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JUSTIFICACION

Una de las enfermedades de mayor complejidad vy letalidad que afectan al
hombre es el cancer, un padecimiento considerado durante mucho tiempo como
de origen ambiental multifactorial. Sin embargo durante las ultimas décadas del
siglo XX, el conocimiento en el campo del cancer, registré un importante avance
con el descubrimiento de genes especificos, los oncogenes y genes supresores
de tumores, involucrados en la etiologia de los padecimientos oncologicos, que,
al alterar la secuencia del genoma desorganizan el funcionamiento normal de una
célula, llevandola a proliferacion incontrolada. Asi el cancer pasé a ser una
enfermedad de etiologia genética. Con los avances tecnoldgicos para estudiar
estas alteraciones, surgid la posibilidad de controlar estas enfermedades. Sin
embargo mas tarde, se identific6 otro gran grupo de alteraciones, las
epigenéticas. Es un hecho el avance sin precedente en el conocimiento de la
etiologia del cancer, pero al mismo tiempo se ha reforzado el concepto de cancer
como padecimiento, altamente complejo.

Se sabe que no todas las personas desarrollan neoplasias malignas, aun estando
expuestas a los mismos agentes, o de tener la misma estructura genética. Se
han hecho esfuerzos por tratar de identificar personas con mayor propension y
determinar los mecanismos basicos de los procesos que confieren la
predisposicién. Conocimiento indispensable para entender y conocer mejor estas
enfermedades y poder contribuir a su prevencién y control de manera mas
efectiva.

En razén de lo anterior, para este trabajo se considerd importante desarrollar la
investigacion correspondiente en dos etapas. En la primer parte, se disefid un
estudio de corte epidemioldgico, para tratar de identificar a nivel clinico personas
o familias cuyos miembros enfermen de cancer, como consecuencia o
predisposicion de factores hereditarios. La segunda parte esta orientado a tratar
de caracterizar las alteraciones moleculares que pudieran contribuir a explicar la
predisposicién y permitan distinguir en una familia a las personas con mayor
riesgo de desarrollar un tumor maligno, por ser las que portan una alteracion
molecular familiar.



RESUMEN

En la poblacién general con cancer hay ciertas familias que muestran una alta
incidencia. Algunas con sindromes especificos de susceptibilidad hereditaria
donde se identifican alteraciones genéticas en las personas de mayor riesgo, por
ser portadoras de estas alteraciones. En la primera parte de este trabajo se
estudiaron 659 casos de adultos de ambos géneros aplicando caracteristicas
clinicas discriminatorias. La frecuencia global de casos en riesgo fue 9.2%. En
3.8% hubo sindromes de susceptibilidad hereditaria. Una familia portadora de
retinoblastoma hereditario por rama paterna se estudio en
detalle para determinar la alteracion molecular familiar, ya que presenta un
patrén de herencia, numero y género de los afectados que se desvian del patrén
esperado. Los padecimientos por alteraciones en genes improntados (muestran
expresion diferencial materna vs paterna, debido a marca epigenética de
metilacion en las citosinas del ADN, silenciando una de las copias del gen
correspondiente), presentan exceso de afectados de alguno de los géneros y
desvio del patrén mendeliano esperado. El retinoblastoma es consecutivo a dos
mutaciones en la secuencia del gen supresor de tumores RB1, que al eliminar el
100% de su funcion supresora, conducen a desarrollo tumoral. Silenciamiento por
metilacion en el promotor del gen RB71 ha sido observado en los retinoblastomas.
Considerando la expresion diferencial consecutiva a metilacién y el sesgo de
afectados observado en padecimientos de genes improntados, en la segunda
parte del trabajo se tratdé de identificar la presencia de metilacion en la region
promotora del gen RB71 como una posibilidad para explicar el patron de herencia y
el exceso de afectados de género masculino en la familia con retinoblastoma
seleccionada en la primera parte de esta investigacion. Mediante un estudio del
estado de la metilacion del promotor del gen RB17, se observo un patron de
metilacion monoalélica, coincidente con la variante de secuencia: c.[-187T>G; -
188T>G]. Inesperadamente, estas alteraciones se encontraron en ADN de
linfocitos circulantes de la madre, quien las transmiti6 a dos generaciones
consecutivas. Este patron se observo en linfocitos y en ADN del tumor del caso
indice. Se realizé analisis con microsatélites polimorficos incluidos del cromosoma
D13, que mostré contribucién biparental de ambos cromosomas (paterno y
materno) al fenotipo retinoblastoma, confiriendo doble heterozigosidad en
los afectados. El doble hallazgo monoalélico genético-epigenético, variante de
secuencia y metilacion en el mismo alelo que transmite la madre, sugiere una
epimutacion constitutiva y probablemente predisposicion hereditaria genético-
epigenética para el retinoblastoma en esta familia.



ABSTRACT

In the general population with cancer, certain families show a high incidence, with
specific syndromes of hereditary susceptibility where genetic alterations are
identified in the individuals that, because they are carriers of these alterations, are
at greater risk. First, we applied discriminatory clinical characteristics in the 659
cases of adults of both genders we studied. The overall frequency of cases at risk
was 9.2%. There were hereditary susceptibility syndromes in 3.8%. A family with
paternal branch retinoblastoma was investigated to determine the family molecular
alteration, because it presented deviations in the expected pattern, such as
inheritance pattern, gender and number of those affected. Ailments due to
alterations in imprinted genes (showing maternal vs. paternal differential
expression, caused by an epigenetic mark of methylation in DNA cytosines),
display an excess of sufferers of one gender and deviation of the expected
Mendelian distribution. Retinoblastoma is consecutive to two mutations in the
sequence of the tumor suppressor RB71 gene, which by eliminating 100% of its
suppressor function leads to tumor development. Silencing by methylation in RB1
gene has been observed in retinoblastomas. Second, considering the differential
expression consecutive to methylation and the bias of those affected observed in
imprinted gene ailments, we tried to identify the presence of methylation in the
promoter region of the RB1 gene as a possibility to explain the inheritance pattern
and the excess of male affected in the selected family. DNA methylation studies of
the RB1 gene promoter showed a monoallelic methylation pattern coincident with
the sequence variant c. [- 187T> G; -188T> G]. Unexpectedly, this alteration was
found in DNA from the mother’s circulating lymphocytes, who transmitted it to two
consecutive generations. This pattern was observed in index case lymphocytes
and tumor DNA. An analysis including polymorphic microsatellites of D13
chromosome showed a biparental contribution of both chromosomes to the
retinoblastoma’s phenotype, thus conferring double heterozygosity in the
affected. The double monoallelic genetic-epigenetic finding, sequence variant and
methylation in the same allele, suggests a constitutive epimutation and probably a
hereditary genetic-epigenetic predisposition in this family.



PRIMERA PARTE

|. INTRODUCCION.

Generalidades. Las enfermedades neoplasicas malignas englobadas con el
nombre genérico de “cancer”, constituyen un numeroso grupo de padecimientos
de etiologia compleja. Son muy frecuentes tanto en la poblacién de adultos como
en la pediatrica (1,2). La mayor incidencia en adultos en general, ocurre después
de los 50 anos de edad (3). Aun cuando en las ultimas décadas se han registrado
considerables avances en el diagndstico y tratamiento, el cancer sigue
ocasionando gran letalidad; lo que ha generado el establecimiento de campanas a
nivel poblacional, para deteccidon temprana de algunas de las neoplasias que son
mas prevalentes, en las que se han identificado algunos de los factores de riesgo
(4,5). La identificacion de factores de riesgo en estas enfermedades constituye un
amplisimo campo de estudio.

Debido a la complejidad de su etiologia, no solo se ha considerado estrictamente
ambiental, donde concurren multiples factores (3,5), sino también de origen
genético; ademas de numerosas alteraciones epigenéticas identificadas en
décadas recientes (7,8). Estos considerables avances representan la fascinante
tarea de muchos afos, confirmatorios de la diversidad de factores que
contribuyen a la etiopatogenia del cancer, en la que también tiene un papel
relevante la identificacion de factores hereditarios (9).

La primera parte de esta investigacion se centra en identificar familias cuyos

miembros enferman de cancer, como consecuencia o predisposicion de factores



hereditarios. Esta parte de la investigacion consiste en un “tamizaje” clinico de
genética-oncoldgica, orientado a identificar las familias que muestren agregacion
familiar de cancer. La segunda parte esta orientada a tratar de caracterizar las
alteraciones moleculares que pudieran contribuir a explicar la predisposicion vy,
permitan distinguir en la familia, a las personas con mayor riesgo de desarrollar un

tumor maligno, por ser las que portan la alteracion molecular familiar.

2. GENETICA Y CANCER FAMILIAR

La identificacion de mecanismos hereditarios en las enfermedades neoplasicas ha
sido un proceso complejo porque en estas enfermedades se ha confirmado el
gran efecto que ejercen en su etiologia diversos factores ambientales fisicos,
quimicos y biolégicos (1,6). Sin embargo se ha demostrado en la mayoria de los
casos, que el blanco de esa diversidad de factores es, precisamente el material
hereditario (10,11). El papel de los factores hereditarios en el cancer en general
es dificil de establecer (12). La elevada frecuencia de estas enfermedades en la
poblacion general ha hecho pensar que tan solo por azar se pueden encontrar
familias en las que dos o mas de sus miembros desarrollan una neoplasia
maligna, familias en donde estos padecimientos se agregan (2,4,13). Se ha
confirmado que la existencia de este tipo de familias, no es solo el resultado de la
alta prevalencia de cancer en la poblacién general. El andlisis de datos sobre
cancer familiar de base poblacional ha arrojado una alta frecuencia de
proporciones de afectados, entre dos generaciones de familiares de primer grado

con canceres especificos, donde se evidencia un componente familiar (14).



Entender los mecanismos genéticos que participan o confieren susceptibilidad
para desarrollar una neoplasia maligna, ha llevado mas de medio siglo en
diversos estudios de epidemiologia clasica, epidemiologia genética, epidemiologia
molecular y mas recientemente del conocimiento del complejo campo de la
epigenética, la gendmica y la protedmica (13,15-19).

Un campo que se ha desarrollado importantemente en las ultimas décadas es el
de los genes que predisponen al desarrollo de padecimientos neoplasicos
familiares, los genes supresores de tumores, como el gen RB1 (7,9,20,21).

Se han identificado mutaciones germinales en otro tipo de genes: genes
asociados a la reparacion, apoptosis, angiogénesis, control del ciclo celular, entre
otros, que se han ligado cada vez a un mayor numero de sindromes neoplasicos
con susceptibilidad hereditaria (22-24). Importa sefalar que cuando no se
disponia de la metodologia molecular, uno de los mejores métodos empleados
para identificar factores hereditarios, fue el estudio clinico de familias mediante el
arbol genealdgico en las que varios de sus miembros desarrollan cancer,
aquellas en las que se concentran gran numero de neoplasias malignas (15). Por
este método desde 1941 se propuso al retinoblastoma como un padecimiento con
herencia dominante (9). Algunos ejemplos que muestran la trascendencia que ha
tenido la aplicacion de este método, se demuestran en los estudios de Lynch en
familias con cancer del colon y endometrio, en las que identificé el sindrome que
lleva su nombre; posteriormente también conocido con las siglas en inglés como
HNPCC, por tratarse de un tipo de cancer colo rectal hereditario no polipoideo
(25). Justamente en estas familias se identificaron las mutaciones germinales en

los genes MMR (“mismatch repair genes” que reparan apareamientos erroneos



del ADN), que se asocian a este sindrome hereditario (26,27). Ademas de los
interesantes estudios en familias con cancer de mama y ovario en las que el
analisis de ligamiento (un marcador biolégico asociado a una enfermedad) (28),
dio la pauta para identificar posteriormente al gen BRCA1, que se asocia a la
susceptibilidad hereditaria para desarrollar estas neoplasias (29).

En el siglo XX se describieron ademas, diversas agregaciones familiares de
canceres especificos con predisposicion hereditaria, que ocurren en
enfermedades hereditarias no malignas, como los neurofibrosarcomas que se
desarrollan en enfermos con Sindrome de Von Recklinhausen (22). Sin embargo,
lo que determind el inicio de una nueva etapa en el estudio de familias con
padecimientos neoplasicos, fue la identificacion del patrén de herencia en el
retinoblastoma mediante prediccion estadistica, con la teoria propuesta por
Knudson en 1971 (30) y el descubrimiento en 1986 del gen supresor RB1 asociado

al desarrollo de este tumor (31).

3. HIPOTESIS DE KNUDSON

La hipotesis propuesta por Knudson ha jugado un papel crucial para entender la
etiopatogenia de las neoplasias familiares. Como regla general, la induccién de
cancer familiar se ha basado en el concepto de pérdida de heterozigosidad (LOH:
por sus siglas en inglés). Esta hipotesis, pretendiéo explicar el desarrollo del
retinoblastoma, un tumor de la retina que se desarrolla en los menores de tres
afnos de edad.

A mediados del siglo pasado se sugirid la posibilidad de herencia autosémica

dominante por su tendencia a ocurrir en forma familiar (9). Fue hasta 1971 que el



analisis estadistico de caracteristicas clinicas bien definidas en relacion a la edad
en que aparece el tumor, la modalidad unilateral o bilateralidad, género del
afectado, asi como la historia de retinoblastoma en la familia, lo que permitié a
Knudson proponer la hipotesis que explica la naturaleza tanto del tipo hereditario,
como la del tipo esporadico de este tumor (30). En esta hipotesis comprobada, se
propuso que para el desarrollo de un retinoblastoma, se requieren dos “hits”
mutaciones M1 y M2. En el tipo hereditario, la primera mutaciéon (M1 primer “hit“)
ocurre a nivel germinal e inactiva a uno de los 2 alelos, ya sea el materno o el
paterno del gen RB1, con lo cual el gen pierde el 50% de su funcion supresora
tumoral. La segunda mutacion M2 ocurre a nivel somatico en el alelo restante,

llevando al gen a la pérdida total de funcion y a desarrollo tumoral.

3.1 Retinoblastoma hereditario: mecanismo de susceptibilidad.

La hipotesis de Knudson establece que la susceptibilidad (SC) para desarrollar el
tumor, se hereda a la descendencia de manera dominante, por medio de la
mutacion (M1) que ocurre a nivel germinal y se transmite a todas las células del
organismo (30,32). Las personas que portan esta mutacion se denominan

heterozigotos y tienen el genotipo RB1 -/+, como se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Alteraciones involucradas en el mecanismo de susceptibilidad en el
retinoblastoma hereditario. En el retinoblastoma hereditario el 1 “Hit” (X) M1 ocurre
en una célula germinal, de donde se transmite a todas las células de un nuevo organismo
(incluyendo todos los retinoblastos), dando origen al genotipo RB7-/RB1+ que confiere la
susceptibilidad hereditaria, modificada de Knudson A. 30,32).

La heterozigosidad es la consecuencia de haber heredado conjuntamente un alelo
silvestre (normal) de alguno de los progenitores y el alelo mutado, ya sea el
materno o el paterno que proviene del progenitor afectado. Este genotipo no
implica que la enfermedad ocurrira necesariamente. Solo si el alelo silvestre se
pierde (pérdida de heterozigosidad), se hara evidente el desarrollo tumoral.

Una persona heterozigota requiere solamente la segunda mutacion (20. “hit” M2),
en el alelo silvestre (normal) del gen RB1 de una célula somatica (el retinoblasto),
en el que ocasiona homozigosidad, con el consiguiente genotipo recesivo RB -/-
que lleva a la pérdida total de la funcién supresora tumoral, en consecuencia al

desarrollo del retinoblastoma (Figura 2).
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Figura 2. El segundo “Hit” en el Retinoblastoma hereditario. Las personas que han
heredado el primer “Hit” (X) M1- heterozigotas requieren solo el 2° “Hit” (M2- cromosoma
obscuro) en un retinoblasto para desarrollar el retinoblastoma (modificada de Knudson A
30,32).

3.2 Retinoblastoma esporadico.

En las personas que no han heredado la primera mutacion germinal, los dos “Hits”
M1y M2, ocurren a nivel somatico y por lo tanto estas mutaciones, no se pueden
transmitir a la descendencia; por lo mismo no hay otros miembros afectados en la
familia. Un retinoblastoma que se desarrolla en estas circunstancias se clasifica

como esporadico (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de las alteraciones que dan origen al Retinoblastoma
esporadico. A. El 1°" “Hit” (X) M1 ocurre en un retinoblasto y origina una clona
precursora. B. El segundo “Hit” (cromosoma obscuro) M2 ocurre en alguna célula de la
misma clona generando el retinoblastoma (modificada de Knudson A.; 30,32).
Actualmente se han identificado mutaciones en otros genes supresores como,
P53, P16, etc., que se han asociado a diferentes sindromes familiares, los cuales
muestran agregaciones de neoplasias especificas dependientes del gen mutado;
en los cuales, se ha podido identificar el mismo mecanismo de susceptibilidad
propuesta por Knudson. De ahi que el retinoblastoma y su mecanismo de
susceptibilidad hereditaria, se ha tomado como el paradigma de susceptibilidad
hereditaria en cancer en general.

El descubrimiento de mutaciones hereditarias en genes asociados a mayor riesgo
de cancer y la extraordinaria posibilidad de identificar estas alteraciones en las
familias, marcé definitivamente el origen de una nueva rama de la genética: la

genética oncoldgica, comprometida por una parte, con el estudio de las

alteraciones moleculares y los mecanismos inherentes que contribuyan a explicar



la susceptibilidad hereditaria en el desarrollo de cancer y, por otra a identificar a
las personas y familias con mayor riesgo de desarrollar alguno de estos
padecimientos (33-35).

Una serie de estudios genéticos-clinicos evidenciaron que las familias donde se
concentran diversos canceres por algun componente hereditario muestran
ademas, caracteristicas esenciales (edad, tumores bilaterales, transmision
vertical) que se mencionan mas adelante y que actualmente se han constituido
como criterios clinicos para discriminar las familias en las que participan factores
hereditarios en la agregacion de canceres, de otras familias en las que una

concentracion neoplasica puede ser por azar.

4. CRITERIOS CLINICOS PARA DISCRIMINAR FAMILIAS CON AGREGACION

FAMILIAR DE CANCER CON COMPONENTE HEREDITARIO.

De gran relevancia en el proceso de discriminacion de este tipo de familias ha
sido la identificacion de caracteristicas esenciales relativas a las particularidades
clinicas de la persona que enferma, a las de las neoplasias que desarrollan y la
forma en que los enfermos se distribuyen en la familia, reflejando un patrén de
herencia particular. Estas caracteristicas las presentan sistematicamente las
familias que muestran agregacién de cancer con componente hereditario, de ahi

su aplicacion para identificar este grupo de familias, (22,25,36,37).



4.1 Caracteristicas clinicas.

Edad. La edad que tiene la persona cuando desarrolla cancer, puede hacer
pensar en un sindrome hereditario cuando en la familia alguno o varios de sus
miembros desarrollan algun tipo de cancer a una edad especialmente joven, es
decir en comparacion a la edad en que una persona de la poblacion general,
desarrolla una neoplasia similar; por ejemplo el cancer de mama ocurre con
mayor frecuencia después de los 50 afios de edad, en contraste una mujer con un
sindrome de susceptibilidad lo puede desarrollar antes de tener 40 afos de edad,

0 aun mas temprano (22,25,36).

4.2 Caracteristicas histopatoldgicas del tumor:

a) Bilateralidad. Se refiere al desarrollo del mismo tipo de tumor en los 6rganos
pares, por ejemplo el rifidn o la glandula mamaria, b) Multifocal. Cuando el tumor
presenta varios focos primarios de desarrollo en el mismo 6rgano, ¢) Multiples
Primarios. Cuando el enfermo desarrolla mas de un cancer primario de diferente
tipo y en diferentes 6rganos, por ejemplo, la misma paciente puede desarrollar
cancer en la mama y otro cancer diferente en el ovario, d) También puede haber
mayor frecuencia de desarrollo de tumores “raros”. Aquellos que en la poblacion
general tienen baja frecuencia o, el sitio anatomico donde se desarrolla no es el

habitual, o afecta al género en el cual es menos frecuente (22,25,36).

4.3 Patrén de herencia.
El patrén de herencia se refiere a la forma en que un rasgo (enfermedad) o

caracteristica familiar se distribuye entre los miembros de las diferentes



generaciones en la genealogia familiar. Observandose que en la misma familia
pueden coincidir los afectados (enfermos), simultaneamente con los no afectados
(sanos); esto facilita identificar el patron de herencia mendeliana correspondiente
Transmision vertical. