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1. Resumen 

La búsqueda de compuestos con efectos anticancerígenos ha significado un 
considerable esfuerzo desde los inicios de los estudios sobre esta enfermedad 
hasta ocuparlos en tratamientos. Los compuestos de origen natural han demostrado 
ser candidatos potenciales para estos propósitos. Entre ellos se encuentra la 
epigalocatequina-3-galato (EGCG), un compuesto polifenólico del cual se ha 
reportado tener muchas propiedades, entre ellas, actividad anticancerígena. 

Dentro de las causas y evolución del cáncer en la célula se encuentran las de tipo 
epigenético, entre ellas las aberraciones a nivel de la metilación del ADN. Estas 
alteraciones desencadenan desregulaciones a nivel del control de la transcripción 
de genes tan importantes como los supresores de tumores y los oncogenes. Dos 
oncogenes poco estudiados, DEK y BAG4, han demostrado su papel e importancia 
en el desarrollo de procesos tumorales. 

La comprensión de los efectos de compuestos de origen natural, como la EGCG y 
sus efectos a nivel epigenético en los procesos anticancerígenos, proveerá de 
conocimiento para el entendimiento en el desarrollo de futuros tratamientos y 
estrategias contra el cáncer. 

El objetivo principal de este trabajo fue analizar el estado de metilación en los 
promotores de los genes DEK y BAG4 en las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231 
tratadas con la EGCG. 

Se emplearon cultivos celulares en condiciones controladas, se realizaron 
experimentos de exposición a la EGCG y se determinó la supervivencia de las 
células. Luego, se obtuvieron ARN total y ADN genómico, posteriormente, 
empleando técnicas como RT-qPCR y MSP se determinó la expresión de los 
transcritos y los estados de metilación en los promotores de ambos genes 
estudiados, respectivamente. Finalmente, se secuenciaron los amplicones de la 
MSP para identificar el estado de metilación de los sitios CpG de estos. 

La EGCG tiene múltiples efectos sobre las células, a bajas concentraciones 
(<25µg/mL) no ocasiona cambios en la metilación sobre los promotores, pero si se 
identificaron efectos moleculares no reportados anteriormente. Tampoco altera la 
expresión de los genes DEK y BAG4, sin embargo, a altas concentraciones 
(>25µg/mL) si disminuye considerablemente la expresión de estos además de tener 
efectos citotóxicos altos. 

A bajas concentraciones (<25µg/mL) y en cortos lapsos de tiempo (~24h), la EGCG 
no influye sobre la metilación en los promotores de DEK y BAG4. 

 

 

 

 



5 
 

2. Introducción 

El cáncer es una enfermedad que afecta a personas de todas las edades y que no 

discrimina en cuanto a género. Esta patología es descrita como un proceso celular 

aberrante, caracterizado por un desarrollo anormal en el crecimiento y una 

proliferación excesiva de las células del propio organismo, el cual desarrolla 

estructuras muy características, conocidas como tumores (1). Dicha patología 

puede desarrollarse y estar presente en cualquier órgano y tejido, y no es exclusiva 

de un sitio específico, e incluso puede presentar más de una variante dentro del 

mismo sitio anatómico afectado (2). 

En la búsqueda para entender los procesos de desarrollo del cáncer, se les ha 

clasificado mediante sus descripciones anatomopatológicas, histopatológicas, 

citológicas, inmunológicas y actualmente por sus características genéticas gracias 

a las nuevas estrategias que hacen un gran uso de técnicas moleculares (1). Estas 

clasificaciones representan un esfuerzo para entender el proceso de inicio y 

desarrollo del cáncer, así como para sustentar bases para el desarrollo de 

estrategias de diagnóstico temprano y terapias con un mayor nivel de eficacia en el 

tratamiento de la enfermedad. 

Múltiples pueden ser las causas que desencadenan a un cáncer (3), dichas causas 

pueden ser de origen intrínseco, que hace referencia a la participación de ciertos 

genes que pueden presentar un descontrol en su regulación y conducir a la 

formación de desarrollos anormales celulares, o por causas extrínsecas que refieren 

a la exposición a factores ambientales como la exposición a radiación ionizante 

como no ionizante, la exposición a químicos con presencia de agentes mutagénicos, 

hasta factores biológicos como virus, entre otros.  

En las últimas décadas diversos estudios han reportado la participación de las 

alteraciones a nivel epigenético en el desarrollo y la progresión de tumores. Dichos 

cambios epigenéticos son definidos como cambios dentro del genoma, con 

capacidad heredable, que no necesariamente representan un cambio en la 

secuencia del ADN (4).  
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Se han descrito una gran variedad de mecanismos epigenéticos relacionados con 

el cáncer (5). Dentro de estos se incluyen: regulación génica por la intervención de 

los microARN (miARN), estabilidad y remodelación de la cromatina junto con la 

reversibilidad en la modificación de las histonas y la metilación del ADN, la cual es 

una modificación química de las bases del ADN que conduce a un silenciamiento 

transcripcional. 

Dentro de todas las modificaciones en la metilación de las secuencias de ADN, 

algunas son encontradas en la estructura de la molécula de la base nitrogenada 

citosina en la doble cadena. En este nucleótido, dentro de la posición 5’ del anillo 

de la pirimidina, es añadido un grupo metilo, por un grupo de enzimas conocidas 

como las ADN metiltransferasas, con ayuda del cofactor S-Adenosilmetionina 

(SAM), el cual es el donador del grupo metilo, por lo que se genera un nucleótido 

de citosina metilado en el carbono 5 (5mC), dentro de la secuencia del ADN (6).  

Estas marcas de metilación son altamente reguladas y se encuentran en regiones 

específicas a lo largo del genoma, donde las citocinas adyacentes a una guanina 

en el extremo 3’, son preferentemente metiladas. Este dinucleótido con potencial de 

ser metilado es conocido como sitio CpG (7). 

Los sitios CpG no se encuentran distribuidos uniformemente a lo largo de todo el 

genoma humano, se sabe que se encuentran preferentemente en regiones 

aledañas al sitio de inicio de la transcripción de varios genes y principalmente en el 

promotor. A un conjunto de sitios CpG muy cercanos entre ellos en una región en 

específico dentro del genoma se le conoce como islas CpG. (8). En estas regiones 

CpG, especialmente en los promotores, se les han caracterizado funciones 

reguladoras como elementos en cis para controlar la expresión génica (9). 

De acuerdo con la transformación y/o alteración de la función de los genes que 

participan en el desarrollo de las células tumorales y los procesos cancerígenos, los 

genes participes en los procesos tumorogénicos son clasificados en dos grandes 

grupos, los genes supresores de tumores y los oncogenes (4). 

Dentro de los niveles de regulación y sus alteraciones, las modificaciones en los 

estados de metilación de las islas CpG dentro de los promotores son unas de las 
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causas en las que se describen modificaciones que desencadenan la conversión de 

una célula normal a tumoral (10). 

Una característica fundamental de las células tumorales es la presencia de una 

hipometilación de los promotores del grupo de los oncogenes y una hipermetilacion 

de los promotores del grupo de los genes supresores de tumores, lo que 

desencadena una sobreexpresión de los oncogenes y una disminución de la 

expresión de los genes supresores de tumores. 

En la búsqueda de compuestos anticancerígenos para la prevención y el tratamiento 

del cáncer, el campo de los compuestos polifenólicos resalta como una propuesta 

atractiva debido a su gran variedad de moléculas con propiedades prometedoras 

que pudieran emplearse para estos propósitos (11). Dichos compuestos pueden 

hallarse en plantas de gran consumo como es el caso de la planta de té verde 

(Camellia sinensis), su infusión es una de las bebidas mayormente consumidas en 

el mundo (12). 

Al consumo de té verde se le han documentado diversas cualidades entre las que 

destacan mejoras a las funciones cognitivas (13), beneficios a la salud que ayudan 

a la protección contra la diabetes (14) enfermedades cardiovasculares (15), 

obesidad (16) y efectos anticancerígenos (17). En los estudios realizados para 

caracterizar los principios activos del té verde, se han encontrado una gran 

diversidad de compuestos que se destacan por sus propiedades antioxidantes, no 

obstante, muchos de ellos presentan diversos efectos a nivel fisiológico y celular. 

(18). 
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Figura 1. Estructura de la (-)-epigalocatequina-3-O-galato. La (-)-epigalocatequina-3-O-galato es 

también conocida de forma abreviada como EGCG. La fórmula molecular condesada es C22H18O11 

y este compuesto tiene un peso molecular de 458.4 g/mol. Nombre por la IUPAC [(2R,3R)-5,7-

dihidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-cromen-3-il] 3,4,5-trihidroxibenzoato. El identificador 

en PubChem de esta molécula es CID 65064 (19). 

La actividad biológica del té verde se debe a las diferentes catequinas y 

epigalocatequinas galato, las cuales se identifican como los principales 

antioxidantes contribuyendo aproximadamente al 30% de la capacidad antioxidante 

del té verde (21). El principal componente activo del té verde es la molécula (-)-

epigalocatequina-3-O-galato (Figura 1), la cual se ha estudiado extensamente por 

sus cualidades, principalmente anticancerígenas, ya que se ha reportado su 

actividad en la inducción de la apoptosis e inhibición de la tumorogénesis a través 

de múltiples vías de señalización en células de cáncer de mama (20). 

3. Antecedentes  

3.1 DEK y cáncer 

Según la base de datos GenBank (21), el gen DEK (número de acceso 7913) es un 

proto-oncogén localizado en el brazo corto del cromosoma seis (6p22.3) y presenta 

un tamaño de  40.682 kb. Se encuentra conformado por 13 exones y presenta dos 

isoformas generadas por “splicing” alternativo las cuales difieren por un exón. De 

acuerdo con APPRIS 2020_06.v32 (22), plataforma que alberga anotaciones de 
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isoformas de “splicing” humano, y la base de datos Ensembl (23) se sabe que la 

isoforma que presenta la función principal es el transcrito maduro DEK-212. Este 

transcrito tiene un tamaño de aproximadamente 3142 bases, es generado por la 

unión de 11 exones y al ser traducido genera una proteína de 375 aminoácidos. 

La secuencia de referencia del gen DEK dentro del genoma se puede encontrar en 

la base de datos Ref-Seq (24) con el número de acceso NC_000006.12. La 

secuencia de referencia del transcrito de la isoforma principal del gen DEK se puede 

encontrar en la base de datos Ref-Seq (24) con el número de acceso NM_003472.4. 

La secuencia de referencia aminoacídica de la isoforma principal del gen DEK se 

puede encontrar en la base de datos Ref-Seq (24) con el número de acceso 

NP_003463.1. 

El producto del gen es una fosfoproteína nuclear no histona, que se encuentra 

principalmente dentro del núcleo de la célula y en menor medida en el citoplasma. 

La proteína DEK presenta diversas funciones dentro de la célula, que abarca desde 

formar parte de la heterocromatina, participar dentro de los mecanismos de 

reparación del ADN genómico, formar parte de la maquinaria de transcripción de 

algunos genes y también participa en el complejo del ̈ spliseosoma¨ para el “splicing” 

alternativo de algunos transcritos (25). 

DEK es un gen que se encuentra altamente regulado, y es expresado en tejidos 

donde las células presentan constante proliferación y recambio; así como en células 

troncales (26). 

Inicialmente, DEK fue descubierto en una variante de la leucemia mieloide aguda 

donde el locus se hallaba fusionado a otro cromosoma, ocasionando una 

translocación y formando una proteína aberrante junto a CAN (una proteína del poro 

nuclear) (27). En años posteriores fue localizada, como proteína sobre-expresada, 

y no aberrante, en otros tipos de canceres como en el caso del cáncer hepático (28). 

Esta oncoproteína se ha encontrado altamente sobre-expresada en diversos 

tumores. En estudios de cáncer de piel (melanoma) se halló una relación entre la 

progresión y el desarrollo de los tumores sólidos con respecto al aumento de la 
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proteína DEK, por lo que se propuso a esta misma como un posible marcador de 

pronóstico de supervivencia ante dicha patología (29). 

El melanoma no es la única variante de cáncer en donde se propone a DEK como 

marcador de supervivencia, también en estudios de biopsias provenientes de 

adenocarcinoma ductal pancreático se halló que la sobreexpresión de DEK puede 

estar asociada a un mal pronóstico (30).  

En estudios donde han trabajado con tejidos provenientes de cáncer mamario, se 

ha encontrado una asociación más con la sobreexpresión de DEK y un mal 

pronóstico de la enfermedad. Donde también se propone como un posible marcador 

para determinar la evolución de esta enfermedad en las primeras etapas, y a su vez 

como un indicador en posibles reincidencias (31). 

Un caso más donde la sobreexpresión de DEK se encuentra asociada a un mal 

pronóstico de la enfermedad es en estudios realizados en adenocarcinomas 

gástricos, donde se halló una fuerte relación con el tamaño del tumor, grado de 

tumor e incidencia de metástasis, a la par de otros marcadores ampliamente usados 

y aceptados, como Ki-67 (32).  

3.2 BAG4 y cáncer 

Según la base de datos GenBank (21), el gen BAG4 (número de acceso 9530), 

también conocido como SODD, es un atanatogen (gen involucrado en la inhibición 

de las vías apoptóticas) asociado a BCL2 y está localizado en el brazo corto del 

cromosoma ocho (8p11.23), donde presenta un tamaño de 36.447 kb. BAG4 

también es considerado un proto-oncogen. Este gen está conformado por 5 exones 

y presenta dos isoformas por “splicing” alternativo las cuales difieren por un exón. 

Según APPRIS 2020_06.v32 (22) y Ensembl (23) se sabe que la isoforma que 

presenta la función principal es el transcrito BAG4-201. Éste transcrito ya maduro 

tiene un tamaño de aproximadamente 4197 bases, es generado por la unión de 5 

exones y al ser traducido genera una proteína de 457 aminoácidos.  

La secuencia de referencia del gen BAG4 dentro del genoma se puede encontrar 

en la base de datos Ref-Seq (24) con el número de acceso NC_000008.11. La 

secuencia de referencia del transcrito de la isoforma principal del gen BAG4 se 
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puede encontrar en la base de datos Ref-Seq (24) con el número de acceso 

NM_004874.4. La secuencia de referencia aminoacídica de la isoforma principal del 

gen BAG4 se puede encontrar en la base de datos Ref-Seq (24) con el número de 

acceso NP_004865.1. 

El producto del gen es una proteína que pertenece a la familia de las proteínas 

relacionadas a BAG1 y se encuentra dentro del citoplasma de la célula. Esta 

proteína se caracteriza principalmente por la función antiapoptótica que confiere a 

la célula (33).  

En estudios donde buscan las proteínas asociadas a las características clínico-

patológicas de agresividad del cáncer de ovario, se hallaron de entre todas las 

proteínas dentro de la familia BAG, a BAG4 como la principal oncoproteína 

relacionada a la supervivencia de las pacientes analizadas en terapia, por lo que se 

propone como un biomarcador en la evolución de la enfermedad durante el 

tratamiento, en donde el aumento de esta da un pronóstico desfavorable (34). 

Por otro lado, experimentos realizados in vitro en donde emplean como modelo 

líneas celulares obtenidas de un melanoma, se determinó que el sileciamiento a 

nivel traduccional del transcrito de BAG4 por medio de un microARN (miR-26a) fue 

suficiente para ocasionar una rápida muerte en estas células, donde determinaron 

la importancia de esta proteína en las vías de supervivencia para estas células y a 

su vez proponen a BAG4 como posible blanco terapéutico (35). 

Otro caso en donde reportan el papel primordial de la oncoproteína BAG4 en la 

supervivencia de la célula cancerígena, es en el caso de la resistencia al tratamiento 

de la leucemia linfoblástica aguda, en donde el fármaco empleado en tumores 

sólidos (aspirina donadora de oxido nítrico, [NO-aspirina]) es ineficaz para esta 

variedad de la enfermedad, en la cual, el papel de BAG4 junto con la caspasa-10 

es la de inhibir la vía extrínseca de la apoptosis (36).  

3.3 EGCG y cáncer 

El inicio en la tendencia del estudio profundo de los polifenoles por sus propiedades 

antioxidantes y los beneficios a la salud arribó como resultado en la búsqueda de 

su empleo en las terapias contra el cáncer (37). Dicho interés se debe 
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principalmente al hecho de que las terapias actualmente usadas, como es el caso 

de la quimioterapia son generalizadas, inespecíficas y agresivas debido a que 

carecen de discriminación de una célula normal a una célula tumoral. Es por esto 

que estudiar la actividad antitumoral de compuestos naturales como es el caso de 

los polifenoles y precisamente el de la EGCG, resaltan como alternativa terapéutica 

(38).  

Dentro de los polifenoles más estudiados se encuentra la EGCG. En varios estudios 

in vivo se determinó que la EGCG no presenta efectos tóxicos cuando es 

administrado directamente a la circulación en animales y se evaluaron los efectos 

protectores y preventivos que tiene esta molécula al tratar de inducir tumores (39). 

Al tratar de determinar sus efectos antitumorales, se ha encontrado actividad 

altamente citotóxica a células tumorales en cultivos in vitro: interesantemente se ha 

observado que no daña significativamente a cultivos celulares no tumorales (40). La 

profundización en las investigaciones ha permitido observar que la EGCG genera 

efectos beneficiosos sobre las células no tumorales. Se halló que promueve la 

activación de mecanismos antioxidantes celulares más allá de la misma actividad 

intrínseca antioxidante de la misma molécula (41).  

El efecto de la EGCG sobre células obtenidas de diversos tumores ha permitido 

determinar una diversidad de fenómenos que abarcan desde la promoción de la 

apoptosis hasta la inhibición de la proliferación y disminución de la migración de las 

células tumorales, donde paradójicamente también se observa actividad pro-

oxidativa (42).  

Se ha documentado la acción efectiva de la EGCG en la prevención y el tratamiento 

de cáncer, como lo es en el cáncer de próstata (39), hígado (43), colon (44) y en 

cáncer de mama (39,45). El tratamiento con la EGCG resulta en la inhibición del 

crecimiento de los tumores, a su vez se ha observado su efectividad en la inducción 

de la apoptosis, inhibición de la metástasis o de la angiogénesis en variedad de 

líneas celulares cancerígenas en donde se incluyen colon (46), mama (47), piel (48) 

y pulmón (49), mediante el arresto del ciclo celular o la activación de la cascada de 

proteínas cinasas activadas por mitógenos.  
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4. Justificación y planteamiento del problema 

Debido a la asociación entre el estado de metilación de diversos genes y el 

desarrollo de cáncer, elegimos realizar un estudio para evaluar el patrón de 

metilación en una línea celular de mama metastásica y en una no metastásica, en 

dos proto-oncogenes: DEK que es un proto-oncogen con una amplia variedad de 

funciones que incluyen la transcripción y la reparación, y BAG4 que les confiere a 

las células tumorales la posibilidad de evadir la muerte. Estos genes son potenciales 

marcadores de diagnóstico y/o pronostico, por lo que es útil conocer si su expresión 

y patrón de metilación en el promotor presenta algún cambio después de exponer 

las células a un antioxidante. 

4.1 Pregunta 

¿Cómo se encuentra la metilación en los promotores de BAG4 y DEK en las líneas 

celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas con la EGCG? 

4.2 Hipótesis 

Los sitios CpG dentro de los promotores de los genes DEK y BAG4 en las líneas 

celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas con la EGCG, se encuentran metiladas. 

4.3 Justificación 

Cada día es más evidente que un proceso cancerígeno, no solo puede estar ligado 

a mutaciones durante su inicio o desarrollo, sino también a alteraciones a nivel 

epigenético, (también conocidas como epimutaciones). La metilación del DNA es 

una modificación epigenética en sitios CpG, que juega un papel crítico no solo en la 

regulación de la transcripción de genes o mantenimiento del genoma, sino también 

en el desarrollo de enfermedades. En tumores en etapas tempranas es común 

observar hipometilación global del DNA de las células tumorales e hipermetilación 

de promotores de genes implicados en proliferación y diferenciación. 

Dado que el cáncer es un padecimiento de características y causas multifactoriales, 

aún se desconocen una gran variedad de los factores que conllevan al aumento en 

sus índices de incidencia y mortalidad. El uso de líneas celulares para estudiar el 

desarrollo de estos procesos cancerígenos son una alternativa para comprender 
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estas patologías. Analizando el estado de metilación de genes como DEK y BAG4, 

se espera contribuir a la generación de conocimiento sobre las modificaciones 

epigenéticas que están involucradas en el desarrollo del cáncer de mama. Por otro 

lado, factores ambientales como la inclusión de mayor cantidad de antioxidantes en 

la dieta podría mejorar la respuesta de las pacientes durante el tratamiento. 

 

5. Objetivos 

5.1. Objetivo general 

Analizar el estado de metilación en los promotores de los genes DEK y BAG4 en las 

líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas con la EGCG. 

5.2. Objetivos específicos 

Cuantificar la expresión de los genes DEK y BAG4 en las líneas celulares MCF7 y 

MDA-MB-231 tratadas y sin tratar con la EGCG. 

Determinar el estado de metilación de los promotores de DEK y BAG4 en las líneas 

celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas y sin tratar con la EGCG. 

Secuenciar las regiones amplificadas en los promotores de DEK y BAG4 en las 

líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231 tratadas y sin tratar con la EGCG. 

 

6. Materiales y métodos 

6.1 Cultivo de las líneas celulares 

Para el mantenimiento y propagación de los cultivos celulares, estos se realizaron 

en cajas de cultivo de 25 cm2. Para las líneas celulares MCF7 y MDA-MB-231 se 

utilizó DMEM alto en glucosa como medio de cultivo a un pH de 7.4, el cual se 

preparó para que contuviera 1.5% (m/v) de bicarbonato sódico, 10% (v/v) de suero 

fetal bovino, 2 mM de glutamina, penicilina, estreptomicina y antimicóticos. A esta 

preparación se le determinó como medio suplementado. La incubación se realizó a 

una temperatura constante de 37 °C en una atmosfera humidificada y con 5% de 

CO2. 
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Los cultivos celulares fueron transferidos a cajas nuevas una vez alcanzada una 

confluencia de aproximadamente 70% a 80%, las células fueron lavadas con PBS 

estéril y despegadas utilizando tripsina en solución. Pasadas 24h se cambió el 

medio añadiendo 4 mL de medio de cultivo suplementado fresco y posteriormente 

se realizaron cambios cada 3 ó 4 días dependiendo del crecimiento celular y cambio 

de coloración del indicador del pH que contenía el medio de cultivo. 

La línea celular MCF7 fue obsequiada por el Dr. Barbier del laboratorio de 

toxicología renal del Departamento de Toxicología del CINVESTAV. La línea celular 

MDA-MB-231 fue obsequiada por el Dr. Monjaraz del laboratorio de 

neuroendocrinología del Instituto de Fisiología de la BUAP. 

6.2 Determinación de la toxicidad de la EGCG en las líneas celulares 

Tratamiento con epigalocatequina-3-galato. 

Se utilizó EGCG (Sigma-Aldrich, Número de producto E4143) en polvo con una 

pureza mayor del 95%. 

Se preparó un stock diluyendo 15mg de la EGCG en 3mL de agua desionizada 

ultrapura y se filtró en membranas de 0.22µm. La solución siempre se mantuvo 

almacenada a -40 °C, alicuotada en volúmenes de 500µL y protegida de cualquier 

fuente luminosa para evitar su degradación. 

Se emplearon placas de cultivo de 24 pocillos para determinar la tasa de 

supervivencia de las líneas celulares en cultivo con bajo contenido en suero y en 

presencia de la EGCG. Partiendo de cultivos stock, como se describe anteriormente, 

se colocaron 2500 células por pocillo y se añadió medio de cultivo DMEM alto en 

glucosa complementado, se incubaron por 24h para permitir su adherencia. Pasado 

este tiempo el medio de cultivo fue cambiado a las células y se dejaron 48h para 

permitir su propagación hasta llegar una confluencia de aproximadamente 80-90%. 

Una vez obtenido esto se cambió el medio de cultivo añadiendo DMEM alto en 

glucosa con 1.5% de suero fetal bovino junto con una serie de diluciones graduales 

de la solución de la EGCG, de tal forma que se tuviera una concentración final que 

iba desde 100µg/mL a 5µg/mL con un respectivo control negativo al cual no se 
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agregó EGCG. Las placas de 24 pocillos se incubaron por 24h, 72h y 96h. El medio 

de cultivo en cada pozo fue sustituido por medio suplementado a las 

concentraciones de la EGCG correspondientes cada 24h, la adición de la EGCG fue 

realizada al momento que se realizaron los cambios de medio de cultivo. Se 

realizaron tres experimentos independientes para cada línea celular y cada 

condición se realizó por triplicado. 

Se obtuvieron imágenes para determinar la evolución de la morfología de los 

cultivos con ayuda de un microscopio invertido a un aumento de 100X cada 24h 

antes de realizar cualquier cambio de medio. 

Para la cuantificación de la tasa de supervivencia de las células en cultivo en 

presencia de la EGCG, se realizó una tinción con cristal violeta de las células que 

permanecieron adheridas después de los tratamientos. Una vez concluidos los 

tiempos de cultivos programados, el medio de cultivo fue retirado cuidadosamente. 

No se realizó ningún lavado para evitar despegar las células que permanecieron 

adheridas e inmediatamente fueron prefijadas añadiendo 300µL de una solución 

que contenía 50% de metanol en PBS, realizando esto por un tiempo de 2min. 

Después se retiró cuidadosamente esta solución y se fijaron las células añadiendo 

300µL de metanol puro y se dejó reposar por 10min. Concluido el tiempo fue 

desechado el metanol y se lavaron todos los pocillos con agua destilada, dejándose 

secar a temperatura ambiente. Una vez secados los pocillos se añadieron 300µL de 

solución de cristal violeta al 0.1% en agua ultrapura recién preparada y se incubo 

en agitación a 150rpm por 10min. Después se desechó la solución y los pocillos 

fueron lavados con agua destilada hasta retirar todo el exceso de solución de cristal 

violeta. La placa de 24 pozos se dejó secar a temperatura ambiente. Finalmente se 

añadió a cada pozo 500µL de solución de ácido acético al 10% en agua ultrapura 

recién preparada, se agitó la placa a 150rpm por 10min, se tomaron 100µL de cada 

pozo desteñido, se colocaron en una placa de 96 pozos y se determinó la 

absorbancia en un lector de placas, empleando una fuente de luz de 590nm.  
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6.3 Determinación de la expresión de los transcritos de DEK y BAG4 por qRT-

PCR 

Extracción de ARN total 

Una vez obtenida la suspensión celular se realizó la técnica para la obtención del 

ARN total. El ARN se extrajo y purificó de los cultivos celulares, utilizando el reactivo 

comercial TRIzolTM de InvitrogenTM bajo las condiciones y reactivos que especifica 

el fabricante. El ARN total fue diluido en agua estéril inyectable PISATM y 

almacenado a -40°C. 

Se cuantificó el ARN total extraído de los cultivos celulares con ayuda de un 

NanoDrop TM100 (Thermo Fisher), donde también se obtuvieron los cocientes 

260nm/280nm y 260nm/230nm, para determinar el grado de pureza. 

Se realizó una electroforesis en agarosa al 1% en buffer TBE a 90V durante 45min 

y se determinó la integridad del ARN. El gel de agarosa fue teñido utilizando 

GELREDTM ACID NUCLEIC (Biotium) bajo las condiciones que especifica el 

fabricante. El gel de agarosa fue visualizado con ayuda del transiluminador 

Benchtop 2UVTM de UVP. 

Síntesis de ADNc. 

Se realizó la síntesis de ADNc empleando el kit SUPERSCRIPT IIITM First Strand, 

numero de catálogo 18080-051 (InvitrogenTM), bajo las condiciones que especifica 

el fabricante. En todos los ensayos se utilizó 1µg de ARN total. En todas las 

reacciones se empleó oligo(dT)20 como cebador. La síntesis se realizó en un 

termociclador MAXYGENE II (Axygen) y fueron incubadas a 55°C por 1h y 

posteriormente a 85°C por 15min. Los tubos con el ADNc resultante fueron 

almacenados a -40°C. 

Diseño de oligonucleótidos para qPCR. 

Los oligonucleótidos que se emplearon en la qPCR para la cuantificación de los 

transcritos fueron diseñados empleando la herramienta bioinformática online 

Primer-BLAST (50).  
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Las secuencias de los transcritos utilizadas para el diseño de los oligonucleótidos 

fueron obtenidas de la base de datos Nucleotide (51) del National Center of 

Biotechnologic Information (NCBI).  

Se procuró que las secuencias de los transcritos estuvieran reportadas como 

transcrito principal según APPRIS 2020_06.v32 (22) y Ensembl (23); que los 

amplicones resultantes no fueran mayor a 200 pares de bases; que las temperaturas 

de alineamiento de los oligonucleótidos de cada transcrito no tuvieran una diferencia 

mayor a 1°C entre ellos; además de que estas temperaturas de alineamiento fueran 

lo más cercanas a 60°C y, por último, que los exones donde se hibridan los 

oligonucleótidos estuvieran separados por un intrón mayor a 1000 bases con 

respecto a la secuencia del gen, con el fin de evitar amplificación por ADN 

contaminante. Todas las secuencias pertenecen a la especie Homo sapiens. 

Validación experimental de oligonucleótidos. 

Los oligonucleótidos diseñados fueron solicitados para su síntesis con un grado de 

purificación obtenido por desalado y una escala de síntesis mínima (0.025µmol) sin 

modificaciones adicionales. Los oligonucleótidos fueron comprados a Integrated 

DNA Technologies (IDT) 

Los oligonucleótidos liofilizados fueron rehidratados con agua estéril inyectable 

PISATM, bajo las indicaciones del fabricante, para preparar un stock a una 

concentración de 100µM, a partir del stock se prepararon las soluciones de trabajo 

diluyendo 1:5 para tener una concentración final de 20µM empleando agua estéril 

inyectable PISATM. Los oligonucleótidos rehidratados, las soluciones stock y las 

soluciones de trabajo fueron almacenados a -40°C. 

Los oligonucleótidos fueron probados y validados. Se buscó la temperatura óptima 

de alineamiento y la ausencia de productos inespecíficos. Se realizaron PCR en las 

cuales se probaron tres temperaturas de alineamiento, utilizando como molde ADNc 

y sus respectivos controles negativos, a los cuales se les añadió agua estéril 

inyectable PISATM. Se comprobó que no hubiera amplificación con ADN genómico. 
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Las reacciones de PCR fueron realizadas empleando 1U de Taq Pol (InvitrogenTM), 

se añadió cloruro de magnesio, mezcla de dNTPs y oligonucleótidos en suficiente 

cantidad para obtener una concentración final de 1.5mM, 0.2mM y 0.2µM, 

respectivamente. Se añadieron 2µL de ADNc por reacción y se añadió agua grado 

biología molecular suficiente para tener un volumen final de 20µL. 

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador MAXYGENE II (Axygen) bajo 

las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 95°C por 5min, un paso de 

desnaturalización a 95°C por 15s, seguido de la temperatura de alineamiento de los 

oligonucleótidos (en donde se probaron 56°C, 58°C y 60°C para la determinación 

de la temperatura óptima) durante 30s, y por último una extensión a 72°C por 20s. 

Estos tres pasos fueron repetidos en 35 ciclos y finalmente se llevó a una extensión 

final de 72°C por 10min.  

Para la visualización de los amplicones obtenidos se cargaron 3µL de cada reacción 

en pozos de un gel de agarosa al 2% en TBE y corridos a 90V por 45min junto con 

un marcador de peso molecular de 50pb a 1000pb. El gel de agarosa fue teñido 

utilizando GELREDTM acid nucleic (Biotium) bajo las condiciones que especifica el 

fabricante. El gel de agarosa fue visualizado con ayuda del transiluminador 

Benchtop 2UVTM de UVP. Los geles de agarosa visualizados fueron fotografiados 

empleando una cámara integrada a un teléfono inteligente. 

qPCR para la obtención de la expresión relativa de los transcritos. 

Se realizaron varios ensayos de qPCR para determinar la expresión relativa de los 

transcritos empleando el método de 2^-ΔΔCt, (52) en la cual fue utilizado HPRT1 

como gen de referencia y se empleó ADNc obtenido del ARN total de los cultivos 

celulares. 

Las reacciones se prepararon empleando 5µL de mix de 2x de qPCR PowerUpTM 

SYBRTM Green Master Mix, 0.25µL de cada reacción de ADNc respectivo a medir, 

3µL de mix de ambos oligonucleótidos para cada transcrito respectivo, “forward y 

reverse”, a una concentración de 1.5µM de cada oligo y la suficiente agua grado 

biología molecular para tener reacciones a un volumen final de 10µL. Las reacciones 
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de qPCR de cada transcrito (HPRT1, DEK o BAG4), y de cada réplica perteneciente 

a cada condición de tratamiento con la EGCG, fueron realizadas por triplicado. Para 

cada transcrito se preparó un control negativo de amplificación, el cual llevaba su 

par de oligonucleótidos correspondiente y agua grado biología molecular en lugar 

de ADNc. 

Una vez preparadas y colocadas todas las reacciones en tiras de 8 tubos de qPCR 

fueron homogenizadas, centrifugadas y llevadas inmediatamente al termociclador 

StepOne Real Time PCR System (Life Technologies), en donde fueron corridas con 

previa configuración de las condiciones en el equipo. Se escogió la modalidad de 

cuantificación relativa, reacciones de qPCR con reactivos de SYBR Green modo 

Fast. Se configuró para determinar la fluorescencia basal por medio de ROX y las 

condiciones de reacción incluyeron un paso previo de incubación a 50°C por 5 min 

seguido de un paso de desnaturalización inicial a 95°C por 3min, seguido por 35 

ciclos conformado por dos pasos: uno de desnaturalización a 95°C por 3s y otro 

paso de alineamiento/elongación de 60°C por 15s. En este segundo paso se capturo 

en cada ciclo la señal de fluorescencia. Todas las reacciones se acompañaron de 

una curva “Melt” una vez concluida la reacción de amplificación, para la 

determinación de posibles productos inespecíficos.  

Los datos fueron obtenidos y analizados con ayuda del software StepOneTM 

Software v2.3 incluido con el equipo. 

Todos los procedimientos fueron realizados bajo condiciones rigurosas como 

señalan las recomendaciones de la guía MIQE (53). 

6.4 Determinación de la metilación de los promotores de DEK y BAG4, 

mediante conversión de ADN por bisulfito sódico y MSP. 

Extracción y purificación de ADN genómico. 

El ADN se extrajo y purificó de los cultivos celulares utilizando el reactivo comercial 

TRIzolTM de InvitrogenTM bajo las condiciones y reactivos que especifica el 

fabricante. Una vez obtenido el ARN total, a partir de esa misma muestra 

inmediatamente se realizó la continuación de la técnica para la obtención del ADN 
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genómico, como recomienda el manual del reactivo. El ADN genómico fue diluido 

en agua estéril inyectable PISATM con NaOH a una concentración de 8mM y 

almacenado a -40°C. 

Se cuantificó el ADN genómico con ayuda de un NanoDrop TM100 (Thermo Fisher), 

con el que también se obtuvieron los cocientes 260nm/280nm y 260nm/230nm para 

determinar el grado de pureza. 

Se realizó una electroforesis en agarosa al 1% en buffer TBE a 90V durante 45min 

para determinar la integridad del ADN genómico. El gel de agarosa fue teñido 

utilizando GELREDTM acid nucleic (Biotium) bajo las condiciones que especifica el 

fabricante. El gel de agarosa fue visualizado con ayuda del transiluminador 

Benchtop 2UVTM de UVP. 

Conversión de ADN genómico con bisulfito sódico. 

Se realizó la conversión de ADN genómico con bisulfito sódico empleando el kit 

EpiTect Bisulfite (QIAGENTM) número de catálogo 59104 bajo las condiciones que 

especifica el fabricante. En todos los ensayos se utilizaron 700ng de ADN genómico 

de los cultivos celulares. Las reacciones purificadas de ADN genómico convertido 

fueron almacenadas a -40°C. 

Diseño de oligonucleótidos para MSP. 

Los oligonucleótidos para la determinación del estado de metilación en los 

promotores por medio de MSP empleando ADN convertido por bisulfito sódico 

fueron diseñados empleando la herramienta bioinformática online METH PRIMER 

2.0 (54). 

Las secuencias de los promotores en los genes que fueron utilizadas para el diseño 

de los oligonucleótidos fueron obtenidas de The Eukaryotic Promoter Database 

(PDB) (55). Se realizó la conversión por bisulfito sódico in silico de las secuencias 

de los promotores ocupando la cadena sentido, todas las citosinas fueron 

modificadas a uracilos (señalados como timinas) a excepción que formaran parte 

de un sitio CpG. Para esto también se empleó la herramienta bioinformática METH 

PRIMER 2.0 (54). 
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Se procuró que cada uno de los oligonucleótidos diseñados tuviera de dos a tres 

sitios CpG (ubicándose lo más cercano al extremo 3’), un contenido de GC mayor a 

30%, la Tm cercana a 60°C y no más de 3°C de diferencia entra cada par de 

oligonucleótidos correspondientes a la región a amplificar. También se procuró que 

el amplicón a obtener fuera menor a 350pb de longitud. Para cada promotor se 

obtuvo un par de juegos de oligonucleótidos: un juego con secuencia específica 

para metilación y otro juego con secuencia específica para desmetilación. Estos 

últimos discriminan las citocinas convertidas o no a uracilos, las cuales se ubican 

en sitios CpG, dependiendo de su estado de metilación. 

Validación experimental de los oligonucleótidos diseñados para MSP. 

Los oligonucleótidos diseñados para la determinación del estado de metilación en 

los promotores de DEK y BAG4 por medio de MSP fueron solicitados para su 

síntesis con un grado de purificación obtenido por desalado y una escala de síntesis 

mínima (0.025µmol) sin modificaciones adicionales. Los oligonucleótidos fueron 

comprados a Integrated DNA Technologies (IDT). 

Los oligonucleótidos liofilizados fueron rehidratados con agua estéril inyectable 

PISATM (según las indicaciones del fabricante) para preparar un stock a una 

concentración de 100µM. A partir del stock se fueron preparando las soluciones de 

trabajo diluyendo con agua estéril inyectable PISATM (1:5) para tener una 

concentración final de 20µM. Los oligonucleótidos rehidratados, las soluciones stock 

y las soluciones de trabajo fueron almacenados a -40°C. 

Los oligonucleótidos fueron probados y validados. Se buscó la temperatura óptima 

de alineamiento y la ausencia de productos inespecíficos. Se realizaron MSP, en 

las cuales se probaron de 3 a 4 temperaturas de alineamiento diferentes en un rango 

de 50°C a 60°C, utilizando como molde un control certificado de ADN genómico 

humano 100% metilado o control certificado de ADN genómico humano 100% 

desmetilado, según correspondiera a su juego de oligonucleótidos y sus respectivos 

controles negativos. Las reacciones de control negativo se hicieron para ambos 

estados de metilación y se usó agua grado biología molecular en lugar de ADN 

molde. Posteriormente, también se comprobó que no hubiera amplificación 
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inespecífica de cada juego de oligonucleótidos con control certificado de ADN 

genómico humano sin convertir, control certificado de ADN genómico humano 100% 

metilado para el caso de los juegos específicos a desmetilación y control certificado 

de ADN genómico humano 100% desmetilado para el caso de los juegos 

específicos de metilación, todos junto con sus respectivos controles negativos. 

Todos los controles certificados de ADN genómicos humanos 100% metilados o 

100% desmetilados, convertidos o no por bisulfito sódico, fueron obtenidos del 

EpiTect PCR Control DNA Set de QUIAGENTM. 

Las reacciones de estandarización de las MSP fueron preparadas empleando 5µL 

del mix 2X EpiTect® MSP (número de catálogo 59305), 2µL de mix de 

oligonucleótidos con una concentración de 3.5µM de cada oligonucleótido, 0.5µL de 

molde correspondiente al juego de oligonucleótido usado y se añadió la suficiente 

agua grado biología molecular para tener un volumen final de reacción de 10µL. 

Las reacciones de MSP preparadas se llevaron a cabo en un termociclador 

MAXYGENE II de AxygenTM bajo las siguientes condiciones: desnaturalización 

inicial a 95°C por 10min, un paso de desnaturalización a 94°C por 15s, seguido de 

la temperatura correspondiente a evaluar de alineamiento de los oligonucleótidos 

durante 45s y una extensión a 72°C por 30s. Estos tres pasos fueron repetidos en 

45 ciclos y finalmente se llevó a una extensión final de 72°C por 10 min.  

Para la visualización de los amplicones obtenidos fueron cargados 5µL de cada 

reacción en un pozo de un gel de agarosa al 2% en TBE y corridos a 90V por 45min 

junto con un marcador de peso molecular de 50pb a 1000pb. El gel de agarosa fue 

teñido utilizando GELREDTM acid nucleic (Biotium) bajo las condiciones que 

especifica el fabricante. El gel de agarosa fue visualizado con ayuda del 

transiluminador Benchtop 2UVTM de UVP. Los geles de agarosa visualizados fueron 

fotografiados empleando una cámara integrada a un teléfono inteligente. 

Reacciones de MSP. 
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Para determinar el estado de metilación de los promotores de DEK y BAG4 

correspondiente a cada línea celular bajo los respectivos tratamientos, se realizaron 

las MSP con los ADN genómicos convertidos por bisulfito sódico. 

Las reacciones de MSP se prepararon empleando 5µL de mix 2X EpiTect® MSP 

(número de catálogo 59305), 0.5µL de ADN genómico convertido por bisulfito sódico 

y 2µL de un mix de oligonucleótidos, Forward y Reverse. 

Las reacciones de MSP preparadas se llevaron a cabo en un termociclador 

MAXYGENE II Axygen bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 

95°C por 10min, un paso de desnaturalización a 94°C por 15s, seguido de la 

temperatura correspondiente optima de alineamiento de cada juego de 

oligonucleótidos durante 45s y una extensión a 72°C por 30s. Estos tres pasos 

fueron repetidos en 45 ciclos y finalmente se llevó a una extensión final de 72°C por 

10min.  

Para la visualización de los resultados obtenidos, de cada reacción fueron cargados 

5µL en un pozo de un gel de agarosa al 2% en TBE y corridos a 90V por 45min junto 

con un marcador de peso molecular de 50pb a 1000pb. El gel de agarosa fue teñido 

utilizando GELREDTM acid nucleic (Biotium) bajo las condiciones que especifica el 

fabricante. El gel de agarosa fue visualizado con ayuda del transiluminador 

Benchtop 2UVTM de UVP. Los geles de agarosa visualizados fueron fotografiados 

empleando una cámara integrada a un teléfono inteligente. 

6.5 Determinación de la secuencia de los amplicones de la MSP 

Preparación de los amplicones a secuenciar. 

De las MSP que resultaron positivo a algún estado de la metilación comprobada con 

la electroforesis en agarosa, se realizó de nuevo la MSP bajo las condiciones 

descritas. Una vez terminada la reacción, inmediatamente se tomaron 5µL de MSP 

de cada tubo y fueron llevadas a un tubo nuevo de 0.2mL donde posteriormente se 

añadió 2µL de USB ExoSAP-IT PCR Product Cleanup (Affymetrix USB) y fueron 

incubados en el termociclador a 37°C por 15min seguido de 80°C por 15min. 

Acabado esto, se añadió un oligonucleótido del par ocupado anteriormente para 
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obtener este amplicón a cada tubo lo suficiente para obtener una concentración final 

de 1µM y se añadió agua grado biología molecular para tener un volumen final de 

12µL por tubo. 

Secuenciación. 

El servicio de secuenciación fue realizado en los laboratorios de Clínica Ruiz, 

Puebla, México. Se empleo la plataforma de secuenciación tipo Sanger por 

fluorescencia en electroforesis capilar Genetic Analyzer ABI 3130 de Thermo Fisher 

Scientific. 

Visualización y análisis de las secuencias. 

Los archivos con los resultados de la secuenciación fueron visualizados y 

exportados a archivos de texto utilizando el software gratuito Chromas 2.6.5, 

disponible en el sitio web http://www.technelysium.com.au/chromas.html. 

Se realizaron alineamientos para determinar la similitud con respecto a las 

secuencias obtenidas de las bases de datos y modificadas por bisulfito in silico 

empleando las herramientas online de QUMA en su servidor web 

http://quma.cdb.riken.jp/(56).  

Para la identificación de los sitios CpG y la determinación del estado de metilación 

en las secuencias obtenidas de los amplicones de estos mismos también se utilizó 

las herramientas online de QUMA en su servidor web http://quma.cdb.riken.jp/ (56), 

donde se generaron gráficas y esquemas de las secuencias con la posición relativa 

del sitio CpG y su estado metilado/no metilado. 

7. Resultados 

7.1 Toxicidad de la EGCG en las líneas celulares 

Una vez que los cultivos celulares de MCF7 y MDA-MB-231 alcanzaron la 

confluencia, fueron sometidos a tratamientos con diferentes concentraciones de la 

EGCG y se fueron monitoreando al microscopio los cambios morfológicos 

apreciables a simple vista para observar el deterioro o desprendimiento de las 

células. Con ayuda de estas primeras observaciones se escogió un set de 

http://www.technelysium.com.au/chromas.html
http://quma.cdb.riken.jp/
http://quma.cdb.riken.jp/
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concentraciones especificas a tiempos específicos para la realización de los 

experimentos posteriores dependientes de estos cultivos. 

Toxicidad de la EGCG en MCF7. 

En un inicio de los experimentos, se escogió como concentración mínima 5µg/mL 

de la EGCG por un tiempo de 24h, ya que no ocasionaba muerte masiva en los 

cultivos y fueron apreciables ligeros cambios morfológicos (Figura 2). 

Para determinar efectos de la EGCG en un lapso más largo, se aumentó el tiempo 

de exposición a la EGCG a 96h a una concentración de 2.5µg/mL (Figura 3). 

También se acompañó de la realización de cultivos a distintas concentraciones de 

la EGCG (0µg/mL, 25µg/mL, 50µg/mL y 100µg/mL) por un lapso de 72h, en la cual 

se determinó que la supervivencia de las células MCF7 disminuía gradualmente 

hasta el 55% a una concentración de 50µg/mL (Figura 5). También fue 

determinando los cambios morfológicos (Figura 4) en los cuales se apreciaba 

notoriamente la disminución del tamaño de estas, destacándose a la máxima 

concentración (100µg/mL) desde las primeras 24h. 
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Figura 2. Morfología de las células MCF7 en cultivo con (5µg/mL) o sin tratamiento de la EGCG 

por un periodo total de 24h. Aquí se aprecia los cambios en la morfología celular en las células 

tratadas con EGCG después de 24h. 
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Figura 3. Morfología de las células MCF7 en cultivos con (2.5μg/mL) o sin tratamiento de la 

EGCG a diferentes intervalos de tiempos por un periodo total de 96 horas. El medio de cultivo 

con la EGCG fresco, a la concentración indicada fue cambiado cada 24 horas durante todo el ensayo 

y las fotografías fueron obtenidas momentos antes de hacerles cualquier cambio de cultivo para 

evitar estresarlas. 

 

 

Figura 4. Morfología de las células MCF7 en presencia o ausencia de la EGCG a diferentes 

intervalos de tiempo de exposición por un periodo total de 72 horas. El medio de cultivo con la 

EGCG a la concentración indicada fue cambiado cada 24 horas durante todo el ensayo y las 

fotografías fueron obtenidas momentos antes de hacerles cualquier cambio de medio. 
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Figura 5. Gráfica de la curva de supervivencia de los cultivos celulares de MCF7 a diferentes 

concentraciones de la EGCG por un periodo total de 72h.  

 

Toxicidad de la EGCG en MDA-MB-231. 

En un inicio de los experimentos, se escogió como concentración mínima 10µg/mL 

de la EGCG por un tiempo de 24h, ya que no ocasionaba muerte masiva en los 

cultivos y fueron apreciables ciertos cambios morfológicos como disminución de las 

proyecciones citoplasmáticas, disminución de tamaño e incluso vacuolización.  

(Figura 6). 

También se acompañó de la realización de cultivos a distintas concentraciones de 

la EGCG (0µg/mL, 25µg/mL, 50µg/mL y 100µg/mL) por un lapso de 72h, en la cual 

se determinó que la supervivencia de las células MDA-MB-231 disminuía 

gradualmente hasta aproximadamente el 46% a una concentración de 100µg/mL 

(Figura 7).  
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Figura 6. Morfología de las células MDA-MB-231 en cultivo con (10 µg/mL) o sin tratamiento 

de la EGCG por un periodo total de 24h. Aquí se aprecia la alteración en las proyecciones celulares 

y vacuolización de las células incubadas en presencia de la EGCG. 
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Figura 7. Gráfica de la curva de supervivencia de los cultivos celulares de MDA-MB-231 a 

diferentes concentraciones de la EGCG por un periodo total de 72h.  

 

7.2 Determinación de la expresión de los transcritos de DEK y BAG4 en las 

líneas celulares. 

 

7.2.1 Validación de oligonucleótidos para qPCR 

Los oligonucleótidos diseñados fueron validados y estandarizados exitosamente los 

cuales fueron empleados en los experimentos posteriores para la qPCR. Las 

concentraciones, volúmenes y condiciones establecidas en la validación y 

estandarización están resumidas en las tablas 1 y 2. 

La presencia de amplicones únicos obtenidos de los transcritos de HPRT1 (gen de 

referencia), DEK y BAG4 en el rango de temperaturas probadas son mostrados en 

las figuras 8, 9 y 10, respectivamente. 

Las secuencias de los oligonucleótidos y sus temperaturas de alineamiento están 

detalladas en la tabla 3. 
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Tabla 1. Reactivos, volúmenes y concentraciones para la estandarización de la PCR.  

 Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

Volumen para 
una reacción 

Volumen para 4 
reacciones 

Buffer 10X 1X 2µl 8µl 

dNTP´s 10mM 0.2 mM 0.4µl 1.6µl 

Mix de 
oligonucleótidos 

20 µM c/u 0.2 µM c/u 0.4µl 1.6µl 

Mg2+ 50 mM 1.5 mM 0.6µl 2.4µl 

TaqPol 5 U/µl 1 U 0.2µl 0.8µl 

H2O - - 14.4µl Ajustar a NTC 

ADNc - - 2µl Ajustar a NTC 
 

 

Tabla 2. Condiciones para la estandarización de la PCR. 

Temperatura 94°C 94°C [56,58,60]°C 72°C 72°C 

Tiempo 5 min 15 s 30 s 20 s 10 min 

Ciclos 1 35  1 

 

 

Figura 8. Estandarización de la PCR para el amplicón proveniente del transcrito de HPRT1. En la imagen se 

presentan las 3 temperaturas utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 60°C.  El tamaño del amplificado esperado es 

de 160pb. NTC-control negativo. Productos amplificados a partir de ADNc obtenido por RT-PCR de ARN total 

de MDA-MB-231. 

 

 

NTC 56°C 58°C 60°C MP 50pb 

350 pb 
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Figura 9. Estandarización de la PCR para el amplicón proveniente del transcrito de DEK. En la imagen se 

presentan las 3 temperaturas utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 60°C.  El tamaño del amplificado esperado es 

de 190pb. NTC-control negativo. Productos amplificados a partir de ADNc obtenido por RT-PCR de ARN total 

de MDA-MB-231. 

 

 

Figura 10. Estandarización de la PCR para el amplicón proveniente del transcrito de BAG4. En la imagen se 

presentan las 3 temperaturas utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 60°C.  El tamaño del amplificado esperado es 

de 109pb. NTC-control negativo. Productos amplificados a partir de ADNc obtenido por RT-PCR de ARN total 

de MDA-MB-231. 

NTC 56°C 58°C 60°C MP100pb 

500 pb 

350 pb 
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Tabla 3. Parámetros obtenidos de la estandarización de los oligonucleótidos diseñados. 

Gen Tm Tiempo de 
alineamiento 

Tamaño del 
amplificado 

Secuencia 

HPRT1  
(gen de referencia) 

60°C 30s 160pb F- TGCTGAGGATTTGGAAAGGG 

R- GTAATCCAGCAGGTCAGCAA 

DEK 60°C 30s 192pb F- TCTTCCTTACAGAGAGAGCCA 

R- TGGAAAGCCACTGAACTGAC 

BAG4 60°C 30s 109pb F- AACTCCAGTCTCTCGTTGGA 

R- GGTCATTCCAGGGTTCTGTG 

 

7.2.2 Extracción de ARN 

Los ARN totales fueron extraídos y purificados de cada cultivo de todas las líneas 

celulares con y sin tratamiento con la EGCG a las condiciones previamente 

determinadas y seleccionadas. 

Todos los ARN totales obtenidos y purificados fueron corridos en geles de agarosa 

para determinar su integridad, solamente los ARN que cumplieron con la 

apreciación visual de dos bandas claramente definidas, correspondientes a los ARN 

ribosomales 28S y 18S, fueron seleccionados para ser empleados en la síntesis de 

su ADNc respectivo. Los ARN totales en los cuales no se apreciaran estas bandas 

claramente definidas y presentaran un barrido fueron descartados para cualquier 

experimento posterior. 

Todos los ARN totales obtenidos fueron cuantificados con espectrofotometría UV y 

se realizó lecturas de la absorbancia a 230nm, 260nm y 280nm para posteriormente 

determinar su concentración y calidad, solamente los ARN que cumplieran con un 

cociente de sus absorbancias a 260nm y a 280nm (A260/A280) en un rango de 1.8-

2.1, junto con un cociente de sus absorbancias a 260nm y a 230nm (A260/A230) en 

un rango de 2-2.5; fueron seleccionados para ser empleados en la síntesis de su 

ADNc respectivo. Los cocientes fuera de esos rangos indican una posible 

contaminación de sales, agentes caotrópicos, detergentes o proteínas que pudieran 

interferir en el proceso de síntesis enzimática del ADNc. 

ARN total de los cultivos celulares de MCF7 
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Figura 11. Integridad de los ARN totales obtenidos de MCF7 provenientes de cultivos celulares 

con (5μg/mL) o sin tratamiento de la EGCG por un periodo total de 24 horas visualizados en 

gel de agarosa al 1%. 
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Figura 12. Integridad de los ARN totales obtenidos de MCF7 provenientes de cultivos celulares 

con (2.5μg/mL) o sin tratamiento de la EGCG por un periodo total de 96 horas visualizados en 

gel de agarosa al 1%. 

 

Figura 13. Integridad de todos los ARN totales obtenidos de MCF7 visualizados en gel de 

agarosa. Todos los ensayos de exposición a la EGCG fueron realizados por triplicado para cada 

condición junto con sus respectivas referencias. Cada inciso corresponde a una de las réplicas. En 

cada carril se encuentra indicada la concentración de exposición a la EGCG correspondiente del 

cultivo procedente. La referencia corresponde al carril de la exposición a 0μg/mL. Todos los grupos 

fueron incubados por un periodo de tiempo de 72 horas. 

 

Tabla 4. Cuantificación y calidad de las purificaciones de los ARN totales de MCF7 a partir de cultivos 

con o sin tratamiento de la EGCG por un periodo de 72 h. 

Grupo-Condición Réplica Concentración de ARN (ng/μL) 260nm 260/280 260/230 

 
0μg/mL 

1 894.8 23.805 1.95 2.29 

2 936.1 20.904 1.98 2.33 

3 951.8 23.794 1.95 2.22 

 
25μg/mL 

1 908.3 22.709 1.95 2.15 

2 1086.1 26.154 1.96 2.18 

3 1013.8 25.346 1.94 2.06 

 1 1060.5 26.513 1.92 2.03 
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50μg/mL 2 1170.3 29.258 1.97 1.91 

3 1131.8 28.295 1.89 1.93 

 
100μg/mL 

1 662.8 16.57 1.8 2.73 

2 845.7 21.293 1.8 1.86 

3 804.2 20.105 1.76 1.6 

 

 

ARN total de los cultivos celulares de MDA-MB-231 

 

Figura 14. Integridad de los ARN totales obtenidos de MDA-MB-231 provenientes de cultivos 

celulares con (10μg/mL) o sin tratamiento de la EGCG por un periodo total de 24 horas 

visualizados en gel de agarosa al 1%. 
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Figura 15. Integridad de todos los ARN totales obtenidos de MDA-MB-231 visualizados en gel 

de agarosa. Todos los ensayos de exposición a la EGCG fueron realizados por triplicado para cada 

condición junto con sus respectivas referencias. Cada inciso corresponde a una de las réplicas. En 

cada carril se encuentra indicada la concentración de exposición a la EGCG correspondiente del 

cultivo procedente. La referencia corresponde al carril de la exposición a 0μg/mL. Todos los grupos 

fueron incubados por un periodo de tiempo de 72 horas. 

 

Tabla 5. Cuantificación y calidad de las purificaciones de los ARN totales de MDA-MB-231 a partir 

de cultivos con o sin tratamiento de la EGCG por un periodo de 72 h. 

Grupo-Condición Réplica Concentración de ARN (ng/μL) 260nm 260/280 260/230 

 
0μg/mL 

1 394 0 1.9 2.24 

2 442.8 0 1.88 2.26 

3 381 0 1.93 2.08 

 
25μg/mL 

1 257.4 0 1.84 2.13 

2 267.8 0 1.87 2.15 

3 271.2 0 1.87 2.08 
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50μg/mL 

1 183.2 0 1.76 1.81 

2 199.2 0 1.77 1.83 

3 178.9 0 1.76 1.86 

 
100μg/mL 

1 194.3 0 1.73 1.6 

2 186.5 0 1.75 1.13 

3 176.8 0 1.76 1.57 

 

7.2.3 Cuantificación de los transcritos de los genes DEK y BAG4. 

Para la determinación de la expresión de los genes DEK y BAG4, se realizó la 

cuantificación relativa de los transcritos de cada gen por medio de la técnica de RT-

qPCR. 

Todos los ensayos de qPCR para la cuantificación de cada transcrito en cada réplica 

respectiva dentro de cada grupo de exposición a la EGCG junto con sus respectivas 

referencias y controles, fueron realizados por triplicado. 

Una vez finalizada cada corrida de qPCR, para todas las reacciones se les 

determino su curva “Melt” para la obtención de la Tm de los amplicones generados 

y, la derivada negativa de los datos obtenidos fue graficada para este propósito. 

Solamente las réplicas de cada transcrito respectivo en las cuales se obtuviera un 

único pico en la Tm del amplicón correspondiente a cada transcrito, eran 

consideradas válidas para el posterior análisis de los datos. Si se apreciaba más de 

un pico, inclusive de menor magnitud al principal o un pico con una Tm 

considerablemente diferente a la esperada, los datos de cuantificación se 

descartaron.  

Todas las corridas fueron acompañadas de controles negativos para cada uno de 

los transcritos a cuantificar, solamente las corridas en las cuales no se registraba 

una amplificación de negativos, eran consideradas válidas para el posterior análisis 

de los datos obtenidos, si una corrida contenía amplificación de un control negativo, 

los datos obtenidos fueron descartados. 

Expresión relativa de los genes DEK y BAG4 en MCF7. 
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La expresion relativa de los transcritos de DEK y BAG4 fueron determinadas de los 

cultivos celulares incubados a concentraciones de 0µg/mL, 25µg/mL, 50µg/mL y 

100µg/mL de EGCG por un tiempo de 72h. 

Para el caso del transcrito de DEK (Figura 16, inciso A) se aprecia una disminución 

hasta aproximadamente al 78% a una concentracion de 50µg/mL y de hasta 

aproximadamente al 56% a una concentracion de 100µg/mL. 

Para el caso del transcrito de BAG4 (Figura 16, inciso B) se aprecia una disminución 

hasta aproximadamente al 72% a una concentración de 50µg/mL y de hasta 

aproximadamente al 21% a una concentración de 100µg/mL.  

Las curvas “Melt” de estos experimentos están ilustradas en la figura 17. 
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(A) 

 

 

(B) 

Figura 16. Gráficas de la expresión relativa de los genes (A) DEK y (B) BAG4 de los 

tratamientos con o sin la EGCG de la línea celular MCF7 por un periodo total de 72h. La 

expresión de los transcritos de los cultivos a exposición de 0µg/mL fue normalizada a 1 y los 

demás resultados fueron comparados con respecto a esta. 
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Figura 17. Gráficas de la “curva melt” de cada uno de los transcritos cuantificados, (A)HPRT1, 

(B)DEK y (C)BAG4, donde cada número indica el número de réplica. En todas las curvas se 

observa un único pico. Las Tm de los amplicones obtenidos de los transcritos de HPRT1, DEK y 

BAG4 son 81.25°C, 77.98°C y 82.44°C, respectivamente. 
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7.3 Determinación del estado de metilacion en los promotores de DEK y 

BAG4. 
 

7.3.1 Análisis de las secuencias en METH PRIMER 2.0 

Se analizaron las secuencias de los promotores de DEK y BAG4 para la 

identificación de sitios CpG e islas CpG y al mismo tiempo para la conversión por 

bisulfito in silico, y se obtuvieron oligonucleótidos para MSP. 

Promotor DEK. 

El análisis sobre la secuencia del promotor de DEK identificó una gran isla CpG de 

un tamaño aproximado de 800pb en el cual el sitio de inicio de la transcripción (TSS) 

se ubico justo a la mitad de este. Dentro de esta misma región se encontraron una 

gran densidad de sitios CpG y se escogio una secuencia a la región cercana al TSS 

rio arriba para ser amplificada con MSP (Figura 18). 

De la región que se analizó con MSP se delimitó la secuencia in silico y se 

identificaron las citosinas ajenas y pertenecientes a sitios CpG. (Figura 19). 

 

 

 

 

Figura 18. Gráfico del análisis de la secuencia del promotor DEK. La flecha en rojo indica el sitio 

de inicio de la transcripción. Las flechas encontradas en azul indican los oligonucleótidos diseñados 

flanqueando el amplicón a obtener. 
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Figura 19. Secuencia convertida in silico del amplicón de DEK. Aquí se ilustra en color rojo las 

citosinas que son modificadas a timinas y en azul las citosinas dentro de los sitios CpG que no 

serán alteradas en caso de estar metiladas. 

 

Promotor de BAG4. 

El análisis sobre la secuencia del promotor de BAG4 identificó una pequeña isla 

CpG de un tamaño aproximado de 150pb en el cual el TSS se ubico rio abajo de 

este. Dentro de esta misma región se encontraron una baja densidad de sitios CpG 

y se ocupo una región que incluyera al TSS para la realización de la MSP (Figura 

20). 

De la region que se analizó con MSP se delimito la secuencia in silico y se 

identificaron las citosinas ajenas y pertenecientes a sitios CpG. (Figura 21). 

 

 

 

 

 

Figura 20. Gráfico del análisis de la secuencia del promotor BAG4. La flecha en rojo indica el 

sitio de inicio de la transcripción. Las flechas encontradas en azul indican los oligonucleótidos 

diseñados flanqueando el amplicón de interés. 
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Figura 21. Secuencia convertida in silico del amplicón de BAG4. Aquí se ilustran en color rojo 

las citosinas que son modificadas a timinas y en azul las citosinas dentro de los sitios CpG que no 

serán alteradas en caso de estar metiladas. 

 

7.3.2 Validación de oligonucleótidos para MSP 

Los oligonucleótidos diseñados fueron validados y estandarizados exitosamente, 

los cuales fueron empleados para los experimentos posteriores de MSP. Las 

condiciones establecidas en la validación y estandarización son resumidas en la 

tabla 6. 

La determinación de la Tm óptima para la obtención de un único amplicón en un 

rango de temperaturas son mostrados en las figuras 22 y 23 para el caso de DEK y 

las figuras 26 y 27 para el caso de BAG4. 

La determinación de la especificidad de cada par de oligonucleótidos diseñados al 

estado de metilación correspondiente es ilustrada en las figuras 24 y 25 para el caso 

de DEK y las figuras 28 y 29 para el caso de BAG4. 

Las secuencias de los oligonucleótidos y sus temperaturas de alineamiento 

correspondientes están detalladas en la tabla 6. 

Tabla 6. Condiciones para la estandarización de las MSP. 

Temperatura 95°C 94°C [50 - 60]°C 72°C 72°C 

Tiempo 10min 15s 45s 35s 10min 

Ciclos 1 45  1 
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Figura 22. Estandarización de la MSP para el amplicón proveniente del promotor desmetilado 

de DEK. En la imagen se presentan los amplicones resultantes del gradiente de las temperaturas 

durante el alineamiento utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 56°C. El tamaño del amplificado 

esperado es de 178pb (señalado con una flecha negra). Productos amplificados a partir de control 

certificado de ADN genómico humano 100% desmetilado convertido por bisulfito. 

 

 

 
Figura 23. Estandarización de la MSP para el amplicón proveniente del promotor metilado de 

DEK. En la imagen se presentan los amplicones resultantes del gradiente de las temperaturas 

durante el alineamiento utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

500 pb 

350 pb 
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amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 59°C. El tamaño del amplificado 

esperado es de 183pb (señalado con una flecha negra). Productos amplificados a partir de control 

certificado de ADN genómico humano 100% metilado convertido por bisulfito. 

 
 

Figura 24. Especificidad de la MSP para discriminar únicamente el promotor desmetilado de 

DEK, usando oligonucleótidos específicos. En la imagen se presentan cuatro reacciones de MSP 

donde se observa amplificación únicamente en la reacción que contiene ADN genómico desmetilado 

convertido por bisulfito sódico. El tamaño del amplificado esperado es de 178pb. MSP realizadas a 

partir de controles certificados de ADN genómico humano 100% metilado (MET) o 100% desmetilado 

(UNMET) convertido por bisulfito y sin convertir (GENO), control negativo (NTC). 

 

600 pb 

200 pb 

MP100pb 
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Figura 25. Especificidad de la MSP para discriminar únicamente el promotor metilado de DEK, 

usando oligonucleótidos específicos. En la imagen se presentan cuatro reacciones de MSP 

donde se observa amplificación únicamente en la reacción que contiene ADN genómico metilado 

convertido por bisulfito sódico. El tamaño del amplificado esperado es de 183pb. MSP realizadas a 

partir de controles certificados de ADN genómico humano 100% metilado (MET) o 100% desmetilado 

(UNMET) convertido por bisulfito y sin convertir (GENO), control negativo (NTC). 

 

 

350 pb 
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Figura 26. Estandarización de la MSP para el amplicón proveniente del promotor desmetilado 

de BAG4. En la imagen se presentan los amplicones resultantes del gradiente de las temperaturas 

durante el alineamiento utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 58°C.  El tamaño del amplificado 

esperado es de 230pb (señalado con una flecha negra). Productos amplificados a partir de control 

certificado de ADN genómico humano 100% desmetilado convertido por bisulfito. 

 

600 pb 

300 pb 
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Figura 27. Estandarización de la MSP para el amplicón proveniente del promotor metilado de 

BAG4. En la imagen se presentan los amplicones resultantes del gradiente de las temperaturas 

durante el alineamiento utilizadas para obtener la temperatura de alineamiento óptima de 

amplificación, la temperatura de alineamiento elegida fue la de 56°C.  El tamaño del amplificado 

esperado es de 233pb (señalado con una flecha negra). Productos amplificados a partir de control 

certificado de ADN genómico humano 100% metilado convertido por bisulfito. 

 

 

Figura 28. Especificidad de la MSP para discriminar únicamente el promotor desmetilado de 

BAG4. En la imagen se presentan cuatro reacciones de MSP donde se observa amplificación 
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únicamente en la reacción que contiene ADN genómico desmetilado convertido por bisulfito sódico. 

El tamaño del amplificado esperado es de 230pb. MSP realizadas a partir de controles certificados 

de ADN genómico humano 100% metilado (MET) o 100% desmetilado (UNMET) convertido por 

bisulfito y sin convertir (GENO), control negativo (NTC). 

 

 

Figura 29. Especificidad de la MSP para discriminar únicamente el promotor metilado de 

BAG4. En la imagen se presentan cuatro reacciones de MSP donde se observa amplificación 

únicamente en la reacción que contiene ADN genómico metilado convertido por bisulfito sódico. El 

tamaño del amplificado esperado es de 233pb. MSP realizadas a partir de controles certificados de 

ADN genómico humano 100% metilado (MET) o 100% desmetilado (UNMET) convertido por bisulfito 

y sin convertir (GENO), control negativo (NTC). 

 

 
Tabla 7. Condiciones para la MSP con los oligonucleótidos específicos de los promotores de los 

genes estudiados. 

 

 

Gen Tipo Tm Tiempo de 
alineación 

Tamaño del 

amplicón 

Secuencia de los oligonucleótidos 

(5´a 3´) 

 
DEK 

Desmetilado 56°C 45s 178pb F- ATTTTAGGTGTAGTTGGGGA 

R- AAACAAAAATACAACAACCA 

Metilado 60°C 45s 183pb F-TATATTTTAGGCGTAGTCGGGG 

R- AAAAACGAAAATACGACGACC 

 
BAG4 

Desmetilado 58°C 45s 230pb F-TTGTAATGTATAGTGGTGGGAG 

R-AAATATCCCCCAACAATACAAC 

Metilado 56°C 45s 233pb F- GTTGTAATGTATAGCGGCGG 

R-AAAAATATCCCCCAACGATACG 

350 pb 
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7.3.3 Extracción de ADN genómico. 

El ADN genómico fue extraído y purificado de cada cultivo de todas las líneas 

celulares con y sin tratamiento con la EGCG a las condiciones previamente 

determinadas y seleccionadas, y de las mismas muestras de las cuales se obtuvo 

el ARN total. 

Todas las purificaciones de ADN genómico obtenidas fueron visualizadas en geles 

de agarosa para determinar su integridad, solamente los ADN que cumplieron con 

la apreciación visual de una banda de alto peso molecular claramente definida 

fueron seleccionados para ser empleados en la conversión por bisulfito sódico. Los 

ADN genómicos en los cuales no se apreció esta banda claramente definida y 

presentaron un barrido a lo largo de todo el carril de migración o ausencia de 

cualquier señal fluorescente, fueron descartados para cualquier experimento 

posterior. 

Todas las purificaciones de ADN genómico obtenidos fueron cuantificadas con 

espectrofotometría UV y tomando lecturas de la absorbancia a 230nm, 260nm y 

280nm para posteriormente determinar su concentración y calidad, solamente las 

purificaciones de ADN genómico que obtuvieran un cociente de absorbancias a 

260nm y a 280 nm (A260/A280) en un rango de 1.6-1.9, y un cociente de sus 

absorbancias a 260nm y a 230nm (A260/A230) en un rango de 1.4-2.1; 

seleccionados para ser empleados en la conversión por bisulfito sódico.  Las 

muestras de ADN genómico en las cuales los valores de cualquiera de los cocientes 

se encontraron fuera de los rangos establecidos, se consideraron de mala calidad y 

fueron descartados para cualquier experimento posterior. 

 

ADN genómico de las líneas celulares MCF7. 
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Figura 30. Integridad de los ADN genómicos obtenidos de MCF7 provenientes de cultivos 

celulares con (5μg/mL) o sin tratamiento de la EGCG por un periodo de 24 horas. Aquí se 

observa una banda de alto peso molecular sin presencia de barridos en cada carril. 
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Figura 31. Integridad de los ADN genómicos obtenidos de MCF7 provenientes de cultivos 

celulares con (2.5μg/mL) o sin tratamiento de la EGCG por un periodo de 96 horas. Aquí se 

observa una banda de alto peso molecular en cada carril, en el carril de 2.5μg/mL la banda esta 

ligeramente barrida. 

 

ADN genómico de las líneas celulares MDA-MB-231. 

 

 

Figura 32. Integridad de los ADN genómicos obtenidos de MDA-MB-231 provenientes de 

cultivos celulares con (10μg/mL) o sin tratamiento de la EGCG por un periodo de 24 horas. 

Aquí se observa una banda de alto peso molecular sin presencia de barridosen cada carril. 

 

7.3.4 Determinación de la metilación con MSP. 

Los estados de metilación de los promotores de DEK y BAG4 fueron identificados 

y se compararon los patrones dentro de los mismos grupos de tratamiento para 

identificar los cambios en el estado de metilación. 

En los cultivos de MCF7 los tratamientos a 5µg/mL por 24 horas y 2.5µg/mL por 96 

horas los estados de metilación para el promotor de DEK fueron obtenidos y en 

ambos casos (Figura 33 y Figura 35) se obtuvo un único amplicón para el estado 

desmetilado, en ningún caso se obtuvo un amplicón para el estado metilado, en 

ambos casos el patrón de los amplicones fue semejante por lo que no se consideró 

que hubo cambios en la metilación. Para los estados de metilación del promotor de 
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BAG4 obtenidos en ambos casos la presencia de amplicones para el estado 

desmetilado fueron obtenidos, sin embargo, para el grupo control de las células 

tratadas a 5µg/mL por 24 horas una banda de menor tamaño al esperado fue 

observada en el estado desmetilado (Figura 34). Y para el grupo control tanto como 

del tratamiento de las células tratadas a 2.5µg/mL por 96 horas un amplicón tenue 

fue observado junto con una banda de menor tamaño al esperado en el estado 

metilado (Figura 36). No se consideró que hubo cambios en los estados de 

metilación. 

En los cultivos de MDA-MB-231 los tratamientos a 10µg/mL por 24 horas, los 

estados de metilación para el promotor de DEK fueron obtenidos (Figura 37) se 

obtuvo un único amplicón para el estado desmetilado, en ningún caso se obtuvo un 

amplicón para el estado metilado, el patrón de los amplicones fue semejante por lo 

que no se consideró que hubo cambios en la metilación. Para los estados de 

metilación del promotor de BAG4 (Figura 38) la presencia de amplicones para el 

estado desmetilado fueron obtenidos y no se consideró que hubo cambios en los 

estados de metilación. 

 

 

600 pb 

100 pb 

300 pb 
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Figura 33. Visualización de amplicones de la MSP para determinar el estado de la metilación 

del promotor de DEK de la línea celular MCF7 tratada con la EGCG por 24 horas. 

Oligonucleótidos para determinar ADN desmetilado (U) o ADN metilado (M). Marcador de peso 

molecular de 100pb (MP100). 

 

 

Figura 34. Visualización de amplicones de la MSP para determinar el estado de la metilación 

del promotor de BAG4 de la línea celular MCF7 tratada con la EGCG por 24 horas. 

Oligonucleótidos para determinar ADN desmetilado (U) o ADN metilado (M). Marcador de peso 

molecular de 50pb (MP50). 

 

350 pb 

350 pb 

2.5 µg/mL 
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Figura 35. Visualización de amplicones de la MSP para determinar el estado de la metilación 

del promotor de DEK de la línea celular MCF7 tratada con la EGCG por 96 horas. 

Oligonucleótidos para determinar ADN desmetilado (U) o ADN metilado (M). Marcador de peso 

molecular de 50pb (MP50). 

 

  

Figura 36. Visualización de amplicones de la MSP para determinar el estado de la metilación 

del promotor de BAG4 de la línea celular MCF7 tratada con la EGCG por 96 horas. 

Oligonucleótidos para determinar ADN desmetilado (U) o ADN metilado (M). Marcador de peso 

molecular de 50pb (MP50). 

 

350 pb 

2.5 µg/mL 
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Figura 37. Visualización de amplicones de la MSP para determinar el estado de la metilación 

del promotor de DEK de la línea celular MDA-MB-231 tratada con la EGCG por 24 horas. 

Oligonucleótidos para determinar ADN desmetilado (U) o ADN metilado (M). Marcador de peso 

molecular de 50pb (MP50). 

 

 

350 pb 

MP100pb 

100 pb 

300 pb 

10 µg/mL 
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Figura 38. Visualización de amplicones de la MSP para determinar el estado de la metilación 

del promotor de BAG4 de la línea celular MDA-MB-231 tratada con la EGCG por 24 horas. 

Oligonucleótidos para determinar ADN desmetilado (U) o ADN metilado (M). Marcador de peso 

molecular de 100pb (MP100). 

 

7.4 Secuencias de los amplicones. 

Las secuencias de los amplicones de las MSP para el estado desmetilado de 

MCF7 con (5µg/mL) y sin tratamiento de la EGCG por 24 horas fueron alineados y 

cada sitio CpG identificado dentro de la secuencia fue analizado y comparado su 

estado de metilación de (Figura 39). No se encontró modificación en la metilación 

en ningún sitio CpG. 

 

Figura 39. Alineamiento de las secuencias. Secuencias obtenidas de los amplicones de MSP 

usando oligonucleótidos desmetilados para DEK en el ADN convertido por bisulfito sódico de la línea 

celular MCF7 tratada con la EGCG (MCF7_96DEKT) y sin tratar (MCF7_96DEKC) por un tiempo de 

96 horas. Las T resaltadas en azul indican citosinas de sitios CpG que fueron convertidas a timinas. 

Secuencia obtenida de las bases de datos del promotor DEK (Genomic). Secuencia para DEK 

metilada y convertida in silico (DEK_METH).  
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8. Discusión 

La gran variedad de efectos fisiológicos, bioquímicos y en la regulación 

transcripcional sobre una gran diversidad de genes por la EGCG se conocen desde 

hace bastante tiempo. Dentro de esta variedad de efectos el que nos intereso es su 

actividad anticancerígena. 

Dentro de los reportes que existen actualmente se determina que las 

concentraciones mínimas toxicas y/o letales son diferentes (57–60). Esto podría 

tener diversas explicaciones, ya que se determinan en diferentes tipos de células, 

provenientes de diferentes tipos de cáncer, por mencionar algunas posibles 

razones. 

Examinando los mecanismos de acción propuestos del efecto de esta molécula en 

la célula tumoral, varias vías de señalización que se encuentran alteradas en las 

líneas celulares, podrían explicar el fuerte, bajo o nulo efecto, entre ellas la vía de 

WNT/β-catenina (48,58,61–63), entre muchas otras, las cuales contribuyen de 

diferente manera con la supervivencia y proliferación celular y se encuentran 

alteradas de diferente manera dependiendo la célula que se estudió. 

En otros estudios también han determinado el efecto de la EGCG en la proliferación, 

viabilidad, movilidad y apoptosis de las líneas celulares provenientes de tumores 

mamarios, algunas de ellas son el mismo tipo que nosotros empleamos en este 

trabajo. La línea celular MCF7 es un tipo celular tumoral proveniente de un 

adenocarcinoma mamario de una paciente de 69 años y fue establecida como tal 

desde 1973 (64). Es empleada como modelo de estudio de procesos tumorales in 

vitro y sus principales características son su morfología de tipo epitelial, poseer 

receptores a estrógenos (65). La línea celular MDA-MB-231 es un tipo celular 

tumoral proveniente de un adenocarcinoma mamario de una paciente de 51 años y 

fue establecida desde 1973 (66). También es empleada como modelo de estudio de 

procesos tumorales in vitro y de invasión, sus principales características son su 

morfología siendo células alargadas presentado espinas en sus polos (67). 

En estudios donde la supervivencia de las células se determinó (40,45,47,63,68–

71), entre ellos se encontraron resultados muy diferentes, nuestros resultados son 
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similares a algunos de ellos. En algunos casos las concentraciones letales y 

subletales de la EGCG son bastantes diferentes en comparación de las 

concentraciones determinadas y empleadas en este trabajo. 

Esto podría deberse a la fuente de obtención y los procesos de purificación, ya que 

en muchos reportes el compuesto de la EGCG es purificado en el mismo laboratorio 

y no necesariamente reportan la calidad y pureza de este (72). También podría 

influir la forma de preparación y administración de la EGCG ya que varía entre 

reportes y en muchos de ellos (68,71,73) la forma de administración es acompañada 

con DMSO para facilitar la solubilidad de la EGCG en medio acuoso. Sin embargo, 

en nuestro caso no fue así, ya que debido a indicaciones del fabricante se preparó 

en agua ultrapura y no hubo ningún problema de solubilidad o precipitación. Cabe 

mencionar que en un inicio también se intentó disolver en solución tamponada de 

fosfatos usados para el mismo lavado de los cultivos celulares, sin embargo, al cabo 

de tres días de disuelto la EGCG, esta solución cambiaba drásticamente de color 

por una posible reacción del compuesto con la solución y sus componentes, 

pensando una posibilidad de oxidación de la EGCG, por lo que se decidió no 

emplear esta forma para las exposiciones del compuesto en el medio de cultivo. 

Como se observa en los resultados obtenidos, en los efectos de la EGCG sobre la 

supervivencia, esta va disminuyendo conforme las concentraciones de la EGCG van 

aumentando y aunque los resultados difieren con algunos reportes la conclusión, 

seguiría siendo la misma: la EGCG tiene un efecto citotóxico sobre líneas celulares 

tumorales a altas concentraciones. 

Solo por mencionar, existe una gran diversidad de estrategias para determinar 

supervivencia, viabilidad y proliferación. Nuestra estrategia fue simple pero robusta 

ya que solo se cuantificaron las células que permanecían adheridas durante el 

tratamiento, aunque no se analizó si estas células eran capaces de seguir 

replicándose o de regresar a un estado similar del que partieron en un inicio, por lo 

que existen limitantes para su análisis. 

Con respecto al posible “aumento de células” de MCF7 señalados en los resultados 

(Figura 5), pensamos que es un “artefacto” de la naturaleza experimental que se 
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empleó, ya que este se limita únicamente a asociar el tinte retenido en células 

capaces de hacerlo y que se encuentren adheridas, mas no si están se encuentran 

aún vivas. Junto con los reportes disponibles del efecto de la EGCG en la línea 

celular MCF7 y lo observado en este trabajo, podemos decir que este compuesto 

tiene efectos más pronunciados sobre esta línea celular, lo cual podría deberse a 

que el efecto de la EGCG es tan citotóxico y rápido que las células mueren mientras 

permanecen adheridas (Figura 5, supervivencia a 100μg/mL), similar a cuando son 

fijadas. 

Además, como se observó en las fotografías de los cultivos de MDA-MB-231 (Figura 

6) los efectos de la EGCG a bajas concentraciones a nivel morfológico sobre las 

células, aunque no tienen cambios apreciables en la supervivencia, la forma de las 

células se ve bastante afectada aludiendo a un posible estrés, disminución aparente 

en el número de estas e incluso reducción en la extensión de la célula sobre la 

superficie de la caja, además de la apreciación de vacuolas intracelulares 

posiblemente ligadas a un efecto apoptótico. 

También es interesante la observación en los patrones de bandas en la extracción 

de los ARN totales para la determinación de la integridad y aunque este paso es 

crucial para la realización de una buena cuantificación en los transcritos, no se 

esperaba observar una banda (Figura 15) entre las correspondientes a los ARN 

ribosomales 28S y 18S en los ARN totales de los tratamientos con la EGCG. Es 

evidente que en los ARN totales purificados de MDA-MB-231 que no tuvieron 

tratamiento alguno con la EGCG no se observa este cambio, por lo que es un efecto 

ocasionado por la exposición al mismo. Mas interesante es que esta banda aparece 

de mayor intensidad a la concentración de tratamiento con la EGCG de 25μg/mL y 

conforme se aumentó la concentración de exposición al compuesto esta va 

decayendo de intensidad mas no desaparece totalmente. Cabe mencionar que se 

buscaron en la literatura observaciones similares, sin embargo, no se hallaron 

reportes con esta evidencia. 

Se sugiere que esta observación pudiera servir de indicador sobre el efecto de la 

EGCG en cultivos celulares. Podría ser una respuesta a nivel de los ARN 
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ribosomales en los cuales, ya sea por regulación transcripcional o post-

transcripcional, ocurre una modificación en el tamaño de estos o que los inhabilita 

para adquirir la conformación tridimensional necesaria para llevar a cabo la 

traducción de los ARN mensajeros y ser una de las causas de la muerte de las 

células. 

También hay que añadir que estas observaciones solo se obtuvieron en las líneas 

celulares MDA-MB-231 y no en la línea celular MCF7, aunque los experimentos 

fueron realizados en las mismas condiciones. Todo esto genera nuevas preguntas 

como ¿En qué otras líneas celulares se observaría el mismo efecto? o también 

¿Qué características de las células determinan ese efecto y que no tienen aquellas 

que no lo presenten? ¿Cuánto afecta esto a la traducción?  

Hasta este punto la evidencia nos dice que la EGCG es un compuesto cuyo efecto 

puede depender del tipo de célula utilizada y que depende tanto de las condiciones 

como la concentración (aunque no únicamente (67)). Esto explicaría la abundancia 

de reportes en los cuales caracterizan el efecto de la EGCG sobre muchas vías de 

señalización y procesos bioquímicos en una gran diversidad de líneas celulares con 

diferentes características. En resumen, la EGCG a bajas concentraciones tiene un 

efecto de modular y altas concentraciones estos efectos pueden ser opacados, 

superados o sustituidos por efectos citotóxicos que ocasionen la muerte celular 

(Figura 40). 
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FIGURA 40. Esquema que ilustra los diferentes efectos de la EGCG a diferentes 

concentraciones. En color verde se ilustra la variación de la intensidad del efecto de modular en 

general en ese rango de concentraciones. En color rojo se ilustra el efecto citotóxico y su aumento 

de acuerdo con la concentración. 

 

Hasta el momento, no hay evidencia sobre el efecto de la EGCG en la trascripción 

sobre los genes DEK y BAG4. En la literatura disponible se analiza los cambios de 

la expresión que pudiera ocasionar este compuesto u otros compuestos fenólicos 

de origen natural en los genes más estudiados en procesos oncológicos, como son 

E-caderina (62), β-catenina (62), DNMT1 (40,74), HDAC1 (40,74), p21 (74), 

suvirvina (40) por mencionar algunos. 

Los genes aquí estudiados, DEK y BAG4, pertenecen al grupo de los oncogenes, 

en los cuales su desregulación y sobreexpresión son claramente componentes de 

procesos cancerígenos (75,76). Además, se sabe que son elementos importantes 

para la evolución tumoral de la célula y el mantenimiento de malignidad, ya que al 

ser suprimidos la célula pierde viabilidad. 

En los resultados obtenidos se observó claramente una disminución dosis-

dependiente de los transcritos DEK y BAG4. Cabe mencionar que los efectos son 

apreciablemente observables hasta alcanzar ciertas concentraciones superiores, a 

más de 25μg/mL, en ambos casos y que, de igual manera, como antes se mencionó, 

la EGCG puede tener distintos efectos y formas de actuar dependiendo de la 

concentración y la forma de exposición. 

Sin embargo, aunque no se pudieron apreciar cambios en la expresión en ninguno 

de los genes estudiados a concentraciones de 25 μg/mL o menos, es claro que la 

EGCG está provocando un efecto sobre la célula. 

Aunque en otros reportes (77) se observan efectos moduladores casi instantáneos 

y a más bajas concentraciones, los efectos que se analizan son sobre las vías de 

señalización y modificaciones post-traduccionales, como en los estados de 

fosforilación sobre las proteínas que participan en estas vías. Así, no habría un 
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punto de comparación sólido, por lo que las variaciones en la expresión en estos 

rangos (<20 μg/mL, en tiempo no superiores a las 6 horas) tanto de DEK como de 

BAG4 deberían de monitorearse en esas mismas condiciones. En este trabajo se 

decidió no hacerlo de esa manera debido a que las modificaciones en la metilación 

en el ADN son eventos que pueden tardar entre 3 a 7 días o más. 

A concentraciones superiores a 25 μg/mL es claro el efecto en la disminución de la 

expresión que va desde aproximadamente el 50% para el caso de DEK en un tiempo 

de 72 horas y hasta al 25% o menos para BAG4. En este caso se observaron efectos 

citotóxicos severos a los cultivos, los cuales se vieron acompañados de una 

disminución de la expresión de los genes estudiados. 

En la actualidad se sabe claramente el papel epigenético modulador de una gran 

variedad de compuestos fenólicos de origen natural, como son los efectos de estos 

a nivel de la remodelación de la cromatina y marcas de histonas (78) y, lo que fue 

el interés de este trabajo, la metilación del ADN (79). 

La EGCG tiene actividad evidente en la modificación de la metilación en distintos 

genes a nivel del promotor (74), sin embargo esos genes estudiados pueden ser 

catalogados dentro del grupo de los genes supresores de tumores. Los efectos 

observados de la EGCG sobre las líneas celulares tumorigénicas estudiadas por 

estos autores, son efectos desmetiladores, por lo que el cambio del estado metilado 

a desmetilado promovería la expresión de novo de estos genes supresores de 

tumores, alterada en un inicio en estas células tumorigénicas, trayendo consigo 

efectos reguladores en los procesos para la proliferación y supervivencia, 

principalmente. Por otro lado, los procesos moleculares en la célula encargados de 

regular la metilación del ADN y las implicaciones de los compuestos fenólicos 

naturales sobre estos mismos aún no se encuentran bien elucidados ni 

caracterizados. 

La EGCG no solamente ocasionaría un efecto de eliminar la metilación sino también 

de promover la metilación al ADN y esto a su vez traería consigo la supresión de la 

expresión genética, incluyendo los oncogenes. Un método simple y rápido para 

determinar el estado de metilación es la MSP. Para emplear esta técnica se 
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diseñaron y validaron los oligonucleótidos específicos para determinar el estado de 

metilación (Figuras de la 22 a la 29) (Tablas 6 y 7). 

A la fecha en la cual ya se tenían diseñados los oligonucleótidos para la detección 

del estado de metilación con MSP para DEK se publicó un artículo donde los autores 

analizaron el estado de metilación del promotor DEK y cómo esta influía en la 

regulación transcripcional de este mismo gen. Este trabajo es el primero en su tipo, 

donde determinan la importancia de la metilación del promotor DEK (80). En esta 

investigación mencionada se determinó experimentalmente la región mínima 

promotora necesaria para la transcripción del gen. Al comparar las secuencias de 

las regiones con nuestros resultados, coincide sobre la misma región que ellos 

determinaron como región mínima promotora (Figura 42). En este trabajo se analizó 

la metilación en una región más pequeña a comparación de la investigación antes 

mencionada y por una técnica diferente, la MSP, la cual solo determina el estado de 

la metilación de los sitios CpG que se encuentran en la región donde hibrida cada 

oligonucleótido, a diferencia del trabajo de Quiao, et al. (80) donde emplearon la 

BSP (por sus siglas en inglés, secuenciación de amplicones provenientes de ADN 

modificado por bisulfito) en la cual sus oligonucleótidos hibridaron en zonas donde 

no se encuentra ningún sitio CpG y así no se discriminó entre ADN metilado y 

desmetilado. 

En un inicio se determinó el estado de metilación en el promotor DEK a bajas 

concentraciones de la EGCG, 5μg/mL y 10μg/mL y a un bajo periodo de tiempo, 24 

horas las líneas celulares estudiadas. Los resultados indican que bajo estas 

condiciones no hay cambios en la metilación (Figura 33 y Figura 37). Después, 

como se ha venido mencionando que los cambios en la metilación pueden tomar 

días, se realizaron cultivos de 5 días a bajas concentraciones de la EGCG 

(2.5μg/mL) en la cual tampoco se observaron cambios en la metilación (Figura 35). 

No se pudo realizar el mismo ensayo sobre la línea celular MDA-MB-231, por lo cual 

no se obtuvieron resultados para analizar y discutir. 

Por otro lado, la ausencia de cambios en la metilación que encontramos empleando 

MSP no necesariamente significa que no haya cambios en la metilación en todo el 
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promotor ya que se determinaron únicamente 5 sitios CpG de los 30 sitios CpG que 

abarca todo el amplicón (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Esquema simplificado de los sitios CpG ubicados en la región del promotor de DEK. 

Los círculos en blanco ilustran los sitios CpG responsables de la discriminación en las MSP (dos a 

la izquierda, tres a la derecha, cinco en total). Los números superiores enumeran cada sitio CpG (30 

en total) ubicado dentro de la región del amplicón obtenido en las MSP. Los números inferiores 

determinan la posición relativa de cada sitio CpG con respecto al sitio de origen de la transcripción. 

Sitios analizados 5/30. 

 

Estos sitios CpG se encontraron también desmetilados en muestras de ADN de 

leucocitos obtenidos de donantes sin cáncer. 

En el trabajo de Quiao, et al. (80) al comparar el estado de metilación de algunos 

de sus sitios CpG en sus resultados de secuenciación, los cuales nosotros también 

analizamos con MSP, coinciden en que se encuentran desmetilados tanto para 

muestras de líneas celulares tumorales como para líneas celulares no tumorales y 

tejido sano hepático, por otro lado ellos encuentran modificación en la metilación en 

sitios CpG muy específicos, aunque algunos de estos sitios se encuentran en los 

amplicones que obtuvimos y mediante una secuenciación pudieran identificarse, la 

MSP empleada no es capaz de discriminar y por ello se realizaron las 

secuenciaciones. 

Diseñar nuevos oligonucleótidos los cuales hibriden en los sitios CpG que ellos 

reportan donde hubo cambios permitiría determinar cambios en la metilación. Lo 

interesante es que encontraron diferencias de la metilación, entre muestras 

tumorales y no tumorales, en una región de unión para el factor transcripcional 

AP2α, la cual contiene varios sitios CpG. Aunque no es el único responsable de la 

transcripción de este gen, determinaron que si es muy importante para este 

propósito, además de que el estado de metilación influye para llevar acabo su 
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actividad y se sabe por otros estudios que es un factor transcripcional capaz de 

discriminar el estado de metilación de su sitio de unión (81). 

Para poder determinar el estado de metilación de los sitios CpG dentro de los 

amplicones obtenidos por MSP se secuenciaron y se comparó cada sitio CpG con 

su respectivo control sin tratamiento. 

Lamentablemente, debido a errores en el proceso de secuenciación que 

consumieron los recursos con los que se contaba para este propósito, no se 

pudieron enviar todos los amplicones obtenidos de cada experimento y únicamente 

se obtuvieron datos de secuenciación de la línea celular MCF7 (96 horas) y del 

promotor de DEK (Figura 39). 
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Figura 43. Esquema simplificado de los sitios CpG determinados por secuenciación. La 

posición inferior de los círculos en blanco ubica el sitio CpG con respecto al diagrama superior junto 

con la enumeración respectiva dentro del amplicón obtenido del promotor del gen DEK por MSP. La 

ausencia de un círculo blanco significa que no pudo ser determinado el sitio CpG.  

 

Estos únicos resultados de secuenciación obtenidos mostraron que el promotor de 

DEK, por lo menos en esta pequeña región analizada, se encuentra totalmente 

desmetilado y que la EGCG no ocasiona cambios en ningún sitio CpG. Debido a la 

naturaleza misma de la técnica, no fue posible discriminar los últimos 5 sitios CpG 

sin embargo, como los últimos dos pertenecen a los sitios CpG que discrimina uno 

de los oligonucleótidos de la MSP, no se tienen esos resultados de estado de la 

metilación que se encuentran prácticamente sobre el sitio de inicio de la 

transcripción (Figura 43). 

Por último, con respecto al promotor DEK, los análisis in silico muestran una gran 

abundancia de sitios CpG ubicados en varias islas CpG sobre y aledañas al 

promotor, tanto río arriba como río abajo del sitio de inicio de la transcripción (Figura 

18), a lo largo de más de 1500 pb. La limitante intrínseca de MSP nos restringió a 

trabajar en una pequeña región, y aunque es la región crucial para la transcripción 

del gen, sería importante conocer el estado de metilación de todo este sitio e incluso 

regiones alejadas que se involucren en la transcripción de este. 

A diferencia del promotor de DEK, hasta la fecha no hay reportes ni estudios sobre 

la situación de la metilación del promotor o su asociación con la regulación de la 

transcripción del gen BAG4. 

Sin embargo, el análisis in silico de la secuencia (Figura 20) muestra una probable 

isla CpG que pudiera influir en la transcripción de este gen. Para determinar el 

estado de metilación de este promotor también se empleó la técnica de MSP, en la 

cual los resultados muestran que permanece desmetilada en ambas líneas 
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celulares a bajas dosis de la EGCG probadas en pequeños lapsos de tiempos 

(Figuras 34 y 38) y en un periodo de 96 horas para MCF7 (Figura 36). 

Al igual que en el caso del amplicón de DEK, la ausencia de cambios en la metilación 

que encontramos empleando MSP no necesariamente significa que no haya 

cambios en la metilación en todo el promotor ya que se analizaron únicamente 4 

sitios CpG de los 19 sitios CpG que se encuentran en todo el amplicón (Figura 44). 

 

Figura 44. Esquema simplificado de los sitios CpG ubicados en la región del promotor de 

BAG4. Los círculos en blanco ilustran los sitios CpG responsables de la discriminación en las MSP 

(2 a la izquierda, 2 a la derecha, 4 en total). Los números superiores enumeran cada sitio CpG (19 

en total) ubicado dentro de la región del amplicón obtenido en las MSP. Los números inferiores 

determinan la posición relativa de cada sitio CpG con respecto al sitio de origen de la transcripción. 

Sitios analizados 4/19. 

 

Por otro lado, las electroforesis de agarosa muestran que se obtuvieron amplicones, 

aunque en muy baja eficiencia, con los oligonucleótidos para determinar el estado 

metilado del promotor BAG4 (Figura 36). Esto pudiera decir que BAG4 está metilado 

en uno de los cromosomas. Sin embargo, también están acompañadas de un 

amplicón inespecífico, lo cual haría dudar de los resultados. 

No se pudo realizar el mismo ensayo por un periodo de tiempo mayor (5 días) sobre 

la línea celular MDA-MB-231. 

Cabe mencionar que estos sitios CpG se encontraron también desmetilados en 

muestras de ADN de leucocitos obtenidos de donantes sin cáncer. Si en estas 

muestras la expresión del gen BAG4 se encuentran silenciada o por lo menos 

atenuada, teniendo por causa la metilación, otros sitios CpG que no consideramos 

pudieran ser los responsables de que existiera esta forma de regulación. 
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9. Conclusiones 

Al integrar los resultados obtenidos, podemos resaltar que bajas concentraciones 

de la EGCG (<25μg/mL) en los cultivos celulares no ocasionan cambios en la 

expresión de los transcritos de DEK y BAG4, ni en la metilación en sus respectivos 

promotores. Por otro lado, a concentraciones mayores, el compuesto tiene efectos 

citotóxicos sobre las células y también tiene un efecto en la expresión génica, 

ocasionando una disminución de los transcritos de DEK y BAG4 (únicamente 

determinado en MCF7). 
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