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1. RESUMEN

El cancer es un problema de salud mundial, posicionAndose como la segunda causa de
muertes en todo el mundo. Dentro de las principales neoplasias malignas se encuentra el
cancer de mama, que es una enfermedad altamente heterogénea, en la que se han
identificado causas con implicaciones genéticas y epigenéticas. Como parte de los
mecanismos epigenéticos esta la metilacion de ADN, que consiste en la adicion de un grupo
metilo en la citosina, principalmente en dinucleétidos CpG. Frecuentemente, la region
promotora de los genes es regulada por sitios ricos en CpG (islas CpG), se ha visto que
este mecanismo de regulacion génica puede estar alterado en oncogenes (hipometilacion)
y genes supresores de tumor (hipermetilaciéon), generando activacion o silenciamiento
génico, respectivamente. En la Ultima década, las alteraciones epigenéticas se han
evidenciado en varias enfermedades, especificamente, en cancer de mama se ha
propuesto que la hipermetilacion del ADN es el evento inicial que detona la transformacion
maligna celular en un 5-10% de los casos. Una forma de medir la metilacion del ADN es
mediante la técnica de secuenciacion directa de PCR convertida por bisulfito de sodio
(BSP), con este método es posible identificar la metilacion a una resolucion sitio especifica,
con una alta cobertura y profundidad, lo que la hace ser una de las mejores metodologias

para este tipo de analisis.

En este trabajo se analizaron fragmentos de la regiébn promotora de cinco genes
conductores del cancer de mama, con el objetivo de implementar el método de conversion
por bisulfito de sodio y secuenciacion masiva en el andlisis de metilacion del ADN, dentro
de la region promotora de los genes BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2 y PTEN, usando
como modelo de estudio ADN gendémico de la linea celular MCF-7 y de una persona
saludable (C1). Nuestros resultados indicaron una 6ptima amplificacion y conversion con
bisulfito de sodio. En cuanto al estado de metilacién, la linea celular MCF-7 presento
mayores niveles de metilacion en BRCA1, CHEK2 y PALB2 que la muestra C1, mientras
que en BRCA2 y PTEN se presentaron niveles mayores de metilacion en C1 que en MCF-
7. Particularmente, la region analizada en PTEN presenté hipermetilacion en ambas
muestras. Por lo que se concluye que la metodologia empleada es eficiente para lograr
identificar metilacion aberrante sitio especifica y, ademas, es ideal para ser implementada
en amplios lotes de muestras de pacientes con cancer de mama u otra patologia, lo que

podria ayudar a los métodos de diagndstico y prondstico de enfermedades.



2. INTRODUCCION
2.1. Definicién de cancer

El cancer, segun el Instituto Nacional del Cancer (EE. UU.), es definido como
las enfermedades en las que hay células anormales que se multiplican sin control, y que
ademas, tienen la capacidad de invadir tejidos adyacentes (1). La pérdida de control del
crecimiento celular en tales células es causada por la acumulacién de mdltiples alteraciones
en los mecanismos genéticos y epigenéticos durante un periodo (2). Los cambios de
expresion génica conducen al desequilibrio en procesos como la replicacién, proliferacién,
muerte celular, angiogénesis, estabilidad gendmica de la célula y, finalmente, a la

progresion de poblaciones celulares con habilidades de invasion y metastasis (3).
2.2. Etapas del desarrollo del cancer
El cancer se desarrolla en tres etapas: iniciacién, promocion y progresion.

e La iniciacién implica la alteracion, cambio o mutacién en genes. Esto puede surgir
espontaneamente o ante la exposicion a carcinégenos. Las alteraciones genéticas
pueden conducir a alteraciones en vias de sefializacion bioquimicas asociadas con
la proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular. Estas pueden verse
influenciadas por una serie de factores incluidos el grado y tipo de metabolismo
cancerigeno, y la respuesta del dafio a la reparacién del ADN.

e La etapa de promocion es considerada como un proceso relativamente largo y
reversible, en el que se acumulan células preneoplasicas en proliferacion activa.

e Por Ultimo, la etapa de progresion y metastasis incluye la fase entre una progresion
premaligna y el desarrollo del cancer invasivo. En esta etapa ocurre la
transformaciéon final neoplésica, se producen cambios genéticos y fenotipicos.
Adicionalmente, una proliferacion celular que aumenta el tamafio del tumor donde
las células pueden experimentar mutaciones adicionales con potencial invasivo y

metastasico (4).
2.3. Epidemiologia del cancer

El cancer es un problema de salud a nivel mundial, puesto que una de cada seis
defunciones se debe a esta enfermedad, lo que le confiere el segundo lugar de causas de
muerte en el mundo (5). En 2018, Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) report6 que a

nivel mundial hubo un estimado de 18.1 millones de nuevos casos de cancer y 9.6 millones



de muertes por cancer en todo el mundo (6), estos casos comparados con los reportes del
2012, se han visto fuertemente incrementados, pues dicho afio el nimero de nuevos casos
fue de 14.1 millones y de 8.2 millones de muertes (7).

Las neoplasias malignas con mayor incidencia reportadas en 2019 corresponden en primer
lugar al cancer de pulmén con 11.6% del total de casos de cancer, seguido por el cancer
de mama con el mismo porcentaje (11.6%), cancer colorrectal con 10.2%, cancer de
préstata 7.1%, cancer de estbmago 5.7%, cancer de higado 4.7% y en séptimo lugar cancer
de esdfago con 3.2%. Estos datos fueron recopilados de 185 paises y 36 tipos de cancer
(Figura 1A). En cuanto a la mortalidad, las neoplasias malighas con mayor mortalidad son:
el cancer de pulmén con 18.4% del total de muertes, el cancer colorrectal ocupa el 9.2%,
cancer de estdbmago 8.2%, cancer de higado 8.2%, cancer de mama con 6.6%, cancer de

eso6fago 5.3% y cancer de pancreas con 4.5% (Figura 1B) (8).

A Lung B

093 876 (11.6%) Lun:

1761 007 (16.4%)

b

Breast

2 086 849 (11.6%)
Other cancers
3 781 406 (39.6%)

Colorectum
880 792 (9.2%)

Other cancers
8323 703 (46%)

Colorectum
1849 518 (10.2%)

Stomach
782 685 (8.2%)
Prostate

1276 106 (7.1%)

Stomach Pancreas
1033 701 (5.7%) 432 242 (4.5%)

Liver
781 631 (8.2%)

Oesophagus Liver Oesophagus Breast
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Total : 18 078 957 Total : 9 555 027

Figura 1. Epidemiologia del cancer en el mundo, ambos sexos, todas las edades. A. NUmeros
de incidencia estimada a nivel mundial. B. NUmeros de mortalidad por cancer en el mundo (Tomado
de GLOBOCAN (9)).

Dentro de todas estas neoplasias malignas, el cancer de mama es la principal en mujeres
en todo el mundo (s6lo ~1% de los casos de cancer de mama afecta a hombres), en 2018
se estimaron 2.1 millones (Figura 1) de mujeres diagnosticadas con nuevos casos, lo que
significa un caso nuevo diagnosticado cada 18 segundos (10). Ademas, es una de las cinco
neoplasias malignas con mayor mortalidad a nivel mundial, 626,679 mujeres murieron por
cancer de mama en 2018 (5). Estos valores se deben a que en etapas tempranas del
desarrollo de la enfermedad es curable en 70-80% de los casos, sin embargo, en etapas

metastésicas (etapa avanzada) se considera incurable (10).



2.3.1. Epidemiologia del cadncer en México

En México, la principal incidencia neoplasica y causa de muerte en mujeres corresponde a
cancer de mama. A partir de un registro del 2006 al 2015 realizado por la Secretaria de
Salud se presenta un incremento en el nUmero de muertes por esta enfermedad. Lo anterior
coincide con datos nacionales reportados en el afio 2017 por el INEGI, donde muestra que
la poblacion femenina mayor de 20 afios es la mas afectada por neoplasias malignas,
siendo el cancer de mama el tumor maligno con mayor frecuencia en la poblacion en
general, con un 17.6% de todos los casos de cancer (11,12).

Con respecto a los ultimos reportes del GLOBOCAN, el cancer de mama se presenta como
la principal neoplasia maligna en la poblacion mexicana, con 14.2% (227,017) del total de
incidencias de cancer y en cuarto lugar con 7.9% (59,442) del total de muertes por cancer

corresponden a dicha neoplasia (Figura 2) (8).
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Figura 2. Epidemiologia del cancer en México. A. Incidencia de nuevos casos de cancer en ambos
sexos, todas las edades, reportados en 2018. B. Muertes por cancer en ambos sexos, todas las
edades, reportados en 2018 (Tomado de GLOBOCAN (9)).

2.4, Céancer de mama

El cancer de mama es la proliferacion descontrolada de las células de tejido mamario.
Todos los tipos de cancer de mama surgen en las unidades funcionales de la mama, es
decir, en la unidad ducto-lobular terminal que esta formado por un I6bulo y su
correspondiente conducto terminal extra lobular (10). Por su naturaleza celular, se
denominan carcinomas, pues su origen es en las células epiteliales. De acuerdo con sus
caracteristicas histologicas altamente glandular, se denominan adenocarcinomas al cancer

de mama originado en los I6bulos o conductos lactiferos (Figura 3) (13).
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Figura 3. Anatomia de la glandula mamaria con neoplasia maligna y dos tipos de cancer de
mama. Modificada de Harbeck et al., 2019 (10). Creada con BioRender.com.

Las caracteristicas biol6gicas subyacentes en el fenotipo de cancer de mama, han permitido
mejorar su diagnostico y tratamiento. Con ello se ha logrado que en estadios tempranos del
desarrollo de la enfermedad sea considerada curable en 70-80% de los casos. Sin

embargo, en etapas metastasicas (etapa avanzada) se considera incurable (10).
2.4.1. Factores deriesgo en cancer de mama

Se han asociado multiples factores que incrementan el riesgo de desarrollar cancer de
mama, los cuales se pueden clasificar en dos grupos de acuerdo con su naturaleza
biol6gica, su modificabilidad y de acuerdo con la literatura. El primer grupo corresponde a
los factores intrinsecos, los cuales comprenden las alteraciones espontaneas inevitables
gue surgen por errores aleatorios durante la replicacién del ADN, estos no son modificables

y dependen de la tasa de mutacion (14).

El segundo grupo corresponde a factores extrinsecos, que se subclasifican de acuerdo con
su modificabilidad en: endégenos (parcialmente modificables) y ex6genos (modificables).
Dentro de los factores de riesgo endogenos esta el envejecimiento, la susceptibilidad
genética, los mecanismos de reparacion del ADN, hormonas, entre otros. Como parte de
los factores de riesgo exdgenos esta la exposicion a radiacion y carcinbgenos quimicos, la
dieta y estilo de vida, virus que causan tumores, etc. (14). A continuacion, se describen

algunos factores de riesgo extrinsecos.



Factores Enddgenos
% Envejecimiento

El riesgo que surge con la edad se debe a que, con el envejecimiento se acumulan otros
factores de riesgo, que se combinan con la pérdida de eficiencia de los mecanismos de

reparacion celular (15).
% Factores familiares y predisposicion heredada

Del 5% al 10% de las mujeres que desarrollan cancer de mama presentan una historia
familiar de la enfermedad. El riesgo se ve incrementado de 1.5-3 veces cuando los parientes
son de primer grado (mama o hermana). Sin embargo, este factor de riesgo es heterogéneo,
pues depende del nUmero de parientes con la enfermedad, la relacién exacta, edad de

diagnésticos y el numero de parientes no afectados (16).

Las pacientes con mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2, presentan una
susceptibilidad y predisposicién genética de tipo autosébmica dominante para el desarrollo
del cancer de mama. El riesgo de desarrollar la enfermedad en portadores con mutaciones
BRCALl es de 10%, y 27% en portadores de mutaciones BRCA2, mientras que en
portadores con ambas mutaciones (BRCA1 y BRCA2) varia en 26% a 85% (17). Sin
embargo, se han reportado otras mutaciones genéticas de predisposicion hereditaria en el
desarrollo de la enfermedad, entre ellas, mutaciones en PTEN que aumentan el riesgo de
desarrollar la enfermedad de 67-85% (18), en CHEK2 se ha reportado un riesgo >20% (19),
en PALB2 un riesgo del 35% (16) y mutaciones germinales en TP53 aumentan el riesgo
>90%:(20).

/7

+ Factores hormonales

El desarrollo del cancer de mama muestra una relacion con los cambios fisiolégicos que se
adquieren durante la vida reproductiva, tales como menarquia, embarazos y menopausia
(21). La edad temprana de menarca, nuliparidad, edad avanzada en el primer embarazo y
edad avanzada en la menopausia son eventos de implicacion con el aumento de riesgo de

desarrollar la enfermedad por factores hormonales con un valor de riesgo relativo <2 (16).

Lo anterior se explica con base en que las hormonas reproductivas femeninas, estrogenos
enddgenos particularmente, son un tipo de carcinébgenos humanos, producidos por los
ovarios, la exposiciéon prolongada ante estas hormonas incrementa el riesgo del desarrollo

de cancer de mama (22). En mujeres posmenopausicas, con obesidad y con terapia de
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reemplazo hormonal posmenopausica (TRH), los niveles de estrogeno y los niveles
plasmaticos de estradiol estan asociados con un mayor riesgo de cancer de mama (16).

Por otro lado, la privacion de estrogenos a través de la menopausia prematura iatrogénica
se ha visto que reduce el riesgo de desarrollar la enfermedad, por lo que, en portadores de
mutaciones en BRCA se ha empleado como una alternativa de prevencion (23). Ademas,
el retraso de la menarquia se ha visto que reduce el riesgo de cancer de mama en un 20%

por cada afio (16).
Factores Exdgenos
% Dietay estilo de vida

Se han relacionado las dietas altas en grasas con el incremento en el riesgo de desarrollar
cancer de mama, en mujeres con indices de masa corporal 231.1 el riesgo es 2.5 veces
mayor que en mujeres con indices de masa corporal £22.6. Esto se debe a que tener méas
tejido graso eleva los niveles de estrogeno, ademas, el sobrepeso tiende a elevar los niveles
de otra hormona, la insulina (16,24). Adicionalmente, se ha aceptado que la obesidad
aumenta el riesgo de desarrollar cancer de mama postmenopdausico, pero no

premenopausico (25).

Otro habito alimenticio que incrementa el riesgo en forma lineal es el consumo de alcohol,
aunado a ello esta la baja ingesta de nutrientes como vitamina C, folato y B-carotenos que

incrementan el riesgo del desarrollo de la enfermedad (16).

++ Factores ambientales

La exposicién a radiacion ionizante (rayos X, rayos y o en forma de particulas subatémicas
a y B) incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama. Este tipo de radiacion produce
dafio a nivel molecular, especificamente en el ADN, induciendo roturas de doble cadena
(DSB) y generando especies reactivas de oxigeno (ROS) que oxidan proteinas y lipidos, y
éstas a su vez, inducen dafios al ADN (generacion de sitios abasicos y roturas
monocatenarias (SSB) (26). A nivel celular, el dafio genera inestabilidad gendémica y con
ello las células pueden presentar una ventaja de crecimiento selectivo y proliferacion ante

las células sanas (27).



2.4.2. Clasificaciones del cancer de mama

El cancer de mama se caracteriza por ser una enfermedad altamente heterogénea (28). De
acuerdo con el dltimo reporte generado por la Organizacion Mundial de la Salud, los
carcinomas de mama se clasifican en 19 subtipos por sus caracteristicas histolégicas,

moleculares e histoquimicas (29).
2.4.2.1. Clasificacién histolégica

e Carcinomas Pre-Invasivos: con base en los patrones de crecimiento y las
caracteristicas citologicas se subdividen en carcinoma ductal in situ (DCIS) y
carcinoma lobular in situ (CLIS). El DCIS se extiende a través de los conductos,
distorsionando la arquitectura ductal, este tipo puede progresar a cancer invasivo
unilateral, mientras que el CLIS no distorsiona la arquitectura del conducto y puede
progresar a cancer bilateral (10).

e Carcinomas Invasivos: este grupo se subdivide en carcinoma ductal de tipo no
especifico (IDC) y carcinoma lobular (ILC). El IDC representa del 70-80% de los
tumores, se desarrolla a partir de DCIS, su crecimiento produce las caracteristicas
histolégicas de una masa fibrosa y adquiere la fase de metéstasis a través de los
vasos sanguineos y vasos linfaticos. El ILC en las células tumorales aisladas (con
mutaciones CDH1) presentan una respuesta fibrosa minima y adquieren la fase de

metastasis principalmente a través de visceras (10).

