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RESUMEN

Actualmente se entiende que los cambios epigenéticos son el resultado de multiples
mecanismos que interactuan para establecer colectivamente estados alternos de la
estructura de la cromatina. Uno de los cambios mas caracteristicos es la hipermetilacion
de Islas CpG relacionada con el silenciamiento transcripcional; por otra parte, la
hipometilacion del ADN contribuye al desarrollo del cancer generando inestabilidad
cromosdmica, reactivacion de transposones y pérdida de la impronta gendmica
favoreciendo asi la recombinacion mitética, llevando a deleciones y traslocaciones o
promoviendo reordenamientos cromosomicos.

Estudios recientes, han demostrado que los cambios epigenéticos pueden jugar un
papel en el desarrollo del cancer cervical: la evidencia sugiere que la metilacion
aberrante del ADN esta involucrada en etapas precancerosas que pueden progresar
rapidamente y generar displasias. Los cambios epigenéticos en las células neoplasicas
no soélo proporcionan blancos para la terapia con farmacos, también ofrecen
posibilidades unicas para diagndéstico del cancer en etapas tempranas, pronéstico de la
enfermedad, respuesta al tratamiento y progresion de la enfermedad, mas aun cuando
la tasa de supervivencia no ha mejorado con el tratamiento actual.

Bajo esta evidente necesidad, en este estudio utilizando microarreglos de ADN se
comparé la metilacion de un grupo de muestras tumorales de pacientes con cancer
cervical localmente avanzado contra muestras de epitelio de cérvix libres de displasia.

Se realizaron dos analisis de los datos; el primero de ellos arrojé 397 genes cuyos
promotores estan hipermetilados en el 80% y 37 en el 100% de las muestras tumorales
pertenecientes a un subgrupo con mal pronéstico. En el segundo andlisis de los datos
de metilacién, primero se comparé el perfil de metilacion de las muestras del grupo
tumoral contra las del grupo normal, encontrandose 5930 genes cuyas regiones
promotoras se encuentras diferencialmente metiladas (p< 0.005). Entre Ila
hipermetilacion de promotores de genes previamente reportados que participan en la
carcinogénesis cervical encontramos a TIMP3, RASSF2, RASSF7 WNT9A PAX8 Y

TERT. También se analiz6 el perfil de metilacién de las muestras tumorales con distinta
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respuesta al tratamiento donde se observd una ganancia en la metilacion en el grupo de
peor pronostico al presentar 273 regiones promotoras hipermetiladas y 23
hipometiladas significativamente (p<0.005) no estando previamente reportados en la
literatura.

De manera general, los analisis permitieron reconocer la desregulacion en la
metilacion, encontrando una hipometilacién global y la hipermetilacién local del genoma
de células neoplasicas mostrandose una mayor hipermetilacion en las muestras con
peor pronostico.

Finalmente, se logro validar los resultados obtenidos por los microarreglos con una
segunda metodologia (MSP) existiendo una concordancia en la metilacion dando

confiabilidad a nuestros resultados.



ABSTRACT

Epigenetic changes are the result of several mechanisms that interact to establish
alternate states of the chromatin structures. One of the most representative changes is
the hypermethylation of CpG Island, associated with the inactivation of gene expression.
On the other hand, DNA hypomethylation contributes to cancer growth, causing
chromosomal instability, reactivation of transposable DNA and losing of the imprinting,
which leads to mitotic recombination and to deletions and translocations, or to

chromosomal rearrangement.

Recent studies have shown that epigenetic changes may have an important role
in the development of cervical cancer. Evidence suggests that aberrant DNA methylation
is directly involved in pre-cancerous stages that can rapidly progress, causing dysplasia.
Epigenetic changes in neoplasic cells provide not only therapy targets, but also offer
unique possibilities for early stage cancer diagnose, for response to the treatment and
for disease prognosis and progression, even though the survival rate has not improved

with current treatments.

In our paper, by using methlylation microarrays, the methylation profile of a group
of tumoral samples was compared with dysplasia-free cervix epithelium samples. This
comparation allowed us to identify the methylation deregulation, resulting in both a
global hypomethylation and a local hypermethylation of the neoplasic cells genome. Our
data shown genes previously reported by the scientific literature, whose promoters are
hypermethylated, such as genes TIMP3, RASSF2, RASSF7, WNT9A, PAX8 and TERT,

all of which are involved in carcinogenic processes.

By comparing the methylation profile of tumoral samples that shown a different
response to the conventional treatment, we observed a gain in the local
hypermethylation in the cluster with poor prognosis, where we can find genes that so far

have not been reported in the scientific literature.
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INTRODUCCION

1. CANCER CERVICAL
1.1 Incidencia y mortalidad
El cancer cervical (CC) o cancer cérvico uterino es el tercer tipo de cancer mas comun
en mujeres de todo el mundo tan solo antecedido por el cancer de mama y el cancer de
colon'. Para el afio 2012 se reportaron 528 000 nuevos casos (Figura 1), de los cuales,
la mayoria ocurrié en paises en vias de desarrollo, donde la alta tasa de incidencia y
mortalidad (alrededor del 85%) hace que esta enfermedad sea considerada un

problema de salud publica.?

0 20 40 60 80
Tasa de incidencia mundial de cancer cervical por 100 000 mujeres de todas las edades, normalizadas segun la
edad con respecto a la poblacion estandar de la OMS en 2012

Figura 1. Estimacion de la incidencia mundial del cancer cervical en el afo 2012.
Globocan 2012, International agency for research on cancer.?
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INTRODUCCION

Para el afo 2012 se obtuvo un estimado de 266.000 muertes por cancer cervical en
todo el mundo (Figura 2), representando el 7.5% de todas las muertes por cancer en
mujeres. Casi nueve de cada diez (87%) muertes se produjeron en las regiones menos

desarrolladas.?

0 10 20 30 40 50

Tasa de incidencia mundial de cancer cervical por 100 000 mujeres de todas las edades, normalizadas segun la
edad con respecto a la poblacion estandar de la OMS en 2012

Figura 2. Estimacion de mortalidad mundial del cancer cervical en el afno 2012.

Globocan 2012, agencia internacional para la investigacion sobre el cancer.?

En México, esta neoplasia ocupa el segundo lugar tanto de incidencia como mortalidad
en mujeres registrandose para este mismo afio 13960 y 4769 casos respectivamente®
(Figura 3).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de cancer en mujeres mexicanas. Incidencia
estandarizada por edad estimada. En barras azules la tasa de incidencia de cancer en mujeres
mexicanas, en barras rojas la tasa de mortalidad en mujeres mexicanas.’

1.2 Morfologia del Utero y cérvix

El CC se origina en el area que corresponde al cuello uterino y cérvix. El cuello uterino
es el segmento inferior estrecho del utero. Esta localizado en la parte superior de la
vagina y mide aproximadamente 3cm de largo y 2.5cm de diametro. La parte del cuello
uterino mas cercana al cuerpo del utero se llama endocérvix. La parte proxima a la
vagina, es el ectocérvix. Los dos tipos principales de células que cubren el cuello del
utero son las células escamosas en el ectocérvix y las células glandulares en el
endocérvix (Figura 4). El punto en el que estos dos tipos de células se encuentran se

denomina zona de transformacion.
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Figura 4. Organos sexuales internos femeninos. Vista frontal de érganos sexuales internos
femeninos, tomada y modificada de Alameda F. et al.*

La mayoria de los tumores cervicales se originan en la zona de transformacién. El 90%
de ellos surgen en el epitelio escamoso metaplasico de la zona de transformacién; el

otro 10% son adenocarcinomas derivados del epitelio de endocérvix.*

1.3 Deteccion y diagnéstico

Los métodos principales para el diagndstico de esta neoplasia son estudios citolégicos
como el Papanicolaou o histopatolégicos mediante biopsias dirigidas como colposcopia.
El Papanicolaou es una prueba de deteccion que consiste en evaluar cambios
citolégicos en las células de la zona de transformacion. Si la prueba de Papanicolaou
muestra células anormales, se recomienda realizar una colposcopia® (Figura 5).

La colposcopia es un procedimiento que permite al médico, a través del colposcopio,
observar a detalle regiones anormales del cuello uterino a través de la vagina (Figura
5). Recientemente se han introducido los métodos moleculares para detectar VPH en

muestras clinicas.®
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Cérvix

Vagina

perinucleares

Binucleacion

Figura 5. Métodos de deteccion de infeccion por VPH. A la izquierda se observa el diagrama
que representa la toma de muestra de epitelio cervical para la prueba de Papanicolaou; a la
derecha se muestra la imagen de un frotis con infeccion por el VPH. Se destaca la presencia de
halos perinucleares y la binucleacién. Tomada y modificada.® ®

Contrario a lo que sucede en Estados Unidos y Europa, donde hasta el 75% de las
ocasiones se diagnostica el cancer cérvico uterino en estadios clinicos tempranos, en
México, las etapas localmente avanzadas (lIB - IVa) (Ib2 - [la2 — IVa) son las que tienen

mayor prevalencia al igual que en otros paises en vias de desarrollo.” 8

1.4 Clasificacion

La estatificacion mas aceptada se basa en resultados de examenes clinicos,
histopatoldgicos y pruebas citoldgicas, utilizando la ultima modificacién de la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) del afio 2009. °

En este sistema, las etapas se expresan con numeros romanos del 0 al IV. Mientras
mas pequeno es el numero, menor es la propagacion del cancer y un numero mas alto,
representa los estados mas avanzados. Todas las etapas, excepto la etapa 0, se
subdividen en grupos que se identifican con letras y nimeros como a continuacion se
describen® (Tabla 1):
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Tabla 1. Estadificacion FIGO para el carcinoma cervica

|11

Estadiol | Carcinoma limitado al cérvix

1A Carcinoma infiltrante diagnosticado con el microscopio.

A1 Infiltracion del estroma < 3mm en profundidad; extension en superficie
<7mm.

IA2 Infiltracion del estroma >3mm pero <6mm en profundidad con extensién en
superficie < 7mm.

B Lesion visible clinicamente limitada al cérvix o carcinoma microscoépico de
mayor dimension que lo indicado en el estadio 1A2.

IB1 Lesion visible clinicamente < 4cm en su diametro maximo.

IB2 Lesion visible clinicamente > 4cm en su diametro maximo.

Estadio Il | El tumor se extiende mas alla del utero sin afectar la pared pélvica o al
tercio inferior de la vagina.

A No hay invasidn de los parametrios.

A1 Lesion visible clinicamente <4 cm en su diametro maximo.

[1A2 Lesion visible clinicamente > 4cm en su diametro maximo.

1B Hay invasion de los parametrios.

Estadio Ill | EI tumor se extiende a la pared pélvica, afecta al tercio inferior de la
vagina, causa hidronefrosis o anulacion de la funcion renal.

A El tumor afecta al tercio inferior de la vagina sin extension al a pared
pélvica.

B El tumor se extiende a la pared pélvica, causa hidronefrosis o anulacién de
la funcion renal.

Estadio IV | El tumor se extiende fuera de la pelvis comprobado por biopsia de la
mucosa vesical o rectal.

IVA El tumor infiltra la mucosa de la vejiga o del recto o se extiende mas alla de
la pelvis.

VB Metastasis a distancia.
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1.5 Tratamiento
La deteccién temprana y el tratamiento oportuno de lesiones precancerosas pueden

prevenir la progresion a cancer.

Para pacientes en Estadio Clinico (EC) IA1 los tratamientos varian desde la conizacion
cervical hasta la histerectomia tipo I. Como resultado se obtiene un restablecimiento del

99 al 100% de las pacientes.’

En EC IA2 a IB se realiza histerectomia radical tipo Ill donde el porcentaje de curacion
llega a ser de 85% a 90%. Las recurrencias en estas pacientes es del 10% a 25%, las
cuales se presentan hasta en el 64% en los primeros 2 afios en lugares como pelvis

(60%), en la pelvis y a distancia (20%) y solamente a distancia (20%).""

Entre las pacientes tratadas, la supervivencia a los 5 afos es del 90-95% para los
tumores en estadio I, del 50-70% para los tumores en estadio Il, del 30% para los

tumores en estadio Ill y de menos del 20% para los tumores en estadio IV.

El tratamiento con radioterapia en etapas tempranas tiene el mismo porcentaje de
curacion que la cirugia, pero con mayor morbilidad. Las dosis empleadas son de 75-
85Grays (Gy), solo con braquiterapia o combinacion de radioterapia externa mas
braquiterapia, donde la pérdida de la funcion ovarica es el efecto secundario mas

importante en pacientes premenopausicas.'?
El tratamiento establecido para las etapas localmente avanzadas (Ib2 - lla2 - IVa) (lIB -

IVa) es la quimio-radioterapia concomitante, siendo el cisplatino el agente radio

sensibilizador mas utilizado."
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EL PAPEL DELVIRUS DEL PAPILOMA HUMANO EN EL CANCER CERVICAL
Entre 1974 y 1976, se postuld y analizé por primera vez el posible papel del Virus del
Papiloma Humano (VPH) en el desarrollo del cancer cérvico uterino™ cuando Meisels y
Fortin describieron en sus publicaciones la aparicién de coilocitos en frotis de exudados
cervicales indicando la presencia de una infeccién por virus de papiloma.'*

Es a principios de los afos 80°s cuando la relacién entre el CC y VPH fue
demostrada por el doctor Harald zur Hausen'®, quien realizd experimentos de
hibridacion observando que las verrugas genitales y tejidos de cancer cervical
contenian material genético del virus del papiloma humano."’ '8
Actualmente datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que del 100%
de los casos reportados de cancer de cervical, el 99.8% de ellos se ha asociado al VPH

determinandolo como agente etioldgico de esta enfermedad.®

2.1 Caracteristicas generales del VPH
El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae distribuido ampliamente en la naturaleza
y que ha mostrado un tropismo por epitelio escamoso.?

Alrededor de 200 tipos de VPH han sido identificados, de los cuales 40 infectan
el tracto genital®' y de acuerdo a su potencial para inducir una transformacién maligna
se clasifican en tipos de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58, 59, 68, 73
y 82) y los de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81).2
El VPH se encuentra estructurado por una capside de 72 capsémeros con un diametro
aproximado de 55nm que en su interior contiene al genoma viral conformado de 8000pb
de ADN de doble cadena.

El material genético de este virus se divide en tres regiones para su estudio: la
region larga de control (LCR), la region que corresponde a las proteinas tempranas (E1

a E8) y la regidén que corresponde a las proteinas tardias (L1 y L2) (Figura 6).
2.1.1 Regioén larga de Control

Presenta un tamafo de 500-1000pb cuya funcidn principal es el origen de la replicacion

y la regulacién de la expresién génica del VPH.
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2.1.2 Proteinas estructurales
También llamadas proteinas tardias. L1 y L2 son proteinas estructurales de los
capsomeros. L1 representa el 80% de la particula viral y es una proteina de 57kD

mientras que L2 conforma el 20% con un tamano de 43 a 53kD.
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Figura 6. Organizaciéon del genoma del VPH. LRC regién larga de control. E1-
E8 proteinas tempranas L1 y L2 proteinas tardias. En rojo, seccion del genoma
que codifica para las oncoproteinas E6 y E7. Tomada de Lépez A. et. al®

2.1.3 Proteinas funcionales
E1. Esta codificada en el gen mas grande con casi 2kb de secuencia. Es una helicasa

hexamérica dependiente de ATP que participa en la replicacion del ADN viral.
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E2. El gen que la codifica posee un tamafo aproximado de 1100pb y su producto es
una proteina nuclear de 45KDa. El extremo amino terminal de esta proteina es el
responsable de regular la transcripcion y la replicacidn del ADN viral. E2 también tienen
una funcion anti proliferativa, pues puede reprimir el crecimiento e inducir apoptosis,
mediante la represion de la transcripcion de E6 y E7, asi como el consecuente aumento
de p53.

E4. La secuencia codificante de E4, aproximadamente de 260pb, esta contenida dentro
del marco de lectura de E2. La proteina E4, de 10 a 44kDa contribuye al egreso del
virus de las capas superiores del epitelio mediante el rompimiento de los complejos de

citoqueratina.?

ES5. Proteina de 90 aminoacidos que tiene un peso de 14kDa. Es hidrofobica y se
encuentra principalmente en membrana del reticulo endoplasmico y Golgi aunque
también en membrana citoplasmatica. Se ha demostrado que previene la apoptosis
después del dafo al ADN. Su funcién principal es el formar complejos que
sobrerregulan la actividad de receptores de factores de crecimiento como el EGFR y el
PDGFR.*

2.1.4 Oncoproteinas

La transformacion maligna de la célula, debida a VPH de alto riesgo, se deriva de la
funcién de las proteinas funcionales E6 y E7 también conocidas como oncoproteinas.
Estos dos factores actian cooperativamente y su expresion es necesaria para el
mantenimiento del fenotipo transformado. En ultimos estudios E5 se le ha propuesto
como oncoproteina por contribuir a la actividad de E6 y E7 mediante la modulacion del
transito de proteinas de sefalizacién a través del reticulo endoplasmico. La expresion
en E5 aumenté la sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)
y la activacion de la via MAPK, lo que aumenta las actividades de E6 y E7?° (Figura 7).
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Figura 7. Actividad cooperativa de las oncoproteinas en la carcinogénesis cervical.
Procesos celulares en los que las oncoproteinas participan cooperativamente para favorecer el
desarrollo del fenotipo tumoral. Tomada y modificada de Cary A. et al*®.

E7. Es una proteina nuclear de 13kDa que se une a miembros de la familia RB (p105,
p107, p130) a través de un motivo conservado presente en su extremo carbonilo
terminal. La familia Rb controla la transicion de la fase G1—S del ciclo celular a través
de la regulacion del la actividad de factores de transcripcion de la familia E2F. Los sitios
de unién E2F se encuentran en promotores de algunos genes que estan involucrados
en la regulacién de la progresion del ciclo celular, diferenciacion, mitosis y apoptosis.
Su union con la proteina E7 de VPH de alto riesgo interrumpe la formacién del complejo
RB-E2F lo que resulta en la expresion constitutiva de genes sensibles a E2F tales
como ciclina A y ciclina E promoviendo un inicio prematuro de la fase S y sintesis de
ADN.?* La proteina E7 no solo forma complejos con miembros de la familia RB, también
los dirige a su degradacién proteosomal dependiente de ubiquitina.’® % Ademas, la
proteina E7 de VPH de alto y bajo riesgo puede unirse indirectamente a la ciclina E y al
complejo ciclina A-CDK2 a través de RB, p107 y p130, asi como directamente a la
CDK2 permitiendo la actividad sostenida de CDK2, un importante regulador de la
entrada y progresion de la fase G1 a S. E7 también se asocia a otras proteinas como
desacetilasas de histonas, AP1 e inhibidores de los complejos CDK, como p21 y p27
(Figura 8).
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Figura 8. Participacion de la oncoproteina E7 en la transformacion celular. La
oncoproteina E7 del VPH afecta numerosos procesos celulares a través de la interaccién con
multiples proteinas. Tomada y modificada de Cary A.et al®.

E6. Proteina de casi 150 aminoacidos con un peso molecular de 18kDa
aproximadamente. Interactta con p53 bloqueando su actividad seguida de la
degradacion por la via de la ubiquitina de este supresor de tumores.?” Se ha observado
que E6 también puede retener a p53 en el citoplasma impidiendo asi su translocacion al
nucleo inhibiendo su funciéon independientemente. El principal resultado de esta
actividad es una resistencia a la apoptosis. Adicionalmente la sobre activacion de la
telomerasa y la inhibicion de la degradacion de las cinasas de la familia SRC por esta

oncoproteina parece cumplir funciones en la estimulacion del crecimiento'® (Figura 9).
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Figura 9. Participacion de la oncoproteina E6 en la transformacion celular. La

oncoproteina E6 del VPH afecta numerosos procesos celulares a través de la interaccion con
multiples proteinas. Tomada y modificada de Cary A. et al.?

2.2 Ciclo viral e infecciones persistentes

La infeccion por VPH requiere la disponibilidad de células epiteliales de la epidermis o
de la mucosa que son todavia capaces de proliferacion (células de la capa basal).16 Las
particulas infecciosas entran a las células basales a través de una abertura en el
epitelio estratificado, ya sea por una lesion o trauma en el epitelio. La internalizacion del
virus a la célula se lleva a cabo por endocitosis de vesiculas cubiertas de clatrina.?®
Después de la infeccion, se establecen los genomas de VPH como elementos

extracromosomicos o episomas. El genoma del VPH no codifica para polimerasas u
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otras enzimas necesarias para la replicacion viral siendo indispensable utilizar las
proteinas de replicacion de la célula hospedera para realizar la sintesis del ADN viral.?®
La infeccidn inicial es seguida de una fase de proliferacién para incrementar el numero
de células basales que contienen el genoma viral. Para la insercion del material
genético del VPH al genoma del hospedero, se debe linealizar (por ser circular) siendo
el corte mas comun en la regién E1 o E2, posteriormente la integracion ocurre cerca de
los sitios fragiles comunes y regiones de inestabilidad genémica del hospedero. En la
fase productiva del ciclo de vida del VPH, la expresion de E6 y E7, bajo el control del
promotor temprano en la LCR, evita que las células de la capa basal interrumpan el
ciclo celular una vez que estas migran al estrato suprabasal del epitelio promoviendo
asi la proliferacion de las células suprabasales indiferenciadas, ademas de la evasion
de la apoptosis. Esto conduce a la acumulacion de dafnos en el ADN y las mutaciones,

que pueden resultar en la transformacion y desarrollo de carcinomas.® *° (Figura 10).

Carvix Normal Lesion Infraspitelial Escamosa Cancer invasivo
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Neoplasia Inraspiteliad Cervical
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€D Mucleo con DA viral episemal Episoma

& Micleo con DHA viral integrado

Integradao
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Figura 10. Ciclo viral del VPH. Progresion del cancer cervical mediado por el VPH. Tomada y
modificada de Ciaran B. Et. Al.*°
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La incapacidad del sistema inmune para eliminar infecciones persistentes del VPH
pueden conducir al desarrollo de cancer cervical después de que varias décadas. En
lesiones precancerosas, el genoma del VPH persiste en un estado episomal mientras
que, en muchas lesiones de alto grado, los genomas se encuentran integrados en el
cromosoma del huésped. Se ha identificado que la infeccion con cualquiera de los 15

tipos de VPH de alto riesgo, es necesaria mas no suficiente para el desarrollo del cc.?

CANCER

El cancer se ha definido como un grupo de enfermedades caracterizadas por
alteraciones genéticas tales como mutaciones, anormalidades cromosémicas,
reactivacion de protooncogenes etc. promueven el desarrollo de células tumorales.*
Durante la tumorigénesis las células cancerosas adquieren, a través de una de
multiples pasos, un nuevo conjunto de propiedades que les permite superar la
homeostasis fisiologica. Estas propiedades promueven una proliferacion ilimitada
celular, la autosuficiencia en sefiales de crecimiento, resistencia a las senales
antiproliferativas, resistencia a senales apoptoticas y evasion del sistema inmune entre

otros*® (Figura 11).
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Figura11. Caracteristicas distintivas de las células neoplasicas. Tomada y modificada
de Hanahan D y Weinberg, 2011.%
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La definicion de cancer se ha visto modificada ya que cada vez es mas evidente la
existencia de modificaciones epigenéticas que, en diferentes estudios, han demostrado

su importancia durante el desarrollo y progresién de la enfermedad.®* 3% 3637

3.1 Alteraciones epigenéticas en el desarrollo de cancer

El primero en introducir el término epigenética fue Conrad H. Waddington en 1939 para
nombrar a las interacciones entre los genes y sus productos que repercuten en el
fenotipo®; posteriormente la epigenética fue definida como cambios heredables en la
expresion de genes que no se deben a una alteracion en la secuencia del ADN 38
Mediante las modificaciones epigenéticas, las células pueden comprometerse a un
linaje o funcién en particular definiendo asi la expresion de genes tejido especificos
necesarios en procesos bioldgicos como el desarrollo embrionario e impronta genémica,
favoreciendo el mantenimiento de la estabilidad cromosdmica e integridad del genoma
al proporcionar la anulacidén de los elementos de transposicion adquiridos a lo largo de
la evolucion.®

Entre los mecanismos epigenéticos mas estudiados esta la metilacion del ADN, las
modificaciones postraduccionales en las histonas que conforman el nucleosoma, y la
formacion de complejos de cromatina en el nucleo. Estos procesos no son aislados y
ocurren simultaneamente en los distintos niveles de compartamentalizacion del material

genético.

3.1.1 Metilacion del ADN

El mecanismo epigenético mejor descrito es la metilacion del ADN. La metilacién tiene
un papel critico en el control de la actividad de genes tejido especifico y la arquitectura
del ntcleo de la célula.*® Consiste en la unién covalente de un grupo metilo que en
humanos, ocurre en la posicién 5 del anillo de citosinas que preceden a guaninas en

una misma cadena; estos reciben el nombre de nucleétidos CpG.*’
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3.1.2 ADN Metiltransferasas

La transferencia del grupo metilo de la S-adenosil metionina a la citosina para formar la
5metil citosina (5mC) es catalizada por enzimas conocidas como ADN metiltransferasas
(DNMTs) (Figura 12). Tres DNMTs se han caracterizado en eucariontes superiores:
DNMT1 reconoce ADN hemimetilado generado durante la replicacién para después
metilar los dinucledtidos CpG cuyos homdlogos en la cadena molde ya estan
metilados.** “° DNMT3A y DNMT3B funcionan principalmente como metiltransferasa de
novo y estan altamente expresadas para establecer la metilacion de ADN durante la

embriogénesis y minimamente expresadas en tejido adulto.*?
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Figura 72. Participacion de las ADN metiltrnasderasas (DNMTs) en la metilaciéon
del ADN. Estas enzimas catalizan la transferencia de un grupo CH; de la S-adenosil-
metionina a la posicién 5 de la citosina.

La metilacion del ADN proporciona un mecanismo de senalizacion para varias proteinas
que reconocen este sitio de metilacion e interactian con la cromatina. Ejemplos de
estas son las MBD1, MBD2, MBD3 y MeCP2 que a su vez funcionan como proteinas
reclutadoras de enzimas modificadoras de histonas, para coordinar los procesos de
reordenamiento de la cromatina. La metilacién se observa principalmente en regiones

centroméricas, teléomeros, cromosoma X inactivo y secuencias repetidas.**
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3.1.3 Islas CpG

Usualmente los nucletdtidos CpG se concentran en regiones denominada islas CpG.
Estas se distribuyen de una manera no aleatoria en todo el genoma humano vy, a
menudo, abarcan la regién promotora y el primer exén de los genes. Las islas CpG se
caracterizan por tener una longitud de 0.2 a 4kb, con un contenido de CG mayor al 50%
y una relacion mayor a 0.6 del numero observado de dinucledtidos CG entre el numero
esperado en base al nimero de guaninas y citosinas en el segmento.** La relacion de
CpG observado con respecto al esperado se calcula de acuerdo con la siguiente

féormula:

Observado/Esperado = [(# CpG)( Long. de secuencia)]|/[(#C)(#G)]

El analisis computacional de la secuencia del genoma humano predice cerca de 29,000

islas CpG*® 4/

y se ha demostrado que la gran mayoria no esta metiladas en todos los
estados del desarrollo ni en todos los tipos de tejidos. Aproximadamente 60 al 90% de
todas las secuencias CpG dispersas en el genoma estan metiladas, mientras que las
correspondientes a las islas CpG localizadas en la mayoria de los genes de

mantenimiento celular no lo estan.*®

3.2 Metilacion del ADN en células normales

En células normales el 50-70% de todos los sitios CpG estan metilados, principalmente
en regiones de heterocromatina propias de la diferenciacién y especializacion celular.
En contraste las islas CpG de eucromatina se encuentran localmente no metiladas
permitiendo el acceso de factores de transcripcidn y proteinas asociadas a la cromatina
para la regulacion y expresion de los genes.

La hipermetilacion o ganancia de metilacion en una célula normal contribuye al
silenciamiento de genes. La impronta genémica, requiere la hipermetilacion de uno de
los alelos de los padres para asegurar la expresion monoalélica, como ocurre en la
inactivacion de un cromosoma X en mujeres. La hipermetilacibn de secuencias
gendmicas previene la inestabilidad cromosomica, las traslocaciones y la interrupcion

de genes causadas por la reactivacion de secuencias de ADN transponibles. 49, 50
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La ausencia de la metilacion en una célula normal contribuye a la expresién tejido

especifico y genes necesarios para el mantenimiento y buen funcionamiento del ciclo
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Figura 83. Metilacion del ADN en células normales y tumorales. Metilacion global y local
del ADN en células normales (arriba) y células tumorales (abajo).

3.3 Metilacién del ADN y cancer

El proceso de carcinogénesis comprende una acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas en la célula, que terminan por permitir su crecimiento no regulado. Entre
las alteraciones genéticas se encuentra la presencia de mutaciones en genes claves
que participan en la regulacion del ciclo celular y promueven el crecimiento anormal de
las células.”

La programaciéon de la expresion génica mediada por las modificaciones epigenéticas
puede verse alterada por muchos factores como lo son la exposicibn a agentes

quimicos durante las etapas embrionaria, fetal y postnatal, alteraciones en genes que
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intervienen en la sintesis de las enzimas ADN metiltransferasa o desacetilasas de
histonas, radiaciones, metabolitos de la dieta, etc. y particularmente se ha observado
un desbalance en el patrén de metilacion del ADN en distintos canceres esporadicos.

La hipermetilacion de las islas CpG en regiones promotoras de genes supresores de
tumores, es el principal evento en el origen de algunos canceres. Esta asociado con
una peérdida de la funcion del gen, que al igual que las mutaciones, puede proporcionar
una ventaja selectiva a las células neoplasicas y predisponer a eventos mutacionales
durante la progresion tumoral, observandose esta hipermetilacién principalmente en
regiones gendmicas que se caracterizan por frecuentes deleciones cromosémicas®'2.

Por otra parte, la hipometilacion del ADN contribuye al desarrollo del cancer al favorecer
la inestabilidad cromosomica, recombinacion  genomica, reordenamientos
cromosomicos (deleciones, traslocaciones), la reactivacion de transposones, la pérdida
de la impronta gendmica, entre otras®® por la conformacién que toma el ADN a

eucromatina (Figura 13).
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Aunque la mayoria de las mujeres durante su vida adquieren algun tipo de VPH, tan
solo el 1% de ellas desarrollaran cancer cervical. La infeccién con cualquiera de los 15
tipos de VPH de alto riesgo es una condicidon necesaria pero no causa suficiente para
desarrollar cancer de cérvix™, ademas de ella se requieren alteraciones genéticas v
modificaciones epigenéticas, mismas que en diversos estudios han demostrado su
importancia durante el desarrollo y progresion de la enfermedad precancerosa a cancer
invasivo. *°

La metilacion del ADN es un evento epigenético frecuente en muchos tipos de
cancer. Numerosos estudios describen la importancia de la metilacion del ADN
centrandose principalmente en la que tiene lugar en regiones del genoma con
significado funcional resultando en la pérdida (silenciamiento de genes supresores de
tumores a través de la metilacion del ADN en islas CpG, en cooperacién con otros

56, 57

mecanismos epigenéticos) 0 ganancia de la actividad génica (a través de la

)58, 59 y

promoviendo el aumento mutagénico debido a la desaminacion de 5-metilcitosina a

desmetilacion de islas CpG favoreciendo la transcripcion de oncogenes

timina, reactivacion de transposones o inestabilidad cromosdmica. La metilacidon
aberrante del ADN puede entonces desempefiar un papel fundamental en la
carcinogénesis ya sea como iniciador (driver) y/o potenciador (passenger) de la
enfermedad.®

En estudios de distintos tipos de cancer, se ha observado que la metilacion del
ADN presenta patrones asociados con el desarrollo y la progresion de la enfermedad
confiriéndole un potencial uso clinico, por lo que se encuentra en estudio como
herramienta complementaria de diagndstico, de factor prondstico y predictivo de
respuestas al tratamiento.

La metilacién del ADN es una alteracion molecular temprana y frecuente en la
carcinogénesis cervical.’ ®* Se ha identificado una serie de alteraciones epigenéticas
que se producen durante la progresion del cancer cervical tanto en el genoma del VPH,

como en el genoma de la célula del hospedero.®® Una de las primeras evidencias fue el
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ensayo de incorporacion de la [3H]-S- adenosil metionina en tejido neoplasico de cérvix.
En dicho estudio se observo que el grado de hipometilacion (grado de incorporacion del
grupo [3H]-metilo) aumentd progresivamente junto con la neoplasia, hecho que fue
confirmado posteriormente en estudios que implicaban analisis cuantitativo de
metilacion del ADN. Se observé una desmetilacién progresiva del tejido en las muestras
de displasia y cancer en comparacién con los controles normales®®®® y la mayoria de
los genes supresores de tumores que poseen regiones promotoras ricas en islas CpG,
tendieron a estar hipermetiladas conduciendo a su inactividad. De esta forma, la
identificacion de las numerosas alteraciones epigenéticas en distintas etapas de la
carcinogeénesis cervical permite entender el valor potencial de los marcadores de

metilacién para mejorar el diagnaostico.

Varios estudios han identificado marcadores de metilacion en muestras
tumorales y de fluidos biologicos (suero/plasma, muestras citoldgicas, orina) de
pacientes con cancer cervical. Uno de ellos tuvo como objetivo evaluar, por medio de
QMSP (metilacion especifica por PCR cuantitativa), la presencia de genes
hipermetilados a partir de raspados cervicales de 30 pacientes con diagnostico de
cancer cervical (20 carcinomas de células escamosas y 10 adenocarcinomas) y 19
mujeres con diagndstico histolégico de cérvix normal. De manera general se observo
que los promotores de los genes CALCA, DAPK, ESR1, TIMP3, APC y RARP2
estuvieron hipermetilados con una frecuencia significativamente mayor en cancer que
en los controles; ademas, los adenocarcinomas presentaron los valores mas altos de
metilacion. Se observé que el estado de metilacion de los promotores de 4 genes
(CALCA, DAPK, ESR1 y APC) parece tener una mejor sensibilidad y especificidad en la
deteccidon y evaluacion de VPH de alto riesgo en comparacion con el método clasico

citolégico.®*

Por otra parte, ha sido de interés estudiar el estado de metilacién de genes clave
en la regulacion de procesos celulares como lo es la reparacion del ADN. Se comprobd
que genes como Ciclina 1A (CCNA1) que participa en la reparacién del ADN de doble

cadena posterior a la radiacion, presentan su regidn promotora metilada en cancer
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cervical ademas de que el grado de metilacidon aumenta segun avanza la oncogénesis a
cancer invasivo.®®> En otros estudios se ha comprobado que genes como OG6-
metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) se encuentra silenciada por metilacion en
su regién promotora en eventos tempranos del cancer cervical (al igual que en muchos
otros tipos de neoplasias) y aumenta a medida que avanza el cancer cervical.®® " El
gen MGMT codifica una proteina de reparaciéon del ADN que acepta grupos alcalinos
desde la posicién O6 de la guanina, de este modo se impide la transiciéon de guanina a
adenina evitando mutaciones en el genoma. Otros genes relacionados con la
reparacion del ADN que son silenciados por la metilacidén en su regién promotora pero

en menor frecuencia son hMLH1 y FANC.*

Existe evidencia en la que la expresion de genes clave para la muerte celular
programada podria estar regulada por mecanismos epigenéticos, en especial la
metilacion del ADN. Por ejemplo, el silenciamiento transcripcional de p73 esta regulado
por la metilacién en los residuos de citosinas de dinucleétidos CpG presentes en
regiones promotoras y en el primer exén del gen P73. Esta proteina es un miembro de
la familia de p53 capaz de inducir apoptosis por su fuerte homologia estructural y
funcional con esta proteina. Cuando se sobreexpresa, posiblemente favorece la
activacion de la transcripcion genes como P21, BAX, MDM2, y GADD45 para la
induccion de la apoptosis. En un estudio se observé que el 38.8% de las muestras con
cancer cervical presenta hipermetilacién del gen P73 en comparacion con el 3.2% de
las muestra control, donde ademas la hipermetilacion de P73 se relaciond
significativamente con la reduccidon o supresion de la expresién de p73.°% Este
comportamiento también se ha reportado en leucemias, linfomas, tumores cerebrales y
lineas celulares de cancer de ovario.?® ° Otro gen proapoptético que ademas inhibe
potencialmente la metastasis, es DAPK. Un gran numero de estudios han observado
consistentemente su estado hipermetilado en cancer cervical, por los que se propone
como marcador para la detecciéon de esta enfermedad.”’ Otro regulador clave de la
apoptosis es RASSF1A cuyo promotor se ha observado hipermetilado con la posterior

disminucién de su expresion en varios tumores malignos, sin embargo este
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comportamiento no se ha comprobado en lineas celulares de cancer cervical positivas
para VPH.

Entre los estados de metilacién de genes importantes para la diferenciacion y
desarrollo celular se encuentran genes de la via de WNT. En muchos tipos de tumores
la inactivacion de APC, PTEN u otros antagonistas de WNT contribuye a la proliferacion
incontrolada. APC puede ser inactivado por la hipermetilacion en el promotor en cancer
cervical, de ovario y del endometrio.”? La hipermetilaciéon de PTEN puede ser un evento
tardio en la carcinogénesis cervical, ya que se observé con menor frecuencia en
lesiones de bajo y alto grado, pero en pacientes con recurrencia o cancer cervical fatal
tuvo un porcentaje significativamente mayor de metilacion, lo que sugiere que PTEN
podria poseer una importancia prondstica y servir como predictor de la supervivencia

libre de enfermedad.”

También han sido evaluados los estados de metilacion en genes importantes
para la adhesidon y migracion celular. Algunos ejemplos son el estudio de la metilacion
aberrante de islas CpG en regiones promotoras del gen CDH1 y su asociacion con la
perdida de la actividad transcripcional frecuencia en cancer cervical invasivo
particularmente de células escamosas.” Inhibidores tisulares enddgenos de
metaloproteasas de la matriz (TIMP-2 y TIMP-3) poseen actividad antitumoral y anti-
angiogénico. La inactivacion de TIMP-3, por la hipermetilaciéon del promotor, se ha
descrito como caracteristica de adenocarcinomas’®, mientras que la metilacién en el
promotor de TIMP-2 tiene una incidencia mayor en el cancer de células escamosas.’®
La molécula de adhesion celular 1 (CADM1) participa en la adhesion celular epitelial, y
la pérdida de su expresion se ha ligado con la invasion y/o metastasis del cancer. La
hipermetilacion del promotor de este gen se asocid con la reduccion en la expresion de
su proteina en lesiones intraepiteliales de alto grado y cancer cervical de células
escamosas.’’ Estudios recientes sugieren que la metilacién del CADM1 puede ser un
marcador epigenético util para la clasificacion de tumores con VPH+ de alto riesgo con
predisposicion a desarrollar una displasia.”
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Estudios realizados en lineas celulares de cancer cervical (HeLa, SiHa, CaSki, y
C4l) para obtener informacion sobre el estado de metilacion, arroj6 23 genes cuya
metilacién aberrante en los ensayos celulares sugirid s potencial uso diagndstico. Para
comprobar esta hipotesis, se evalud la metilacion en carcinoma cervical invasivo (CCl)
donde SPARC y TFPI2 mostraron la mayor frecuencia de metilacién aberrante en las
muestras, encontrandose ambos hipermetilados en todos menos uno de los casos
examinados.”® Adicionalmente hay evidencia de que HS3ST2 se encuentra
hipermetilado en 93% de los tejidos de cancer y 70% de muestras NIC Ill (carcinoma in
situ); asi mismo, en este estudio se reporta que CDH1 se encontré en 89% de los
canceres y 26% de muestras NIC Ill. En ningun caso se observdé una metilaciéon
importante de ambos genes en tejidos cervicales normales apoyandose la idea de que
estos fueran posibles marcadores de cancer cervical y sus etapas precursoras®.
HS3ST2, CCNA1, PAX1, DAPK1 y TFPI2 también fueron estudiados por otro grupo de
investigacioén utilizando la correlacién entre los resultados citologicos, histologicos y
datos de metilacion del ADN obtenidos por la técnica MethyLight. A partir de muestras
cervicales en diferentes grados de displasia, se determiné que HS3ST2 era el candidato
mas significativo para diferenciar entre lesiones de bajo grado y lesiones de alto grado-
carcinoma con una sensibilidad y especificidad entre 70 y 80% proponiéndolo como un

gen candidato para mejorar la precision diagnéstica de la neoplasia cervical.?’

En la busqueda de biomarcadores para la deteccion temprana de la enfermedad, se
han realizado ensayos de inmunoprecipitacion de ADN metilado (MeDIP) en
combinacion con microarreglos a partir de muestras de lesiones intraepiteliales de alto
grado, mediante los cuales, se obtiene un panorama general del estado de metilacion
del todo el genoma. A partir de los resultados y de la comparacion con muestras de
tejido cervical normal, se identificaron las regiones diferencialmente metiladas (DMR’s),
las que posterior a su validacion por técnicas como BSP y MSP, revelaron que la
frecuencia y nivel relativo de metilacion fue significativamente diferente entre las
muestras normales y cancerosas, asi como COL25A1 y KATNAL2 fueron dos genes
cuyo aumento de la metilacién observada sobre la progresion podria insinuar un papel

regulador en la carcinogénesis.®?
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Otras técnicas como la pirosecuenciacién se han utilizado para determinar de manera
cuantitativa los niveles de metilacion de diversos genes en cancer cervical. Uno de
ellos, DKK3, se distinguio por estar asociado a un peor prondstico de supervivencia en
un grupo de 62 pacientes con cancer cervical de células escamosas. Cabe destacar
que de este gen se evaluaron 5 posiciones CpG dentro de su regién promotora, de las
cuales 4 de ellas presentaron niveles elevados de metilacibn ademas de estar
asociadas a muestras de pacientes en estado avanzados de la enfermedad
confiriéndole un valor prondstico.®

Uno de los estudios mas recientes evaluo la metilacion de RASSF2, un gen que
anteriormente se le ha implicado en la progresion de varios tipos de cancer como el de
mama, colorrectal y de pulmén. Se analizé la metilacion del promotor de este gen por
MSP, la perdida de la expresion de su proteina por medio de inmunohistoquimica de
tejidos tumorales y se corroboré su reexpresion utilizando 5-aza-2’-desoxicitidina en
lineas celulares de cancer cervical. En su conjunto, los resultados obtenidos sugieren
que RASSF2 funciona potencialmente como un nuevo gen supresor de tumores que se
inactiva a través de hipermetilacion en cancer cervical y se relaciona con un mal

pronostico.®*

Existen varias revisiones que tienen como objetivo generar un compendio de la
informacion publicada por distintos grupos de investigacion acerca de los resultados
observados en el estado de metilacién de distintos genes, sin embargo resulta dificil
dada la heterogeneidad de los resultados tanto por los métodos de analisis, las distintas
etapas de progresion de la neoplasia de las muestras, el numero de muestras y
alcances de la investigacion. Una de las revisiones mas notables es la realizada con 51
estudios que consideran el analisis de un total de 68 genes para determinar su
metilacion en 4376 muestras a (a través de todas las etapas de la carcinogénesis
cervical) y utilizando principalmente las metodologias MSP y QMSP. A través de esta
revision se puede observar una consistencia en la hipermetilacion principalmente de
tres genes: DAPK1, CADM1 y RARB, (Figura 14).%°
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Figura 14. Frecuencia de metilacion de la regiéon promotora de 15 genes
reportados en diversos estudios. a) Frecuencias de metilacién para 15 genes en tejido
normal cervical; b) Frecuencias de metilacion para 15 genes en cancer cervical. El centro del
circulo indica la frecuencia notificada. El tamano del circulo indica el tamano del estudio. Las
lineas horizontales indican la frecuencia de metilacion promedio ponderado de ese gen en base
a todos los estudios. Tomada de Wentzensen, N. et al.®®
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En un esfuerzo por recopilar informacion sobre la metilacion de genes en distintos tipos
de cancer necesaria para la comprension y determinacion de eventos epigenéticos en el
desarrollo de los mismos, se han generado herramientas en linea que facilitan la
busqueda de informacion sobre algunas neoplasias. En particular, Pubmeth es una
base de datos de metilacion en cancer que soporta su informacion en textos de la
literatura Medline/Pubmed y en anotaciones de resumenes preseleccionados, filtrados y
ordenados manualmente. En esta base de datos se puede realizar busquedas gratuitas
para extraer informacién como frecuencia de metilacion de diversos genes en distintos
tipos de cancer®. Al realizar una busqueda de informacién en cancer cervical y cancer

cervical de células escamosas se obtiene la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de metilacion de distintos genes en cancer cervical

Gen Cancer cervical C’éncer cervical
de células escamosas
RASSF1 798 413
CDKN2A 696 226
DAPKA1 690
CDH1 433
MGMT 586 160
APC 397 113
FITH 334
TIMP3 252
HIC1 214
PTEN 199
ZMYND10
RARB 191 20
CADM1
BRCA1 82 -
HLTF 92 -
RUNX3 40 -
TIMP2 36 -
ccnat [
POU2F3 46
TERT 45
ot [
PTGS2 82 82
SSYK 73 -
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Continuaciéon. Tabla 2

Gen Cancer cervical C’éncer cervical
de células escamosas
CCND2 54 -
TWIST1 56 -
SFN I T :
ASC 89 -
CDH13 89 -
CDKN2B 82 -

Frecuencia [ o 020%  4060%  40-60% |HNGOONNNINSUNOOIN

Los diferentes colores representan la frecuencia de metilacion del gen en cancer cervical (qué
porcentaje de las muestras mostraron metilacion), mientras que los numeros indican el numero
total de muestras reportadas para la metilacion. %

La metilacion en genes selectos resulta importante para determinar
biomarcadores que sirvan para un diagnostico temprano, de igual manera es necesario
el desarrollo de biomarcadores cuya metilacion sirva para el prondstico y respuesta al
tratamiento.

La quimioradiacion basada en cisplatino ha mejorado significativamente la
supervivencia de pacientes con cancer cervical en estadios avanzados, sin embargo, la
sobrevida de 5 afios sigue siendo del 66%%’y actualmente no existen biomarcadores
disponibles para seleccionar a los pacientes con cancer cervical que podrian
beneficiarse con este tratamiento. Diversos grupos de investigacion han centrado sus
estudios en determinar biomarcadores que sirvan de pronostico al tratamiento y en
revisiones recientes se resume la informacién hasta el momento disponible, entre las
que se encuentra la realizada por el grupo de Roossink y colaboradores plasmada en la
tabla 3.

Por otra parte, ensayos clinicos de diversos tipos de tumores malignos han reportado
una mejor respuesta al tratamiento cuando se administra Decitabine (agente
desmetilante) antes o en combinacion con la terapia estandar, posiblemente a la
reexpresion de genes supresores de tumores; sin embargo, no todos los pacientes
pueden beneficiarse por el uso de agentes desmetilantes ya que son susceptibles a la
reexprecion de oncogenes que podria resultar en mecanismos de resistencia al
tratamiento. Por tanto, es necesario generar paneles de genes cuya metilacién sea util
para optimizar la planificacion del tratamiento personalizado.86
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Tabla 3. Biomarcadores reportados en la literatura basados en la

hipermetilacién del ADN en relacion con respuesta a la terapia

GEN VIA TEJIDO C P TERAPIA RESPUESTA A LA TERAPIA
TGM2 CP X Cisplatino Menos resistentes
SAT1 CCbyCu X Cisplatino Mas resistentes
ASS1 CO X Cisplatino Peor pronéstico
S100P Caz+ CCbyCu X Cisplatino Mas resistentes

SFN RDD CP X Cisplatino Mejor pronostico
BRCA1 RDD CcO X Cisplatino Mejor pronostico
ERCC1 RDD CM X X Cisplatino Mejor pronostico
ATM RDD CCR, CM X RT Mejor pronostico
FANCF RDD CO, CC X RT Mejor pronostico
MLH1 RDD CcO X Cisplatino Peor pronéstico
MLH1 CcO X X Cisplatino Peor prondstico
MLH1 CcO X Cisplatino Peor pronéstico
HICA RDD CT X X Cisplatino Peor prondstico
FANCF RDD CcO X X Cisplatino Peor pronéstico
TP73 RDD CcC X X RT Peor prondstico
MGMT RDD CM X RT Mejor pronostico
GSTP1 Detoxificacion CG X Cisplatino Mejor pronostico
TIMP3 Detoxificacion CCbyCu X RT Mejor pronostico

RASSF1A Ras/MAPK CHC X X Cisplatino Peor prondstico
RASSF1A CT Cisplatino Peor pronéstico
RASSF1A CCbyCu X RT Peor pronéstico
RASSF2A Ras/MAPK CCbyCu X RT Peor pronéstico
SCGB3A1 Ras/PI3K CCbyCu X RT Peor prondstico

HSULF1 WNT CcO X Cisplatino Respuesta pobre

CDH1 WNT CCbyCu X RT Mejor pronostico
SFRP5 WNT CcO X X Cisplatino Respuesta pobre
DVLA1 WNT CcO X  Cisplatino Respuesta pobre

NFATC3 WNT CcO X Cisplatino Mejor pronéstico

C lineas celulares; P pacientes; CP cancer de pulmon; CCb y Cu cancer de cabeza y cuello, CO
cancer de ovario; CM cancer de mama; CCR cancer de colon; CC cancer cervical; CT cancer
testicular; CG Cancer gastrico, CHC cancer hepato celular; RT radio terapia Tomada de
Roossink, F. et al.?’

A pesar de la urgente necesidad clinica de anadir nuevos predictores de enfermedades,
el numero de biomarcadores epigenéticos desarrollados hasta el momento es realmente
pequeio, por lo tanto, hay una necesidad continua de desarrollar marcadores robustos
de progresion de la enfermedad que los existentes como el examen morfolégico o
pruebas para la presencia de los tipos de VPH de alto riesgo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

» Determinar el perfil de metilacién global de muestras tumorales provenientes de

pacientes con cancer cérvico uterino en etapa localmente avanzado.

Objetivos particulares

* Determinar el perfil de metilacién global caracteristico de un grupo de muestras
provenientes de tumores de cancer cérvico uterino localmente avanzado y
comparar las diferencias con los perfiles de metilacién global de muestras de

epitelio sano.
+ Determinar el perfil de metilacién global caracteristico presente en dos grupos de

muestras provenientes de tumores de pacientes cuya respuesta al tratamiento es

diferente.
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HIPOTESIS

e El cancer cérvico uterino, al igual que otros tipos de cancer, presentara una

importante metilacion en sus promotores.

e Al comparar el perfil de metilacion de muestras provenientes de pacientes con
muestras libres de displasia, existira una perdida en la metilacion global y una
ganancia de metilacién local de regiones promotoras principalmente en genes

supresores de tumores.
e Al comparar el perfil de metilacion de dos grupos de muestras tumorales

pertenecientes a pacientes con diferente respuesta al tratamiento, existira un

patrén diferencial de metilacion asociado a la respuesta al tratamiento.
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Como estrategia experimental en este estudio se incluyeron 22 muestras tumorales de
cancer cervical pertenecientes a pacientes que asisten al Instituto Nacional de
Cancerologia las cuales se encuentran almacenadas en el repositorio de tumores del
Dr. Pérez Plasencia, recolectadas entre los afios 2010-2011 y clasificadas como
localmente avanzadas por el departamento de patologia de dicha institucién (Tabla 4).
Asimismo se incluyeron 4 muestras de epitelio normal de cérvix (libres de
displasia) donadas por el Dr. Peralta del Instituto de Salud Pubica de México y que
fueron consideradas en este estudio como muestras libres de carcinoma. Al momento
de la biopsia, ningun paciente recibié previamente tratamiento con algun tipo de

radioterapia o quimioterapia.

Tabla 4. Caracteristicas clinico patolégicas de las pacientes y muestras

consideradas en el estudio.

CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS

N=22 (%)
Tipo Histologico
Epidermoide 21, (95%)
Adenocarcinoma 1, (5%)
Estadio clinico (FIGO)
IB2 1, (5%)
1B 14, (64%)
1B 7, (32%)
Edad (29-63) anos
29-39 6, (27%)
40-50 9, (41%)
61-61 5, (23%)
Mayor a 61 2, (9%)
=46
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Continuacion. Tabla 4

Tamano del tumor

Mayor 9cm
Menor 0.7cm
X=5.23cm

Genotipificacion VPH

16 12, (57%)

52 4, (19%)

18 3, (14%)

58 2, (9%)

33 1, (5%)

31 1, (5%)

6 3, (14%)

59 2, (9%)

39 1, (5%)
Tratamiento

Platinol 20, (91%)

Sin datos 2, (9%)
Respuesta al tratamiento

Completa 12, (55%)

Progresiva 10, (45%)

Fallecida 6, (27%)

El ADN de las 22 muestras tumorales fue aislado utilizando el equipo MagNA Lyser de

ROCHE con los reactivos, suplementos y metodologia que el proveedor recomienda.

De manera general la metodologia se compone de las siguientes 6 etapas:

*Diseno y alineamiento de adaptadores especificos

*Obtencién de la fraccion metilada y no metilada

*Marcaje diferencial de las fracciones con fluorocormos para su hibridacion sobre
sondas de microarreglos

*Escaneo de la imagen de los arreglos y obtenciidn de la informacion
*Andlisis de datos de microarreglos

*Validacion de los resultados por analisis de metilacon con la metodologia MSP

EECCC S
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1. Diseno y alineacidén de adaptadores especificos
Para el disefio de los oligonucledtidos que serviran como adaptadores especificos nos
basamos en la metodologia aPRIMES propuesta por Stefan Pfister y colaboradores®; y
una vez sintetizados los oligos Lib1 (5’ AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT?3’) y ddMes11
(5TAACTGACAG3’) se resuspendieron a una concentracion de trabajo 100uM cada
uno. Se preparo el buffer de alineamiento (BA 10X) utilizando MgCl, concentracion final
0.05M, Tris HCI pH7.6 concentracion final 0.2M y NaCl concentracion final 0.5M
llevando a un volumen final de 5mL de agua estéril. Para el alineamiento se tomaron
9uL Lib1 [100uM] y 9uL de ddMes11 [100uM] y se mezclaron en 2uL del BA 10X. La
reaccion se incubo a 65°C por 5 min (Figura 15). Terminado el tiempo de incubacién, se
enfri6 a temperatura ambiente y posteriormente se guardd a 4°C por 1 hora. Para
verificar la correcta alineacion de los oligos”Lib1-Linker” se corrié una alicuota de 2L
en un gel de electroforesis al 1.5% de agarosa en TBE1X comparandolo con 2L de los

oligos Lib1 100uM. La reaccién se almacené a -20°C.

5 "Lib1-Linker"
—_ SAGTGEGATTCC TGO TGTCAGT
65 °C JGAL

Lib 1 SAGTGGGATTCCTGCTGTCAGTY 4  Bufferde
ddMes11 5 TAACTGACAG3 alineacion

Figura 15. Alineamiento de adaptadores. La alineacién de los oligos Lib1 (en azul) y ddMes11
(rojo) forman el adaptador denominado “Lib1-Linker” (morado).

2. Obtencidn de la fraccion metilada y fracciéon no metilada

Fraccionamiento del material genémico y alineamiento con adaptadores “Lib1-
Linker”

A partir de 1ug de ADN gendmico, con una absorbancia 260/280 = a 1.80, (medido con
Epoch™
horas a 37°C con 20U de la enzima Msel (NEW ENGLAND BioLabs inc.) adicionando
2uL de Buffer de digestiéon 10X (NEW ENGLAND BiolLabs inc.) en un volumen final de
20puL con agua estéril. Transcurrido el tiempo se inactivé la actividad enzimatica a 65°C

por 20min. En un bafo de hielo (4°C) se adicioné 400U de T4 DNA ligasa (NEW

Microplate Spectrophotometer de BioTek) se efectud la digestion durante 6
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ENGLAND BiolLabs inc.), 1uyL de los adaptadores especificos “Lib1-Linker” y se
mantuvo por 6 horas a 16°C. Se inactivo por calor a 65°C durante 20min. Se realizé un
gel de electroforesis al 1.5% de agarosa con un volumen de 10uL de reaccion para
corroborar la digestion y union a los adaptadores. Este procedimiento se realizé con

cada una de las 26 muestras (Figura 16).

a) Digestion

."f

Msel TAM SO
L . A TAA

{115
A

&

- ‘I
ok =

DNAgenomico

b) Ligacion
TAA T
T2 7
+ —— SAGTGGGATTCCTGCTGTCAGTAAZ ST TAACTGACAG
'3GACAGTCAAT AATTGACTGTCGTCCTTAGGGTGA'S

S'AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT'3
'3GACAGTCAAT'S

Figura 16. Digestion enzimatica del ADN genémico y ligacion con adaptadores “Lib1-
Linker”. Digestion de ADN gendmico con la enzima Msel para la posterior ligacion de los
fragmentos resultantes con los adaptadores “Lib1-Linker” en presencia de T4 DNA ligasa.

Preparacion de la fraccion metilada (FM) y fraccion no metilada (FNM)

Para obtener el fraccionamiento del material genébmico enriquecido con fragmentos de
ADN metilado y ADN no metilado, se realizo la digestion enzimatica basandonos en la
metodologia aPRIMES®® modificada por el Dr. Pérez Plasencia como se indica a
continuacion.

El volumen de reaccion de cada una de las 26 muestras se dividié en 2 partes (10uL

cada una) nombrando Fraccion Metilada (FM) a la parte de la muestra que se incubd
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con 20U Acil (NEW ENGLAND BioLabs inc.), 20U de HinP1l (NEW ENGLAND BioLabs
inc.), 20U Hpall (NEW ENGLAND BioLabs inc.), 4uL del Buffer NEB1 10X (NEW
ENGLAND BiolLabs inc.), y se llevé a un volumen final de 40uL con agua estéril. La
Fraccion No Metilada (FNM) se incubé con 30U de la enzima McrBC (NEW ENGLAND
BioLabs inc.), 2uL de Buffer NEB 2(NEW ENGLAND BiolLabs inc.), 1uL de BSA 100X
(NEW ENGLAND BioLabs inc.), 1uL de GTP 100X (NEW ENGLAND BiolLabs inc.) y se
llevé a un volumen final de 20uL con agua estéril. Ambas fracciones se incubaron a
37°C por 6 horas adicionando 1uL de cada enzima a las 4 horas. Se inactivd la
actividad enzimatica calentando la reaccion a 65°C por 20min (Figura 17).

Se enriquecié cada fraccion con reacciones de PCR. El volumen final de cada fraccion
(200uL) se dividio en 4 tubos de 0.6mL (50uL de reaccion cada uno) con una
concentracion final de 0.25mM dNTP’s, 2mM de Mg*, 1uM de Primer “Lib1” (5’
AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT3) y 10U de DreamTaq™ DNA Polymerase
(FERMENTAS). Las condiciones de la PCR fueron 72°C/3min, desnaturalizacion
94°C/30s, alineamiento a 62°C/30s, extensiéon 72°C/90s y la elongacion final de
72°C/10min. Para los controles de digestion también se realizé la reaccion de PCR
(mismas condiciones). El producto de PCR se purificd utilizando el kit de purificaciéon de
ADN Genomico Wizard de Promega segun las especificaciones del proveedor. Al final
se realizd un gel de electroforesis al 1.5% de agarosa en TBE1X con 5uL de volumen

de reaccién de la PCR (figura 16).

Controles de digestion enzimatica

Posterior a la digestion de las fracciones con el cocktail enzimatico (FM) o la enzima
sensible a metilacion (FNM), se tomd6 2uL de la fraccion metilada y se incubd por 2
horas a 37°C con 1uL de la enzima McrBC, 1.33uL de Buffer NEB 2, 0.66uL BSA 100X,
0.66uL de GTP 100X y 24.35uL de agua estéril. De la misma forma se incubd por 2
horas a 37°C 2uL de la fraccién no metilada con 1uL de la enzima HinP1l, 1uL de Acil,
1uL de Hpall, 2uL de Buffer 1 NEB 10X y 23uL de agua estéril (Figura 18). Al término
de la segunda digestion, se llevaron a cabo reacciones de PCR para cada muestra, con
las mismas condiciones de cada fraccion esperando la no amplificacion del producto

para corroborar la correcta digestién.
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Figura 17. Metodologia general de digestion, amplificaciéon

Representacion esquematica de a) digestion del ADN gendmico, b) fraccionamiento de
ADN con enzimas de restriccién, c) amplificacion de las fracciones por PCR, d)
purificacion del ADN amplificado y marcaje con fluorocromos. La doble ralla (=)
representa ADN de doble cadena; las cajas en gris ([5) al adaptador “Lib1-Linker”; las
paletas en negras ( T ) ADN metilado; las paletas blancas ( ¥) ADN no metilado.
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Fraccion Metilada Fraccion No Metilada

ﬁ? ”;TLE Eﬂ?ﬁ)%}?la
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Amplificacion por PCR

X

No amplifica No amplifica

Amplificacion por PCR

Figura 18. Controles de digestion. Representacién esquematica de la metodologia
digestion y amplificacion de controles. La doble ralla (=) representa ADN de doble
cadena; las cajas en gris ([5) el adaptador “Lib1-Linker”; las paletas en negras ( T)
ADN metilado; las paletas blancas ( ) ADN no metilado.

Todas las digestiones enzimaticas y los productos de PCR se visualizaron segun
Sambrook®, utilizando geles de agarosa al 1.5% (p/v) preparados en buffer TBE (Tris-
borato 90mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) con bromuro de etidio a una concentracion de 1
pMg/mL. Las electroforesis se llevaron a cabo en camaras de electroforesis Sub Cell
(BioRad). A cada muestra se afadio buffer de carga 6X tipo IV (Sambrook), que es una
mezcla de 0.25% (p/v) de azul de bromofenol y 40%(p/v) de sucrosa en agua. Para
determinar el tamano de los fragmentos sometidos a electroforesis se empleé marcador
de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoScientific) y empleando el

fotodocumentador GelDoc-It Imager (UVP).
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3. Marcaje diferencial de las fracciones con fluorocromos e hibridaciéon sobre

microarreglos

A partir de 1ug de cada una de las fracciones purificadas, se realizé el marcaje con los
fluorocromos Cy3 para los fragmentos metilados (FM-Cy3) y Cy5 para los no metilados
(FNM-Cy5) utilizando el kit de marcaje “NimbleGen Dual-Color DNA labeling Kits” de
ROCHE vy siguiendo las indicaciones de uso especificadas por el fabricante en

“‘NimbleGen Arrays User’s Guide: Epigenetics Arrays v1.0”

Una vez realizado el marcaje, se hibridaron simultdneamente 15ug de cada fraccion
(15ug de FM y 15ug FNM), preparadas previamente como sefala el manual
“‘NimbleGen Arrays User’s Epigenetics Arrays — ChIP and DNA Methylation”, sobre el
microarreglo 3x720K Format Human DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq
Promoter Array3.Los microarreglos se incubaron a 42°C en un equipo NimbleGen
Hybridization System 4 de ROCHE durante 20 horas.

S

a) b) Promotor Promotor
e,
50-100 pb
h,

==

B I

Figura 19. Disefio del microarreglo Human DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus
RefSeq Promoter Array3. Disefio de microarreglos. a) Coleccion de oligonucleétidos
dispuestos en el formato quimicamente unido a la laminilla de vidrio; b) Ejemplo de region
genomica con elementos claves indicadas por diferentes colores; c) Elementos gendmicos
especificos cubiertos por el disefio en gris oscuro y de color, areas genémicas de interés
cubiertas por el disefo.

El arreglo esta diseiado de 589 629 sondas con una longitud de 50 a 100pb, que
continuas unas a otras (excepto en regiones con alta frecuencia de repetidos) cubren la
totalidad de 27 728 islas CpG en de todo el genoma correspondientes a 22 532
promotores datos estas sondas estan dispuestas por triplicado de manera aleatoria en

todo el microarreglo (Figura 19).
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Al finalizar el tiempo de hibridacién, se realizé el lavado de los arreglos con los buffers |,
II'y Il como se sefala en la guia de uso “NimbleGen Arrays User’s Epigenetics Arrays —
ChIP and DNA Methylation” para después ser secado por centrifugacion 1min a

120rpm. Las muestras se hibridaron en el orden que se indica en la tabla 5.

Tabla 5. Registro de hibridacion de muestras

Posiciéon

CODIGO DE LAMINILLA A01 A02 A03
532942 B22 B44 B46
533000 CN17 CN42 CN45
500511 CN72 B39 B74
532949 B21 B45 -
532968 B15 B16 B17
500645 B41 B42 B87
532975 B8 B13 B18
532961 B52 B63 B75

La combinacion del codigo de la laminilla con la posicion corresponde al codigo del arreglo.
Cada una de las claves representa una muestra tumoral de paciente (B) y muestra libre de
neoplasia (CN); No se hibridé (-).

4. Escaneo del arreglo y obtencién de datos
La lectura de los arreglos se realizd con el equipo MS 200 Scanner de ROCHE segun
las especificaciones del fabricante y las imagenes de los canales 635(Cy5) y 532(Cy3)
se extrajeron en formato jpg. El alineamiento de las imagenes y la extraccion de datos
de los arreglos se realizé con del software DEVA Project Manager - 1.2.1 de ROCHE, a
partir del cual se obtuvieron los datos correspondientes al sitio de inicio de la
transcripcion, del Log2 (Cy3/Cy5) (Beweit normalized ratio) y el valor de la prueba
estadistica Kolmogoérov-Smirnov (K-S Test). El estadistico K-S es una prueba no
paramétrica que comunmente se utiliza para verificar (no importando el tamafo de la

muestra) si la distribucion de datos se ajusta o no a una distribucion normal,
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comparando la frecuencia acumulada de la distribucién tedrica con la frecuencia
acumulada observada.

Los datos solicitados son exportados por el software como un documento txt. que
contiene la posicion de la sonda (Chr: pares de bases inicio - pares de bases final), su
valor normalizado considerando el triplicado de cada una de ellas y el valor numeérico

atribuido (con un total de 589 629 datos por muestra).

5. Analisis de datos de microarreglos

Analisis utilizando la herramienta Microsoft Office Access.

Para comparar el perfil de metilaciéon entre las muestras tumorales y determinar si existe
diferencias en la metilacion entre los grupos de respuesta completa (RC) y enfermedad
progresiva (EP), los datos correspondientes a “Beweit normalized ratio Log2(Cy3/Cy5)”
y “K-S Test” fueron exportados en formato txt y se agruparon en tablas independientes
de acuerdo a la respuesta al tratamiento. Basados en la metodologia de analisis
propuesto por Chang y colaboradores para identificar la metilaciéon en ZNF582%, se
establecio filtrar los datos exportados manteniendo solo aquellos que poseian un valor
Log2(Cy3/Cy5) mayor a 2 y un valor en la prueba de Kolmogdérov-Smirnov mayor a 2
(cumpliéndose ambas condiciones simultaneamente) por ser estos los que se
encontraban hipermetilados y cumplian con la hipétesis nula (Ho) donde se afirma que
la distribucion observada se ajusta a una distribucion normal. Para cada muestra
tumoral, se ingres6 en una tabla de Access (Microsoft office 2007), todos las regiones
de los genes cuyos valores Log2(Cy3/Cy5) y K-S permanecieron posterior al filtro y se
le ordend al programa mantener solo un dato por gen (el primero que aparece que
corresponde a la primera region enlistada). Posteriormente, en dos tablas
independientes, se realizdé un concentrado para agrupar la totalidad de genes presentes
en cada tipo de respuesta (12 muestras para RC y 10 muestras EP). Como siguiente
paso, se efectué una consulta de duplicados para que solo se presentaran los genes
que estuvieron hipermetilados en con una frecuencia mayor al 80% en los grupos
(10/12 para RC y 8/10 para EP). Finalmente y posterior a este ultimo filtro, se realizé

una comparacion de los genes hipermetilados en al menos el 80% de las muestras en
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RC (1225 regiones) contra EP (1210 regiones). Fue de nuestro interés determinar los
genes cuyas regiones promotoras estuvieron presentes en el 80% de las muestras EP
(397 genes) pero no en el grupo RC (algoritmo: [EP — (EP n RC)]), (Figura 27).

Posteriormente, fueron reconocidos aquellos genes cuya frecuencia de metilacion
segun este analisis determiné que el promotor esta hipermetilado en el 100% de las
muestras del grupo EP y no asi en RC (37 genes). Finalmente se investigo la funcion de
la proteina y el proceso bioldgico en el que se encuentra implicada (Tabla 9). De estos

37 genes se eligieron 3 para su analisis de metilacion por otra técnica.

Analisis utilizando el lenguaje de programacion R

Con este segundo método de analisis se evalué la diferencia de metilacion entre los
grupos de muestras tumorales (22 muestras) y las de epitelio normal cervical (4
muestras). Consecutivamente se analizo el perfil de metilacion de las muestra del grupo

RC y se compard contra el del grupo EP.

Comparacion de metilacion entre muestras tumorales y normales cervicales.

Inicialmente se obtuvieron los valores de metilacion Log2 (Cy3/Cy5) correspondientes
al sitio de inicio de la transcripcién de cada arreglo (26 arreglos totales) y se exportaron
en formato txt. Posteriormente se clasificaron y se reagruparon los datos en tablas
independientes segun pertenecia a muestras de epitelio libre de displasia o cancer
localmente avanzado. De la totalidad de los datos obtenidos Log2 (Cy3/Cy5) se obtuvo
el valor promedio de la sefial de metilacion de las sondas que representan a cada uno
de los genes para cada una de las muestras, dando como resultado 27 728 datos por
muestra que constituyen la metilacion promedio del promotor de cada gen considerado
en el disefio del arreglo (Figura 19). Posteriormente se analizaron los datos para
determinar si existe una diferencia significativa de metilacién entre los grupos Cancer vs
Normal para lo cual se hizo uso de la estadistica inferencial. Se empled la prueba
paramétrica t de Student comparando la media de metilaciéon de cada gen entre grupos
de analisis y considerando un nivel de significancia (p) menor o igual a 0.005
(usualmente utilizado y aceptado en analisis de procesos biolégicos). Genes cuya

comparacion arrojo un valor de p< 0.005 se considera que estan diferencialmente
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metilados significativamente (tanto hipometilados e hipermetilados). Para representar el
comportamiento en la metilacion de estos genes dentro de los grupos de analisis, se
realizé un analisis comparativo no supervisado con el que se trazé el mapa de calor
(Figura 39) y la grafica de volcan (Figura 40). Todos los analisis y graficos se calcularon

mediante el paquete estadistico R (R version 2.11.1).

Comparacion de metilacion entre el grupo de respuesta completa y enfermedad
progresiva.

Una vez obtenidos los valores de metilacion Log2(Cy3/Cy5) correspondientes al sitio
de inicio de la transcripcion de cada arreglo (22 arreglos en total), se clasificaron segun
el tipo de respuesta al tratamiento convencional que presenté el paciente del que
provenia la muestra (RC =12 y EP=10). Al igual que en la comparacién de cancer vs
normal, de la totalidad de los datos obtenidos Log2 (Cy3/Cy5) se obtuvo el valor
promedio de la sefal de metilacion de las sondas que representan a cada uno de los
genes para cada una de las muestras, obteniendo como resultado 27 728 datos por
muestra que representan la metilaciéon promedio del promotor de cada gen considerado
en el arreglo. Se comparo la media de metilacion de cada gen entre los grupos RC vs
EP para determiné si existe diferencia significativa entre ambos grupos a través de la
prueba de estadistica inferencial t de Student. De este analisis se obtuvo una serie de
genes diferencialmente metilados con un nivel se significancia p<0.005, cuyo
comportamiento de hipometilacién e hipermetilacion se encuentra representado en el
mapa de calor (Figura 44) y el grafico del volcan (Figura 45) a través de un analisis
comparativo no supervisado. Todos los analisis y graficos se calcularon mediante el

paquete estadistico R (R versién 2.11.1).

6. Validacion de resultados por MSP
De un primer analisis (Microsoft Office Access) se eligieron 3 genes que, segun los
resultados, presentaron una hipermetilacion en la region promotora con una frecuencia
del 100% en las muestra del grupo EP y no asi en RC. La metilacion de su region
promotora se analiz6 por Metilacion especifica por PCR (MSP).
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Disefo de Oligonucleétidos para el analisis de metilacion por MSP

Como primer paso se realizd una busqueda en UCSC Genome Browser®' para
determinar la ubicacion correspondiente a la regidon promotora de cada uno de los
genes a validar por MSP. Posteriormente se extrajo el archivo FASTA correspondiente
a la secuencia de nucleottidos 5'—3’ de la region promotora de cada gen afiadiendo 200
bases rio arriba y 200 rio abajo. Posteriormente el archivo FASTA se cargd en el

programa en linea MethPrimer: designing primers for methylation PCRs% asignando los

parametros de disefio de oligos para MSP; tamano del producto 6ptimo 200, minimo
100 y maximo 300; temperatura de alineacién 6ptima 55°C, minima 50°C y maxima
60°C. Al finalizar, el programa disefia dos pares de oligos: un par que es
complementario a regiones metiladas que han sido tratadas previamente con bisulfito
de sodio y un segundo par de oligos que es complementario a regiones no metiladas

que han sido modificadas previamente con bisulfito de sodio.

Modificacién con bisulfito de sodio

Para la modificacion del ADN se utilizé el Kit EZ DNA Methylaton™ de (ZYMO
RESEARCH). 500ng de ADN de cada muestra se mezclaron (de manera individual) por
pipeteo con 5uL de M-Dilution Buffer en un volumen final de 50uL llevados con agua
estéril. Posteriormente se incubd la reaccion a 37°C por 15 minutos para después
adicionar 100uL de CT Conversion Reagent (preparado previamente como indica las
especificaciones). La mezcla de reaccion se incubd por 16 horas a 50°C (en ausencia
de la luz) y la reaccion se paré al incubarla a 4°C por 10 minutos. Se prosiguid con la
desulfonacién y purificacion del material genético modificado segun las indicaciones del
fabricante contenidas en el protocolo. Para comprobar la eficiente modificacion con
bisulfito se utilizd el Universal Methylated DNA Standard de (ZYMO RESEARCH) el cual
fue modificado a la par de las muestras y posterior PCR segun las indicaciones

sefaladas por el fabricante (Figura 20).
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Figura 20. Modificacion del ADN por bisulfito de sodio. Mecanismo de reaccién del ataque
nucleofilico SN1 mediante el cual el bisulfato de sodio intercambia la citosina no metilada en
uracilo

Analisis de metilacion por MSP

Para evaluar la metilacion por MSP de los tres genes elegidos en el primer analisis
(MFSD6, PAPSS2 Y ZCCHC13) se escogieron aleatoriamente 5 muestras
pertenecientes al grupo RC, 5 muestras del grupo EP y 3 de epitelio normal de cérvix
que previamente fueron modificadas con bisulfito de sodio como se menciond
anteriormente.

Realizada la modificacién del ADN, se evalud el estado de metilaciéon de la region
promotora de los tres genes en cada una de las 13 muestras a través de reacciones de
PCR con los oligonucleétidos complementarios a ADN metilado (M) y los
oligonucleétidos complementarios a ADN no metilado (U).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20uL con una
concentracion final de: Mgz+ de 2-2.5mM, dNTP’s 0.25uM c/u, 0.6uM oligonucledtido c/u
y 1U de DNA polimerasa. La PCR se realizé con 1 ciclo de 95 ° C durante 5 min, 33
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ciclos de 95 ° C durante 20s, la alineacion a la temperatura indicada durante 20s y 72
°C durante 30s, seguido de 1 ciclo de 72 °C durante 5 min. Las reacciones de PCR se
amplificaron en el equipo Eppendorff Master Cyclel personal y en gradiente el Thermo
scientific Arktik Thermal Cycler (tabla 6, Figura 21).

Tabla 6. Condiciones de la PCR para el analisis de metilacién por MSP

Gen Temperatura de Tamano del
alineacién (°C) amplicén (pb)

MSFD6 M 49 110
U 57 112

PAPSS2 M 59 148
U 55 146

ZCCHC13 M 59 110
U 52 112

(M) Metilado; (U) No metilado

Los producto de PCR se visualizaron segtin Sambrook®®, utilizando geles de agarosa al
2% (p/v) preparados en buffer TBE (Tris-borato 90mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) con
bromuro de etidio a una concentracion de 1 ug/mL. Las electroforesis se llevaron a cabo
en camaras de electroforesis Sub Cell (BioRad). A cada muestra se anadié buffer de
carga 6X tipo IV (Sambrook). Para determinar el tamafno de los fragmentos sometidos a
electroforesis se empled marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder

(ThermoScientific) y empleando el fotodocumentador GelDoc-It Imager (UVP).
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Figura 21. Metodologia para el analisis de metilacion por MSP. Metodologia empleada para
la validacién de resultados. Comprende el disefio de oligos que reconocen regiones metiladas o

no metiladas, modificacion del ADN con bisulfito de sodio y amplificacion del ADN modificado
por PCR.
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Caracteristicas y clasificacion de las muestras

Para la realizacion de este estudio, las muestras obtenidas se clasificaron en 2 grupos
de acuerdo a la respuesta al tratamiento convencional (quimioterapia con platinol y
radioterapia concomitante) que presentaron las pacientes de las que provenian
(Tabla7).

Tabla 7. Caracterizacion de las muestras incluidas en este estudio y tipo de
respuesta posterior al tratamiento.

M?JI::::' a Edad Tipo histolégico Esta(dFllchc:;l)nlco Respuesta
B46 63 Epidermoide 1B Completa
B41 54 Epidermoide 1B Completa
B40 60 Epidermoide 1B Completa
B39 29 Epidermoide 1B Completa
B22 57 Epidermoide B Completa
B15 43 Epidermoide 1B Completa
B44 62 Epidermoide 1B Completa
B19 35 Epidermoide B2 Completa
B87 38 Epidermoide B Completa
B63 43 Epidermoide B Completa
B45 46 Epidermoide 1B Completa
B75 57 Epidermoide IIB Completa
B6 49 Adenocarcinoma 1B Progresion
B21 48 Epidermoide B Progresion
B74 41 Epidermoide 1B Progresion
B42* 36 Epidermoide B Progresion
B52 50 Epidermoide B Progresion
B17* 44 Epidermoide 11=] Progresion
B16* 32 Epidermoide 1B Progresion
B18* 51 Epidermoide B Progresion
B8* 47 Epidermoide 1B Progresion
B13* 31 Epidermoide 11=] Progresion
CN42 - - - Normal
CN17 - - - Normal
CN52 - - - Normal
CN72 - - - Normal

La clave (B) representa muestra tumoral; (CN) epitelio cervical libre de displasia o “normal”; (*)
Fallecida.
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Respuesta completa 6 RC: Si posterior al tratamiento convencional, el paciente no
presenta una recurrencia de la enfermedad.
Enfermedad Progresiva 6 EP: Si a pesar del tratamiento, el paciente presenta una

recurrencia de la enfermedad, metastasis y/o fallece.

Fue posible la clasificacion de las muestras al realizar una revisién de las notas e

informes médicos ingresados en INCaNet.

1. Diseno y alineamiento de los adaptadores especificos
Una vez resuspendidos los oligos Lib1 y ddMes11 a la concentracién de trabajo, se
realizd el alineamiento de los adaptadores como se especifica en la metodologia y se
corrio un gel de electroforesis de agarosa (Figura 22) para determinar si se efectud la

alienacion para sintesis de los adaptadores especificos “Lib1-Linker”

Adaptadores Lib1-Linker

(31pb) Oligonucledtido Lib1
(21pb)

Figura 22. Alineacion de los oligos Lib1 y ddMse11 para la sintesis de los adaptadores
especificos “Lib1-Linker”. 1) Marcador de peso molecular 50-2000pb, 2) Adaptadores
especificos “Lib1-Linker” (31pb), 3) Oligonucleotido Lib1 (21pb). Por el patron observado en el
gel, se comprueba la correcta alienacion de los adaptadores.
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En la figura 22 se observa la comprobacion de la alineacion de los oligonucleétidos que
conforman los adaptadores especificos “Lib1-Linker” (Lib1 de 21pb + ddMse11 de
10pb), el cual al tener un tamafio de 31 pb presentando un menor frente de corrida con

respecto al oligonucledtido Lib1 de 21pb.

2. Obtencidn de la fraccion metilada (FM) y fraccion no metilada (FNM).
Después de la digestion del ADN genomico de cada muestra con la enzima Msel, se
efectud el gel de electroforesis esperando observar el barrido y se realizé la ligacion de
los fragmentos obtenidos con los adaptadores (Lib1-Linker) previamente alineados
(Figura 23).

Barrido que representa el
ADN gendmico digerido con
la enzima Mesl

<—— ADN digerido y ligado a
“Lib1-Linker”. Se observa un
enriquecimiento  de  los
fragmentos con un tamafo
de 500pb

Figura 23. Digestion de ADN gendmico y ligacion con los adaptadores especificos “Lib1-
Linker”. Ejemplo de digestién del ADN gendémico de la muestra B63 con la enzima Mesl y la
posterior ligacién de los fragmentos resultantes a los adaptadores especificos “Lib1-Linker”. 1)
Marcador de peso molecular 50-2000pb; 2) ADN gendmico digerido con la enzima Msel; 3) ADN
genomico ligado a los adaptadores especificos “Lib1-Linker” posterior a su digestion.
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En la digestion del ADN gendmico, la enzima restriccion tipo Il Msel reconoce la
secuencia palindrémica 5°...T"'TAA...3’ realizando el corte en el sitio sefalado. Esta
secuencia esta distribuida en todo el genoma humano por lo que se generan
fragmentos de distintos tamafios que se observan como un barrido en la Figura 23-2.
Con mayor frecuencia se presenta el fragmento de 500pb, tamafio que presenta un
enriquecimiento en la Figura 23-3 correspondiente a los fragmentos unidos a los

adaptadores especificos.

De manera independiente cada una de las 26 muestras se fracciono utilizando el coctel
enzimatico o la enzima de restriccion McrBC para obtener fragmentos metilados o no
metilados como se indica en el capitulo de metodologia. Posteriormente, cada fraccion
fue enriquecida a través de reacciones de PCR cuya amplificacién del producto se puso
en evidencia en el gel de electroforesis. En la siguiente imagen también se muestra el
resultado obtenido al amplificar por PCR los controles de digestion (Figura 24).

Para la fraccion metilada (con fragmentos de ADN metilado), el DNA se incubd con
enzimas de restriccion como se indica en metodologia. Acil es una enzima cuyo gen se
encuentra en Arthrobacter citreus y que reconoce secuencias palindrémicas
5'...C"CGC...3’ pero su funcionamiento se ve bloqueado en secuencias CG metiladas.
Por otra parte, la enzima HinP1l es obtenida del gen de Haemophilus influenzae,
reconoce secuencias palindromicas 5...G'CGC...3’ cortando en el sitio sefalado
aunque su funcionamiento es bloqueado con CG metiladas. Una tercer enzima es la
Hpall de Haemophilus parainfluenzae que reconoce y corta secuencias palindrémicas
en 5...C°CGG...3’ y se bloquea su actividad con CG metiladas. En su conjunto, estas
tres enzimas de restriccion tipo Il conforman el coctel enzimatico con el que se asegura
la digestion de los fragmentos que no poseen metilacion en citosinas formando asi la
fraccion metilada. Para la fraccion no metilada (con fragmentos de ADN no metilado) la
enzima de restriccién tipo IV (corta ADN metilado en una secuencia especifica) McrBC
reconoce y corta secuencias Pu"CG por lo que quedan integros los fragmentos que no
se encuentran metilados. Para garantizar que cada fraccion tuviera tan solo los
fragmentos deseados, se realizaron los controles de digestion que consistieron en una

segunda digestion de las fracciones utilizando el grupo de enzimas contrarias a la
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primera digestion. Solo los fragmentos de ADN que no han sido digeridos por las
enzimas durante el fraccionamiento de las muestras, son los que amplificaron durante
las reacciones de PCR. Dentro de la secuencia de los adaptadores especificos que
flanquean por ambos extremos los fragmentos de ADN resultado de la digestion con la
enzima Msel, poseen la secuencia de reconocimiento para el oligonucle6tido que se
utiliza como cebador “Lib1-Primer” durante la PCR. Los productos de reaccién se
observan en la figura 24. La FM y FNM amplifican tamafos de 400-700pb
principalmente (Figura 24,-2 y 24-4), no asi los controles donde no se logra
amplificacion visible (Figura 24-3 y 24-5) garantizando la correcta digestion por las

enzimas de restriccion.

T T

Control de Control de
digestion digestion
de FM de FNM

Figura 24. Amplificaciéon de la fraccion genémica metilada y no metilada en comparaciéon
con los controles de digestion. Ejemplo de amplificacién por PCR de la fraccion metilada
(FM), no metilada (FNM) y controles de digestion para la muestra B63. 1) Marcador de peso
molecular 50-2000pb; 2) FM de B63 (digestion con las enzimas Acil, HinP1l y Hpall); 3) control
de digestion de la FM de B63 (digestion de FM con McrBC); 4) FNM de la muestra B63
(digestion con la enzima McrBC); 5) Control de la FNM de la muestra B63 (digestion de FNM
con las enzimas Acil, HinP1l y Hpall).
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3. Marcaje diferencial de las fracciones metiladas y no metiladas con
fluorocromos

Se realizé el marcaje de las fracciones metiladas (FM-Cy3) y no metiladas (FM-Cy5)

como se indica en metodologia. Posteriormente se cuantific6 el ADN purificado y la

incorporacion de los fluorocromos (Tabla 8).

Tabla 8. Marcaje diferencial con fluorocromos de la Fraccion Metilada-Cy3 y la

Fraccion No Metilada-Cy5.

Muestra FM FNM Incorporacion de
(ug) (ug) Cy’s 2200pmol
B46 15.8 17.625 v
B41 17.135 16.255 v
B40 18.615 16.255 v
B39 15.565 14.005 v
B22 12.260 15.630 v
B15 14.26 16.795 v
B44 12.521 13.700 v
B19 16.482 15.946 v
B87 18.493 16.709 v
B63 9.780 9.975 v
B45 13.565 12.705 v
B75 18.306 17.581 v
B6 17.866 18.572 v
B21 14.800 14.835 v
B74 12.580 15.840 v
B42 14.670 12.850 v
B52 16.110 13.850 v
B17 16.015 15.415 v
B16 14.833 14.060 v
B18 17.649 15.473 v
B8 13.690 15.352 v
B13 17.693 14.953 v
CN42 12.027 11.822 v
CN17 11.688 13.788 v
CN52 13.681 11.039 v
CN72 12.009 12.730 v

La clave (B) representa muestras tumorales; (CN) muestras de epitelio normal de cérvix libre de
displasia; (FM) Fraccién metilada; (FNM) Fraccion no metilada.
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Para el marcaje diferencial de las fracciones se utilizo el kit “NimbleGen Dual-Color DNA
Labeling Kits” de ROCHE, que consiste en oligonucledtidos al azar marcados con los
fluorocromos Cy3 o Cy5. Los fluorocromos son compuestos quimicos con la
particularidad de que absorben luz a una longitud de onda y emiten a otra diferente.
Para enriquecer los fragmentos marcados, se utiliza Exo'Klenow que es una ADN
polimerasa | derivada de E. coli que carece de actividad de exonucleasa (enzimas que

catalizan una reaccién de hidrdlisis que rompe los enlaces fosfodiester) 5—3’y 3'—5'.

4. Hibridacion, escaneo y obtencién de los datos de microarreglos
Se hibridaron simultdaneamente FM y FNM de cada muestra sobre las sondas de
microarreglos. La informacién obtenida por los canales 635nm (Cy5) y 532nm (Cy3) se

codifica como una imagen con spots de tres distintos colores (Figura 25).

Figura 25. Hibridacién sobre sondas de microarreglos. Ejemplo de imagen de
arreglos hibridados obtenida por el equipo MS 200 Scanner y el software DEVA. a)
3x720K Format Human DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq Promoter
Array3; b) Hibridaciéon del arreglo 532968A02; c) aumento de la sefial del microarreglo
532968A02. Los spots en verde representan FM-Cy3, los spots en rojo FNM-Cy5, los
spots en amarillo corresponden a ADN hemimetilado.
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Debido a que ambas fracciones (FM y FNM de cada muestra) son hibridadas en
cantidades iguales sobre las sondas de microarreglos, estas compiten por la regién de
complementariedad, siendo aquellos fragmentos que estén mas abundantes los que
tienen mayor probabilidad de hibridar con las sondas del arreglo. Posterior al
alineamiento y escaneo de las imagenes de los arreglos por el software DEVA, es
posible observar los spots correspondientes a cada sonda con tres tipos de senales:
verde para la hibridacion con FM-Cy3; rojo, cuando la FNM-Cy5 fue la que hibridé con
la sonda y amarillo cuando ambas fracciones hibridaron en la misma proporcién con la
sonda (Figura 25). Esta ultima sefal puede deberse a la diploidia de los genes y/o
heterogeneidad del tejido de la muestra tumoral de la que se extrajo el ADN
considerando que se conforma de células neoplasicas con distintos grados de
desdiferenciacion celular y por tanto con distintos grados de metilacion. Se obtuvo la
informacion de metilacion de cada una de las sondas del arreglo. Es importante
mencionar que segun el disefo, las sondas se encuentras por triplicado localizadas de
manera aleatoria en la matriz, obteniendo un promedio de la sefial por sonda y después

normalizando el valor con el algoritmo (Log2 (Cy3/Cy5)).

A partir del alineamiento y analisis de las imagenes de los arreglos con el software
DEVA, se extrajeron para cada muestra, 589 629 datos normalizados Log2(Cy3/Cy5)
que corresponden al valor promedio del triplicado de cada una de las sondas que

cubren a 27 728 islas CpG que se encuentran dentro de 22 532 promotores.
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Figura 26. Perfil de metilacion en la region promotora de ATM, BRCA1, MLX, TERT, MCM5 y RABL5
en muestras tumorales. Cada una de las barras corresponde al valor de metilacién de una sonda. Los
valores positivos determinan la presencia de metilacién y valores negativos la ausencia de metilacion. La
gama de color especifica el valor numérico normalizado del Log2 (Cy3/Cy5). EI numero de barras varia

segun la longitud de la Isla CpG. La flecha negra indica el sitio de inicio de la transcripcion.
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A causa de que el marcaje de la fraccion metilada fue con Cy3 y el de la fraccion no
metilada con Cy5, el valor resultante de la normalizacién (Log2 (Cy3/Cy5)) se considero
positivo para una sefial de hipermetilacion (Figura 26 barras hacia arriba) y negativo
para la que correspondia a hipometilacion (Figura 26 barras hacia abajo). Estas
senales, segun el disefio del arreglo (Figura 19) comprenden regiones ricas en CpG que
generalmente se encontraron en sitios promotores de genes y que podian abarcar,
sitios de inicio de la transcripcion mas alla del primer intron, primer exén o 2000pb
aproximadamente rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién. En la figura 26 se
observan ejemplos de diferentes patrones de metilacion a lo largo de regiones
enriquecidas con islas CpG. Cada barra representa el comportamiento de metilacién
evaluado por la sonda, dispuestas una adyacente a otra y tantas como sea la dimensién
de la region promotora, la cual es variable segun el gen, garantizando la completa
evaluacion de metilacién de regiones de interés para este estudio. Con respecto a los
resultados, se puede observar distintos comportamientos de metilacién a lo largo de la
region promotora; en la figura 26 existe un comportamiento de hipometilacion para el
gen ATM y BRCA1 pues el grafico DEVA muestra valores por debajo de cero; en la
misma figura, para el gen MLX y TERT se encuentran metiladas por mostrar valores
positivos, pero en MCM5 y RABLS5 la metilacion varia a lo largo de la region evaluada
presentando ambos comportamientos haciendo evidente la variacion que puede

presentarse a lo largo de un promotor.

5. ANALISIS DE DATOS DE MICROARREGLOS

5.1 Analisis realizado con la herramienta Microsoft Office Access.

En este analisis se determind que en el grupo EP existen 1210 genes cuyo valor
promedio de metilacion de su region promotora indico estar hipermetilados en al menos
80% de las muestras (8/10). Para el grupo RC, el numero de genes con promotores
hipermetilados en al menos 80% (10/12) de los pacientes fue de 1225. De la totalidad
de esos genes, el diagrama de Van Euler demostré que existieron 813 genes cuyos
promotores estan hipermetilados en ambos grupos y de estos, tan solo 397 son los que
su region promotora se encuentra hipermetilada en el grupo EP (Figura 27).
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RC =12 (49545 datos)
Para cada muestra
BWz2yKsz2

.

RC =12
Valor dnico del promotor
por cada muestra

EP = 10 (24453 datos)
Para cada muestra
BW2 2y Ks22

4

EP =10
Valor dnico del promotor
por cada muestra

ir
= B0% = 80%
1225 genes 1210 genes
Promedio BW y K5 Promedio BW vy K5
RC EP
1275 1210

EP—(EP N PC)= 397

Figura 27. Metodologia de analisis de los datos de hipermetilaciéon de muestras tumorales
empleando microsoft office access. En azul se representa al grupo de respuesta completa
(RC) y en anaranjado al grupo de enfermedad progresiva (EP). 813 gene presentan sus
promotores hipermetilados tanto en EP como RC; 412 promotores hipermetilados de genes en
RC que no se comparten con EP y el grupo EP presentan 397 promotores hipermetilados que
no se comparten con RC. Valor normalizado de metilacion (BW); prueba de Kolmogorov-
Smirnov (KS).

Se encontraron 397 genes cuyos promotores estan hipermetilados en el 80% de las
muestras que pertenecen al grupo EP y que no se comparte con los de RC. De estos
37, resultaron estar hipermetilados en el 100% de las muestras EP, segun nuestro

analisis y a continuacion se describe la funcion principal de su proteina (Tabla 9).
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Tabla 9. Genes con promotores hipermetilados en todas las muestras del

grupo EP

Nombre Sinénimo Promedio Promedio Funcién de la proteina

Log2(Cy3/Cy5) KS-test

C14orf64 - 2.38507 3.87052 -

APTX AOA 2.81048 3.89326 Proteina implicada en la reparacion del ADN.

TMPRSS3 DFNB10 2.69207 3.38249 Serinproteasa. Su mal funcionamiento esta asociado
con algunos tipos de cancer. Involucrados en
metastasis y activacion de hormonas u otros factores
de crecimiento en células cancerosas.

EXOC3L2 FLJ36147 3.59351 4.06699 Necesaria para la adecuada sefalizacién de VEGFR-2
en células endoteliales.

TMED10P1 TMED10P 2.77319 3.76937 -

ELF5 ESE2 2.59423 3.34032 Implicada en la regulacién vy diferenciacion de
queratinocitos. Regula genes especificos de epitelio
glandular, como la glandula salival y de préstata.

LIPE HSL 3.35224 3.96469 En tejido adiposo y corazén hidroliza los acidos grasos
libres. En otros tejidos transforma esteres de colesterol
en colesterol libre para la produccion de hormonas
esteroidales.

LOC646471 - 2.41647 4.48953 -

LOC729234 - 2.97868 2.59077 Dominio fumarilacetoacetato hidrolasa que contiene 2
pseudogenes.

SPTBN5 BSPECV 3.30809 2.49188 Espectrina, proteina del eritrocito.

MFSD6 FLJ20160 2.6266 3.372 -

APOLD1 DKFZp434 2.65974 2.79934 Proteina de células endoteliales que participa en la

F0318 regulacion de la sefalizacion y funcion vascular.
Involucrada en la angiogénesis.

CYTSB FLJ36955 2.57118 3.05873 -

BCKDHA BCKDE1A 2.82211 3.85741 Enzima mitocondrial que cataliza el catabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada. Cataliza la
conversion general de alfa-ceto acido a acil-CoA y CO.

OAZ2 AZ2 2.71383 2.67894 Cataliza la sintesis de ornitina a putrescina en la
biosintesis de poliamina.

SERPINB9 CAP-3 2.3448 2.93827 Enzima involucrada en la coagulacion, fibrindlisis,
fijacion de complemento, remodelacion de matriz y
apoptosis. La sobreexpresion de esta proteina puede
evitar que los linfocitos T citotdxicos eliminen ciertas
células tumorales

PAPSS2 ATPSK2 2.53159 5.10204 Importante en la esqueletogénesis durante el desarrollo
postnatal. Defectos en este gen causan displasia
espondiloepimetafisaria de tipo Pakistani.

PGC FLJ99563 29717 3.30421 Enzima digestiva que componente de la mucosa gastrica
que hidroliza una variedad de proteinas. Polimorfismos
de este gen estan asociados a cancer gastrico.

C20rf70 - 2.64053 4.01628 -

C70rf53 FLJ39575 2.41882 4.45546 Proteina transmembranal.

70



RESULTADOS

Continuacion tabla 9

Nombre Sinénimo Promedio Promedio Funcién de la proteina
Log2(Cy3/Cy5) KS-test

CAPN14 FLJ54788 2.55644 3.15931 Cistein proteasas involucradas en apoptosis, division
celular, interaccion de integrinas-citoesqueleto y
plasticidad sinaptica.

CEP170L FAM68B 3.08332 3.38979 Proteina centrosomal de 170kDa.

CELA3B CBPP 2.99149 3.30447 Quimotripsina 3B elastasa secretada como zimégeno por
el pancreas. Participa en el transporte intestinal y el
metabolismo del colesterol.

RAB27A GS2 2.35253 3.58902 Pertenece a la familia Rab de las GTPasas pequeias.
Estar implicada en el transporte de proteinas y la
transduccion de sefiales.

CCRL1 CC-CKR-11 3.21282 2.36606 Miembro de la familia de receptores acoplados a
proteinas G. Receptor de quimiocinas tipo C-C que se
unen a ceélulas dendriticas y células T activadas por
quimiocinas incluyendo CCL19/ELC, CCL21/SLC, vy
CCL25/TECK.

DCTN4 - 2.60925 2.47579 -

GUK1 FLJ42686 3.45036 2.65038 Enzima que cataliza la transferencia de un grupo fosfato
del ATP a guanosin monofosfato (GMP) para formar
guanosin difosfato (GDP). Se cree que esta proteina es
un buen objetivo para la quimioterapia en cancer.

GABRR2 - 3.02568 4.15591 Proteina miembro del complejo del receptor GABA.

ANKA1 ANK 3.05296 2.74928 Unen las proteinas integrales de membrana a la
espectrina y actina del citoesqueleto. Importante en la
motilidad, proliferacion, contacto y  dominios
especializados de membrana.

ANKRD16 - 2.91434 3.98115 -

TXNL4B DLP 2.83543 2.45545 Papel esencial en el splicing de pre-mRNAs. Requerido
en la progresion S/G del ciclo celular.

IDE FLJ35968 2.35776 3.8867 Metalopeptidasa de zinc que degrada la insulina
intracelular. Participa en la sefalizacién intercelular
peptidica mediante la degradacidon de glucagon,
amilina, bradiquinina, y calidina.

HIST1H2AB H2A/m 2.38875 2.56132 Gen del grupo de genes de histonas. Las histonas
desempefiar un papel central en la transcripcion,
regulacion, reparacion del ADN, replicacion del ADN y
la estabilidad cromosémica.

ZAR1 - 2.6766 4.2695 Participa en la transicion de ovocitos a gametos

Esencial para la fertilidad femenina.

71



RESULTADOS

Continuacion tabla 9

Nombre Sinénimo Promedio Promedio Funcién de la proteina
Log2(Cy3/Cy5) KS-test
TTC24 FLJ20249 2.61852 2.44384 -
ZCCHC13 CNBP2 3.45241 3.75145 Proteina que contiene seis dedos de zinc de tipo

CCHC. Funciona como un factor de transcripcion.

ZHX3 KIAA0395 2.64791 3.21947 La proteina codificada contiene dos dedos de zinc del
tipo C2H2 y cinco homeodominios. En el nucleo
puede funcionar como un represor transcripcional.

(-) Funcién de la proteina atin no descrita. http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene®

Posterior al analisis de los datos con la herramienta Microsoft Office Access, se
determind que 37 fueron los genes cuyo promedio de metilacion indicaba estar
hipermetilados en el 100% de las muestra del grupo EP y no en el de RC. De estos 37
genes se eligieron 3 para su analisis de metilacion por la técnica MSP:

La superfamilia de importantes facilitadores con 6 dominios (MFSDG6) es un gen cuya
proteina no se ha descrito ni caracterizado aun su funcion.

La 3’ fosfoadenosina 5’fosfosulfatasa sintasa 2 (PAPSS2), es una proteina cuya
expresion se observo disminuida en una analisis de expresion de muestras tumorales
cervicales del mismo grupo de analisis.

Por ultimo ZCCHC13 (dedos de zinc que contiene 13 dominios del tipo CHC) es una
proteina que funciona como factor de transcripcion a la que se le ha relacionado con el

desarrollo de neoplasias epiteliales y carcinomas del endometrio.

6. Evaluacion de la metilacion por la técnica MSP
Para poder determinar si los datos obtenidos por los microarreglos eran confiables, se
analizé la metilacion local de regiones promotoras de los tres genes mencionados
anteriormente utilizando otra metodologia de analisis de metilacion (MSP) que implica la
previa modificacion del ADN con bisulfito de sodio y el disefio de un par de
oligonucledtidos que son complementarios a regiones del ADN metiladas o no metiladas
de manera diferencial. En la tabla 10, 12 y 14 se especifica las caracteristicas de las

regiones promotoras de dichos genes, en las figuras 28, 29 y 30 muestran el mapa de la
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region y el disefio de los oligonucleétidos para MSP obtenidos por el software

MethPrimer, cuya secuencia de oligonucleétidos se especifica en las tablas 11, 13y 15.

Tabla 10. Caracteristicas de la regiéon promotora del gen MFSD6

MFSDG6; hg18_cpglslandExt_CpG: 129 range=chr2:190980530-190982116
5'pad=200 3'pad=200 strand=+

Posiciéon chr2: 190980530-190982116
Banda 2q32.2

Tamaiho genémico 1187

CpG 129

Porcentaje de CpG 21.7%
Porcentajede Co G 68.6%
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Figura 28. Region promotora del gen MFSD6. Mapa de las islas CpG de la regién promotora
del gen MFSD6. a) cromosoma 2; en rojo, en el brazo largo se indica el locus del gen; la barra
verde determina la ubicacion de la region promotora. b) grafico que representa la densidad de
las islas (%CG) dentro de la region promotora, las barras rojas verticales sefialan la posicion de
la citosina susceptibles a metilacion. c) disefio de oligonucleétidos necesarios para el analisis
MSP. En morado, oligonucleétidos para sitios metilados; en verde, oligonucledtidos para sitios
no metiladas.
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RESULTADOS

Tabla 11. Disefio de oligonucleétidos para el analisis de metilaciéon de MFSD6 por

MSP

Metilado

No Metilado

Left Metilado MFSD6
S5TAGTTTTTTGAAAAAGGGTGTTTTC3
Tamano= 25pb

Tm=59.11°C
GC%=52.00
C=6

Right Metilado MFSD6
5’ATACTATCAATACGTTATCTCCGCG3’
Tamano= 25pb

Tm= 59.84°C
GC%= 56.00
C=4

Tamano del producto Metilado: 148

Left No Metilado MFSD6
5TAGTTTTTTGAAAAAGGGTGTTTTTS
Tamano= 25pb

Tm=58.72°C
GC%=52.00
C=6

Right No Metilado MFSD6
5’ACTATCAATACATTATCTCCACATCYZ
Tamano= 25pb

Tm=53.42°C
GC%=60.00
C=6

Tamano del producto No Metilado: 146

MethPrimer: designing primers for methylation PCRs
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RESULTADOS

Tabla 12. Caracteristicas de la region promotora del gen PAPSS2

PAPSS2; hg18_cpglslandExt_CpG: 69 range=chr10:89409127-89410207 5'pad=200
3'pad=200 strand=+

Posicion chr10: 89409127-89410207
Banda 10923.2

Tamaiho genémico 681

Numero de CpG 69

Porcentaje de CpG 20.3%
Porcentajede Co G 67.3%
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Figura 29. Regién promotora del gen PAPSS2 Mapa de las islas CpG de la region
promotora del gen PAPSS2. a) cromosoma 10, en rojo en el brazo largo se indica el
locus del gen; la barra verde indica la ubicacién de la regidon promotora. b) grafico que
representa la densidad de las islas (%CG) dentro de la region promotora, las barras
rojas verticales sefialan la posicion de las citosinas susceptibles a metilacién. c)
Disefio de oligonucleétidos necesarios para el analisis MSP. En morado,
oligonucleétidos para sitios metilados; en verde, oligonucleétidos para sitios no
metiladas.
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RESULTADOS

Tabla 13. Disefo de oligonucleétidos para el analisis de metilacion de PAPSS2

por MSP

Metilado

No Metilado

Left Metilado PAPSS2
STATTTGTTATAATTGTGGGAGAAGC?3’
Tamano= 25pb

Tm=57.86°C
GC%=52.00
C=5

Right Metilado PAPSS2
5'GAACCAAATATCCTAATCTACCGCY
Tamafo= 24pb

Tm=59.33°C
GC%=62.00
C=5

Tamano del amplicon: 110pb

Left No Metilado PAPSS2
SATTTGTTATAATTGTGGGAGAAGTG3’
Tamano= 25pb

Tm=157.71°C
GC%=52.00
C=6

Right No Metilado PAPSS2
5’ CACAAACCAAATATCCTAATCTACCA3’
Tamano= 26pb

Tm=159.61°C
GC%=61.54
C=6

Tamafio del amplicén: 112pb

MethPrimer: designing primers for methylation PCRs

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12424112

RESULTADOS

Tabla 14. Caracteristicas de la region promotora del gen ZCCHC13

ZCCHC13; hg18_cpglslandExt_CpG: 17 range=chrX: 73440345-73441150
5'pad=300 3'pad=300 strand=+

Posicién chrX: 73440345-73441150
Banda Xq13.2
Tamaiho genémico 206

CpG 17
Porcentaje de CpG 16.5%
Porcentajede Co G 60.2%
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Figura 30. Regiéon promotora del gen ZCCHC13. Mapa de las islas CpG en la region
promotora del gen ZCCHC13. a) cromosoma X; en rojo, en el brazo largo se indica el locus del
gen; la barra verde determina la ubicacién de la region promotora. a) grafico que representa la
densidad de las islas (%CG) dentro de la regién promotora, las barras rojas verticales sefialan
la posicion de las citosinas susceptibles a metilacion. c) disefio de oligonucledétidos necesarios
para el analisis MSP. En morado, oligonucleétidos para sitios metilados; en verde,
oligonucledtidos para sitios no metiladas.
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RESULTADOS

Tabla 15. Disefio de oligonucleétidos para el analisis de metilaciéon de ZCCHC13

por MSP

Metilado

No Metilado

Left Metilado ZCCHC13
STATTTGTTATAATTGTGGGAGAAGC?3’
Tamano= 25pb

Tm= 57.86°C
GC%=52.00
C=5

Right Metilado ZCCHC13
5'GAACCAAATATCCTAATCTACCGCYZ
Tamafo= 24pb

Tm=59.33°C
GC%=62.00
C=5

Tamano del producto Metilado: 110

Left No Metilado ZCCHC13
5SATTTGTTATAATTGTGGGAGAAGTG3’
Tamano= 25pb

Tm=57.71°C
GC%=52.00
C=6

Right No Metilado ZCCHC13
5’ CACAAACCAAATATCCTAATCTACCA3’
Tamano= 26pb

Tm=159.61°C
GC%=61.54
C=6

Tamano del producto No Metilado: 112

MethPrimer: designing primers for methylation PCRs

Posterior al disefio de los oligos, se realizé el analisis de metilacion por la técnica MSP,

previa modificacion del ADN con bisulfito de sodio, de muestras tumorales y de tejido

normal de cérvix elegidas azarosamente. Los resultados se reportan en la figura 31.
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Figura 31. Analisis de metilacion de la region promotora de los genes PAPSS2,
MFSD6 y ZCCHC13 por la metodologia MSP. La columna (M) refiere al producto de
PCR realizada con oligonucleétidos complementarios a fragmentos metilados; La
columna (U) al producto de PCR realizada con oligonucledtidos complementarios a
fragmentos no metilados. a) Muestra tumorales del grupo RC; b) Muestras tumorales
del grupo EP; c) Muestras de epitelio normal de cervical libre de displasia.
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Figura 32. Perfiles de metilacién obtenidos por el andlisis de microarreglos de la regién
promotora del gen MFSD6. Comportamiento de metilacion de todas las muestras
consideradas en este estudio. a) Ubicacion del gen MFSD6 en el cromosoma 2; b) Grafico que
representa en el eje Y el valor de metilacion (Log2(Cy3|Cy5)) y en el eje X la longitud de la
region. Los puntos corresponde al valor normalizado por sonda de cada muestra (total 11
sondas, 26 muestras). En azul muestras del grupo RC, en verde las muestras del grupo EP y en
rosa las muestras de epitelio normal cervical. La linea continua refiere la media del
comportamiento por grupo a lo largo de la regidon promotora; c) Las barras horizontales en azul
claro determinan el sitio de inicio de la transcripcion de la proteina correspondiente al gen. La
barra horizontal azul fuerte representa la densidad de Islas CpG dentro de la region. El
rectangulo negro sefala la region evaluada por MSP.
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Figura 33. El resultado de metilacion por MSP es similar al obtenido con el analisis de
microarreglos para la region promotora del gen MFSD6. Comparacién de resultados
obtenidos por los dos métodos de analisis de metilacion para una misma muestra. El grafico
presenta la metilacion a lo largo del amplicon obtenido por MSP y en su parte inferior se
observa la amplificacion por PCR donde (M) es la reaccién con oligonucleétidos
complementarios a ADN metilado y (U) a la reaccién con oligonucleétidos complementarios a
ADN no metilado. En a) muestra B15 perteneciente al grupo de respuesta completa; b) muestra
B16 del grupo de enfermedad progresiva; c) muestra CN45 de Epitelio normal cervical.
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Figura 34. Perfiles de metilaciéon las muestras obtenidos por el andlisis de microarreglos
de la region promotora del gen PAPSS2. Comportamiento de metilacion de todas las
muestras consideradas en este estudio. a) Ubicacion del gen PAPSS2 en el cromosoma 10; b)
Grafico que representa en el eje Y el valor de metilacion (Log2(Cy3|Cy5)) y en el eje X la
longitud de la region. Los puntos corresponde al valor normalizado por sonda de cada muestra
(total 11 sondas, 26 muestras). En azul muestras del grupo RC, en verde las muestras del
grupo EP y en rosa las muestras de epitelio normal cervical. La linea continua refiere la media
del comportamiento por grupo a lo largo de la region promotora; c) Las barras horizontales en
azul claro determinan el sitio de inicio de la transcripcion de la proteina correspondiente al gen.
La barra horizontal azul fuerte representa la densidad de Islas CpG dentro de la region. El
rectangulo negro sefala la region evaluada por MSP.

82



RESULTADOS

r & & FF N TN S ST
A A R A GV A G S U A A A S
a) RESpUEsta S Mg B B b NEPRAR B0 1 B om0y B gl D Wi BN 1 gl s 58
LT}
completa G
i
e
ill —
.
im M U
L]
- —

# " & & # # & F O F 0 P A R
F - - -
VAV B B B G S S A A A T A A A

b) EI’IfEFH'lEdad St gt Bt Wi e B RPFTGRRE FPIFE ] B w1 B % D M CN0E g B Al

progresiva

. -
A A A A N N SN N N N B N S R
J‘f 4" lf 4': ff r‘l .r'IIP if f‘. ff rc. ’ r‘* l‘* +"‘

THTTTFESTET T Frry S FEEeE FRTES T ees Fre v s PR RS e ST rri FT T e ey By Frresrr s

Seorraterd (D] Aot Rrsu brom RUS0EALT N7 003 1108 ArmatiCy )0yl 0L ibeiyien 8L OCH T gt cietl

c)  Epitelionormal
de Cérvix e

E'.'. = _ !5 00
15 -5.00

Figura 35. El resultado de metilacion por MSP es similar al obtenido con el analisis de
microarreglos para la region promotora del gen PAPSS2. Comparacion de los resultados
obtenidos por los dos métodos de analisis de metilacion para una misma muestra. El grafico
representa la metilacién a lo largo del amplicon obtenido por MSP y en su parte inferior se
observa la amplificacion por PCR donde (M) es la reaccién con oligonucleétidos
complementarios a ADN metilado y (U) a la reaccién con oligonucleétidos complementarios a
ADN no metilado. En a) muestra B15 perteneciente al grupo de respuesta completa; b) muestra
B13 del grupo de enfermedad progresiva; ¢) muestra CN45 de Epitelio normal cervical.
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Figura 36. Perfiles de metilacion de las muestras obtenidos por el analisis de
microarreglos de la region promotora del gen ZCCHC13. Comportamiento de metilacion de
todas las muestras consideradas en este estudio. a) Ubicacion del gen ZCCHC13 en el
cromosoma X; b) Grafico que representa en el eje Y el valor de metilacion (Log2(Cy3|Cy5)) y
en el eje X la longitud de la region. Los puntos corresponde al valor normalizado por sonda de
cada muestra (total 11 sondas, 26 muestras). En azul muestras del grupo RC, en verde las
muestras del grupo EP y en rosa las muestras de epitelio normal cervical. La linea continua
refiere la media del comportamiento por grupo a lo largo de la region promotora; c) Las barras
horizontales en azul claro determinan el sitio de inicio de la transcripcion de la proteina
correspondiente al gen. La barra horizontal azul fuerte representa la densidad de Islas CpG
dentro de la region. El rectangulo negro sefiala la region evaluada por MSP.
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Figura 37. El resultado de metilacion por MSP es similar al obtenido con el analisis de
microarreglos para la regiéon promotora del gen ZCCHC13. Comparacion de los resultados
obtenidos por los dos métodos de analisis de metilacion para una misma muestra. El grafico
representa la metilacion a lo largo del amplicén obtenido por MSP y en su parte inferior se
observa la amplificacion por PCR donde (M) es la reaccién con oligonucleétidos
complementarios a ADN metilado y (U) a la reaccién con oligonucledtidos complementarios a
ADN no metilado. En a) muestra B63 perteneciente al grupo de respuesta completa; b) muestra
B52 del grupo de enfermedad progresiva; c) muestra CN17 de Epitelio normal cervical.
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7. Segundo analisis utilizando el lenguaje de programaciéon R
Para este analisis, como se indico en la metodologia, se extrajeron los valores
(Log2(Cy3|Cy5) de cada sonda y se obtuvo el valor promedio de metilaciéon por cada
region promotora. Se agruparon los valores de cada muestra segun su clasificacion
(tumoral 6 epitelio normal) para determinar si existen diferencias significativas de
metilacion entre los grupos comparados utilizando la prueba t de Student con una
p<0.005 (Tabla 16 y figura 38).

Tabla 16. Numero de genes que presentan una metilacion diferencial significativa

en el grupo tumoral en comparacioén con el normal

Total p< 0.005
Genes Hipermetilados en Cancer 9794 2196
Genes Hipometilados en Cancer 2630 3734

El analisis se realiz6 por prueba paramétrica t de Student
El resultado anterior se especifica en la siguiente grafica (Figura 38).

Nidmero de genes diferencialmente metilados en el
grupo tumoral con respecto al grupo normal
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Figura 38. Numero de genes diferencialmente metilados en el grupo tumoral con respecto
al grupo normal. Grafico de barras que muestra el numero de genes hipermetilados (azul) e
hipometilados (rojo) en las muestras del grupo tumoral, resultado de la comparaciéon de las
medias de grupos por el analisis estadistico t Student con una p<0.005.
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A partir de los genes que resultaron estar deferencialmente metilados (p < 0.005) en la
comparacién tumoral vs normal (Tabla 16, figura 38), se realiz6 el analisis no
supervisado con el que se obtuvo el siguiente mapa de calor (Figura 39) y grafica de

volcan (Figura 40).

|:| Tumoral
. Normal

ll'llh il
L] ll..‘.llll
TR
B w

II I'
:
.

nii

Il

LI

|

NTONDOMNIO~NTTNMNMO =M
T r~TOr~r~NANN~OTTO 0
mmmmmmmmmmmmmmmmm [41]

18

Figura 39. Mapa de Calor con los genes diferencialmente metilados en el grupo Tumoral
comparado con el grupo Normal. Genes diferencialmente metilados (5930) en la comparacion
entre el grupo tumoral vs normal (p<0.005). En la parte superior, se observa el dendograma que
determina el agrupamiento de las muestras de tejido normal (azul) y tumoral (blanco y negro).
Cada columna representa el perfil de metilacion de una muestra. Las filas horizontales
corresponden a un mismo gen. En azul promotores de genes hipermetilados; en rojo
promotores de genes hipometilados. Analisis no supervisado.
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Log fold changue

Figura 40. Grafica de volcan con los genes diferencialmente metilados en el grupo
tumoral comparado con el grupo normal. Grafica de volcan que representa la distribucion de
metilacion de los promotores de los 5930 genes diferencialmente metilados al realizar la
comparacion entre los grupos de tumoral y normal.

Posterior al analisis de distribucion de probabilidad t de Student se analizé la funcién
molecular y procesos biolégicos en los que participan los genes que mostraron estar
hipermetilados en el grupo de cancer y no asi en el normal con una p<0.005 (Figura 41).
La busqueda de funcionalidad y proceso bioldgico de las proteinas se analizé también
para los genes que se encuentran hipometilados en el grupo de cancer y no en el grupo
normal con una p<0.005 (Figura 42).

La busqueda se efectu6 con la herramienta Onto-Express Intelligent systems and
bioinformatics laboratory del departamento de ciencia computacional de la Universidad

estatal de Wayne, Detroit.
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a) Procesos biologicos

b) Funcion molecular
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Figura 41. Graficos de barras que representan los principales procesos bioldgicos y
funciéon molecular en los que participan los genes con promotores hipermetilados en
muestras tumorales. a) Procesos biolégicos en el que participan las proteinas de los 2196
genes hipermetilados en el grupo de muestras tumorales con respecto a los tejidos normales. b)
Funcion molecular en el que participan las proteinas pertenecientes a los 2196 genes
hipermetilados en el grupo de muestras tumorales con respecto a los tejidos normales. Para
cada proceso bioldgico y funcion molecular se muestra el porcentaje de genes que presentan
una diferencia estadisticamente significativa (p<0.005) segun el andlisis t de Student.
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a) Procesos biologicos
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Figura 42. Graficos de barras que representan los principales procesos bioldgicos y
funcién molecular en los que participan los genes con promotores hipometilados en
muestras del grupo Tumoral. a) Procesos bioldgicos en el que participan las proteinas de los
3734 genes hipometilados en el grupo de muestras tumorales con respecto a los tejidos
normales. b) Funcién molecular en el que participan las proteinas pertenecientes a los 3734
genes hipometilados en el grupo de muestras tumorales con respecto a los tejidos normales.
Para cada proceso biologico y funcidon molecular se muestra el porcentaje de genes que
presentan una diferencia estadisticamente significativa (p<0.005) segun el andlisis t de Student.
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Tabla 17.Numero de genes que presentan una metilacién diferencialmente
significativa en el grupo EP con respecto al grupo RC

Total p< 0.005

Genes Hipermetilados en Enfermedad Progresiva 11783 273

Genes Hipometilados en Enfermedad Progresiva 11547 23

El analisis se realiz6 por la prueba paramétrica t de Student

El resultado anterior se especifica en la siguiente grafica (Figura 43).
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Figura 43. Namero de genes diferencialmente metilados en el grupo EP con respecto a
RC. Grafico de barras que muestra el numero de genes hipermetilados (azul) e hipometilados
(rojo) en las muestras del grupo de enfermedad progresiva (EP), resultado de la comparacion
de las medias de grupos por el analisis estadistico t Student con una p<0.005.

A partir de los genes que mostraron estar deferencialmente metilados (p < 0.005) en la
comparacion EP vs RC (Tabla 17, figura 43), se realizé el analisis no supervisado con el
que se obtuvo el siguiente mapa de calor (Figura 44) y grafica de volcan (Figura 45).
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Figura 44. Mapa de Calor con los genes diferencialmente metilados en el grupo EP
comparado con el grupo RC. Genes diferencialmente metilados (296) en la comparacion entre
el grupo de enfermedad progresiva (EP) vs Respuesta completa (RC). En la parte superior se
observa el dendograma con el agrupamiento de las muestras tumorales EP (negro) y tumorales
RC (blanco). Cada columna representa el perfil de metilacion de una muestra. Las filas
horizontales corresponden a un mismo gen. En azul promotores de genes hipermetilados; en
rojo promotores de genes hipometilados. Analisis no supervisado.
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Figura 45. Grafica de volcan con los genes diferencialmente metilados en el grupo EP
comparado con el grupo RC. Grafica de volcan que representa la distribucion de metilacién
de los promotores de los 296 genes diferencialmente metilados al realizar la comparacioén entre
los grupos de EP y RC.

Posterior al analisis de distribucion de probabilidad t de Student, se analizé la funcion
molecular y procesos biolégicos en los que participan los genes que mostraron estar
hipermetilados en el grupo de enfermedad progresiva y no asi en el respuesta completa
con una p<0.005 (Figura 46).

La busqueda de funcionalidad y proceso bioldgico de las proteinas se analizé también
para los genes que se encuentran hipometilados en el grupo de EP y no en el grupo RC
con una p<0.005 (Figura 47).

La busqueda se efectu6 con la herramienta Onto-Express Intelligent systems and
bioinformatics laboratory del departamento de ciencia computacional de la Universidad

estatal de Wayne, Detroit.
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a) Proceso biolégico
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Figura 46. Graficos de barras que representan los principales procesos bioldgicos y
funciéon molecular en los que participan los genes con promotores hipermetilados en
muestras del grupo EP. a) Procesos biolégicos en el que participan las proteinas de los 273
genes hipermetilados en las muestras del grupo EP con respecto a las de RC. b) Funcién
molecular en el que participan las proteinas pertenecientes a los 273 genes hipermetilados en el
grupo de muestras EP con respecto a los de RC. Para cada proceso bioldégico y funcién
molecular se muestra el porcentaje de genes que presentan una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.005) segun el analisis t de Student
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Figura 47. Graficos de barras que representan los principales procesos bioldgicos y
funciéon molecular en los que participan los genes con promotores hipometilados en
muestras del grupo EP. a) Procesos bioldgicos en el que participan las proteinas de los 23
genes hipometilados en las muestras del grupo EP con respecto a las de RC .b) Funcién
molecular en el que participan las proteinas pertenecientes a los 23 genes hipometilados en el
grupo de muestras EP con respecto a los de RC. Para cada proceso biolégico y funcion
molecular se muestran los porcentajes de genes que presentan una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.005) segun el analisis t de Student.
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La regulacion epigenética, en particular la metilacion del ADN, juega un papel
fundamental en el desarrollo de carcinomas, ya sea como iniciadores del evento tumoral
o0 como potenciadores del desarrollo de la neoplasia.

En este trabajo se evaluo el estado de metilacion global del ADN de distintas muestras
tumorales y de epitelio normal de cérvix, utilizando herramientas como marcaje e
hibridacién sobre sondas de microarreglos y metodologias que emplean enzimas de
restriccion, modificacion de ADN y PCR.

Posterior al marcaje e hibridacién del material genético sobre sondas de microarreglos,
se obtuvieron los valores de metilacién correspondientes a cada una de las sondas, las
cuales cubrian la region promotora de aproximadamente 22 532 genes. Estos datos se

analizaron con dos distintas metodologias y se validaron los resultados por MSP.

Primer analisis de resultados

En este primer analisis, como se describe en el capitulo de metodologia, se comparoé el
comportamiento de metilaciéon entre muestras del grupo RC vs EP. Basandonos en la
metodologia de analisis propuesta por Chang y cols. Se aplicoé un primer filtro a los
datos en el que solo nos quedamos con valores = 2 tanto para el valor normalizado de
la sefial como para la prueba de Kolmogorov-Smirnov (cumpliéndose ambas
condiciones) esperabamos que los valores obtenidos dieran informacién acerca de la
hipermetilacion de los promotores por ser solo valores positivos. En este analisis se
decidié evaluar la hipermetilacion de los promotores por ser el evento de metilacion que
en diversos estudios presentan una mayor relevancia en la participacion de la
generacion y seleccion de las células neoplasicas, sin embargo la hipometilacion resulta
también ser un evento epigenético con gran impacto en la carcinogénesis pero menos
estudiado y caracterizado por la limitante de que una restauracion en la metilacion en
células neoplasicas resulta ser mas complicada por su inespecificidad. A través de un
diagrama de Van Euler (Figura 27), se determind el numero de genes que estuvieron
hipermetilados en el 80% de las muestras del grupo EP y no en RC. De esta lista de
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genes (397 en total), determinamos cuales, segun este analisis, se encuentran
hipermetilados en el 100% de las muestras EP (10/10). De esta lista representada por
37 genes, se buscéd la funcién de la proteina para la que codifican y su potencial
participacion en la carcinogénesis (Tabla 9) proponiendo que al estar hipermetilada su
region promotora, probablemente existira una pérdida o disminucion en la expresion de
la proteina como se ha propuesto que sucede a causa del rearreglo en la estructura de
la cromatina a heterocromatina por presencia de la metilacion evitando la unidn de
factores de transcripcion. Entre ellas encontramos a la Aprataxina, proteina implicada
en la reparacion del ADN por lo que la pérdida de su expresion podria estar relacionada
al silenciamiento del gen APTX por hipermetilacion del promotor, promoviendo la
acumulacién de mutaciones que favorecen la transformacion celular.®* También se
encuentra la apolipoproteina que contiene un dominio L (APOLD1) que participa en la
regulacion de la sefializacién, funcién vascular y angiogénesis por lo que la pérdida de
su expresidon puede verse reflejado en la evasion de sefales intracelulares.”® La
proteina del gen SERPINB9 se ha visto involucrada en procesos celulares como la
remodelacion de la matriz extracelular y apoptosis aunque su sobreexpresion evita que
los linfocitos T citotoxicos eliminen algunas células tumorales comportamiento que no
se esperaria por encontrarse hipermetilado.®® Otra proteina importante es la Calpaina
14 (CAPN14) coya perdida afecta procesos celulares como apoptosis, division celular y
plasticidad celular que en una célula podria favorecer el fenotipo tumoral.®” Ankarin1
(ANK1) es una proteina integral de membrana cuya pérdida de expresion se ha
relacionado con el desarrollo de cancer colorrectal, tumores de vejiga®® y recientemente
en cancer de ovario.*® La proteina del gen HIST1H2AB tiene un papel fundamental en
la organizacion del ADN por formar parte de la familia de histonas, su pérdida podria
favorecer al mal ordenamiento del la cromatina afectando mecanismos de reparacion de
ADN, replicacion, transcripcion y estabilidad gendmica. Por ultimo el gen ZHX3 cuya
proteina se conoce por ser represor transcripcional en nucleo, se ha asociado su
pérdida de expresion como un paso critico en la carcinogénesis hepatocelular.'® Estos
son algunos de los genes que por la funcién o papel de sus proteinas en distintos
mecanismos y procesos celulares pueden ser de interés el desarrollo de la neoplasia,

aunque cabe mencionar que los 37 genes determinados en este primer analisis,
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ninguno esta previamente reportado en la busqueda “Pubmeth” con antecedentes de
hipermetilacion en cancer cervical (Tabla 2) o en la literatura citada en este trabajo.

A partir de los genes que el andlisis de Access indico estar hipermetilado en el 100% de
las muestras EP y no en RC, se eligieron tres candidatos para su analisis de metilacion
con MSP y poder validar los resultados obtenidos con los microarreglos: MFSD6 es un
gen al que no se ha descrito ni caracterizado la funcion de su proteina y no se
encontrado alguna relacién con enfermedades neoplasicas siendo esto lo que nos llevd
a que fuera de nuestro interés por su posible papel en cancer cervical. Al segundo gen
elegido, PAPSS2, se le ha relacionado con cancer esofagico determinando la existencia
de la proteina paciente de mejor prondstico.'®" En un analisis de expresion realizado por
nuestro grupo de investigacion, la proteina de este gen mostrd tener una expresion
disminuida en el mismo grupo de muestras con cancer cervical comparado con su
expresion en tejido normal.; una posible explicacion a la disminucion de su expresion
puede ser la hipermetilacién en la region promotora de su gen por lo que fue de nuestro
interés determinar si esta relacion existia. Por ultimo se sabe muy poco del gen
ZCCHC13 que también elegimos para su validacion, pero al contener seis dedos de
zinc de tipo CCHC en la estructura de su proteina, se cree que pueda ser un importante
factor de transcripcién. Su proteina se le ha relacionado con la regulacién
transcripcional del gen ATXN1'% presente en neoplasia epitelial y carcinoma del
endometrio. Estos tipos de cancer guardan una relacion histolégica estrecha con el
carcinoma epidermoide cervical y adenocarcinoma cervical lo que nos hace suponer
una posible relacion.

Como metodologia para la validacion de los resultados de metilacion se eligio el analisis
de metilacion especifica por PCR (MSP) por ser una técnica cualitativa ampliamente
utilizada por su rapidez en la obtencion de resultados y su bajo costo en comparacién
de otras tecnologias de analisis. Su fundamento radica en el disefio de oligonucledtidos
que reconocen directamente sitios ricos en islas CpG cuyo ADN ha sido previamente
tratado con bisulfito de sodio. El bisulfito de sodio es un agente reductor que al estar en
contacto con el ADN tiene la capacidad de desaminar las citosinas, que pasaran a ser
moléculas de uracilo. Sin embargo, el bisulfito no puede provocar esta transicion en

citosinas que estén metiladas, por lo que no seran modificadas (Figura 20). Se disefian
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dos pares de oligonucleétidos: uno que reconoce secuencias metiladas que fueron
previamente tratadas con bisulfito de sodio y otro que es complementario a los sitios
CpG que has sido modificados con bisulfito de sodio por su ausencia de metilacién
(Figura 21). Posterior a este disefio, se realizan PCRs cuyos productos son observados
por geles de electroforesis. Si se obtiene una amplificacién, es porque existio
complementariedad de oligonucledtidos segun sea el caso (M, metilado; U, no metilado)
(Figura 21).

Para el analisis de metilacion por MSP se eligieron aleatoriamente 6 muestras de cada
grupo (RC y EP) y 3 de epitelio normal de cérvix. En la primer columna de la figura 31
se observa el resultado de las bandas correspondientes a la amplificacion para el gen
MFSD6 donde 86% del total de las muestras (13/15) esta predominantemente no
metiladas sin distincion entre grupos pese a que esperabamos por nuestro analisis en
Access que el comportamiento fuera metilado al menos en el grupo EP. Al comparar
estos resultados con el grafico de metilacion de la region promotora del gen MFSD6
(Figura 32), se observa que existe concordancia de la sefal obtenida en los arreglos
con resultado por MSP ya que se evalué la metilacion en una parte de la region
promotora correspondiente a 147pb (enmarcada por el recuadro negro) en donde la
mayoria de las senales dan valores de metilacién por debajo de cero (no metilado).
Para la figura 33 tenemos la comparacion de los resultados de metilacion por las dos
técnicas de la regidon promotora de MFSD6. En a), B15 del grupo de RC tiene un valor
de metilacion por debajo de cero (hipometilacién) que ademas se observa como
amplificacion del producto no metilado (U) en la imagen del producto de PCR. En b),
B16 del grupo de EP también tiene un comportamiento hipometilado segun el resultado
por microarreglos y es congruente con lo observado por PCR al tan solo existir
amplificacion con el par de oligos para no metilado (U) y en c¢), CN45, una muestra de
libre de displasia, presenta una sefal muy cercana a cero sin poder determinar si hay
ganancia o perdida en la metilacién aunque por MSP la amplificacion en mayor para
ADN no metilado.

El gen PAPSS2 (Figura 31, segunda columna), dentro del grupo RC presenté una
frecuencia de metilacion del 66% (4/6) en comparacion con el no metilado que fue de

83%(5/6). Para este mismo gen pero en el grupo de EP, se observa 100% de
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encontrarse metilado y un 83% no metilado por lo que no existe una clara tendencia a
algun tipo de comportamiento (hemimetilado 5/6), sin embargo la frecuencia de
metilacion de las muestras perteneciente al grupo EP (100%) es mayor al del grupo RC
(66%). La figura 34 representa el comportamiento de metilacion a lo largo de la region
promotora del gen PAPSS2 enmarcandose en un rectangulo negro aquella que
corresponde a la regidon evaluada por MSP. Lo que se observa refleja como en esta
ubicacion no existe diferencia alguna en la metilacion entre grupos y esta es muy
cercana a cero lo que refiere que en los microarreglos el comportamiento fue
mayoritariamente hemimetilado. Al analizar la figura 35 que corresponde a la
comparacion de los resultados de metilacion de la region promotora del gen PAPSS2,
para los tres grupos, las muestras ejemplificadas en a) B15, b) B13 y ¢) CN45 no hay
una clara tendencia en la metilacion por los microarreglos ya que la seial de los tres es
muy cercana a cero en el grafico de normalizacién y este comportamiento es
coincidente con lo observado por MSP ya que en los tres casos hay una amplificacion
de ambos oligos determinando una region hemimetilada que no muestra diferencias
entre grupos.

El gen ZCCHCA13 (Figura 31, tercer columna) presenté una frecuencia de metilacion en
el grupo de RC del 66% (4/6) y de pérdida de metilacion del 50%. En el grupo de EP
este gen se encontré claramente metilado en el 100% de las muestras y no metilado en
2/6, observandose en este grupo una frecuencia mayor de metilacién, sin embargo,
cuando comparamos la metilacion del las muestras tumorales (RC + EP) contra el
grupo libre de neoplasia, la diferencia en la metilacion es clara ya que en epitelio normal
cervical no hay una presencia en la metilacion de esa region suponiendo que este gen,
en al menos esta region, tiene una metilacion diferencial en muestras de cancer cervical
en comparacion de epitelio normal. Al observar el grafico de la figura 36, vemos
claramente como este refleja el comportamiento obtenido por MSP enmarcado por el
rectangulo negro sefalando la regidon que fue analizada por esta técnica cuyo
comportamiento es el visto por los arreglos. Por otra parte, en la figura 37, donde se
esquematiza la comparacidon de los resultados obtenidos por ambas técnicas de
analisis, en a) se tiene a B63 del grupo RC con una clara metilacion de la regién

evaluada por presentar sehales por arriba de cero en el grafico normalizado que
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ademas coincide con lo obtenido por MSP donde es clara la amplificacién con los oligos
para ADN metilado (M). En la misma figura, b) sefiala el comportamiento de metilacion
de la muestra B52 del grupo EP la cual presenta una importante metilacion en la region
senalada y que ademas corresponde a la amplificacion por PCR de los oligos para ADN
metilado (M). Por ultimo, c) muestra la metilacion en CN17 una muestra de epitelio
normal cervical misma que no presenta una metilacion significativa ni diferencial
correspondiendo a lo observado por MSP donde se puede observar una amplificacion
ligera con ambos grupos de nucledtidos.

A partir de lo observado con nuestro analisis podemos reconocer las limitaciones de la
técnica de MSP al tan solo evaluar la metilacion cualitativamente de una pequeha
region (100-200pb aproximadamente que posee de longitud el amplicon) reconociendo
la dificultad para escalar la cantidad de informacion de metilacién obtenida por los
microarreglos de los que se obtienen un escaneo preciso del estado de metilacién de
regiones promotoras enriquecidas de CpG con una longitud de 800pb o mas y el
tamano del amplicon que puede ser amplificado por MSP sin olvidar la heterogeneidad
de las células neoplasicas que conforman un tejido tumoral. De este analisis también es
posible determinar que los resultados obtenidos con el analisis de metilacion por
microarreglos fueron congruentes con los de MSP al comparar el producto de PCR con
los graficos normalizados dandole confianza y fidelidad a los datos extraidos del arreglo
y validando nuestros resultados. Es importante reconocer que al realizar la comparacion
entre grupos se esperaba una hipermetilacion en los promotores de los genes
seleccionados (MFSD6, PAPSS2 y ZCCHC13) en las muestra EP segun el analisis
realizado en Access y no fue asi en todos los casos por lo que para completar el
objetivo de este estudio se decidid realizar un segundo analisis que nos determinara,
con un valor significativo, promotores que se encontraran diferencialmente metilados en

los distintos grupos.
Segundo analisis de resultados

Como se ha mencionado, dependiendo la dimensién del promotor sera el numero de

sondas que evaluan la metilacién en toda su longitud por lo que en este segundo
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analisis se obtuvo el valor promedio de las sefiales de metilacion a lo largo de la region
promotora para establecer un comportamiento representativo del promotor de cada gen.
Para tal analisis se decidié comparar el perfil de metilacion entre dos grupos: tumoral vs
normal y EP vs RC por lo que se decidié utilizar la prueba paramétrica t de Student util
para determinar si hay una diferencia significativa entre las medias de dos grupos que
tienen una distribucion normal. Para ambas comparaciones especificamos el nivel de la
probabilidad a o nivel de significancia p que estamos dispuestos a aceptar como
p<0.005 (aceptada para analizar procesos bioldgicos) ya que existen 23 330 datos a
comparar y cuanto mayor es la diferencia entre las dos medias, mayor es la
probabilidad que exista una diferencia estadistica significativa. Para complementar este
analisis decidimos realizar la prueba de taza de descubrimientos falsos (FDR, del inglés
False Discovery Rate) que es un método estadistico utilizado cuando se presentan
multiples hipétesis para evitar hacer multiples comparaciones.

Para la comparacion del perfil de metilacion de muestras tumorales vs epitelio normal
se observo que de manera global existe una ganancia de metilacion en regiones ricas
en CpG que muestras tumorales (2 196 genes hipermetilados) y en menor proporcién
existen regiones con una importante pérdida en la metilacion (3734 genes
hipometilados) en muestras tumorales con respecto al epitelio normal. Estos resultados
son visibles en el grafico de de la figura 38 y se demuestran con el mapa de calor de la
figura 37 y la grafica del volcan de la figura 39. A lo largo de su extension, el ADN
gendmico presenta regiones susceptibles de metilacion que contribuyen a mantener los
estados de compartamentalizacién o relajacion de la cromatina.'® Algunos de estas
pueden situarse en promotores, intrones, regiones intergénicas, de alta frecuencia de
repetidos etc. mismas que en el evento carcinogénico presentan una desregulacion
gradual tanto en perdida de metilacion (principalmente en oncogenes, sitios
susceptibles a mutaciones) como de ganancia de metilacion (en genes supresores de
tumores).104 Para evaluar el impacto en la posible ganancia de expresion de proteinas
(hipometilacion) y pérdida de la transcripcion (hipermetilacion) de los genes con una
diferencia significativa en su metilacién entre grupos, se investigé la funcion molecular y
procesos bioldgicos en el que participan (Figura 41 y 42) destacando que las proteinas

cuyo promotor se encuentra hipermetilado en los tumores participan como proteinas de
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unién y con actividad catalitica cuya funcién molecular principal es la de participar en
procesos metabodlicos y de localizacion. Por otra parte, aquellos genes que se
encuentran hipometilados en tejido tumoral corresponde a proteinas que una vez
reactivada su transcripcion en células neoplasicas puede favorecer la union a otras
proteinas, con actividad catalitica y reactivacion de reguladores transcripcionales. Del
total de 2196 genes que se encuentran hipermetilados en muestras tumorales y no lo
estan en tejido epitelial normal de cérvix encontramos a TIMP3 a quien Wisman y cols®!
habia encontrado hipermetilado con una frecuencia significativamente mayor en
carcinomas de células escamosas y adenocarcinomas en comparacién con tejido
normal cervical, ademas de que su inhibicién por metilacion se ha asociado como un
evento caracteristico de adenocarcinomas por Jeong y cols.”®> RASSF y RASSF7 en
este analisis se encontraron hipermetiladas y también han sido descritas por presentar
una frecuente metilacion en su promotor en enfermedades como el neuroblastoma'®
Particularmente RASSF2 se propuso como un gen supresor por Guerrero y col.%? g
observar su silenciamiento por hipermetilacion en cancer de mama, colorrectal, pulmén
y cancer cervical donde ademas se asocia a un peor pronoéstico de la enfermedad.
Entre los genes importantes para la diferenciacion celular encontramos a WNT9A cuya
inactivacion por metilaciéon del ADN contribuye a la proliferacion celular incontrolada’®,
PAX8 es otro gen cuyo promotor se encuentra hipermetilado, donde estudios han
reportado la presencia de su proteina por inmunohistoquimica en lesiones cervicales de
bajo grado pero su ausencia en lesiones escamosas de alto grado y carcinomas'®’
proponiendo nosotros un mecanismo de silenciamiento a través de la metilacion del
promotor. TERT es otro gen que en diversos estudios en lineas celulares de cancer
cervical y tumores de cérvix ha reportado una ganancia de metilacion en la regién

1'% coincidiendo con lo obtenido en este

promotora en comparacion con epitelio norma
estudio. Estos son algunos de los genes cuyos promotores se encontraron
hipermetilados en este estudio en cancer cervical y que coincide con lo reportado
previamente en la literatura sin embargo siguen teniendo igual interés el restante
numero de genes que no estan reportado y aun no se sabe su posible participacién en

el desarrollo de la neoplasia.
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La segunda comparacion se realizd entre los grupos tumorales EP vs RC para poder
encontrar un perfil de metilacion caracteristico que nos dé informacion sobre la
metilacion en pacientes con un peor prondstico de la enfermedad. Lo que se puede
observar es que hay un mayor numero de genes con promotores hipermetilados en el
grupo EP (273) como se especifica en la tabla 17 y figura 43 con un valor de
probabilidad menor o igual a 0.005, mismos que se determinan en el mapa de calor de
la figura 44 y la grafica de volcan de la figura 45. En la busqueda de la funcién
molecular y proceso biolégico en el que participan los genes que estuvieron
diferencialmente metilados en esta comparacion (Figura 46 y 47) se encontré que la
gran mayoria de los genes que se encuentran hipermetilados en EP y no en RC
participan en procesos metabdlicos siendo su funcién molecular la de tener actividad
catalitica, reguladores transcripcionales o proteinas de unién; funciones que se estarian
perdiendo o se encontraria disminuida por su inactivacion epigenética. Es importante
mencionar que los 273 genes con promotores metilados en EP y no en RC no se ha
reportado la participacion de ninguno en la respuesta al tratamiento ni su participacion
en la carcinogénesis cervical.

La globalidad de nuestros resultados y la comparacion del analisis de metilacion con las
metodologias utilizadas nos demuestra que las islas CpG pueden encontrarse en
longitudes muy grandes que abarquen desde 2000 pb de bases rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion hasta el primer intron y exon del gen por lo que es posible
observar distintos grados de metilacién a lo largo de estas regiones, por lo que es
deseable determinar la regién dentro de los promotores que poseen una mayor
importancia para el mecanismo de silenciamiento y reactivacion de la transcripcion de
genes; aunado a esto, hay que recordar que la metilacion es tan solo un mecanismo
epigenético por el cual la célula puede reestructurar la compartamentalizacién de la
cromatina sin dejar de lado las modificaciones postraduccionales en residuos de
histonas, la actividad del complejo polycomb/tritorax, la regulacion a través de mRNAs y

la formacion de territorios nucleares.
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Utilizando herramientas y metodologias gendmicas, se logé obtener el perfil de
metilacion global de 22 muestras tumorales de pacientes con cancer cervical localmente

avanzado y el de 4 muestras provenientes de epitelio normal de cérvix.

Un primer analisis de los datos de metilacion, realizado con la herramienta de Access,
determindé que los promotores de 37 genes se encontraban hipermetilados en una

frecuencia del 100% de las muestras del grupo EP, no asi en el grupo RC

Al evaluar por MSP la metilacion en el promotor de tres genes arrojados en el primer
analisis (MFSD6, PAPSS2 y ZCCHC13) se observd que tan solo ZCCHC13 se
encontraba hipermetilado en las muestras tumorales (tanto en EP como RC) y no en las
muestras libres de neoplasia. El anterior resultado nos llevd a realizar un segundo

analisis.

En el segundo analisis de los datos de metilacion utilizando el paquete estadistico R, se
comparé el perfil de metilacién de las muestras del grupo tumoral contra las del grupo
normal. Se encontrd que existen 2196 genes cuyas regiones promotoras se encuentras
diferencialmente hipermetiladas y 3734 hipometiladas en el grupo tumoral con un valor

de significancia p< 0.005.

Entre las regiones con diferencias significativas en la metilacion en muestras tumorales,
encontramos la region promotora de genes como TIMP3, MMP21, RASSF7, WNT9A,
PAX8 y TERT que han sido previamente reportados en la literatura por estar
hipermetilados en células provenientes de cancer cérvico uterino, lesiones epiteliales de

lato grado y carcinoma cervical.

En el segundo andlisis, al comparar el perfil de metilacion de los grupos tumorales de

enfermedad progresiva (EP) con el grupo tumoral de respuesta completa (RC), se
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observo un ganancia en la metilacion en el grupo de peor prondstico al presentar 273
regiones promotoras hipermetiladas y 23 hipometiladas significativamente. Los genes
que de esta comparacion resultaron estar diferencialmente metilados no han sido

previamente reportados en la literatura

Se comprobd que existe una mayor frecuencia de metilacién en pacientes con una mala

respuesta al tratamiento en comparacion con los de mejor pronostico

Al comparar los resultados de los analisis de metilacion obtenidos a partir de ambas
metodologias (analisis de metilacién por microarreglos y MSP) se obtuvo un resultado
similar en todos los casos evaluados garantizando la credibilidad de nuestros datos y

validando nuestro método de analisis.

Al observar la informacion obtenida por los métodos de analisis de metilacién en este
trabajo, podemos establecer que el analisis de metilacion por microarreglos provee gran
cantidad de informacion que refleja el comportamiento a lo largo de toda la regién
promotora, no asi el analisis por MSP que ademas de ser cualitativa tienen la limitante
de evaluar la metilaciébn en una region pequefia de no mas de 200pb siendo dificil

escalar los resultados entre metodologias.

Debido a que las islas CpG pueden encontrarse en longitudes muy grandes se observar
distintos grados de metilacion a lo largo de estas regiones, por lo que es deseable
determinar la region dentro del promotor que confiere mayor importancia al mecanismo

de regulacién a través de la metilacion del ADN, evitando sesgar el analisis.
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Este estudio, al ser descriptivo, provee de una gran cantidad de informacién que puede
ser util para distintos grupos de investigacion ya que posee informacién general del
grado de metilacion en la globalidad de genoma de células tumorales de cancer de

cérvix localmente avanzado.

Al realizar un estudio detallado de vias que participan en Hallmarks del cancer o
proteinas que tienen actividad clave en el desarrollo de este cancer podran proponerse
marcadores que sean reconocidos como iniciadores de la enfermedad y seran utiles

para el diagnostico temprano.

A partir de los resultados obtenidos en el segundo analisis de este trabajo, sera posible
proponer proteinas cuya transcripcion se regula principalmente por el mecanismo de
metilacién que sirvan de marcadores pronosticos de la enfermedad previos estudios en

lineas celulares radioresistentes.

Es deseable que genes seleccionados como diferencialmente metilados entre los
distintos grupos se determine la metilacion local por técnicas cuantitativas de analisis

como lo es la modificacion por bisulfito seguida de secuenciacion.
Debido a la variacién y extensa longitud que pueden presenta los promotores, es

posible realizar un tercer analisis de los datos region por region utilizando el grafico

DMR’s que determinen la metilacion por sonda.
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