

en la regulación de BRCA1, se determinó si las PM10 inducen cambios en los niveles 

de proteína de CTCF. Células MCF7 fueron expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 por 24 

horas y como un primer abordaje se evaluó la localización celular y los niveles de 

proteína mediante inmunofluorescencia (Figura 7 A). Se observa que las PM10 no 

modifican la localización subcelular de la proteína CTCF, pero sí disminuyen los 

niveles (medida por densitometría la intensidad de señal de inmunofluorescencia), 

en un en un 32% (** p< 0.005 vs Control), y cuando las células son transfectadas 

con el siAHR, la disminución se ve revertida (** p< 0.005 vs PM10) (Figura 7 B). 

Para corroborar la disminución de los niveles de proteína de CTCF, mediante 

western blot se evaluaron los niveles de proteína de CTCF en células MCF7 que 

fueron expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 por 24 horas (Figura 7 C). Observamos que 

las PM10 inducen una reducción del 70% en los niveles de proteína de CTCF con 

respecto al control (**p<0.005 vs Control) (Figura 7 D); en cambio, cuando las 

células son transfectadas con el siAHR y expuestas a 10 µg/cm2 de PM10 durante 

24 horas, se observa una prevención en la disminución de CTCF inducida por las 

partículas (*p<0.05 vs PM10). Esto sugiere que las PM10 disminuyen los niveles de 

CTCF probablemente a través del AHR. 
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Figura 7. Las PM10 disminuyen los niveles de proteína de CTCF, a través del AHR. Células 
MCF7 transfectadas o sin transfectar con siRNA dirigido a AHR (100 nM) fueron expuestas a 
10µg/cm2 de PM10 (CDMX, SUR 2007) durante 24 horas, y a BaP 1µM como control positivo. A) La 
localización celular de CTCF fue evaluada por inmunofluorescencia B) Análisis densitométrico de la 
señal de fluorescencia (* p< 0.05, **p<0.005), n=3. C) Se evaluaron los niveles de proteína de BRCA1 
por western blot. Se observa que las a PM10 disminuyen los niveles de la proteína de CTCF, este 
efecto es prevenido cuando la expresión del AHR es inhibida utilizando el siRNA dirigido a su mRNA. 
D) C) Análisis densitométrico del western blot contra CTCF (*p<0.05; ** p < 0.005), n=3. 
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Análisis in silico del estado de metilación del gen BRCA1 en líneas 

celulares de mama  

Debido a que CTCF protege de un estado de metilación aberrante, se realizó un 

análisis in silico del estado de metilación del DNA en el gen BRCA1 de líneas 

celulares provenientes de neoplasias de mama. 

El análisis in silico se realizó en la plataforma Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE 

del BROAD Institute). En las 60 líneas celulares de cáncer de mama con las que 

cuenta la plataforma, entre ellas MCF7, fueron visualizados los estados de 

metilación del gen de BRCA1. Observamos que en todas las líneas celulares existe 

una barrera que delimita una región metilada (rojo) y una región no metilada (azul), 

que corresponde al inicio del gen (Figura 8).  
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Figura 8.  Estado de metilación del gen BRCA1 en líneas celulares de cáncer de mama.  Análisis 
de los niveles de metilación de DNA en el gen de BRCA1, de 60 líneas celulares de cáncer de mama 
obtenido con la plataforma Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE del BROAD Institute). La flecha 
señala el inicio del gen BRCA1, se observa que las líneas celulares de mama no cuentan con el gen 
de BRCA1 hipermetilado. De manera horizontal se muestra la posición de los datos de metilación, 
verticalmente se muestran las líneas celulares donde se evaluó la metilación (la línea MCF7 se 
encuentra marcada con color morado). El tamaño de la burbuja representa la cobertura, y el color de 
la burbuja representa la metilación: los colores más cálidos representan una mayor metilación. 
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DISCUSIÓN  

Las PMs son consideradas como un factor de riesgo principalmente en el desarrollo 

de cáncer de pulmón (Pope et al., 2002) y la IARC las clasificó como carcinógeno 

para el ser humano (IARC, 2016; Loomis et al., 2013). Por otra parte, existe 

evidencia epidemiológica que establece una correlación entre la exposición a PMs 

y el desarrollo de distintas neoplasias, entre las que se encuentra el cáncer de 

mama (Bonner et al., 2005; Huo et al., 2013; Mordukhovich et al., 2015; Nie et al., 

2007; Parikh and Wei, 2016).  

En este trabajo se utilizaron células MCF7, las cuales provienen de un 

adenocarcinoma mamario, esta línea celular cuenta con características de un 

epitelio mamario diferenciado (Soule et al., 1973) y ha sido clasificada 

molecularmente dentro del tipo Luminal A, ya que expresa las proteínas ER y PR 

(Subik et al., 2010), y cuenta con el gen de BRCA1 sin alteraciones (Elstrodt et al., 

2006). Además, las células MCF7 han sido empleadas en el estudio toxicológico de 

las PMs (Chen et al., 2013; Mahadevan et al., 2005; Matsumoto et al., 2005; 

Okamura et al., 2002; Ueng et al., 2004). Por lo que se decidió trabajar con esta 

línea celular. 

En este estudio se utilizó una concentración de 10 µg/cm2 de PM10, trabajos 

toxicológicos han demostrado que es una concentración sub-letal, capaz de inducir 

cambios celulares y moleculares sin afectar la viabilidad celular (Chirino et al., 2017; 

Gualtieri et al., 2011; Reyes-Zárate et al., 2016; Salcido-Neyoy et al., 2015; 

Sánchez-Pérez et al., 2014). En relación con los estudios toxicológicos realizados 

en células MCF7, principalmente se han utilizado extractos orgánicos de PST y de 

partículas de escape de diesel (Chen et al., 2013; Okamura et al., 2002; Ueng et al., 

2004); sin embargo, las PMs son una mezcla compleja y los efectos de cada 

componente podrían ser sinérgicos o antagónicos, por lo que la evaluación de los 

efectos de la partícula PM10 completa es importante de analizar. Adicionalmente, se 

sabe que la concentración de 10 µg/cm2 de PMs es el equivalente a una exposición 

ambiental de 5 días (Li et al., 2003).  
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Las PMs son una mezcla compleja de contaminantes entre los que se encuentran 

los HAPs, y reportes demuestran que estos componentes orgánicos debido a su 

carácter lipofílico pueden depositarse en el tejido adiposo de la mama (Korsh et al., 

2015; Morris and Seifter, 1992) y tener un impacto en la carcinogénesis en el tejido 

mamario (Brody et al., 2007; Rudel et al., 2007). Los mecanismos que 

desencadenan los HAPs tienen un impacto en la iniciación, promoción y progresión 

del cáncer (Boström et al., 2002); principalmente a través de la vía del AHR (Dietrich 

and Kaina, 2010; Feng et al., 2013).   

En esta tesis encontramos que las PM10 aumentan los niveles del AHR en células 

MCF7, esta proteína funciona como factor de transcripción ligando-dependiente de 

genes cuyas proteínas están encargadas del metabolismo de xenobióticos, entre 

ellos los HAPs presentes en las partículas. En este sentido, previamente nuestro 

grupo de trabajo reportó la caracterización de los HAPs presentes en las PM10 de la 

Ciudad de México (las mismas PMs utilizadas en este trabajo), entre los HAPs que 

destacan por tener potencial mutagénico y/o carcinogénico son 

benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a)antraceno y benzo(g,h,i)perileno 

(Chirino et al., 2017).  

La vía de señalización del AHR induce la transcripción de genes que codifican para 

enzimas de la fase I del metabolismo de xenobióticos, entre ellas CYP1A1 y 

CYP1B1 (Nebert et al., 2004), se sabe que las PMs inducen el aumento en estas 

proteínas (Billet et al., 2007; Borgie et al., 2015; Courter et al., 2007a; Líbalová et 

al., 2014; Salcido-Neyoy et al., 2015). Adicionalmente, en células epiteliales de 

mama también se han reportado la activación del AHR y un aumento en los niveles 

de las proteínas CYP1A1 y CYP1B1 tras las exposición a PMs  (Chen et al., 2013; 

Mahadevan et al., 2005).  Los HAPs se han asociado al desarrollo de cáncer de 

mama debido a que algunos de ellos son mutagénicos y/o carcinogénicos, esto a 

través de la activación del AHR que conlleva a su conversión a diol epóxidos con 

potencial carcinogénico (Baird et al., 2005). Por otra parte, se sabe que el AHR 

modula el gen de BRCA1 a través de su vía no canónica, de ahí nuestro interés en 
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investigar si el AHR es responsable de alguno de los efectos tras la exposición a 

PM10. 

BRCA1 es una proteína cuya función principal es mantener la integridad genómica 

de la célula, en el cáncer de mama hereditario la mutación del gen BRCA1 es un 

factor determinante en el desarrollo de esta neoplasia (Paluch-Shimon et al., 2016); 

sin embargo, se conoce que en tumores esporádicos la proteína se encuentra 

ausente o disminuida (Catteau and Morris, 2002). Para entender el mecanismo 

mediante el cual se lleva a cabo esta disminución en tumores esporádicos se 

realizaron distintos estudios en los cuales se demostró que el promotor de BRCA1 

puede ser regulado epigenéticamente mediante la metilación de DNA y el 

reclutamiento de proteínas modificadoras de la cromatina (Catteau et al., 1999; Rice 

et al., 1998). En este sentido, se ha demostrado que el AHR puede regular 

negativamente al gen BRCA1 por medio de una vía no canónica (Hockings et al., 

2006; Jeffy et al., 1999; Papoutsis et al., 2010), a través de su unión en los XREs 

presentes en la región promotora de BRCA1, reclutando proteínas que llevan a cabo 

modificaciones epigenéticas que impiden la transcripción del gen (Papoutsis et al., 

2012). Los trabajos toxicológicos de las PM10 en cáncer de mama aún no han 

explorado mecanismos por medio de los cuales las partículas puedan alterar genes 

supresores de tumores. 

Encontramos que las PM10 disminuyen los niveles de BRCA1 en células MCF7, 

estos resultados coinciden con reportes donde en células MCF7 expuestas a BaP 

un ligando del AHR, disminuyen los niveles de mRNA y proteína de BRCA1 y que 

este efecto es revertido al utilizar α-naftoflavona, un antagonista del AHR (Jeffy et 

al., 1999). De manera contraria, en este trabajo encontramos que la inhibición de la 

vía del AHR con siRNAs dirigidos a este no prevenía la disminución de los niveles 

de BRCA1. Jeffy y colaboradores reportaron que la activación de la vía del AHR no 

es suficiente para la represión transcripcional de BRCA1, sino que es reprimido a 

través del metabolito diol epóxido del BaP; aunque no descartan la posibilidad de 

que sea a través de la unión del AHR activado en el promotor de BRCA1 (Jeffy et 

al., 2002). El complejo AHR/ARNT activado por TCDD al unirse en los XREs  es 
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capaz de reclutar proteínas modificadoras de la cromatina que inducen la metilación 

del DNA y de esta manera la inactivación del gen, lo cual se previno al utilizar 

resveratrol, un antagonista del AHR (Papoutsis et al., 2010, 2012). A pesar de lo 

anterior, nuestros resultados sugieren que el AHR no está involucrado en la 

disminución de BRCA1 tras la exposición a PM10; esto puede ser explicado ya que 

los trabajos donde se ha reportado esta interacción han utilizado de manera 

individual diferentes agonistas del AHR, como TCDD y BaP (Jeffy et al., 1999; 

Papoutsis et al., 2012), y a diferencia de nuestro trabajo donde utilizamos una 

mezcla compleja, que si bien cuentan con compuestos orgánicos agonistas del AHR 

como HAPs y dioxinas (Kelly and Fussell, 2012), contienen otros componentes que 

pudieran estar formando sinergismos y antagonismos (Courter et al., 2007b; 

Pushparajah and Ioannides, 2018; Yu et al., 2018),  esto sugiere que además de 

evaluar el efecto de los HAPs, se deben considerar los efectos de la mezcla.  

Debido a que en este trabajo no se observó una participación del AHR en la 

disminución de los niveles de BRCA1 inducido por las PM10, decidimos explorar 

otros mecanismos que nos pudieran explicar la disminución de los niveles de 

BRCA1; para ello, se realizó un análisis in silico para localizar moduladores de este 

gen.  

A través de la evaluación in silico del promotor del gen en la línea celular MCF7 y 

observamos que existen dos sitios de unión de CTCF en el cuerpo del gen de 

BRCA1. De manera similar, Butcher reportó dos sitios de unión de CTCF en el 

promotor de BRCA1 (Butcher et al., 2004). Por otro lado, los XREs presentes en el 

gen de BRCA1, se encuentran en el exón 1a y 1b del gen y se desconoce si la unión 

del complejo activo AHR/ARNT en estos sitios puede tener interacción con CTCF. 

Por lo que en este trabajo nos interesamos en evaluar el efecto inducido por las 

PM10 en los niveles de CTCF y si los cambios son a través de la vía del AHR. 

Entre las funciones de CTCF están las de activador o represor transcripcional, como 

insulator, como organizador genómico con la formación de dominios de cromatina, 

y como barrera para evitar la propagación de marcas de histonas represoras y de la 

metilación del DNA (Espinoza and Ren, 2011; Filippova, 2007; Recillas-Targa, 
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2006). Es conocido que a través de la metilación del DNA en la región del promotor 

puede contribuir a una reducción en la expresión del gen BRCA-1 en cánceres de 

mama esporádicos (Catteau et al., 1999). En este sentido, la célula cuenta con 

mecanismos que permiten la modulación transcripcional de genes supresores de 

tumores, como es la función de CTCF.  

En este trabajo encontramos que las PM10 disminuyen los niveles de la proteína 

CTCF y que la disminución de estos niveles se ven prevenidos al inhibir la expresión 

de AHR. Con esto, hipotetizamos que las PM10 de manera indirecta podría estar 

disminuyendo los niveles de BRCA1 a través de la metilación de su promotor, por 

lo que si se pierde la unión de CTCF en el gen de BRCA1, esto permitiría la 

metilación en el promotor, reprimiendo la transcripción de BRCA1. En este sentido, 

se ha reportado que tanto la pérdida funcional de CTCF como la metilación del DNA 

del promotor, pueden contribuir en la pérdida de fronteras de metilación en el gen 

de BRCA1, y por esta vía favorecer el desarrollo de neoplasias esporádicas de 

mama (Butcher et al., 2004).  

Los resultados presentados sugieren que a través del AHR, las PMs pueden de 

regular los niveles de CTCF, a través de una posible interacción entre ambas 

proteínas. Sin embargo, existe poca evidencia sobre la relación entre las proteínas 

AHR y CTCF, estudios reportan que la función de insulator del retrotransposón B1-

X35S SINE es mediada a través de la interacción de las proteínas AHR, SLUG y 

CTCF en sus sitios de unión (Roman et al., 2011). Si bien estos reportes y nuestros 

resultados apuntan que existe una interacción entre ambas proteínas, es importante 

profundizar y dilucidar los posibles mecanismos de esta interacción en la regulación 

epigenética en el gen de BRCA1 por la exposición a PM10.  

Por lo anterior, es importante profundizar en el estudio de la regulación epigenética 

de BRCA1 por contaminantes ambientales que nos puedan ayudar a explicar la 

asociación entre la exposición a PMs y el desarrollo de cáncer de mama esporádico.  

Finalmente, nos interesamos en explorar el estado de metilación en el promotor del 

gen BRCA1 en líneas celulares, por lo que por medio de un análisis in silico 

evaluamos los niveles de metilación de las líneas celulares de cáncer de mama, 
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entre ellas la línea celular MCF7 utilizada en este trabajo, y encontramos que las 

células MCF7 cuentan con el gen de BRCA1 sin presentar metilación, esto nos 

indica la importancia de evaluar si las PM10 favorecen un estado de metilación del 

promotor de BRCA1, a través de la pérdida de CTCF. 
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CONCLUSIONES 

• La exposición a 10µg/cm2 de PM10 en células de cáncer de mama MCF7 por 

24 horas, induce el aumento de los niveles de mRNA y proteína del AHR.  

• Las PM10 disminuyen los niveles de proteína de BRCA1 y de CTCF. 

• Las PM10 a través del AHR son capaces de regular los niveles de CTCF, y de 

manera indirecta los niveles de BRCA1. 

Estos resultados pueden ser un inicio que nos puedan ayudar a entender como 

las partículas puedan favorecer el desarrollo de cáncer de mama esporádico. 

PERSPECTIVAS 

• Evaluar las proteínas blanco de la activación del AHR, como CYP1A1 y 

CYP1B1. 

• Evaluar el estado de metilación del promotor de BRCA1 en células MCF7 

expuestas a PM10. 

• Caracterizar la unión al DNA del AHR y CTCF en el gen de BRCA1 mediante 

experimentos de inmunoprecipitación de la cromatina, en células MCF7 

expuestas a PM10. 

• Determinar el mecanismo mediante el cual el AHR regula los niveles de 

CTCF, y de manera indirecta de BRCA1. 
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