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Resumen 

El cadmio [Cd)] es un metal pesado altamente tóxico, clasificado como carcinogénico y mutagénico que se en-
cuentra de manera natural en el ambiente, sin embargo, las actividades antropogénicas han aumentado su concen-
tración. La población en general está principalmente expuesta al Cd a través de la ingesta de alimentos y agua con-
taminada con este elemento. Uno de los mecanismos propuesto en los últimos años para explicar su toxicidad es la 
metilación anormal del ADN, probablemente modulando la expresión de genes responsables de la metilación, tales 
como las DNA metiltransferasas [DNMTs]. El presente trabajo se enfocó en determinar el efecto de la exposición a 
Cd sobre la expresión del ARNm de la DNMT3B en la línea celular HepG2. Las células HepG2 fueron expuestas a 
concentraciones subtóxicas de 0.8, 1 y 3 µM de Cd por 24 y 48 h. Se determinó la citotoxicidad mediante el méto-
do de MTT, analizándose enseguida la expresión del ARNm de la DNMT3B mediante RT-qPCR. Los resultados 
obtenidos muestran que concentraciones de 0.8 µM de Cd no comprometen la viabilidad celular; sin embargo se 
observó una disminución de la viabilidad en las concentraciones de 1 y 3 µM. Así mismo la expresión del ARNm 
de la DNMT3B aumenta conforme a la concentración y tiempo de exposición a Cd. Los resultados obtenidos en 
esta investigación sugieren que la exposición a concentraciones ambientalmente relevantes de Cd pueden alterar 
genes involucrados en la maquinaria de metilación, tal es el caso de la DNMT3B, pero se requieren más estudios 
que puedan sustentar tal hipótesis. 

Palabras clave: Cadmio, DNMT3B, HepG2. 
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Abstract 

Cadmium [Cd] is a highly toxic heavy metal, classified as carcinogenic and mutagenic. It is found naturally in the 
environment, however anthropogenic activities have increased its concentration. General population is mainly exposed 
through the intake of food and water contaminated with Cd. In recent years, one of the mechanisms proposed to ex-
plain its toxicity is abnormal DNA methylation, probably by modulating the expression of genes responsible for meth-
ylation, such as DNA methyltransferases. This study is focused on determining effects of Cd exposure on the expres-
sion of DNMT3B mRNA in HepG2 cell line. HepG2 cells were exposed to subtoxic concentrations of 0.8, 1 and 3 µM 
Cd for 24 and 48 h; cytotoxicity was determined by the MTT method. As next step, expression of the DNMT3B 
mRNA was analyzed by RT-qPCR. Results obtained show that concentrations of 0.8 µM of Cd do not compromise 
cell viability; however, a decrease in viability was observed at concentrations of 1 and 3 µM. Likewise, expression of 
the mRNA of the DNMT3B increases with concentration and exposure time to Cd. Results obtained in this study sug-
gest that exposure to environmentally relevant concentrations of Cd can alter genes involved in methylation machin-
ery, such is the case of DNMT3B. More studies are required to support such a hypothesis. 

Keywords: Cadmium, DNMT3B, HepG2.  

Introducción 

El cadmio [Cd] es un metal pesado altamente tóxico, 
clasificado como carcinogénico y mutagénico (Agency for 
Toxic Substances and Disease Registry [ATSDR], 2011; 
Vilahur, Vahter y Broberg, 2015). Se encuentra de manera 
natural en el ambiente, sin embargo las actividades antro-
pogénicas han aumentado su concentración.  

La población general está expuesta principalmente a 
través de la ingesta de alimentos y agua contaminada con 
Cd (Nemmiche, 2017). El Cd tiene una vida media de hasta 
20 años por lo que tiende a bioacumularse, llegando a al-
canzar concentraciones micromolares en órganos como el 
hígado  (Faroon,  Ashizawa, Wright, Tucker, Jenkins, In-
german y Rudisill, 2012; Nair, DeGheselle, Smeets, Van 
Kerkhove y Cuypers, 2013; Darwish et al., 2019).  

En los últimos años se ha estudiado que las alteraciones 
epigenéticas y la modulación de la expresión de genes a 
través de la metilación como un  mecanismo de toxicidad 
del Cd. Algunos autores  han reportado que el Cd modula 
la expresión del ARNm de genes supresores de tumor 
(GST) como el CREB3 y genes implicados en el  transporte 
y almacenamiento de metales como las metalotioneinas 
(MTs)  (Cartularo, Laulicht, Sun, Kluz, Freedman y Costa, 
2015; Takashi S., 2015).  

El presente trabajo se enfocó en determinar el efecto de 
la exposición a Cd sobre el nivel de expresión del ARNm 
de la DNMT3B, enzima encargada de la metilación de no-
vo del ADN. 

Materiales y Métodos 

Cultivo de células y tratamientos  

Las células HepG2 (ATCC ® HB-8065) se cultivaron en 
botellas flask 75 cm2 (Corning) con 9 ml de medio Dulbec-
co's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich 
Co. St. Louis, USA) suplementado con 10 % de suero fetal 
bovino (SFB) (Invitrogen Life Technologies Oregon, USA) 
y 1% de antibiótico penicilina /estreptomicina (Sigma-
Aldrich), a una atmósfera con 5% de CO2 y una temperatu-
ra de 37°C.  

Para fines experimentales, las células fueron cultivadas 
en placas de 24 pocillos (310 000 células/pocillo), en 300 
µl de medio DMEM (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA) 

suplementado con SFB (Invitrogen Life Technologies Ore-
gon, USA), posteriormente las células fueron tratadas con 
concentraciones sub tóxicas de 0.8, 1 y 3 µM de CdCl2 
por 24 y 48h, como grupo control las células HepG2 se 
mantuvieron solo con medio DMEM sin CdCl2. 

Ensayo de viabilidad celular 

El cultivo en placa de 24 pocillos tratado de acuerdo a 
las condiciones anteriormente mencionadas, se procedió a 
evaluar la viabilidad celular por el método MTT 
(Mosmann, 1983), agregando 30 µl de la solución de MTT 

(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA) e incubando por 4 
horas a 37 °C, posteriormente se agregaron 300 µl de iso-
propanol (Invitrogen Life Technologies. Oregon, USA) 
para solubilizar los cristales de formazan; se tomaron 200 
µl de cada condición y se transfirieron a una placa de 96 
pocillos para realizar la lectura en el lector de ELISA Stat 
Fax 2100 (Awareness Technology), en una longitud de 
onda de 570-630 nm.  

Extracción de ARN  

El ARN total de las células fue extraído usando el 
reactivo de TRIzol (Life technology, USA); se agregaron 
20 µL de cloroformo por cada 100 µL de TRIzol (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, USA), se procedió a agitar durante 
15 segundos y se centrifugó a 12,500 rpm durante 15 mi-
nutos a 4°C.  

El ARN obtenido en la fase superior se precipitó agre-
gando 500 µL de isopropanol frio (Sigma-Aldrich Co. St. 
Louis, USA), posteriormente se realizaron 2 lavados con 
200 µL de etanol al 70% y se dejó secar el ARN durante 1 
hora.  

El ARN obtenido se disolvió en 20 µL de agua libre de 
RNasas; finalmente se realizó la cuantificación del ARN 
por espectrofotometría en el Nanodrop 2000c. La pureza 
del ARN total se determinó midiendo la absorbancia a 
260/280 nm. 

RT-qPCR 

La expresión del gen DNMT3B fue cuantificado por 
PCR en tiempo real, se utilizaron 100 ng de ARN total. La 
PCR se realizó con el kit KAPA SYBR FAST One-Step 
qRT-PCR (Kapa Biosystem, Massachusetts, USA) de 
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acuerdo a las condiciones del fabricante. Los oligonucleó-
tidos utilizados en este estudió fueron DNMT3B y glice-
raldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). El gen 
GAPDH fue usado como un control interno.  

A continuación se muestra la secuencias de los oligo-
nucleótidos: 

DNMT3B: Sentido 5´tctagaagtgggtccacgtctc3´, Anti-
sentido 5´agtccccacttggaggtcac-3´  

GAPDH: Sentido 5´-gaccccttcattgacctcaac-3, Antisen-
tido 5´gtggcagtgatggcatggac-3´ bajo las siguientes condi-
ciones de amplificación: 37°C por 30 s, 42°C por 5 min, 
95°C por 5 min, 95°C por 20 s, 60°C por 30 s, 72°C por 30 
s.  

Las reacciones se realizaron en el equipo CFXTM 96 
Real- Time PCR Detection system Biorad. La expresión 
relativa del ARNm fue calculada utilizando el método 

comparativo 2-∆∆Ct (Livak y Schmittgen, 2001).  

Resultados 

Efecto del CdCl2 sobre la viabilidad celular 

Los resultados obtenidos del ensayo MTT (véase Figu-
ra 1) mostraron un efecto citotóxico a las concentraciones 
de 1 y 3 µM de CdCl2 dada la disminución de la viabilidad 
celular en más del 30% a las 24 h y 40% a las 48 h del 
tratamiento. La concentración de 3 µM mostró una dismi-
nución de más del 50% de la viabilidad celular tanto a las 
24 como a las 48 h. Como control interno se utilizó la con-
centración de 10 µM de CdCl2 a 24 h, la cual ya ha sido 
reportada anteriormente por Lawal y Ellis en el 2010.  

La expresión del ARNm de la DNMT3B  

El CdCl2 indujo un aumento en la expresión del ARNm 
de la DNMT3B (véase Figura 2), tanto a las 24 h como a 
las 48 h de exposición en todas las concentraciones em-
pleadas (0.8, 1 y 3 µM), dicho aumento es estadísticamente 

significativo con respecto al grupo control.          

Discusión y conclusiones 

El Cd es uno de los contaminantes más comunes en el 
ambiente, su toxicidad y alta peligrosidad está dada por su 
clasificación carcinogénica y mutagénica (ATSDR, 2011; 
Faroon et al, 2012).  

Diversos reportes han indicado que la exposición a 
concentraciones micromolares de Cd está asociado con el 
riesgo de desarrollar cáncer (Wang, Yang, Tan, Miao, Liu, 
Shao, Yang, Turdi, Ma, Ren, y Cai,2012; Wang, Li, Shao, 
Tan y Lu, 2012; Wang y Du, 2013).  

En los últimos años una de las vías moleculares explo-
radas es la capacidad del Cd para modular la maquinaría 
epigenética y alterar los patrones de metilación del ADN 
(Wang et al, 2012), se ha sugerido que un factor causal 
primario de esta condición es la alteración y desregulación 
de la familia de los genes encargados de la metilación de 
novo del ADN, las DNMTs (Skipper Sims, Yedjou, y 
Tchounwou, 2016; Zhang y Xu, 2017; Gào, Zhang, Bur-
winkel,  Xuan, Holleczek, Brenner y Schöttker, 2019).  

En este trabajo se analizó el efecto de la exposición de 
Cd sobre la expresión de la DNMT3B a concentraciones 
biológicamente relevantes, dado que son comparables en 
un rango de concentraciones encontradas en tejido post-
morten de hígado de personas ambientalmente expuestas. 
Los resultados obtenidos de la exposición de las células 
HepG2 a concentraciones micromolares del CdCl2 mues-
tran que la exposición a 0.8 µM de CdCl2 no compromete 
la viabilidad celular, sin embargo, las concentraciones de 1 
y 3 µM mostraron una disminución significativa de la via-
bilidad celular en comparación con el grupo control.  

Estos resultados indican que el CdCl2 es capaz de indu-
cir citotoxicidad de una manera dependiente de la concen-
tración y del tiempo de exposición, resultados similares a 
los publicados por Lawal y Ellis en el 2010 quienes utiliza-
ron el mismo modelo celular, demostrando también que la 
concentración de 10 μM de CdCl2 disminuyó un 50% la 
viabilidad celular, datos que fueron reproducibles en este 
trabajo.  

Efecto citotoxico de concentraciones subtoxicas
de CdCl2 en la lines celular HepG2.
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Figura 1. Efecto citotóxico del CdCl2 en las células HepG2. 

Se determinó la viabilidad empleando el ensayo MTT. 
Cada barra representa la media ± e.e. (error estándar), de 
tres experimentos independientes por triplicado. *Indica 
una diferencia estadísticamente significativa respecto al 

control (NT) *p ≤ 0.05 (prueba t-Student), NT: no trata-
das. La línea punteada representa la IC50: Concentración 
inhibitoria 50. 

Figura 2. Efecto del CdCl2 sobre la expresión del gen de 
DNMT3B en células HepG2. Las células fueron tratadas 
con CdCl2. El nivel del ARNm de la DNMT3B fue deter-
minado por RT- qPCR y normalizado respecto a GADPH. 
Cada barra representa la media ± e.e. (error estándar), de 
tres experimentos independientes por triplicado. * Indica 
una diferencia estadísticamente significativa respecto al 

control (NT)  *p ≤ 0.05 (prueba t-Student) NT: no trata-
das. 
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Uno de los mecanismos principales de toxicidad de Cd 
es la modulación de la expresión de diversos genes 
(Madejczyk, Baer, Dennis, Minarchick, Leonard, Jackson, 
Stallings, y Lewis, 2015). Se ha reportado que la exposi-
ción a concentraciones micromolares de CdCl2 por 24 h y 
3 semanas modula la expresión de genes como las MTs, 
CYP3A7, NT5E, y el gen de respuesta temprana al creci-
miento (EGR1), glutatión S-transferasa (GSTT1), genes 
involucrados en la desintoxicación de metales y xenobióti-
cos, proliferación, migración e invasión celular (Cartularu, 
et al., 2015; Madejczyk, et al., 2015).  

De acuerdo a la anterior evidencia científica, se proce-
dió a analizar si las concentraciones micromolares de 
CdCl2 modulan la expresión de DNMT3B ante una expo-
sición subcronica de 24 y 48 h. Nuestros resultados mos-
traron una sobreexpresión inmediata y gradual del ARNm 
de las DNMT3B después de la exposición a 0.8 µM de 
CdCl2 en ambos tiempos de exposición, con respecto al 
control.  

Este comportamiento en el aumento de la expresión del 
ARNm de la DNMT3B son similares a los reportados por 
Jiang, Xu, Song, Zhu, Wu, Zhang y Wu en el 2008, utili-
zando como modelo la línea celular HLF (fibroblasto hu-
mano) tratadas con concentraciones de 0-1.5 µM/L de 
CdCl2 durante dos meses, Jiang et al (2008) reportaron que 
la concentración más alta (1.5 µM/L) indujo la sobreexpre-
sión de la DNMT3B.  

En otro estudio realizado por Takiguchi, Achanzar, Qu, 
Li, y Waalkes en el 2003, analizaron el efecto que tiene el 
Cd sobre la actividad de las DNMTs y la metilación del 
ADN, utilizando como modelo de estudio las células de 
hígado de rata (TRL1215) tratadas por una semana a con-
centraciones de 0, 2 y 5 µM de Cd y observaron una dismi-
nución en la actividad de las DNMTs en un 40% de mane-
ra dependiente de la concentración.  

En conclusión, las alteraciones epigenéticas inducidas 
por Cd pueden involucrar la inducción de enzimas de la 
maquinaria de metilación a través de la modulación del 
ARNm de DNMT3B, esta inducción puede darse a exposi-
ciones subtóxicas de CdCl2, sin embargo se requiere anali-
zar todas las enzimas de la familia de las DNMTs y eva-
luar otros aspectos de la regulación transcripcional en res-
puesta a Cd. Así mismo, la exposición a concentraciones 
biológicamente relevantes de Cd en las células HepG2 
ejercen un efecto citotóxico y modulan la expresión del 
ARNm de DNMT3B.  
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