2.4.2.2. Clasificacion Molecular

A partir de estudios genéticos y gendmicos en tumores de mama, se han logrado identificar
un conjunto de genes que clasifican al cancer de mama en cuatro subgrupos intrinsecos,
segun su perfil de expresion génica: tipo basal (tumores que no expresan receptores de
estrégeno (ER’), receptores de progesterona (PR) y receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HERZ2) o triples negativos), subtipo Luminal A (tumores de bajo grado
gue expresan ER* y PR*), subtipo Luminal B (tumores que expresan bajos niveles de
receptores hormonales y son de alto grado histoldgico ER* y PR*) y subtipo HER2* (tumores

con alta amplificaciéon y expresion del gen ERBB2) (30,31).

e Tipo Basal: se expresan 8% de ER, 7% de PR, 7% del HER2, debido a que los
porcentajes de expresién son muy bajos se consideran negativos para los tres

marcadores. Este subgrupo representa del 10-20% de los tumores de cancer de
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mama, su origen es en las células proximas a la membrana basal de los conductos
galactoforos, son tumores con alto grado histologico y altos niveles proliferativos,
presentan un prondstico desfavorable debido a que no se tienen blancos
terapéuticos para estos tipos de tumores, aqui se incluyen la mayoria de los tipos
de cancer de mama triples negativos (70-80%) (32).

o Luminal A: expresan 90% ER+, 89% PR+, 14% HER2+ (32), este subtipo molecular
representa del 30-60% de casos de cancer de mama, las células que dan origen a
este tipo de tumores son células del lumen de los conductos galactéforos, presentan
lento crecimiento y son poco agresivos, su prondstico es favorable debido a la alta
expresion de receptores hormonales lo que permite dar una terapia dirigida (10).

¢ Luminal B: expresan 98% ER+, 82% PR+, 24%HER2+, este subtipo representa del
10-20% del total de casos de cancer de mama, son tumores con origen en las
células proximas del lumen de los conductos mamarios, son mas grandes que los
Luminales Ay presentan pronostico pobre. Los tumores de esta subclase presentan
un fenotipo particular de hipermetilacion con base en los patrones de metilacion del
ADN de todo el genoma (32).

e Subtipo HER2+: expresan 38% ER+, 20% PR+, 72%HER2+ (32). El gen ERBB2 es
amplificado en 13-15% de casos de cancer de mama, genera la activacion de la via
de sefalizacién de HER2, y a su vez, la activacién de la proliferacion, supervivencia
celular, metastasis y adhesion mediante diferentes vias de sefializacién, tales como
la de RAS, PI3K, AKT y MAPK (10).

2.4.2.3.  Clasificacién inmunohistoquimica

Con base en las diferencias de prevalencia, pronéstico y terapia sistémica se caracteriza el
cancer de mama en tres subtipos: HR+, HER2+ y triple negativo. La mayoria de los tumores
de mama (70%) presentan expresion de receptores hormonales, por lo que son el tipo
tumoral con mejor prondstico y mayores opciones de terapia (33). Las terapias que existen
para esta neoplasia se han desarrollado de acuerdo con la clasificaciébn inmunohistoquimica
gue presentan los diferentes tumores, en la tabla 1 se presenta de forma resumida las
terapias que existen como tratamiento para esta neoplasia, asi como las caracteristicas

patolégicas que presentan.



Tabla 1. Tipos de cancer de mama y terapias dirigidas (Modificado de Waks et al., 2019 (34)).

Receptor de Hormona
(HR) +/HER2-

HER2+ (HR+ O HR-)

Triple Negativo

Definicién 21% de células

patolégica tumorales se tifien
positivamente para
proteinas de receptor de
estrogeno (o}
progesterona.

Las células tumorales se
tiien fuertemente (3+) para
proteinas HER2, los genes
HER2 son amplificados en
células tumorales, la mitad
también son HR+.

El tumor no cumple
ningun criterio
patoldgico para la
positividad de la
progesterona del
receptor de estrégenos o
HER?2.

Patogénesis
molecular

Receptor de estrogeno,
es un receptor de
hormona esteroide que
activa la via de
crecimiento oncogénico.

El oncogén HER2 codifica
de forma hiperactiva para el
receptor tirosina cinasa
HER2 de la familia de
receptores del factor de
crecimiento epidérmico.

Desconocido
(probablemente varios)

Porcentajes de
casos de CM*

70%

15-20%

15%

Pronéstico

Estadio |
(5 afios de
sobrevida en
CM¥)

Metastasis
(mediana de
supervivencia)

4-5 afios

5 afios

10-13 meses

Terapia

sistémica tipica
en enfermedad
no metastasica

Terapia enddcrina
5-10 afios
Quimioterapia
12-20 semanas.

Quimioterapia
12-20 semanas
Terapia Enddcrina
5-10 afios

Quimioterapia
12-20 semanas

*CM: Cancer de mama

2.5. Sindrome de cancer de mamay ovario hereditario

El sindrome de cancer de mama y ovario hereditario (SHCMO) es una enfermedad de

herencia autosomica dominante con penetrancia incompleta, que aumenta el riesgo de

desarrollar cancer de mama y/u ovario. La predisposicion genética del SHCMO se debe

principalmente a una mutacion heredada en un alelo de los genes BRCA1/2, seguido de la

pérdida de heterocigosidad del alelo correspondiente. Caracteristicas distintivas de este

sindrome incluyen: mdultiples miembros familiares con cancer de mama y/u ovario en

edades tempranas, antecedentes de cancer de mama masculino y mutaciones BRCA, entre

otras (21).

10



2.6. Genes conductores del cancer de mama

La mayoria de los tipos de cancer son causados por al menos tres alteraciones sucesivas
en un periodo de entre 20 a 30 afios en genes especificos conocidos como genes
conductores. Los genes conductores son aquellos que tienen mutaciones conductoras (gen
Mut-Driver) o se expresan aberrantemente (gen Epi-Driver), confiriendo una ventaja de
crecimiento selectivo en la célula en que se encuentran, éstos se clasifican en tres grupos:
proto-oncogenes, genes supresores de tumor (TSG) y genes de reparacién del dafio al ADN
(35). Los TSG actuan para prevenir el inicio o progresion de la enfermedad en la reparacion
de errores, por lo que, cuando hay una pérdida funcional por alguna alteracién genética o
epigenética, aumenta la ventaja de crecimiento selectivo de la célula en la que residen (36).
Los proto-oncogenes cuando se activan por mutacion reciben el nombre de oncogenes
(OG). Los OG regulan el ciclo celular constitutivamente de forma anormal adquiriendo una
ganancia de funcion, por lo que promueven el cancer al adquirir defectos gendmicos
especificos, ademas, aumentan la ventaja de crecimiento selectivo de la célula en la que
se generan (37). La regulacién de los TSG comprendidos en este estudio se describe en la
tabla 2.
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Tabla 2. Mecanismos de Regulacién de un grupo selecto de genes conductores en cancer de

de lipido fosfatasa

Procesos celulares: crecimiento,
proliferacion, supervivencia y
metabolismo celular (38).

mama.
Gen Regulacién Sefializacion celular
PTEN: TSG en Antagonista en la via de sefializacion Factor de crecimiento
Chr10qg23, oncogénica PI3K-AKT.
codifica para una Doble especificidad: Cataliza
proteina reacciones de desfosforilacién y (P)
fosfatasa. reacciones de hidrolisis por su actividad — CPTE”:) :

CHEK2: TSG en
Chr22q12,
codifica para la
proteina
serina/treonina
cinasa.

Cinasa no especifica que fosforila
residuos de serina y treonina.
Regulacion apoptoética en respuesta al
dafio al ADN de doble cadena.
Regulacion del ciclo celular previniendo
la entrada en fase M* (39).

BRCAL1: TSG en
Chrl7g21,
codifica para una
fosfoproteina

Complejo de vigilancia del genoma
asociado a ARN polimerasa.
Reparacion de roturas de doble cadena.
Reparacion del ADN por RH** (40)

nuclear.

BRCA2: TSG en BRCAZ2 se une a otras proteinas para
Chr13q12, arreglar dafios de doble cadena del
codifica la ADN por RH** (40).
proteina de

susceptibilidad al
CM tipo 2.

PALB2: TSG en La proteina PALB2 se une al ADN de
Chr16q12, cadena sencilla e interactda

codifica para la
proteina asociada
a BRCA2

directamente con RAD51 para estimular
la invasion de cadena en un paso vital
de la RH** (41).

Respuesta de dafio al ADN
-e

BRCAZ

{RAD5 1T

BRCA1]

*M=Mitosis *RH=Recombinacién Homdloga

Estos genes relevantes para el mantenimiento e integridad del genoma han sido
clasificados como genes de susceptibilidad al cancer de mama, pues al presentar
alteraciones germinales, aumentan la probabilidad de desarrollar la enfermedad. Ademas,
son genes con penetrancia de media a alta, por ejemplo, BRCAl1, BRCA2, PTEN vy
recientemente PALB2, se han reportado como genes de alta penetrancia (42,43). Los genes
BRCA1 y BRCA2 aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad con un promedio de 11.4
veces por mutaciones germinales con alta penetrancia. CHEK2 también aumentan la
probabilidad de presentar el fenotipo, de una a dos veces por mutaciones germinales con
baja penetrancia (44). Adicionalmente, algunos de estos genes se han visto relacionados

con sindromes hereditarios, sus caracteristicas se presentan en la tabla 3.

12



Tabla 3. Grupo de genes conductores de cancer de mama relevantes en este trabajo (Modificado de Harbeck et al., 2019).

Gen Sindrome Caractengtlcas de Penetrancia Prevalencia Tipos de CM
clave mutaciones
BRCA1 «Sindrome Hereditario ~ *Mutacion no “hot spots” Riesgo acumulado de  Autosémica dominante 3 en  Adenocarcinoma NST*
de Céancer de mama. *Supresor tumoral presentar céancer de 1000 Medular
*Sindrome Hereditario  Reparacion del rompimiento de mamaalos 70 afios con  Raro Metastasico
de cancer de mamay  doble cadena del ADN 65% de probabilidad. Riesgo relativo promedio 11.4  Triple negativo
ovario Muy alta penetrancia. 80% tipo basal
Femenino y masculino
BRCA2 *Sindrome Hereditario  Mutacion no “hot spots” Riesgo acumulado de  AutosOmica dominante 7 en  Adenocarcinoma
de Cancer de mama. Supresor tumoral presentar cancer de 1000 Fenotipo no distintivo
*Sindrome Hereditario  Reparacion del rompimiento de mamaalos 70 afios con  Raro Femenino y masculino
de cancer de mamay  doble cadena del ADN 45% de probabilidad. Riesgo relativo promedio 11.7
ovario Alta penetrancia.
CHEK2 No reportado Variantes sin sentido Riesgo acumulado de  Autosémico dominante Adenocarcinoma NST
Cinasa en punto de control del ciclo  desarrollar cancer de  Riesgo relativo promedio de  Clase no distintiva
celular mama durante la vida 2.26 para mujeresy 3.13 para ER positivo, varios de
Reparacion del ADN con 20-30% de  hombres acuerdo con el tipo de
Activador de BRCA1 y p53 probabilidad. Alto en casos con historia  mutacion.
Penetrancia moderada  familiar Femenino y masculino
baja. Variantes sin sentido Riesgo de presentar
confieren riesgo inferior. céancer colorrectal
PALB2 No reportado Mutaciones monoalélicas en la linea  Riesgo acumulado de  Autosémico dominante Adenocarcinoma NST
germinal presentar cancer de Riesgo relativo promedio de  Clase no distintiva
Mutaciones  bialélicas  (anemia  mama durante la vida 5.3 Pancreas, ovario
Fanconi) con 33-58% de
Reparacion del rompimiento de  probabilidad.
doble cadena del ADN Penetrancia moderada
alta.
PTEN Sindrome de Cowden Mutacion en linea germinal Riesgo acumulado de  Autosdémica dominante, 1 en  Adenocarcinoma NST

Variantes y epimutaciones
Supresor de tumor
Via de sefializacion PIK3CA

presentar cancer de
mama durante la vida
con 85% de

probabilidad. Muy alta
penetrancia.

250,000

Riesgo relativo promedio de
25%

Muy raro

Clase no distintiva

Mujeres y hombres
Lesiones mamarias
benignas.

*NST, tipo no especifico (también conocido como carcinoma ductal invasivo)
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Sin embargo, los estudios genéticos realizados en cancer de mama han logrado revelar un
amplio panel de genes implicados en la enfermedad (45,46) . Especificamente en pacientes
mexicanas con cancer de mama hereditario se han identificado 21 genes con variantes
patogénicos No-BRCA (21), sugiriendo que hay otros genes que predisponen al fenotipo de
la enfermedad.

Si bien, las mutaciones germinales en genes supresores de tumor pueden causar
sindromes de predisposicién al cancer, se sabe que existen otros tipos de alteraciones
causales de sindromes hereditarios (47), las cuales son alteraciones de tipo epigenético.

2.7. Definicion de epigenética

La epigenética se ha definido como los cambios heredables en la expresién génica que
ocurren sin una alteracion en la secuencia de nucleotidos del ADN (48), recientemente se
ha establecido a la epigenética como "el estudio de moléculas y mecanismos que pueden
perpetuar estados alternativos de actividad genética en el contexto de la misma
secuencia de ADN" (49).

2.8. Mecanismos epigenéticos

Las modificaciones epigenéticas generan un perfil que controla la actividad génica y es
esencial para la diferenciacion celular y el desarrollo de tejidos, permitiendo la variabilidad
de fenotipos en células genéticamente idénticas (50). Estas modificaciones heredables son
transmitidas mediante mitosis y meiosis (51) y constituyen el cédigo epigenético que modula
la expresion del genoma durante las etapas del desarrollo en la diferenciacion celular
(52,53).

Los cambios epigenéticos se pueden clasificar en tres mecanismos quimicos principales
(54): modificaciones de histonas (55), silenciamiento génico mediado por ARN no
codificante, principalmente microARN (56) y metilacién del ADN (57). Los microARNs son
pequefias moléculas de 18-25 nucledtidos, recientemente se han identificado sus funciones
con relacion a la regulacién epigenética, las cuales pueden alterar los estados de expresion
génica dirigiéndose a los ARNm para degradarlos o bloquear su traduccion (58). Las
acciones de los microARN y la regulacién epigenética parecen formar un ciclo de
retroalimentacioén, el cual al ser desregulado puede interferir con los procesos fisioldgicos y

patolégicos que contribuyen a una variedad de enfermedades (56).
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Por su parte, las modificaciones de histonas son reacciones covalentes postraduccionales
que ocurren en extremos N-terminales y pueden modificar la arquitectura de la cromatina,
asi como su distribucion espacial. Los mecanismos que provocan estos cambios en la
estructura de la cromatina, divergen de la topologia nuclear, los complejos
polycombl/trithorax y las modificaciones de histonas (59). La topologia nuclear esta
relacionada con los paisajes mutacionales del cancer (60). Los complejos
polycombl/trithorax afectan las modificaciones en las colas de histonas, por lo general el
complejo polycomb se asocia con una represion transcripcional (61), mientras que los

productos proteicos del trithorax estén involucrados con una activacion génica (62).

Por lo tanto, las modificaciones de la cromatina afectan las interacciones no covalentes
entre histonas o entre histonas y ADN. Las proteinas histonas se asocian en un octdmero
conformado por las histonas H2A, H2B, H3 y H4, envueltas por ADN, dando lugar al
nucleosoma. Las principales modificaciones de las histonas incluyen acetilacion, metilacion,
fosforilacion, ubiquitinacion, ribosilacion de ADP, deiminacién, isomerizacién de prolina y
sumoilacién (63). En la modificacion de histonas, hay varias enzimas modificadoras de
histonas involucradas, incluidas las histonas acetiltransferasas (HAT), histonas
metiltransferasas (HMT), desacetilasas de histonas (HDAC) y desmetilasas de histonas
(HDM) (64,65). Estas modificaciones de histonas pueden activar o reprimir la transcripcion,
segln su ubicacion y tipo, afectando el estado de la cromatina (eucromatina y

heterocromatina) (66).
2.9. Metilacién del ADN

La metilacion del ADN implica una modificacién quimica post-replicativa mediante la adicion
de un grupo metilo en la posicion C5 de la citosina (5mC), en mamiferos afecta
principalmente a los dinucleétidos CpG, comprendiendo aproximadamente del 3-6% del
total de citosinas del ADN humano (67), sin embargo, este mecanismo se ha evidenciado
en otros dinucledtidos (68,69). Las regiones de mayor susceptibilidad a la metilacién se
conocen como islas CpG (CGl), estas regiones constan de al menos 200 pb, constituidas
por mas del 50% de CG y una proporcion de dinucleétidos CpG mayor a 0.6 (70). Menos
del 10% de las 5mC ocurre en CGI (71), lo que sugiere que la metilacion del ADN no esta
distribuida uniformemente sobre el genoma, sino que esta asociada con la densidad de
CpG (72).
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Las CGI generalmente se encuentran asociadas con la regiéon promotora de genes, lo cual
se relaciona con la funcion regulatoria de la metilacién sobre la expresion génica. De tal
manera que la adiciéon de grupos metilo, impide la union de los factores de transcripcion,
ademas, de atraer proteinas con dominios de unién a CpG metiladas (MBD) para iniciar la
compactaciéon de la cromatina; por lo que la metilacion del ADN se asocia casi siempre con

el silenciamiento en la expresion de los genes o represion transcripcional (59).

Existen dos tipos de metilacion del ADN, la que ocurre predominantemente en dinucle6tidos
CpG, también llamada metilacién simétrica, este contexto CpG permite que sea una marca
heredable a través de la division celular. La metilacion que no ocurre en un contexto CpG,
observada principalmente en células madre y neuronales embrionarias humanas se conoce
como metilacidn asimétrica, este tipo de metilacion suele perderse a través de los procesos

celulares (73).
2.10. Moléculas responsables de la metilacion

Las enzimas catalizadoras de la metilacién son las ADN metil transferasas (DNMTSs), las
cuales transfirieren los grupos metilo al carbono 5 de la citosina mediante un enlace
covalente (59). Los grupos metilo son adquiridos de la dieta, siendo las principales fuentes
de obtencion el acido félico, la betaina y la vitamina B12. La disponibilidad del grupo metilo
esté influenciada por el ciclo del &cido folico y el metabolismo de la metionina, que generan
la S-adenosil-metionina (SAM), siendo la molécula SAM la principal donante de metilo para

varias metiltransferasas (74,75).

Existen tres DNMTs activas en mamiferos encargadas de realizar la metilacion del ADN: la
DNMT1, la cual se encarga de mantener los patrones de metilacion durante la division
celular y las DNMT3a y DNMT3b, las cuales efectian la metilacién de novo, DNMT3L es
una proteina regulatoria que no tiene actividad de metil transferasa, sin embargo, estabiliza

a DNMT3a y DNMT3b para incrementar la metilacion de novo (76,77).

Dicho mecanismo de tipo enzimético puede ser reversible y permanecer estable a través
de la division celular (78-80). Se han identificado dos mecanismos por los cuales puede
ocurrir la desmetilacion del ADN; la desmetilacién activa y la desmetilacion pasiva. La
desmetilacion activa del ADN ocurre por la familia de proteinas Ten Eleven Translocation
(TET), éstas tienen la capacidad de convertir 5-metilcitosina (5mC) en 5-hidroximetilcitosina
(5hmC). Las oxidaciones de 5hmC catalizadas por TET dan como resultado 5-formilcitosina

(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC). La marca 5caC se extrae del ADN mediante la glicosilasa
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de timina-ADN especifica del mal apareamiento G/T (TDG), dando como resultado el
residuo de citosina a su estado no maodificado (81). Por su parte, la sobreexpresion de TET1
induce la desmetilacion de sitios CpG tanto metilados como hemetilados, TET1 tiene mayor
capacidad para desmetilar sitios CpG hemi-metilados que completamente metilados (82).
Por otro lado, la desmetilacion pasiva ocurre por la supresion de DNMT1 nuclear, que
induce la desmetilacién pasiva del ADN, al afectar la metilacién de los sitios CpG en la

cadena recién sintetizada, durante la fase S (83) (Figura 4).
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Figura 4. Moléculas implicadas en la metilacion del ADN. La metilacion en el ADN ocurre por
actividad enzimatica de tres tipos de DNMT, que obtienen el grupo metilo del cosustrato donante de

metilo, SAM. Mientras que la desmetilacién puede ocurrir de manera enzimética (TET) o por
desmetilacién pasiva. Elaboracidn propia creada con BioRender.com.

Replicacion del ADN

2.11. Metilacion del ADN durante el desarrollo embrionario

En las primeras etapas del desarrollo ocurre una reprogramacion epigenética, generando
en primer lugar una desmetilacion activa que conduce al borrado epigenético en las células
progenitoras, seguido del restablecimiento de la metilacién durante la fertilizacion por
metilacién de novo (84). Los cambios de metilacién en embriones preimplantados se dividen
en tres etapas. La primera ocurre durante la fertilizacion, en la cual hay una disminucion
dréstica del nivel de metilacion, se dice que es una desmetilacién selectiva, ya que ocurre
una desmetilacién activa del genoma paterno y una desmetilacion pasiva del genoma
materno, durante esta etapa puede originarse un mosaicismo epigenético. La segunda

etapa ocurre durante el proceso de morula a blastula, en la cual se presenta un aumento
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de la metilacion rapidamente. En la dltima etapa se restablece la metilacion de novo en el
blastocisto, con ello se establece el compromiso del linaje (85,86). Estos eventos de
reprogramacion podrian ser la causa de las alteraciones epigenéticas presentes en la etapa

adulta en sindromes epigéneticos.
2.12. Factores que alteran los niveles de metilacion

Los factores genéticos, ambientales y metabdlicos, pueden inducir paisajes epigenéticos
excesivamente restrictivos o permisivos, que contribuyen a la patogénesis del cancer y
otras enfermedades (87). Los estados restrictivos pueden evitar la funcion apropiada de
TSG o bloquear la diferenciacion celular. Por el contrario, los estados permisivos o
"plasticos" pueden permitir la activacion de OG o las transiciones del destino celular no
fisiol6gicas. Estos eventos estocasticos pueden ser "pasajeros”, es decir, intrascendentes,
sin embargo, algunos pueden conferir una ventaja de aptitud celular en genes conductores
(epi-driver gene) (88).

Dentro de los factores genéticos que causan aberracion epigenética, hay una extensa lista
de genes cuya mutacién modifica las marcas epigenéticas de la cromatina, y conduce a la
aparicion de enfermedades cancerosas 0, al menos, coopera con su desarrollo. En esa lista
se incluyen los que codifican a enzimas implicadas en la metilacién del ADN, acetilaciéon o
desacetilacion de histonas, metilacion de histonas, remodelacién de la cromatina vy
reconocimiento de marcas epigenéticas (89).

Los factores metabdlicos estan relacionados directamente con la dieta. Como se mencion6
anteriormente la principal molécula donante de grupos metilo es la SAM, la cual es derivada
del ciclo de la metionina. Los grupos metilos adquiridos de la dieta son obtenidos por el
metabolismo de folatos. El impacto del folato en la dieta sobre los cambios de metilacién
del ADN se ha observado en varios tipos de cancer, por otro lado, la ausencia de folatos ha
conferido hipometilacion en el ADN, lo que indica que la dieta restringida o en ausencia de
vitamina B12, disminuye la metilacion del ADN (90).

Adicionalmente, la metilacién del ADN se ha relacionado con el envejecimiento, pues con
la edad y ciertos estados de enfermedades, incluido el cancer, el estado de metilacion del
ADN puede verse alterado (91). Por ejemplo, durante el envejecimiento, se facilita la
hipermetilacion del ADN de manera competitiva, debido a la desestabilizacion del complejo
represivo polycomb (92).

Los factores ambientales que contribuyen con la alteracion de los mecanismos

epigenéticos, comprenden la exposicion a agentes quimicos, tales como: metales pesados,
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aerosoles en el aire y humo de cigarro, sustancias disruptoras endocrinas, carcinbgenos no
genotoxicos y exposicion de la linea germinal (vinclozolina, bisfenol A o 2-etilhexilo), pueden
generar cambios en la expresion génica, activacién de vias de sefializacion, cambios en el

epigendéma y transcriptoma, por mencionar algunas (93).
2.13. Enfermedades involucradas con alteraciones epigenéticas

Alteraciones conocidas como epimutaciones pueden mimetizar el efecto de las mutaciones
germinales. Desde este punto, una epimutacién describe una aberracion epigenética que
resulta en silenciamiento transcripcional de un gen que normalmente esta activo, o la

expresion de un gen que normalmente esta inactivo (94,95).

Las primeras evidencias de enfermedades relacionadas con base molecular epigenética,
fueron los sindromes de impronta genémica, en los cuales uno o varios genes se expresan
a partir de un solo alelo dependiendo de su progenitor (materno o paterno). La impresion
de genes se encuentra regulada generalmente por metilacién, aunque no siempre el alelo
metilado es el silenciado (96), como en el Sindrome de Prader-Willli (PWS), el Sindrome de
Angelman (AS) y el Sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS), entre otros. EI PWS, es un
trastorno neuroconductual complejo y multisistémico, causado por una deficiencia en genes
del cromosoma 15, expresados por el alelo paterno y silenciados por metilacion en el alelo
materno. ElI AS es un trastorno durante el neurodesarrollo, en el cual, el alelo paterno
presenta impresion por metilacién y el alelo materno es suprimido (97). Por su parte, el
BWS, se caracteriza por un crecimiento somatico excesivo y una predisposicion a tumores
pediatricos, asociado con la pérdida de impresion en genes del cromosoma 11 del alelo

paterno (96).

Sin embargo, recientemente se han relacionado otras enfermedades con epimutaciones,
tales como: el sindrome del X fragil causado por la inactivacion de FMR1 (98), glioma
cerebral, asociado a la hipermetilacion del promotor de MGMT (99), leucemia linfocitica
cronica causada por silenciamiento de DAPK1 (100), problemas -cardiovasculares
(101,102), y salud mental (70).

Por otro lado, el sindrome colorrectal hereditario sin poliposis (HNPCC), también llamado
sindrome de Lynch, se ha relacionado con alteraciones en el gen MLH1, los estudios
reportan que una alteracion especifica en Cis de la regiéon 5’UTR es la causa de la
hipermetilacion de su promotor, y por lo tanto, de la perdida funcional de MLH1 (105,106).

Una alteracion similar se ha evidenciado en MSH2 causante del cancer colorrectal

18



(107,108). Por consiguiente, el rol que desempefia la metilacion del ADN en el organismo
es de suma importancia, evidencidndose en la regulacion de la expresion génica desde el

desarrollo temprano hasta el envejecimiento (109,110).

2.14. Eventos tempranos que ocurren en la carcinogénesis

En la actualidad se reconoce gue la susceptibilidad al cAncer esta determinada no solo por
las variaciones de la secuencia de ADN, sino también por los cambios en la actividad de
los genes o las regiones cromosémicas (111). Se han propuesto tres modelos que explican
los eventos tempranos que ocurren durante la carcinogénesis de mama (112) (Figura 5).
Los primeros dos modelos se refieren a las mutaciones somaticas y germinales que ocurren
en genes de regulacion y control celular, las cuales son las causas mayormente estudiadas
como eventos iniciales de la transformacién maligna de células en cancer (113). El tercer
modelo propuesto indica que ademas de las mutaciones, las alteraciones epigenéticas
sométicas, pueden afectar los niveles de expresion génica, desempefiando asi un papel
fundamental en los eventos de iniciacion del cancer, surgiendo de una minoria de células
normales con un supresor tumoral clave metilado, desde la vida embrionaria temprana,
dicha alteracién actia como el evento inicial junto con posteriores alteraciones que

conducen a la transformacién maligna celular (52,56,54) (Figura 5).

A. Mutacion somatica B. Mutacién germinal C. Mosaicismo epigenético
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Figura 5. Eventos subyacentes que ocurren en la carcinogénesis. A. Mutacion somatica.
Modelo gque indica que el cancer tiene como evento inicial una mutacion conductora somética, la cual
no es detectable en sangre. B. Mutacién germinal. Plantea que el cancer tiene su evento inicial en
células normales que albergan una mutacién conductora en linea germinal, por lo que es detectable
en sangre. C. Mosaicismo epigénetico. Modelo que plantea que el cancer surge de una minoria de
células normales con un supresor tumoral clave metilado desde la vida embrionaria temprana y es
detectado como mosaicismo en sangre (Modificado de Lonnig et al., 2019 (112)).
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Se ha propuesto que este tipo de modificacion epigenética aumenta la mutagénesis
espontanea y puede influir en la forma en que el ADN interactla con los carcin6genos
(115,116), lo cual indica que un evento epigenético, y no genético, puede ser el paso inicial
en el proceso de carcinogénesis. Las epimutaciones ampliamente distribuidas en los tejidos
normales que predisponen al cancer, se definen como epimutaciones constitucionales
(117), dichas epimutaciones involucran tejido derivado de las tres capas germinales
(mesodermo, ectodermo y endodermo) (118), lo cual aumenta la “predisposiciéon
epigenética”, definida como una herencia propensa a un estado epigenético alterado en los

tejidos normales que confiere predisposicion a la enfermedad (47).
2.15. Metilacion del ADN en cancer de mama

La metilacién del ADN se ha evidenciado en procesos oncogénicos a través de la metilacion
aberrante de promotores, presente como hipermetilacion en TSG e hipometilaciéon en OG,
conduciendo hacia un silenciamiento o activacién génica, respectivamente (119,120). De
esta forma, la hipermetilacién del ADN en islas CpG del promotor podria generar el
desarrollo, la progresiéon y la metastasis de los tumores (121-123), lo cual se ha asociado

con un mayor riesgo de desarrollar cAncer de mama (124,125) (Figura 6).

/ ADN célula normal ADN célula tumoral \

k TCpG Metilado | CpG No Metilado j

Figura 6. Represion transcripcional tipica de un gen supresor tumoral por metilacion
aberrante. Del lado izquierdo de la imagen se muestra el ADN de una célula en estado normal, del
lado derecho el ADN en una célula con aberracion epigenética y represion transcripcional. Creada
para este trabajo en Biorender.com
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Por tanto, la metilacion aberrante juega un papel muy importante en el desarrollo del cancer
de mama. En investigaciones sobre esta neoplasia, frecuentemente se han reportado
alteraciones en OG, como hipometilacién del ADN a nivel gendémico, e hipermetilacion en
islas CpG de TSG que normalmente no estdn metiladas. Los estudios sobre este
mecanismo epigenético han aumentado el enfoque sobre genes hipermetilados en cancer
de mama, debido al papel crucial que tienen a nivel biolégico, como en la regulacién del
ciclo celular, apoptosis y sefializacion proliferativas, entre otras. Adicionalmente del
mecanismo de metilacion, hay otras alteraciones epigenéticas que se han evidenciado en
cancer de mama, como la localizacién diferencial nuclear de genes involucrados en la
carcinogénesis de mama, modificaciones de la cromatina y regulaciéon por miARN
(52)(Figura 7).
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Figura 7. Alteraciones epigenéticas involucrados en el cancer de mama. DNMT: DNA
Metiltransferasa; HDAC: Desacetilasas de histona; miRNA: MicroRNA; PRC: Complejo Polycomb
Represor; TSG: Gen supresor de tumor (Modificado de Karsli-Ceppioglu et al. 2014 (52)).

La metilacion del ADN ha sido el mecanismo epigenético mas ampliamente estudiado en el
cancer de mama, se ha reportado tanto en estadios tempranos como en metastasis,
indicando que las alteraciones en el proceso de metilaciéon del ADN juegan un papel
importante en la iniciacion y progresion de la enfermedad (58). Recientes estudios sobre
CM han reportado que una variante patogénica en Cis genera la hipermetilacion del

promotor de BRCA1, fungiendo como el iniciador del desarrollo de la enfermedad (126).
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Por otra parte, estudios realizados en leucocitos de pacientes con cancer de mama, se han
identificado alteraciones en los patrones de metilacion en el gen BRCAL, indicando que la
presencia de metilacion en dicho gen, aumenta un 30% el riesgo de desarrollar la
enfermedad a edades tempranas (124). Adicionalmente, en otras investigaciones se han
identificado niveles de metilacion mayor dentro de la region promotora del gen BRCAL,
exhibiendo frecuencias con diferencias estadisticamente significativas, en muestras de
sangre periférica total de pacientes con cancer de mama, en comparacién con controles
sanos (125,127,128).

2.16. Técnicas para el estudio de la metilacion

Las técnicas para estudios del epigenoma se han empleado desde 1973, con la descripcion
de la técnica de conversibn de ADN gendémico mediante bisulfito de sodio (129). La
cronologia del andlisis de metilacién del ADN se ha desarrollado, a partir de la capacidad
de medir la cantidad de 5mC dentro de un genoma particular. En 1980, la variedad de
métodos basicos comparativos se incorpord, mediante el uso de enzimas de restriccion
sensibles a metilacién e inmunoprecipitacion. Para 1990, la secuenciacién de bisulfito en
combinacién con PCR se empez0 a utilizar como técnicas para este tipo de andlisis. En los
aflos 2000, surgi6 la introduccion de las tecnologias basadas en microarreglos,
cromatografia de alto rendimiento con liquido de fase inversa, primera extensién de
nucleétido simple sensible a la metilacion (MS-SnuPe), combinacion de andlisis de
restriccion de bisulfito (COBRA) e impresién arbitraria por AP-PCR (PCR con
oligonucleétidos arbitrarios). La mas reciente tecnologia incorporada en los andlisis de
metilaciéon, fue la secuenciacién de préxima generacion en la amplificacion de sitios
intermetilados (AIMS) y la representacion reducida de secuenciacion de bisulfito (RRBS)
(130) (ANEXO 1).

Las técnicas para perfilar la metilacién del ADN en todo el genoma se dividen en cuatro
categorias (131): métodos basados en enzimas de restriccion sensibles a la metilacion del
ADN, inmunoprecipitacion de ADN metilado mediante el uso de anticuerpos (MeDIP-seq),
especificos de metil citosina (132), dominios de unién de metil-CpG para enriquecer el ADN
metilado en sitios de interés (133) y las técnicas basadas en el tratamiento con bisulfito de
sodio (131)(Tabla 4). Esta ultima técnica es una de las formas mas confiables para medir
la metilacion del ADN, dicho método permite la cuantificacion de la metilacion del ADN en

la resolucién de un solo nucleétido (134).
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Tabla 4. Enfoques de analisis de metilacion del ADN por secuenciacion de préxima
generacion.

Método Cobertura genémica Referencia
MBDIGS ADN metilado enriquecido Serre et al., 2009 (135)
MMSDK Etiquetas representativas del Li et al., 2009 (136)
genoma
MeDIP-seq anti-5mC ADN metilado enriquecido Maunakea et al., 2010 (137)
MRE-seq Seleccidn de fraccién por Maunakea et al., 2010 (137)
tamafio
Secuenciacién de Bisulfito Todo el genoma Cokus et al., 2018 (138)

Con las recientes técnicas de secuenciacion masiva se han implementado estudios del
epigenéma completo, siendo la secuenciacién de bisulfito el estdndar de oro para medir la
metilacién sobre los genomas de interés. La conversion de ADN genémico con bisulfito de
sodio, combinado con la secuenciacion de préxima generacion (BS-seq), es ampliamente
usado para medir el estado de metilacion del metiloma (genoma completo), a una resolucion
de base Unica. Sin embargo, el andlisis de los datos BS-seq todavia plantea un desafio
considerable, por lo que se siguen perfilando los protocolos de analisis (139).

Para este trabajo, la técnica que se implemento fue la conversion con bisulfito de sodio y
secuenciacion de préxima generacion (ensayo BSP), la cual presenta la mayor cobertura
en comparacion con otras técnicas utilizadas (115). Con los ensayos por la técnica MS-
HRM se evallan todos los sitios CpG flanqueados por los primers (generalmente >80 pb),
sin evaluar la region de unién del primer; con los ensayos de MethyLight se evaltan los
sitios CpG mediante sondas dirigidas, por lo que sélo las regiones de unién son evaluadas;
en los ensayos MSP los primers van dirigidos a regiones metiladas, siendo evaluados sélo
los CpG que se abarcan en las regiones del primer. A diferencia de estas técnicas, con
ensayos de BSP es posible evaluar el estado de CpG en todo el producto de PCR (Figura
8).
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Figura 8. Cobertura de CpG de técnicas de metilacion en ADN de PCR convertido con bisulfito
de sodio (Tomado de Hernandez et a., 2013)(115). Los circulos grises representan las CpG no
evaluadas en cada técnica, los circulos rojos representan las CpG evaluadas. En el ensayo
MethyLight los circulos verdes representan la molécula fluorescente.

3. ANTECEDENTES

Scott y colaboradores (140) realizaron un estudio para evaluar el papel de la metilacién, en
el contexto de otros genes adicionales a BRCA1 de predisposiciéon al CM. Examinaron
muestras de sangre y tumor de 43 pacientes no portadoras de mutaciones germinales,
diagnosticadas antes de los 40 afios. Ellos identificaron niveles variables de metilacion en
la region promotora de los genes BRCAL, PALB2 y MLH1 en ambos tipos de muestras, con
ello brindan una descripcidon mas precisa de la metilacion del ADN, en regiones genémicas
de interés para la susceptibilidad del CM. Lo anterior abre la perspectiva de que los cambios

en los patrones de metilacion estan fuertemente influenciados en la iniciacion del CM (141).

Adicionalmente a los estudios descritos, Evans y colaboradores en 2018 realizaron un
estudio donde informaron que la metilacion en BRCAL, esta fuertemente relacionada con
variantes genéticas que actian en cis. Ellos identificaron metilacion constitucional en
BRCAL, en sangre periférica de dos miembros de familias caracterizadas por una alta
incidencia de cancer de mama y ovario, negativas para mutaciones germinales BRCA1/2.
Encontraron aproximadamente 50% de los alelos metilados, lo cual indica metilacion
completa de los alelos afectados y asociaron la metilacion con una variante del promotor
en la regién 5’UTR (126).
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Por otro lado, como antecedente directo se tiene el trabajo realizado por Quezada-Urban y
colaboradores (21), quienes identificaron nuevos alelos patogénicos en un panel de 143
genes de predisposicion al cancer, en 327 pacientes mexicanas con sindrome de cancer
de mama y ovario hereditario (SHCMO), mediante secuenciacidn masiva en paralelo. Entre
los hallazgos de la investigacion, encontraron variantes patogénicas en 23 genes, incluidos
BRCAL/2. De manera importante, el 15% presentd una variante patdégena, el 11%
presentaron variantes con significado clinico desconocido (VUS) y el 74% fueron negativas.
Si bien, estos resultados muestran por primera vez en la poblacibn mexicana, mayor
contribucidn de alelos patogénicos de genes de susceptibilidad al CM diferentes a BRCA1/2
(54%), que los mismos BRCAL/2 (46%), surge la interrogante: ¢Qué mecanismos
moleculares estan implicados en el desarrollo carcinogénico de mama en pacientes

negativas para variantes patogénicas con SHCMO?

De manera inicial para este trabajo se seleccionaron 5 genes (BRCA1, BRCA2, CHEK?2,
PALB2 y PTEN) de los 23 que se identificaron con variantes patogénicas, por ser genes de
susceptibilidad cuyas variantes de la linea germinal son un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer de mama, ademas, las variantes de alta penetrancia en genes como
BRCAL, BRCA2 y PTEN, asi como variantes de riesgo moderado como el conferido por
CHEK2 y PALB2 pueden ser causales de los casos de cancer de mama hereditario. Es
importante mencionar que en los préximos analisis se evaluaran los 23 genes con variantes

patogénicas identificados por nuestro grupo, en pacientes mexicanas con SHCMO.
4. JUSTIFICACION

Las anomalias epigenéticas junto con las alteraciones genéticas son las responsables de
patologias como el CM. Se ha propuesto que la metilacion del ADN puede imitar los efectos
de mutaciones, tanto germinales como sométicas, en genes de predisposicion al cancer.
Dichas alteraciones en los patrones de metilacibn se pueden distinguir de células
cancerosas y células normales, lo cual es de gran importancia, ya que se ha evidenciado
que la metilacién aberrante puede dar origen a los eventos tempranos en la carcinogénesis,
principalmente por la hipermetilacion en regiones promotoras de TSG, generando la

inactivacion de estos y aumentando el riesgo de desarrollar CM.

Adicionalmente, se sabe que las anomalias en los patrones de metilacion pueden ser
heredables, por lo que un mayor enfoque sobre estos procesos contribuird a entender los

mecanismos de desarrollo del cancer. Un aspecto destacable de la metilacion es su
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reversibilidad, por lo cual, la determinacion de las alteraciones epigenéticas haré posible
identificar biomarcadores epigenéticos para proponer un diagndstico molecular y una

terapia adecuada en pacientes con cancer de mama y otras enfermedades.

Por lo anterior, una combinacién de tratamiento con bisulfito de sodio y secuenciacién de
alto rendimiento (BS-Seq) en ADN, puede ser clave en la captura correcta del estado de

metilacién de un gen, al revelar su metilacién a una resolucion de base Unica.
5. HIPOTEISIS

Esta tesis no cuenta con una hipétesis experimental a probar, ya que el objetivo es
estandarizar la técnica de conversion de ADN gendmico por bisulfito de sodio y
secuenciacién masiva en paralelo, para el andlisis de metilacion en regiones promotoras de

genes conductores del cancer de mama.
6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Implementar el método de conversion por bisulfito de sodio y secuenciacién masiva en el
andlisis de metilacién del ADN en islas CpG, dentro de la regiobn promotora de genes
conductores del cancer de mama (BRCAL, BRCA2, CHEK2, PALB2 y PTEN), en la linea

celular MCF-7 y en una persona saludable (C1).
6.2. Objetivos particulares

1. Identificar sitios probables de metilacion dentro de regiones promotoras de genes
conductores del cancer de mama, mediante primers especificos de metilacion.

2. Establecer las condiciones de conversion y amplificacion de ADN gendmico con
bisulfito de sodio.

3. Determinar el perfil de metilacion de la linea celular MCF-7 y de una persona
saludable, en regiones promotoras de cinco genes conductores del cancer de

mama.
7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Disefio deinvestigacion y estrategia experimental
El disefio de la investigacion es de tipo experimental, descriptivo-piloto, cuya estrategia

experimental se basa en la estandarizacion de la conversion de ADN gendmico con bisulfito
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de sodio, mediante el modelo de linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama, a la

par fue implementado en una muestra de tejido sanguineo de una persona saludable.

La seleccion de la persona saludable fue de forma aleatoria. El tejido sanguineo, asi como
el ADN gendmico de la linea celular MCF-7, fueron obtenidos del banco del laboratorio 13
de la Unidad de Biomedicina, Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM; constituido
bajo el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,

aprobado por el Comité de Etica de la Secretaria de Salud.
7.2. Linea celular MCF-7

La linea celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama fue obtenida del American Type
Culture Collection (ATCC). Las células provienen de un tumor primario (carcinoma ductal
invasivo), con expresion de receptores de estrégeno y progesterona, lo que le confiere una

respuesta proliferativa en presencia de estrégenos, presenta el fenotipo basal luminal A.

Las células fueron cultivadas en medio Eagle’s Minimum Essential Medium (DMEM,
(Gibco)) modificado por Dulbecco, este medio es rico en aminoacidos y vitaminas, asi como
nitrato férrico, piruvato de sodio y algunos aminoacidos suplementarios, adicionalmente, se
suplementé con suero fetal bovino a una concentracion del 10% (Corning), a 37 °C en una

atmésfera con 5% de CO; y adicionado con 0.01 mg/mL de insulina humana recombinante.
7.3. Extraccién de ADN gendmico de sangre periférica total

El ADN gendmico de pacientes sanos se aisl6 a partir de 100 uL de sangre total periférica.
Las extracciones se realizaron utilizando el kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), cuyo
método se basa en el principio de columna por afinidad a membrana de silica y la utilizacion
de sales caotrdpicas. La funcion de los agentes caotropicos es la de desorganizar la red
tridimensional del agua, influyendo en la organizacion de las moléculas a través de enlaces

de hidrogeno, lo que genera su desnaturalizacion.

El procedimiento inicia con la lisis celular con proteinasa K en presencia de un buffer con
sales caotrépicas, estos actuan durante una hora a 56 °C (temperatura requerida por la
proteinasa K). Dicha proteasa pertenece al grupo de serinas, posee en su centro catalitico
un aminoacido de serina, cuya funcion es romper los enlaces peptidicos, de esta forma
actua liberando el ADN nuclear, mientras destruye a las proteinas nativas e inactiva a las

nucleasas (RNasas y DNasas) (142).
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Una vez obtenidas las muestras lisadas, se agrego6 etanol al 96% y se colocaron en la
columna. En esta fase se aprovechan las propiedades del ADN, quien por su carga negativa
y pH >2, le permiten unirse a un adsorbente (material cromatogréafico) a través de puentes
salinos y de hidrégeno, con ligandos negativos (membrana de silica). Por consiguiente, con
el etanol se precipita el ADN facilitando su adsorcién a la membrana de silica. Por ultimo,
los restos de sales, contaminantes y enzimas son removidos de la muestra mediante un par
de lavados. Una vez eliminados los contaminantes, la molécula de ADN es hidratada

mediante una elucién con 100 uL de agua inyectable.
7.4. Cuantificacién de ADN vy calidad del ADN

El ADN se cuantificé obteniendo su densidad 6ptica (OD, equivalente al logaritmo de base
10 de reciprocidad por la transmitancia) a través de espectrofotometria por absorbancia. Se
midié en el Nanofotémetro NP80 (Implen) la absorbancia a 260 nm, que es la longitud de
onda que absorben los acidos nucleicos, con ello se obtiene la cantidad de ADN gue se
tiene en un microlitro de muestra. Este método de espectrofotometria se basa en la
absorcion de luz, conociendo que la maxima absorcion de los acidos nucleicos es a 260
nm, correspondiente a la luz UV, mientras que las proteinas tienen un maximo de absorcion
a 280 nm (principalmente por residuos de tripté6fano). Para determinar la pureza se midio la
OD del ADN a 280 nm con ello se obtuvo la razén 260/280, conociendo que el valor de

pureza del ADN es de 1.8 a 2 después del proceso de extraccidn y purificacion.

Para evaluar la integridad del ADN gendmico de MCF-7 y de C1, se realiz6 electroforesis
en geles de agarosa al 0.8% en TAE 1X con un voltaje de 80 V por 60 minutos. Para la
visualizacién del ADN se utiliz6 bromuro de etidio como colorante, cuya funcién es la de
intercalarse entre las bases del ADN cuya fluorescencia naranja se visualiza bajo luz

ultravioleta.
7.5. Disefio de primers especificos de metilacion

El disefio de primers se realiz6 en el software Methprimer 2.0 bajo las caracteristicas
especificas para “Secuenciacion de PCR de Bisulfito” (BSP por sus siglas en inglés)(143),
dentro de las regiones promotoras de los genes BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2 y PTEN,
adicionalmente, se usaron primers de MLH1 sugeridos por Zymo Research en el protocolo
de conversion EZ DNA Methylation-Gold kit®, estos como control positivo de que la

conversion con bisulfito de sodio se realiz6 correctamente (ANEXO 2).
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7.5.1. Reglas de disefio para primers de mapeo de metilacion usando la
prediccion de islas CpG (MethPrimer 2.0°):

I.  Los primers no deben tener sitios CpG dentro de su secuencia, para
garantizar la amplificacién Unicamente en ADN convertido.

II.  El tamafo de producto de PCR debe ser entre 100 y 400 pb, no se
sugiere sobrepasar el tamafo, pues el ADN tiende a estar
fragmentado después de la conversion.

[ll.  El producto debe abarcar el mayor numero de CpG posible dentro la
isla seleccionada. Si la isla tiene un tamafio menor que el tamafio del
producto, el par de primers debe abarcar toda la isla.

IV.  Unicamente si el tamafio de la isla es mayor que el tamafio maximo
del producto, el par de primers puede estar dentro de la isla.

V.  Cualquier isla predicha puede ser la region objetivo para PCR. Laisla
seleccionada serd de acuerdo con la proximidad al sitio de inicio de
la transcripcion.

VI.  Los productos de PCR deben abarcar un nimero minimo de sitios

CpG especificados (valor predeterminado: 5-10 sitios CpG).

Los parametros especificos utilizados para el disefio de los primers siguiendo las referencia
de Patterson (144) y Long y Rajvir (145) fueron las siguientes: el rango de tamafio de primer
fue de 20 a 32 nucledétidos; la temperatura de fusion (Tm) minima de 50 °C, 6ptima de 55 °C
y maxima de 60 °C; ADN templado con mas del 80% de GC (sobre islas CpG’s) y los
dinucleétidos CpG fueron evitados en los primers para prevenir sesgos hacia templados
metilados, no metilados o no convertidos; contenido de GC en primers de 40-60%; tamafio
del producto de 100 pb como minimo, 150 pb 6ptimo y 400 pb maximo, y mapeo minimo de
5 CpG.

7.5.2. Preparacion de los primers

Los primers se compraron liofilizados y se resuspendieron en Tris 10 mM a una
concentracion de 100 pM. Para las reacciones de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), los stocks se diluyeron a 10 uM y se us6 una concentracion final para cada
reaccion de PCR de 500 nM.
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7.6. Conversién de ADN por bisulfito de sodio
7.6.1. Fundamento

Esta técnica es el principal método empleado en estudios de metilacion del ADN desde
1973, afo en que fue descrita (129). Su fundamento se basa en la capacidad del bisulfito
de sodio por convertir a las citosinas no metiladas en uracilos, en ADN de cadena sencilla,
por medio de una serie de reacciones quimicas. Este cambio de citosinas a uracilos ocurre
de manera muy lenta en 5mC, ademas, la conversion sélo se completa en condiciones
alcalinas, propiedad que permite que el tratamiento con bisulfito de sodio produzca
Unicamente la conversion de citosinas no metiladas, ya que en 5mC se generan productos
resistentes a la alcalinidad (146). De esta forma, después de dicho tratamiento es posible

distinguir el ADN metilado del no metilado mediante una amplificacién por PCR (115,144).
7.6.2. Principio de conversién de ADN

La quimica de la conversion de citosinas no metiladas en uracilos por el bisulfito de sodio
ocurre en tres pasos (Figura 9):

I.  Sulfonacién: referente a la adicién reversible del grupo sulfito al doble enlace
en el carbono 5 de la citosina, la clave del sitio de ataque esta en un par de
electrones que no participan en un enlace de hidrégeno, lo que le permite
acceder al anillo del nucle6tido.

[I.  Desaminacion hidrolitica: ocurre la liberaciéon del grupo amino por hidrélisis
del derivado de citosina-bisulfito resultante, generando un sulfonato de
uracilo.

[ll.  Desulfonacion de alcali: ocurre la eliminacién del grupo sulfito por un
tratamiento alcalino, lo cual regenera el doble enlace entre C5 y C6, dando

lugar al uracilo.
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Figura 9. Cascada de reacciones quimicas que ocurren durante la conversion de citosinas no
metiladas a uracilos.

7.6.3. Proceso experimental

El ADN gendmico de la linea celular MCF-7 y de C1 se procesaron mediante la técnica de
conversion por bisulfito de sodio, utilizando el kit EZ DNA Methylation-Gold (Zymo
Research). Para ello se agregaron 130 uL de reactivo de conversién CT a 500 ng de ADN
gendmico de MCF-7 y C1 (volumen final 150 pL), se desnaturaliz6 la cadena doble de ADN
a 98 °C por 10 minutos, esto es necesario porque la conversion solo puede realizarse en
ADN de cadena simple; posteriormente se incubé a 64°C por 2.5 horas, tiempo necesario

para que se lleven a cabo las reacciones de conversion.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se agregaron 600 pL de Buffer M-Binding, las
columnas se centrifugaron a 10,000 g por 30 segundos, posteriormente se adicionaron 100
uL de Buffer M-Wash y se centrifugaron a 10,000 g nuevamente. Para la desulfonacion, se
agregaron 200 pL de Buffer M-Desulphonation y se incub6 a temperatura ambiente por 20
minutos, luego se centrifug6 a 10,000 g por 30 segundos. Se lavo una vez mas la columna
con 200 uL de Buffer M-Wash seguido de una centrifugacion a 10,000 g por 30 segundos.
Por dltimo, el ADN se extrajo de la columna agregando 20 pL de HO inyectable y
centrifugando a 10,000 g por 30 segundos, paso que se repite para realizar dos lavados. El

ADN convertido se guardo a -80°C.

7.7. Cuantificacién de ADN convertido por bisulfito de sodio
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Se cuantific6 el ADN mediante el método fluorométrico con kit ssDNA Quantifluor
(Promega), bajo el protocolo “Low Estandar Calibration” en fluorometro Quantus (Promega),

asi como por espectrofotometria en el Nanofotometro NP80 (Implen).

El fundamento del sistema Quantifluor se basa en el uso de colorantes fluorescentes para
determinar la cantidad de acidos nucleicos o proteinas en una muestra. Dichos tintes
especificos para un tipo de molécula (ADN, ARN, proteina), presentan fluorescencia
extremadamente baja hasta que se unen especificamente a sus analitos de interés, por
intercalacion entre las bases, adquiriendo una forma mas rigida y volviéndose intensamente
fluorescentes, una vez agregados los tintes a las muestras a cuantificar, se alcanza el
equilibrio de fluorescencia en menos de dos minutos (147,148), lo cual permite una
cuantificacion con alta precision. Al ser un método sensible, es posible cuantificar pequefias
cantidades de ADN, por ello se recomienda en estudios de metilacion, donde las cantidades

de ADN tratado con bisulfito de sodio suele ser bajas.
7.8.  Amplificacién por PCR

Para la amplificacion de las regiones de interés del ADN convertido por bisulfito de sodio,
se utiliz6 la GoTaq Polimerasa Master Mix (Promega) a 1X. Cada reaccién se realizé en un
volumen final de 25 pL. Para cada gen se emple6 un control negativo sin ADN molde (NT).
También se uso un control positivo de conversion incluido en el kit de conversion (MLH1),
este par de primers indican la correcta conversion al generar productos de PCR, debido a
que estan compuestos de citosinas metiladas y no metiladas, por lo que, de no haber una
conversién completa, no habria amplificacién. Las temperaturas de hibridaciéon para cada
par de primers se estandarizaron, hasta generar amplificaciones 6ptimas de las regiones

de interés (Figura 10).

= GEN TEMPERATURAS TA:)":ITIO

SR {30s DEALINEACION - propucTo

BRCA1 55 oC 186 pb

= e BRCA2 48 °C 178 pb

20 > minutos PALB2 55.8C 196 pb

e | PTEN 47.7°C 133 pb

30s CHEK2 54.6°C 352 pb

x40 ciclos 15':. MLH1 55¢C 182 pb

Figura 10. Programas de PCR utilizados. Del lado izquierdo se muestra el protocolo para la
amplificacion por PCR de los genes BRCA1, BRCA2, PALB2, PTEN, CHEK2 y MLH1, se usaron 40
ciclos, con temperaturas de hibridacion especificas para cada regién, con una temperatura de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos y una extension final a 72°C por 5 minutos. Del lado
derecho se indican las temperaturas éptimas para cada region.
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Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
con amortiguador TAE 1X vy tincidon con bromuro de etidio, esto para corroborar que los
tamafios obtenidos correspondieran a los productos esperados. Para la electroforesis se

uso un voltaje de 80 V por un tiempo de 60 minutos.
7.9. Purificacion de productos de PCR

La limpieza de productos de PCR se realizé mediante perlas magnéticas de fase sélida
Ampure XP Beads, (Beckman Coulter), usando una proporcion de 1.8X de perlas Ampure
por microlitro de reaccién de PCR, de tal forma que los productos seleccionados fueran
>100 pb. Esta purificacion permite remover los fragmentos no amplificados, enzimas de

amplificacion, sales, buffer, y oligonucleétidos no usados.

Este método se basa en el uso de materiales cromatograficos (perlas magnéticas) que
presentan dos propiedades: una es la de los ligandos de union y la otra es el poder ser
manipuladas por magnetismo, lo cual permite ajustar la cantidad de perlas a las muestras
a purificar, asi como la automatizacion. Otra de las particularidades que tiene esta técnica
es que las perlas sdlidas se encuentran en suspension en polietilenglicol (PEG), lo cual

permite la precipitacion selectiva del ADN en funcion de la proporcion afadida.

El procedimiento inicia con la adicion de las perlas magnéticas a las muestras, con ello
ocurre la precipitacion y unién del ADN a las perlas, al colocarse en el magneto las perlas
junto con el ADN se compactan, de esta forma se remueven los contaminantes a través de
un par de lavados con etanol al 80%. Por ultimo, el ADN se separa de las perlas mediante
una elucion en agua. Una vez purificados los productos de PCR, se cuantificaron mediante
fluorometria con el kit dsSDNA Quantifluor (Promega), en el equipo Quantus (Promega)
(ANEXO 4).

7.10. Preparacion de Bibliotecas

La preparacion de bibliotecas es un proceso en el que se agregan en los extremos de los
amplicones obtenidos por PCR, secuencias conocidas como adaptadores universales y
etiquetas moleculares, esto con la finalidad de amplificar, identificar y secuenciar
simultaneamente varias moléculas de interés. La preparacion de bibliotecas para

secuenciacion masiva por sintesis consta de tres pasos (Figuras 11y 12):
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I.  Reparacion y adenilaciéon de productos de PCR.

Se realiz6 mediante el kit NEBNext® Ultra™ Il End Repair/dA-Tailing Module (New England
BioLabs) y consta de dos pasos, el primero es la “reparacion de los extremos”, en donde se
eliminan los extremos salientes de las regiones 5" y 3" para generar extremos romos.
Posteriormente se les agrega una adenina en los extremos 3" usando una Taq polimerasa,
con actividad de adenina transferasa terminal. Esto es importante ya que tiene la finalidad
de prevenir que los fragmentos se liguen unos con otros durante el proceso de ligacion de

adaptadores.
[I.  Adicién de adaptadores universales.

El proceso de ligacion consiste en la adicion de secuencias de 24 pb en cada extremo,
estos adaptadores contienen las secuencias complementarias de los primers de
secuenciacion en la celda de flujo de lllumina. Dicho proceso se realiz6 mediante el kit
NEBNext® Ultra™ Il Ligation Module (New England BioLabs). Los adaptadores no ligados
fueron removidos de las bibliotecas obtenidas de ADN, mediante una purificacion por

tecnologia de perlas magnéticas (Beckman Coulter) a una relacién de 1.6X.
[ll.  Adicién de etiqguetas moleculares.

Las etiquetas moleculares fueron agregadas por PCR, dichas etiquetas tienen 8 nucleétidos
unicos (barcodes o indices) que se agregan en cada extremo de las bibliotecas, esto
permite diferenciar una muestra de otra durante la secuenciacion. Ademas, se adicionaron
unas secuencias en el extremo 5 denominadas P5y P7, las cuales hibridan con los primers
complementarios en la laminilla de secuenciacion. Posteriormente las construcciones de
bibliotecas finales se purificaron por medio de perlas Ampure XP Beads (Beckman Coulter)

a una relacién de 1.8X.

- Biblioteca
Reparacién de extremos

Adicion de etiquetas

- Adenilacién V N p\ '0’ moleculares
BC P7
§ — ﬁc
; l Ligacionde . ;§J f a\
adaptadores ¥ 7 : P5
[ B ] ¥V Biblioteca final
Purificacion de PCR con [ EEE—_— ] Purificacién con

perlas magnéticas perlas magnéticas

Figura 11. Proceso de preparaciéon de bibliotecas de secuenciacion. Inicia con la purificacion de
productos de PCR, posteriormente se realiza la reparacion, adenilacion y ligacion de productos. Se
realiza una segunda purificacion de las bibliotecas, finalmente se agregan las etiquetas moleculares
mediante PCR.
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Etiqueta Etiqueta
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L J L J L J L J

T T T T
Region P7 Adaptador Regién objetivo de PCR Adaptador Regién P5

Figura 12. Ejemplo de una biblioteca final.
7.11. Cuantificacién, calidad y mezcla de bibliotecas

Las bibliotecas se cuantificaron por método de fluorometria con el kit dsDNA Quantifluor
(Promega) y el equipo Quantus (Promega). La calidad y tamafio de las bibliotecas se
analizaron en el equipo de electroforesis de alta resolucion Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies), con el chip High Sensitive DNA Kit. Este equipo basa su tecnologia en una
electroforesis por capilaridad en gel, permite analizar y detectar de forma cualitativa y
cuantitativa moléculas, tanto pequefias como grandes, mediante la migracion diferencial de
éstas, de acuerdo con sus tamafios. La forma de detectar las muestras es mediante la
absorcion de luz UV-visible a través de un capilar de silice contenido en un cartucho. Dicho
cartucho tiene los electrodos utilizados para producir el contacto eléctrico entre la fuente de
alimentacion y el capilar, permitiendo asi, la separacion de las muestras de acuerdo con su

tamano.

Una vez evaluadas las bibliotecas, se realizaron las ecualizaciones para obtenerlas a una
concentracion de 4 nM. Por ultimo, se mezclaron las bibliotecas de las diferentes muestras

generando la mezcla de secuenciacion.
7.12. Secuenciacion masiva en paralelo (lllumina)

La mezcla de bibliotecas se secuencié mediante la tecnologia de secuenciacion por sintesis
(SBS, sequencing by synthesis) en el secuenciador MiSeq (lllumina). La secuenciacion fue
de tipo pareada (“paired- end”) de 2x300 ciclos para todos los genes. Las muestras fueron
secuenciadas en dos corridas de secuenciacion diferentes, en ambas se us6 un PhiX al
2%, el cual es una biblioteca utilizada como control en la secuenciacién en lllumina. La
biblioteca PhiX proporciona un control de calidad para la generacién, secuenciaciéon y

hibridacion de clusters en la laminilla de secuenciacion (149).

La tecnologia de SBS basa su quimica en la utilizacion de cuatro nucle6tidos marcados con
fluorescencia, para secuenciar decenas de millones de clusters en paralelo. Durante cada

ciclo de secuenciacion, se agrega un solo dNTP a la cadena molde de ADN, gracias a que
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los nucledtidos estan unidos a un terminador reversible y a un fluoréforo. De esta manera,
después de agregar los dNTPs marcados con terminadores reversibles y lavar, se identifica
el nucleétido incorporado por la excitacion laser y la captura de imagenes; posteriormente,
por accién enzimatica, se libera el terminador y el fluoréforo para permitir el siguiente ciclo
de incorporacion de nucledétidos. Estas etapas son repetidas cientos de veces en ciclos que
generan una serie de imagenes colorimétricas, que una computadora convierte en lecturas

de secuencias (150). El proceso de secuenciacion consta de tres pasos (Figura 13):

1. El primero paso inicia con la hibridacién de las bibliotecas por las regiones P5y P7
con los primers complementarios en la laminilla de secuenciacion, con ello ocurre la
amplificacién clonal por puentes mediante polimerizacion en cadena por PCR.
Posteriormente se crean clusters (grupos) de moléculas idénticas de ADN.

3. Finalmente, ocurre la secuenciacién bajo la quimica descrita anteriormente.

I Hibridacion ’ I Generacion de Clusters ’ [ Secuenciacion SBS ]

Figura 13. Proceso de secuenciacién por sintesis. Inicia con la hibridacién y amplificacion
por puente, generando la formacion de clusters de moléculas idénticas, finalmente con la
adicion de nucleétidos marcados con fluoréforos ocurre la SBS.

7.13. Analisis Bioinformatico

Después de la secuenciacion se comprobo que las secuencias obtenidas tuvieran el puntaje
de calidad esperado (Q30), que nos indica que hay un 99.9% de probabilidad de que una
base sea llamada correctamente. En la Figura 14 se esquematiza el flujo para el analisis

bioinformatico de las secuencias obtenidas.
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Figura 14. Flujo de andlisis bioinformético de los datos de secuenciacién obtenidos.

Se analizo la calidad de las secuencias crudas con el programa FastQC, aquellas
secuencias que no pasaron los estandares de calidad fueron removidas mediante
comandos de programacion de Trim Galore. A la par se realizé la conversion in silico del
genoma de referencia GRCh37/Hgl9 mediante Bowtie2, esta herramienta indexa el
genoma con un indice FM (basado en la Transformacion Burrows-Wheeler o BWT) para
mantener su huella de memoria pequefia, ademas permite la conversion de citosinas a

timinas por una serie de comando dirigidos por el alineador Bismark (151).

Posteriormente se hicieron los alineamientos mediante la herramienta mas usado en mapeo
de metilacion del ADN (152): el alineador Bismark, es un conjunto de herramientas para el
andlisis eficiente en el tiempo de los datos de Bisulfite-Seq (BS-Seq), realiza alineaciones
de lecturas tratadas con bisulfito a un genoma de referencia (convertido in silico), y llamadas
de metilacion de citosina al mismo tiempo. Esta herramienta basa sus algoritmos en
alineaciones de tres letras, por lo que, convierte todas las citosinas en timinas tanto en el
genoma de referencia como en las lecturas BS-seq, lo que hace es mapear las lecturas,
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después verificar para encontrar las citosinas en las lecturas BS-seq, las cuales indicaran

los sitios de metilacion (153).

Una vez alineados las secuencias BS-Seq con el genoma de referencia se hizo el llamado
de metilacion, con lo cual se mapean los sitios CpG's de las lecturas para finalmente, indicar
cuales sitios presentan algun grado de metilacién porcentual. Los datos se visualizaron

mediante el visualizador de datos de Bismark (char-studio) y en UCSC Genome Browser.
8. RESULTADOS
8.1. Extraccion de ADN de sangre periférica total de C1

La extraccion de ADN de sangre periférica se realiz6 por duplicado, se obtuvo un ADN con
condiciones 6ptimas de integridad, visto en gel de agarosa al 0.8% como bandas Unicas,
bien definidas y de alto peso molecular, en la parte del pozo en la extraccién nimero 1 es
posible apreciar, en bajo grado, contaminantes proteicos, la pureza indicada por la relacion
260/280 fue de 1.717 (Figura 15.A).

Para el caso de la linea celular MCF-7, como se mencioné en el apartado de materiales y
métodos, el ADN gendémico fue tomado del banco de muestras del laboratorio 13 de la
UBIMED, para corroborar su calidad se cuantifico y se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%, se puede observar una banda unica de alto peso molecular, en el pozo
numerado con 1 se aprecian compuestos posiblemente proteicos, sin embargo, se
cuantificd su pureza midiendo la absorbancia a 260 nm, indicando una pureza 260/280 de

1.987, lo cual indica una condiciones idéneas (Figura 15. B).
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Figura 15. Extraccion e Integridad de ADN gendmico en electroforesis en gel de agarosa al
0.8%. A) El primer carril a la izquierda, muestra el marcador de peso molecular de 1 kb, en el segundo
y tercer carril se muestran 100 ng de ADN gendmico de una persona sana. B) Se muestra la
integridad del ADN gendmico de la linea celular MCF-7, en el primer carril se observa el marcador
de peso molecular de 1 kb y en el carril marcado con nimero 1 se presentan 100 ng de ADN
gendmico de MCF-7.

8.2.  Cuantificacién de ADN genémico

El ADN gendémico de MCF-7 presentd una concentracion alta de 74.5 ng/uL representando
un rendimiento de 7450 ng, el ADN gendmico extraido por duplicado de sangre total
periférica tuvo una concentracion con promedio de 22 ng/uL, lo que representa un
rendimiento en promedio de 2200 ng (Tabla 5).

Tabla 5. Cuantificacion por Qubit para ADN de doble cadena. Se presentan las concentraciones
de ADN y el rendimiento de la extraccion.

Muestra Lectura Vol. De elucion (uL) Rendimiento (ng)
MCF7 74.5 ng/pL 100 7450
C1 20 ng/pL 100 2000
C1 24 ng/pL 100 2400
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8.3.  Andlisis bioinformético de regiones promotoras en genes conductores

de cancer de mama

Mediante el analisis de las regiones promotoras en los genes conductores del cancer de
mama BRCAL, BRCA2, CHEK2, PALB2 y PTEN, se identific6 que los cinco genes pueden
estar regulados por mecanismos epigenéticos. Se identificaron al menos tres islas CpG con

tamafios variables, entre 100 y 500 pb dentro de dicha region.

El analisis se realiz6 mediante los softwares MethPrimer 2.0 y Genome Browser. El gen
BRCAL ubicado en la cadena negativa del cromosoma 17, tiene 22 exones y nueve islas
CpG, las primeras dos islas CpG se ubican dentro de la region promotora. El gen BRCA2
ubicado en el cromosoma 13 en la cadena positiva, tiene 27 exones y siete islas CpG, una
en la region promotora; CHEK2 esta ubicado en la cadena negativa del cromosoma 22,
tiene 16 exones y 11 islas CpG, tres de ellas en el promotor; PALB2 se ubica en la cadena
negativa en el cromosoma 16, tiene 13 exones y 5 islas CpG, una en el promotor; y el gen
PTEN se encuentra en la cadena positiva del cromosoma 10, tiene 9 exones y 7 islas CpG,
una de ella en la regiébn promotora. Las caracteristicas particulares de cada promotor se
muestran en la figura 16. Por su parte el gen MLH1, utilizado como control de conversion,
tiene una region promotora de ~701 pb y abarca desde antes del TSS hasta el primer exén,

este gen se ubica en la cadena positiva en el cromosoma 3, tiene 18 exones y 4 islas CpG.
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Figura 16. Disefio de primers especificos para secuenciacion de Bisulfito. A. Gen BRCA1. Se
observa la regién promotora de =703 pb que abarca desde del TSS hasta el primer exén (=248 pb),
la isla sobre la cual se seleccionaron los primers abarca parte del promotor y el primer exén. B. Gen
BRCAZ2. Presenta una region promotora de =~701pb, dentro de esta el primer exén de =175 pb y
unaisla CpG. C. Gen PALB2. Se observa la region promotora de =701 pb que abarca desde antes
del TSS hasta el primer exén (=248 pb) y una isla CpG. D. Gen PTEN. Se observa la regién
promotora de ~702 pb que abarca desde antes del TSS hasta el primer exdn (=1116 pb), con varias
islas CpG’s. E. Gen CHEK2. Se observa la regién promotora de =~ 697pb que abarca desde antes
del TSS hasta el primer exén (=65 pb), con dos islas CpG en la regién promotora.

Una vez conocidas las regiones promotoras de los genes conductores, se tomd la isla con
sitio objetivo +/- 300 nucledtidos respecto al TSS, la seleccion de primers fue de acuerdo

con la menor cantidad de Adeninas/Timinas y mapeo minimo 5 sitios CpG (Tabla 6).
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Tabla 6. Conversion in silico de las secuencias seleccionadas de la regién promotora de
genes conductores en cancer de mama. Se muestran las regiones flanqueadas con los primers
en cada promotor. Se etiquetan: primer forward (verde), primer reverse (amarillo), dinucleétidos CpG
(azdl) y citosinas no metiladas convertidas en uracilos y amplificadas como timina (rojo), respecto al
software MethPrimer 2.0 con prediccion de islas CpG.

BRCA1 (9 CpG)

P ACEEEE I AGTGATGIT [ TGGGGTAT TGGOGTGGGAGAGTGGATTTTEGAAGI TGATAGATGGGTATTTT T TGABGGGGGGT AGGGGEBGAATT TGAGAGGEGTAAGGEGTTGTGAAT T
TTGGGGAGGGGGGTAGT T TGTAGGTEGCEAGGGAAGEGT TGAGGAT TAGGAAGGGGGTATTGA

BRCA2 (5 CpG)

A T A AT CACT TeoAG T AR ARG ARG GG ATGGGGGATTTGGAGTAGGTATAGGGGCGGTTTTT TTAAGTAGGGTGG TTTGGGATT TTTAAGGGT TAGCGAGAAGAGAATATATA
TTTTAGTTTTCGTTTTATTOGGTTAGATATTGAGGGTTGGGATGTTTGATAAGGAATTTT

CHEK2 (24 CpG)

CIGCETAGAAGART TG T TTCGT TCGGGGTTTTATGGGTEETEGTAGTT TTAATAGEGGGGATAAT TG TTT TTEGT T TGEEACGTAGTATEGTAGTT TAGEBGGTTTTTTTTTGGG
AATTTTTGTCGGT TAAAATTTTTATATTCGGAGTAAAGTTTCGGTTTTTITTTCGTTATATT TGGTOGGCGGTTTAT TTAGTCGTGGT TATTCGTGGGGAAAAGT AAAGAGAGCGTTTA
ATTAGATTAATGTTGTTGATTGGTTGGGGAGTCGAGGGGGEEGGATTATTOGAGGGGAATTOGGGTTTTAAGTTTCGTTTTTTTTTT TAAATTATAATTT TTAGGAGGTATTGAGG

PALB2 (13 CpG)

GG e GO T A T TN TG OG0 TA TG T TTEBATGTAT TTAGATTTGT TG TAGAGTAGTTOB TT TAAT TTTATGGTOGTOG TT TT TTTT TTTTAGTTTEGGA
TTTTGTTAGAGTTAGTEGGTTAGTTTTTTAGAGATTTCGG TTATTTTEGG TEGT TTTTTTATTTTEGTTT TAGGTGGT TTATTGGGAT

PTEN (8 CpG)

A GE T A G TAAGTATES TCGe «CGCGet e Tt TalGTTtgt aat TTTagTaTt t tggeage TGt ggllee Tagat TalBaget TaggagatBBagaTTat TTtgaTTa
aTatgeteaaallTt

MLH1 (24 CpG)

CEAGTCAAGEACEIACCEEIENGTCG T TT TGACGTAGACG TT TTAT TAGGG TEGOGCG T TEE TEGT TEGT TATATATEETTEETAGTATTEG TG TTTAGTTTEGTAGTGGEGTTTGA
CGTCGCGT TEGEGGGTAGT TACGATGAGGEGGEBATAGATTAGGTATAGGGTTT TATEGTTTTT

Las caracteristicas de los cinco pares de primers fueron de una longitud de 20 a 30
nucleétidos, una T, de 51 °C a 60 °C, el contenido de GC% en el primer reverso de PTEN
fue el mas bajo con 14.8%, y el mayor porcentaje fue el reverso de BRCAL con 47.6%, los
tamafios de productos varian, siendo PTEN el mas pequefio con 133 pb y CHEK2 el de
mayor tamafio con 352 pb, el nimero de CpG’s flanqueado con cada par de primers fue de
5 CpG (BRCA2) a 24 CpG’s (CHEK?2) (Tabla 7).

Para el caso de CHEK2 se probaron dos juegos de primers adicionales con el objetivo de
disminuir el tamafio del producto a menos de 200 pb, para tener mayor homogeneidad en

los tamafios de productos, sin embargo, dichos disefios no funcionaron (ANEXO 3).
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Tabla 7. Caracteristicas de primers especificos para secuenciacién directa de PCR (BSP) de
ADN convertido con bisulfito de sodio.

Gen Primer Longitud Tm GC% Producto CpG’s

BRCA1 F 21 54.4 38.1 186 9
R 21 59.1 47.6

BRCA2 F 30 58.5 23.3 178 5
R 24 60 29.2

CHEK2 F 20 51.0 35.0 352 24
R 22 524 31.8

PALB2 F 24 53.7 29.2 196 13
R 21 55.3 33.3

PTEN F 26 52.2 26.9 133 8
R 27 56.0 14.8

F=Forward; R= Reverse; BSP= Bisulfite sequencing PCR

8.4. Conversion de ADN gendémico con bisulfito de sodio

Las condiciones de conversion se optimizaron, para ello, todo el proceso se realizé evitando
la exposicion a luz visible y después de la desulfonacion se mantuvieron las muestras a
-20 °C. Después de la conversion se recuperd alrededor de 80% de ADN en las tres
muestras en que se realizé el tratamiento. Las muestras tuvieron concentraciones similares
entre 9.9 y 11 ng/uL, lo que equivale a un rendimiento de alrededor de 400 ng,

respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas de la conversiéon de ADN con bisulfito de sodio.

Muestra* Concent.raci.én de DNA post- Rendimiento (ng) Porcentaje
bisulfito (ng/ul) recuperado
MCF-7 11 440 88%
Cl 9.9 396 79.2%
C1 10 400 80%

*500 ng de entrada (Input)

8.5. Amplificacion de ADN convertido con Bisulfito de Sodio

Para la reaccion de PCR se siguidé el programa mencionado en materiales y métodos,

usando diferentes temperaturas de hibridacion para cada juego de primers disefiados. Los
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productos de amplificacion se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% vy los diferentes
fragmentos de PCR se caracterizaron por su peso molecular. Se obtuvo una eficiencia de
primers variable, por lo que, para homogeneizar las reacciones se opto6 por usar diferentes
cantidades de ADN molde para las PCR’s, para el caso del control MLH1 se usaron 10 ng
totales para efectuar las reacciones, para BRCAL, PALB2 y CHEK2 se emplearon 15 ng
totales, y para BRCA2 y PTEN se usaron 20 ng totales (Figura 17).

(A)
_BRCA1 ~~ _BRCA2 _ _PALB2 PTEN CHEK2 ~ __MILHI
M 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 M
500 . -
400— S 400
300 — a0
200— - - =20
100— —100
(B)
__BRCAI  _ BRCA2 CHEK2 MLH1 __PALB2 ~ __PTEN
M 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
500 ——" 500
00— * =400
300— —300
200— - — 200
100 — — 100

Figura 17. Productos de PCR de MCF-7 y C1 en gel de agarosa 1.5%. A) Se muestran los
productos de PCR obtenidos de ADN convertido de la linea celular MCF-7. B) Productos de PCR
obtenidos de ADN gendémico convertido de C1. Los carriles marcados con “M” indican el marcador
de peso molecular (100 pb). El carril marcado con 1 indica el control negativo (ausencia de ADN
molde) y el carril 2 muestra el producto de PCR obtenido a partir de ADN convertido con bisulfito de
sodio.

8.6. Analisis de bibliotecas de secuenciacion

Una vez obtenidos los productos de PCR se purificaron, posteriormente se realizé la
ligacion de adaptadores e indexado por PCR ciclica reducida, con ello se obtuvieron las
bibliotecas finales de cada uno de los productos, con un incremento de aproximadamente
134 pb en la biblioteca final. Las bibliotecas fueron analizadas con chip High Sensitive DNA
Kit en el equipo Bioanalyzer, donde se logré verificar los tamafios con los incrementos
esperados en cada biblioteca. Sin embargo, se identificaron varios tamafios no
correspondientes a las bibliotecas, lo que significa que la amplificacién por PCR no fue
totalmente especifica como lo indicaban los resultados en gel de agarosa al 1.5%, esto es

frecuente debido a la alta sensibilidad del Bioanalyzer. En el control MLH1, la concentracién
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picomolar correspondiente al tamafio de la biblioteca fue mayor que los productos
inespecificos amplificados, representando el 60% del total de productos, en BRCAL la
biblioteca especifica de acuerdo a su molaridad representé el 59% del total de productos,
BRCA2 representd una especificidad del 50% correspondiente a su molaridad comparado
con los productos inespecificos obtenidos de tamafos variables, el caso de CHEK2
representd una inespecificidad muy grande, pues unicamente el 16% de todas las
bibliotecas que se obtuvieron corresponden al tamafio esperado, lo que sugiere que los
primers usados para esta regidén pueden estar hibridando en diferentes regiones en una alto
porcentaje (>80%). PALB2 representd una amplificacion especifica en 59% de los
productos, de acuerdo con sus proporciones picomolares. Por ultimo, PTEN fue quien
presentd, de acuerdo a este andlisis, los primers de mayor especificad con un 77% de
bibliotecas con tamafio correspodiente al tamafio de la regién de analisis (Tabla 9).

Tabla 9. Molaridad de las bibliotecas esperadas respecto al total de moléculas en cada
muestra.

Biblioteca Tamafio Concentracién Molaridad Molaridad Porcentaje de
[pa/pL] [pmol/L] total biblioteca
MLH1 327 505 2340 3889 60%
BRCA1 326 358 1427 2405 59%
BRCA2 314 227 1091 2215 50%
CHEK2 481 181 571 3409 16%
PALB2 337 400 1793 3060 59%
PTEN 283 620 3326 4312 7%

En su forma grafica los resultados del Bioanalyzer se pueden representar en
electroferogramas, de acuerdo a las unidades de florescencia emitidas y capturadas por el
equipo, respecto al tamafio de la biblioteca. En la figura 18 se muestran los gréficos de cada
biblioteca, los picos en los extremos corresponden a las referencias de pesos moleculares
menor y mayor, al centro se muestran los picos correspondientes a los tamafio detectados
por sus florescencias emitidas. Para todos los casos se obtuvieron los mayores picos de
florescencia correspondiente con los tamafos de bibliotecas esperados, en BRCA1 (B) y
PTEN (F) se muestran picos de florescencia unicos, lo cual indica un solo producto y la
especificidad de los primers para esas regiones. Por el contrario en CHEK2 se pueden

observar multiples picos correspondientes a varios tamafos, sin embargo, el mayor pico de
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fluorescencia corresponde al tamafo de biblioteca esperado para esta region de CHEK2
(D). MLH1 (A), BRCA2 (C) y PALB2 (E) presentaron el mayor pico de florescencia en el
tamafio de biblioteca esperado para cada una de sus regiones, sin embargo, se pueden

observar productos inespecificos de menores y mayores tamafios.
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Figura 18. Electroferogramas de una electroforesis de alta resolucion (Bioanalyzer). A.
Biblioteca final de control MLH1. B. Biblioteca final del amplicon BRCA1. C. Biblioteca final del
producto de BRCA2. D. Biblioteca final del producto de CHEK2. E. Biblioteca final del producto de
PALB2. F. Biblioteca final del producto de PTEN. En el eje vertical se muestran las unidades de
florescencia emitidas al detectarse una molécula, en el eje horizontal se grafican las unidades en
pares de bases, los picos de cada electroferograma en los extremos indican la referencia de
marcador de peso molecular de menor y mayor tamafio (izquierda y derecha, respectivamente), los
picos al centro corresponden a los tamafios de las bibliotecas.

8.7. Analisis de calidad de las lecturas de secuenciacién

Para analizar la calidad de secuenciacion se evaluaron los porcentajes de lecturas de alta
calidad (Q30) y la profundidad. El valor Q30 indica cuantas lecturas tienen una posibilidad

de error menor o igual a 0.1%, por lo que todas aquellas lecturas con dicho valor fueron
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consideradas como lecturas de alta calidad, dicho de otra forma, tienen 99.9% de seguridad
de que fueron llamadas de forma correcta.

Debido a que la secuenciacion fue de tipo pair-end 2x300 ciclos y la mayoria de las
bibliotecas de este trabajo tienen una longitud menor, la calidad de la secuenciacién decay6
considerablemente cuando se sobrepasaron los tamafios de las bibliotecas, por lo que se
hizo un ajuste del control de calidad previo a la alineacién de datos. Adicionalmente, los
protocolos de andlisis de secuenciacion de bisulfito indican que es necesario realizar este
ajuste del control de calidad, ya que con ello se eliminan nucleétidos de citosina
incorporados durante la preparacion de bibliotecas lo cual podria generar errores al
determinar el estado de metilacion. Lo anterior se soluciona mediante los algoritmos de

“Trim Galore”, al eliminar nucleétidos por reconocimiento del adaptador (153).

La profundidad representa el nUmero de veces que una base es leida por regién. La muestra
para la regién de MLHL1 se realizé en una corrida de secuenciacién diferente al resto, por lo
gue su profundidad calculada fue mayor a la de las otras muestras. En la figura 18, se
muestran los analisis de calidad antes y después de hacer los filtrados y ajustes de calidad,
en todos los casos el realizar el ajuste de calidad no se vio reflejado en una considerable
reduccion de la profundidad, lo que indica que la mayoria de las lecturas tuvieron una
calidad aceptable, con una profundidad superior a 1,000X, que es la profundidad sugerida
en andlisis de secuenciacion de bisulfito (154,155). En MLH1 se presenté la mayor
profundidad con alrededor de 15,000 lecturas, seguido por PALB2 y PTEN en MCF-7 y
CHEK2 en C1 quienes tuvieron una profundidad de alrededor de 10,000 lecturas. BRCA2
y CHEK2 (MCF-7), y PALB2 y PTEN (C1), presentaron una profundidad de alrededor de
7,000 lecturas. Las muestras con menores profundidades fueron BRCA1l en ambas
muestras y BRCA2 en C1. En todas las muestras se cortaron las lecturas que no cumplieron
con la calidad de Q30 y sdlo se procedié con lecturas de calidad aceptable (figuras 19 y
20).
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Figura 19. Filtrado de lecturas que no cumplieron con la calidad de Q30. En el eje vertical se
muestra la profundidad de la secuenciacion para cada region de los genes, en un rango de 0-15,000
lecturas. Las barras en color azul y rojo representan las muestras de la linea celular MCF-7, antes y
después del filtrado, respectivamente. Las barras en color verde y morado corresponden a las
profundidades obtenidas de las muestras de C1, en verde se indica el andlisis de calidad previo al
filtrado y en morado la profundidad después del filtrado. La linea roja punteada indica la profundidad
Optima sugerida por Masser (154) en andlisis de secuenciacion de bisulfito.
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Figura 20. Calidad de las lecturas obtenidas de secuenciacién masiva en paralelo. A-E.
Muestras de la linea celular MCF7. F-J. Muestras de sangre total periférica de C1. A y F. Calidad de
lecturas obtenidas de la regién promotora BRCAL. B y G. Calidad de lecturas obtenidas de la region
promotora BRCA2. C y H. Calidad de lecturas obtenidas de la regién promotora CHEK2. D e I.
Calidad de lecturas obtenidas de la regién promotora PALB2. E y J. Calidad de lecturas obtenidas
de la region promotora en PTEN. En el eje vertical se grafica el puntaje de calidad por posicion de la
base en la lectura (eje horizontal).
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8.8. Analisis de metilacion

Una vez corroborado que las lecturas cumplieron con la calidad de secuenciacion aceptable
se procedio a realizar el alineado con la herramienta de Bismark y Bowtie2. La eficiencia
fue baja principalmente para la region de CHEK2, lo cual se relaciona con los resultados
obtenidos en la electroforesis de alta resolucién, pues el presentar una alta inespecificidad
en la amplificacién se vio reducido en los alineamientos Unicos en el genoma de referencia.
El resto de las muestras presentaron un porcentaje de alineamientos Unicos de alrededor
del 40% (figura 21).
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Figura 21. Eficiencia de mapeo de secuenciaciéon directa de bisulfito mediante el alineador
Bismark. En el eje vertical se muestran los porcentajes del total de lecturas, en color sombreado
oscuro se representan las lecturas no alineadas o con alineamientos ambiguos y en verde las
lecturas alineadas al genoma de referencia en la region de interés para cada una de las muestras.
Visualizacién en chart-studio.

La region analizada en los cinco genes mostro resultados variables de metilacién. En el gen
BRCAL1 la regién gendmica se localiza en chrl7:41277080-41277266 (-), esta region sobre
la isla CpG mapea 9 sitios CpG los cuales presentaron en promedio en la muestra de MCF-
7 1.5% de metilacién, mientras que en C1 presentd Unicamente 0.7%. En BRCA2 la region
analizada abarca de las posiciones chr13:32889333-32889510 (+), en esta region se
abarcan 5 sitios CpG los cuales, en MCF-7 presentaron un promedio de 1.4%y en C1 3.9%.
La region analizada en CHEK2 se localiza en la posicion chr22:29137910-29138262 (-),
abarca 24 sitios CpG en los cuales se presentd un promedio de 8.4% en MCF-7 y 1.8% en
C1. En PALB2 la region seleccionada se localiza en la posicion gendmica chr16:23652747-
23652943 (-), dicha region abarca 13 sitios CpG, los cuales presentaron un promedio de
metilacion de 0.5% en MCF-7 y 0.4% en C1. La region seleccionada para analizar la isla
CpG en PTEN se ubica en la posicion genémica chr10:89619479-89619611 (+), dicha
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region abarca 8 sitios CpG, los cuales presentaron un promedio de metilacion de 60.7% en
MCF-7 y 95.6% en CL1. El control MLH1 que corresponde a las posiciones de nucledtidos
804 a 986 del ADN (N° de acceso de Gene bank: U83845), se analizd Unicamente en la
linea celular MCF-7, la region abarca 24 sitios CpG los cuales presentaron 8.8% de

metilacion (figura 22).
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Figura 22. Heat map 1. Representacion de porcentaje de metilacion en regiones promotoras
de genes conductores del cAncer de mama. El promotor de mayor nivel de metilacién dentro de
su regién promotora en la muestra de linea celular MCF-7 fue PTEN, asi como en C1, presentando
un porcentaje de metilacion mayor del 90%, mientras que la region analizada de PALB2 muestra el
menor porcentaje de metilacion (<0.5%). En el eje horizontal se presentan los genes analizados, en
el eje vertical estan los dos tipos de muestras, los colores indican el porcentaje de metilacion en las
regiones evaluadas, siendo directamente correlacionado la intensidad del color rojo con el nivel de
metilacion presente. En MLH1 no se evalu6 en muestra de C1 debido a que no entré dentro del panel
de muestras a secuenciar, se muestra en color gris.

Por ultimo, se realiz6 un analisis de metilacion diferencial de sitios CpG en cada una de las
regiones analizadas para identificar patrones de metilacién en los dos tipos de muestras.
Entre 5y 24 sitios CpG fueron analizados en cada regién de los genes en ADN gendmico
de la linea celular MCF-7 y de sangre periférica de C1. El nimero de sitios CpG se identificd
por el llamado de metilacion de todos los sitios CpG, posteriormente se obtuvieron
diferentes niveles. La region control de MLH1 presenté dos sitios diferencialmente
metilados, en BRCAL se identificé un sitio diferencialmente metilado, con variaciones entre
la linea celular MCF-7 y C1, siento la linea celular MCF-7 la muestra con un mayor nivel de
metilacién, en BRCA2 se detect6 un sitio diferencialmente metilado, mostrando un patron
de mayor metilacion en C1 que en MCF-7. CHEK2 presentd un mayor nivel de metilacion
en la muestra MCF-7 en 9 sitios CpG, mientras que en C1 el nivel fue menor en Unicamente
3 sitios CpG, entre ambas muestras so6lo un sitio CpG diferencialmente metilado fue
compartido. PTEN presento 11 sitios CpG diferencialmente metilados en MCF-7 y en C1, 6

sitios con bajo grado de metilacion. En PTEN se presentd un alto nivel de metilacion en 4
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sitios CpG compartidos entre ambas muestras de MCF-7 y C1, en C1 se reportaron los 8

sitios CpG con niveles de metilacidn altos, lo que se considera hipermetilacion (figura 23).
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Figura 23. Heat map 2. Andlisis de metilacion diferencial de sitios CpG en laregién promotora
de genes conductores del cancer de mama. A) Metilacion en region promotora del control MLH1.
B) Metilacion en region promotora del gen BRCAL. C) Metilacién en region promotora del gen
BRCAZ2. D). Metilacion en region promotora del gen CHEK2. E) Metilacién en regién promotora del
gen PALB2. F). Metilacidn en region promotora del gen PTEN. En el eje horizontal se muestran los
sitios CpG analizados en cada region, en el eje vertical izquierdo se indica el tipo de muestra y del
lado derecho el nivel de metilacién diferencial por sitio CpG, representado con los indicadores de
colores de menor a mayor intensidad proporcional al nivel mayor y menor de metilacion,
respectivamente.
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9. DISCUSION

En este trabajo se integrod la conversion por bisulfito de sodio con la secuenciacion masiva
directa de productos de PCR, en regiones promotoras de genes conductores del cancer de
mama. Tales regiones se caracterizan por posicionarse préximas al sitio de inicio de la
trascripcion (TSS) y/o cerca de los primeros exones, ademas, se ha reportado que mas del
60% de los genes humanos son regulados por islas CpG (156). Bajo este contexto, las
alteraciones en la regulacién epigenética pueden ser detonantes en el desarrollo de
enfermedades por medio de eventos epigenéticos conductores(157). Especificamente los
TSG pueden ser regulados por la metilacién del ADN en Islas CpG localizadas dentro de la
region promotora, por lo que los genes TSG de susceptibilidad al CM: BRCA1, BRCA2,
CHEK2, PALB2 y PTEN, estudiados en este trabajo, podrian ser regulados por dicho
mecanismo debido a su alta prediccién de secuencias ricas en CpG dentro de la region

promotora.

La técnica elegida para medir el estado metilacién del ADN en los cinco genes, fue la
conversion con bisulfito de sodio. Por medio de esta técnica denominada como estandar
de oro, se obtuvo una recuperacion 6ptima >75%, tal y como se ha reportado en
tratamientos con bisulfito de sodio mediante el uso de kits de conversion (158,159), esto
fue corroborado con dos métodos de cuantificacion (Quantus y Nanodrop). Sin embargo,
las amplificaciones por PCR presentaron productos inespecificos detectados mediante el
equipo de alta sensibilidad de Bioanalyzer, lo cual es comin en ADN convertido con bisulfito
de sodio, debido a que es un ADN rico en AT, lo que complica la especificidad de

amplificacién (160).

A pesar de ello, la mayor molaridad correspondi6 a los productos de interés en casi todas
las regiones analizadas, excepto para CHEK2, donde los productos inespecificos en
sumatoria tuvieron mayor proporcion que los amplicones de interés. Particularmente, esta
region de CHEK2 result6 dificil de tratar previo a la amplificacion (durante el disefio de
primers), debido a que es una region con gran numero de dinucleétidos CpG, lo que
complicé la seleccién de primers por evitar sitios CpG dentro del mismo y que el tamafio
del amplicén fuera menor a 400 pb. Por ello se probaron tres juegos de primers adicionales
(ver ANEXO 3), siendo el reportado el Unico que se logré amplificar. Si bien, con métodos
bioinformaticos es posible eliminar dichas inespecificidades, para futuros analisis utilizando
los primers aqui propuestos de la region en CHEK2, sugerimos que se haga una purificacion

del producto de PCR obtenido en gel de agarosa o bien, que se prueben otros disefios de
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primers, esto para que los resultados sean de mejor calidad y tengan una mayor
profundidad.

Frecuentemente los datos reportados por NGS han mostrado profundidades bajas en
analisis confiables sobre los niveles de metilacion del ADN, debido a su composicién
proveniente de una mezcla de diferentes tipos de células, y de estado funcional variable
(155), lo cual es congruente con nuestros resultados, en los que en las muestras de sangre
periférica de C1 se obtuvieron profundidades inferiores que en la muestra de la linea celular
MCF-7 (figura 19). Esto puede deberse a la heterogeneidad de leucocitos en sangre
(neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, monocitos, linfocitos T y B), lo que sugiere que existe un
estado funcional variable. En cambio, en una linea celular se tiene la ventaja de ser una
muestra homogénea en cuanto a morfologia y composicién celular (161), por ende, un

estado funcional con menor variabilidad.

Usando una profundad teérica minima de secuenciacion de 5000X y maxima de 15000X,
obtuvimos resultados con valores de profundidad desde 1500X a 15000X; una causa de
esta variacion se debe a que las muestras se secuenciaron en diferentes corridas de
secuenciaciéon, aunque también puede atribuirse a variaciones de cuantificacién durante el
proceso de preparacion de bibliotecas. A pesar de la heterogeneidad en los valores de
profundidad obtenidos, de acuerdo a lo sugerido por Masser (154) y Lee (155) nuestros
resultados presentaron valores por arriba de la profundidad minima de 1000X, que ellos

proponen para la evaluacién cuantitativa y precisa sobre los niveles de metilacién del ADN.

Con la profundidad presente en todas las muestras, se lograron coberturas de alineacién
muy altas en un intervalo de 400 a 5000 lecturas alineadas, a pesar de que
aproximadamente el 10% de los sitios CpG en el genoma son dificiles de alinear después
de la conversion con bisulfito (162). Por lo anterior, sugerimos que en futuros andlisis de
este tipo se use una profundidad de al menos 5000X, esto debido a las inespecificidades
comunes que se presentan y para tener una mayor certeza en los resultados obtenidos, ya
que una secuenciacion profunda dirigida (>5000X) puede ayudar con la supresion de

errores técnicos (163).

Por otro lado, diferentes andlisis epigenéticos se han realizado en modelos de estudio de
lineas celulares, para evaluar estados de metilaciébn en regiones promotoras (164,165).
Especificamente en la linea celular MCF-7, proveniente de adenocarcinoma de mama,

caracterizada por ser de baja invasion y sensible a las hormonas, se han realizado varios
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estudios sobre la metilacién en genes de susceptibilidad al CM, la mayoria de ellos en busca
de blancos terapéuticos (166—-170). Nuestros resultados en este modelo presentaron
mayores niveles de metilacion en los sitios CpG de las regiones promotoras en BRCAL,
CHEK2 y PALB2 en comparacién con C1, estos resultados se esperaban en todas las

regiones analizadas debido al origen tumoral de la linea celular.

El ambiente es un factor importante que modifica los patrones de metilacién. En estudios
de metilacion en lineas celulares, los patrones se han visto fuertemente afectados por la
presencia de antibitticos en los medios y por el nimero de pases de la linea celular (171),
generando inconsistencias como niveles altos de metilacion (hipermetilaciéon) en las
regiones analizadas (169,172). En virtud de que el ADN de la linea celular MCF-7 fue
tomado de un banco de ADN gendmicos previamente extraidos, no se controlaron
caracteristicas como el numero de pases del cultivo, por lo que ese factor pudo influir en
los niveles de metilacion obtenidos en esta muestra. Los valores de metilacion obtenidos
en las muestras de MCF-7 y C1 presentaron patrones variables, esto podria ser a causa de
gue la metilacion no ocurre de manera uniforme en todo el genoma, si no en un modelo

mosaico (173)

Si bien, los resultados obtenidos fueron variables en cada region analizada, con las dos
diferentes muestras de ADN gendmico, no es posible concluir sobre los estados de
metilacién en dichas regiones, debido a que se realizé en una sola muestra, pues el objetivo
de este trabajo fue implementar una nueva metodologia bajo la perspectiva de llevarlo a
cabo en muestras de pacientes mexicanas con sindrome hereditario de cancer de mamay
ovario, ademas, puede emplearse para el analisis de otros tipos de neoplasias. Con ello,
podemos indicar que la metodologia es apta para cuantificar de manera diferencial y
especifica los estados de metilacion en las regiones analizadas, no obstante, se propone
que, en proximos andlisis de estudios detallados de las regiones, se abarquen regiones

adicionales con otros primers.

A pesar de las limitantes que se presentaron en el andlisis de resultados, existen varios
estudios donde se han observado diferentes estados de metilacion sobre las regiones
promotoras de los genes aqui seleccionados. En BRCA1 se identificaron mayores
porcentajes de metilacion en el loci analizado de MCF-7 en comparacion con C1, con un
promedio <2% de metilacion. Lo reportado para esta region promotora ha sido un tanto
variable, en particular, se ha detectado evidencia de metilacibn monoalélica en BRCALl y

BRCA2 en leucocitos con frecuencias entre participantes libres de cancer de 21.5% y
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18.3%, respectivamente (174). Otros valores reportados varian entre 4,1% y 21%,
indicando una hipermetilacion parcial (mosaico) del gen BRCAL (175), sin embargo, estas
estimaciones son inusualmente altas. Otros estudios, han revelado metilacion
constitucional del promotor BRCA1 asociada especificamente con la patologia de CM de
inicio temprano, presentando niveles de metilacion del 10% al 5%, nuevamente apuntando

a un patron de metilacion heterogéneo (mosaico) (176).

Con respecto a lo reportado en la linea celular MCF-7 para la region promotora del gen
BRCAL, en la base de datos del “Human DNA Methylation and Cancer” (MethyCancer),
(177,178) se presentan dos sitios CpG con niveles de metilacion del 10% y un sitio con
30%, obtenidos de un fragmento de 613 pb con una cobertura de 30 sitios CpG, mediante
secuenciacion de clones individuales. En contraste con nuestros resultados, para esta
region el mayor porcentaje de metilacion presente en uno de los 9 sitios CpG analizados
fue de =5%, lo cual puede ser indicador de que la regidbn que estamos analizando es

suficiente para proporcionar datos de una regién de mayor tamafio.

Para BRCA2, el estado de metilacion de tejido normal (en leucocitos) se ha asociado con
el riesgo de cancer de mama u ovario (179). Nosotros obtuvimos que en BRCA2 se presenté
un nivel de metilacion mayor en la muestra de sangre periférica de C1 que en MCF-7, con
un porcentaje <5%. En estudios anteriores, se reportaron dos regiones dentro del promotor
de BRCA2 con metilacién variable, en las muestras que analizaron de tumor y sangre
periférica de pacientes con CM mediante 16 sondas de andlisis, presentando valores
oscilantes de entre 4.49% y 41.88% (180), esto podria indicar que nuestro método es
suficientemente sensible para la deteccion de patrones de metilacion comparados con

técnicas de mayor cobertura.

En la region analizada de CHEK2 obtuvimos mayores niveles de metilacion en la muestra
de MCF-7(>8%) comparada con C1 (<2%). En estudios anteriores se han reportado niveles
de metilacion variables en tres regiones dentro del promotor (180). Contrastando nuestros
resultados obtenidos de la linea celular, en MCF-7 no se detectaron alterados los patrones
de metilacion en un andlisis dos islas CpG dentro del promotor de CHEK2 (181), la

diferencia puede deberse a que no se analizé la misma regién que en este trabajo.

Los loci correspondientes con la region CHEK2, presentaron menor porcentaje de lecturas
alineadas, con una profundidad de alrededor de 30 lecturas alineadas por base, sin

embargo, fue suficiente para el llamado de metilacion de sitios CpG individuales, pues se
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han reportado cuantificaciones de este tipo de analisis con hasta 10 lecturas por sitio
(96,97). Esta regidon se tom6 de una longitud considerablemente grande de 352 pb
(recordando que el limite de tamafio es de 400 pb), lo cual fue favorable para el analisis de
metilacidn, pues las lecturas de secuencia mas largas se alinean con mayor precision y
aumentan la cobertura en el genoma (72). A pesar de ello, sugerimos que en futuros analisis
se realice un redisefio para esta regiobn de CHEK2, pues la eficiencia de hibridacién fue

considerablemente baja comparada con las otras regiones analizadas (ver figura 21).

En el caso de PALB2, tres estudios previos han investigado la metilacion de una isla CpG
ubicada dentro de la region promotora, cada uno dirigido a un sitio diferente dentro de la
isla (183-185), los cuales reportaron inconsistencia en sus resultados. La region analizada
en este trabajo de PALB2 no corresponde a ninguna de las anteriores, nuestros resultados
indicaron valores de metilacion de alrededor del 0.5%. Sin embargo, es necesario ampliar
nuestras “n” para concluir sobre el estado de metilacion de esta region. Respecto a la linea
celular MCF-7, Potapova y colaboradores no observaron metilacion de la regién promotora
de PALB2, lo cual corresponde con nuestros resultados, en los que obtuvimos porcentajes
bajos de metilacion. Lo anterior podria sugerir que la hipermetilacion puede ser un

mecanismo ausente en la linea celular MCF-7 (183).

Por otra parte, PTEN es un importante TSG, la hipermetilacion de la isla CpG en el promotor
es unaruta para su inactivacion, sin embargo, la literatura sobre la hipermetilacion de PTEN
en el cancer es controversial. Ademas, la investigacion del estado de metilacion de la isla
CpG es desafiante debido a la homologia de secuencia con el pseudogen PTENP1. Una
caracteristica muy peculiar es que PTEN comparte un promotor bidireccional con el gen

KLLN, al igual que una isla CpG muy grande asociada a dicho promotor (figura 23).

Region de homologia con el

KLLN___PTEN seudogen PTENP1

Figura 23. Regién promotora en PTEN. La caja verde indica la isla CpG, caja negra region
analizada en este trabajo, caja morada corresponde al promotor, caja café es PTEN y caja azul
KLLN.

Los resultados obtenidos en la region analizada para PTEN llamaron nuestra atencion,
debido a la hipermetilacién que se presento tanto en la linea celular como en C1, por la

ubicacion de la region analizada, es posible que presente mayor relacion con el gen KLLN
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que con PTEN, y excluya la posibilidad de que la region corresponda al pseudogen
PTENPL1. Se hareportado que la metilaciéon del promotor bidireccional compartido tiene un
impacto diferencial en la transcripcion de estos dos genes. Ambos genes estan regulados
transcripcionalmente por p53, y se ha sugerido que existen dos sitios de union distintos de
este gen, uno para KLLN y el otro para PTEN. El sitio de unién de p53 para la activaciéon
transcripcional de PTEN, se encuentra fuera de nuestra regiéon, mientras que el sitio de
unién p53 putativo para KLLN se encuentra dentro de la regién metilada identificada en este
estudio (186,187), por lo que sugerimos un redisefio de primers considerando las

caracteristicas anteriormente descritas, abarcado otras regiones dentro del promotor.

El gen TSG KLLN codifica para la proteina llamada killina y presenta una actividad
dependiente de TP53, la metilacion del promotor de este gen se ha asociado con
caracteristicas benignas en el Sindrome de Cowden (188), sin embargo, al compartir un
promotor bidireccional con PTEN presenta una expresion reducida, se sabe que los genes
con expresién reducida tienden a ser mas probablemente metilados (189), adicionalmente
como la funcién de este gen es inhibir la replicacion, esto podria explicar su posible
represion transcripcional por el mecanismo de hipermetilacién en la muestra analizada de
una persona sana (C1), sin embargo, no es posible concluir que la regién analizada en

PTEN/KLLN se encuentra hipermetilada, pues es necesario ampliar la “n” de estudio.

En CM se ha reportado la metilacion de la isla CpG ubicada particularmente en el promotor
PTEN y excluyendo a su pseudogen en 31.1% de casos de muestras tumorales de
carcinomas de mama, con pérdida de expresion en un 64.3% (190). Por lo que, seria
interesante realizar analisis de expresion de ARN mensajero sobre esta region de la isla
CpG del promotor en PTEN-KLLN, para conocer el efecto de la posible hipermetilacion

evidenciada en las dos muestras que se analizaron en este trabajo.

En cuanto a las regiones de los genes de predisposicion al cAncer de mama BRCA2y PTEN
estudiados en esta tesis, las investigaciones en la linea celular MCF-7 son reducidas, por
lo que no contamos con datos comparativos sobre los patrones de metilacion del ADN en

esta.

Finalmente, la regién analizada en MLH1 como control (191) fue la que present6 mejor
cobertura y exhibié dos sitios CpG hipermetilados, correspondientes a las regiones de

hibridacion de los primers. Biolégicamente la region promotora en MLH1 se ha reportado
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con niveles variables de metilacién en muestras de CM y otros sindromes como el sindrome
de Lynch (180).

Por lo anterior, podemos concluir que nuestros resultados comparados con reportes sobre
los analisis de metilacién para los promotores de los genes que se evaluaron son
correspondientes. Con ello, logramos obtener resultados que indican que nuestra
metodologia funciona y es idonea para el futuro andlisis de lotes de pacientes. En este
trabajo nos enfocamos a una enfermedad, el cAncer de mama, pero esta metodologia se

puede emplear en andlisis de otras enfermedades.
10. CONCLUSIONES

El principal enfoque de este trabajo fue la introduccién de una nueva metodologia sobre
regiones promotoras para el desarrollo de estrategias e identificacién de causas inductoras
a la progresion de enfermedades, como lo es el cancer de mama. Con las diferentes
optimizaciones realizadas, fue posible pulir las técnicas y establecer el flujo de andlisis
bioinformatico de los datos de secuenciacion, con ello se logré generar resultados
confiables sobre los niveles de metilacibn en regiones promotoras de cinco genes
conductores del cancer de mama (BRCAL, BRCA2, CHEK2, PALB2 y PTEN-KLLN).

Respecto a los objetivos planteados para este trabajo se puede concluir lo siguiente: con
los disefios de primers especificos de metilacion, fue posible la amplificacion de las regiones
esperadas, mencionando que para CHEK2 se sugiere redisefiar los primers o realizar una
limpieza post-secuenciacion extra en el analisis bioinformatico. Se logré una optimizacion
de la conversidn con bisulfito de sodio (porcentaje de recuperacién mayor al 60%), con ello,
fue posible mapear los estados de metilaciéon de la linea celular MCF-7 y de un individuo
sano (C1).

Los resultados obtenidos en la linea celular indicaron porcentajes de metilacion
coincidentes a lo reportado en la literatura, presentandose niveles mayores de metilacion
en BRCA1, CHEK2 y PALB2 en la muestra de MCF-7, en comparacion con la muestra de
sangre periférica de una persona sana (C1). Ademas, se logré obtener una sensibilidad
metodoldgica efectiva para detectar patrones de metilacion inferiores al 1% y superiores al
90%, por lo cual recomendamos este enfoque y métodos de andlisis en futuras

investigaciones.
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11. PERSPECTIVAS

Este trabajo servirh como base para realizar otras investigaciones sobre las alteraciones
epigenéticas en pacientes mexicanas con sindrome hereditario de cancer de mama y
ovario, no obstante, la metodologia es aplicable para cualquier otra neoplasia o enfermedad
que pueda estar regulada por este mecanismo. Por lo que, adicionalmente se implementara
la metodologia descrita para el estudio de metilacion del ADN de tumores sélidos

odontogénicos.
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13. ANEXOS

ANEXO 1. LINEA DEL TIEMPO DE TECNICAS PARA EL ANALISIS DE METILACION

4Se describe la restriccion con Bisulfito de sodio
2 Uso de enzimas de restriccion sensibles a metilacion

4 RP-HPCL
4 Se usa por primera vez Anti-5mC

ALigacion mediada por PCR

Aplicacion de secuenciacion de Maxim Gilbert a Metilacion del ADN
4 Ensayo de PCR Hpall

ASecuenciacion Maxim Gilbert de Bisulfito

4 MS-SNuPE

Sssi Ensayo de Metiltransferasa

COBRA
onformacion de andlisis especifico de metilacion

en ssDNA

AP-PCR
AIMS
TRRBS

1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

— =

B Ensayos de Microarreglos
B8 secuenciacion de Proxima Generacién

Figura A. Linea del tiempo de las técnicas para andalisis de metilacion del ADN (Modificada
de Harrison y Perle, 2011 (130)).

ANEXO 2. Disefio general de primers.

41273715 - 41281175 design primers | <] O | - +| reset | Window Size: 7460bp Step: 100 bp
41274000 1275000 1276000 #127 #1279000 2

NM_007299 Y
NM_007294 )
NR_027676 4
NM_007297 |
NM_007300 )
NM_007298 b |
CpG Island: MESEN  Exon: HEEEE  Intron: Tss: [* Target Sequence: Drag the blue area to select region Drag the pink area to shift region
- sl

[ RN o1 925.3

P13 [3E5T pisi SE PIIZ _ —l_oiiz BENCTRNN qfil a2z 8

186 pb

Figura B. Disefio general de cebadores especificos de metilacion. Ejemplo de disefio de
primers para BRCA1 dentro de la regidon promotora.
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ANEXO 3. Disefios de primers para CHEK2

. TAMANO
NOMBRE SECUENCIA Tm LARH:IG:E CpG DE
PRODUCTO
CHEK2_BSP_FWD_02 GTTTTTTTTTGGGAATTTTTGT 56.5 22
9 159
CHEK2_BSP_REV_02 CCCAACCAATCAACAACATTA 58.3 21
CHEK2_BSP_FWD_03 TTAGATTAATGTTGTTGATTGGTTG  57.3 25
5 115
CHEK2_BSP_REV_03 CCTCAATACCTCCTAAAAATTA 52.4 22
CHEK2_BSP_FWD_04 TTTTTTTTGGGAATTTTTGT 541 20
9 157
CHEKZ2_BSP_REV_04 CCCAACCAATCAACAACATTA 58.3 21
ANEXO 4. Purificacion por perlas Ampure XP.
(, Agencourt
AMPure XP Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
2.9 @ s o
pr W g 82043 83054 -
O "on & W & > Ces 39 o §
A w o oo
- i< Magnet = Magnet Magnet 4 4
| 2 3 4 5 6

Figura C. Proceso de purificacién de productos de PCR mediante perlas magnéticas.
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ANEXO 5. Resultados de Secuenciacion

Tabla 1. Resultados de analisis diferencial sitio especifico CpG dentro de la regidn
promotora en el gen MLHL1.

MLH1 MCE-7
Sitio CpG Metilado Cobertura  Porcentaje

1 5090 5092 99.96
2 22 5082 0.43
3 36 5075 0.71
4 20 5073 0.39
5 67 5093 1.32
6 12 5087 0.24
7 17 5080 0.33
8 33 5097 0.65
9 44 5069 0.87
10 49 5058 0.97
11 18 5066 0.36
12 25 5052 0.49
13 40 5050 0.79
14 21 5044 0.42
15 26 5049 0.51
16 42 5074 0.83
17 26 5048 0.51
18 26 5048 0.52
19 21 5058 0.42
20 34 5038 0.67
21 22 5029 0.44
22 14 5042 0.28
23 14 4778 0.29
24 4877 4878 99.98

Tabla 2. Resultados de andlisis diferencial sitio especifico CpG dentro de la regién
promotora en el gen BRCAL.

BRCA1

Sitio CpG | Metilado

Cobertura Porcentaje

OCoOo~NOoOOkwWN-=

5
11
83
3

—

N WO oo

MCE-7 C1
Cobertura Porcentaje. Metilado
1559 0.32 6 1256
1555 0.71 2 1253
1539 5.39 32 1238
1521 0.85 4 1220
1523 0.53 4 1228
1511 0.53 5 1221
1481 0.41 6 1204
1411 0.2 1 1188
1465 0.82 5 1178

0.48
0.16
2.58
0.33
0.33
0.41
0.5
0.08
0.42
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Tabla 3. Resultados de analisis diferencial sitio especifico CpG dentro de la region
promotora en el gen BRCAZ2.

BRCA?2 MCF-7 C1
Sitio CpG | Metilado Cobertura Porcentaje| Metilado Cobertura Porcentaje
1 81 2140 3.79 74 489 15.13
2 13 2121 061 | 12 481 2.49
3 .18 2225 081 | 2 512 0.39
4 \ 11 2105 052 | 4 479 0.84
5 | 6 2097 029 | 0 477 0

Tabla 4. Resultados de andlisis diferencial sitio especifico CpG dentro de laregion
promotora en el gen CHEK2.

CHEK?2 MCF-7 C1
Sitio CpG | Metilado Cobertura Porcentajel Metilado Cobertura Porcentaje
1 1 39 2.56 0 43 0
2 0 38 0 0 43 0
3 | 0 40 0 0 43 0
4 0 39 0 0 43 0
5 2 40 5 0 43 0
6 2 40 5 0 42 0
7 0 39 0 0 41 0
8 2 39 513 0 41 0
9 0 39 0 0 41 0
10 1 40 25 0 41 0
11 1 34 2.94 0 37 0
12 0 34 0 0 37 0
13 0 34 0 0 35 0
14 0 32 0 0 31 0
15 1 33 3.03 0 30 0
16 | 1 29 3.45 1 31 3.23
17 | 0 27 0 0 30 0
18 | 0 5 0 0 9 0
19 | o0 20 0 0 30 0
20 | 1 16 6.25 0 26 0
21 | 0 9 0 1 13 7.69
2 | 0 39 0 0 39 0
23 | 0 33 0 1 32 3.12
24 | 0 27 0 0 27 0
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Tabla 5. Resultados de analisis diferencial sitio especifico CpG dentro de la region
promotora en el gen PALB2.

PALB?2 MCF-7 C1

Sitio CpG | Metilado Cobertura Porcentajel Metilado Cobertura Porcentaje
1 22 4505 0.49 7 2011 0.35
2 28 4485 062 | 7 1994 0.35
3 24 4481 054 | 10 1991 05
4 24 4480 054 | 3 1986 0.15
5 \ 5 4473 011 | 3 1981 0.15
6 22 4478 049 | 4 1979 0.2
7 .25 4467 056 | 8 1974 0.91
8 \ 2 2548 0.08 | 2 1138 0.18
9 | 13 2474 053 | 2 1104 0.18
10 | 8 2458 033 | 4 1098 0.36
1 | 17 2452 069 | 2 1100 0.18
12 | 15 2443 061 | 3 1095 0.27
13 | 16 2372 067 | 2 1076 0.19

Tabla 6. Resultados de analisis diferencial sitio especifico CpG dentro de la regién

promotora en el gen PTEN.

PTEN

Sitio CpG | Metilado Cobertura Porcentaje Metilado Cobertura Porcentaje

1
2
3
4
5
6
-
8

3824
3878
3853
3629
1667
1765
249
243

MCF-7 C1
3935 97.18 2298 2335
3953 98.1 2289 2338
3931 98.02 2347 2377
3914 92.72 2274 2323
3913 42.6 2243 2325
3878 45.51 2251 2306
3515 6.98 2064 2202
3466 7.01 2009 2158

98.42
97.9
98.74
97.89
96.47
97.61
93.73
93.1
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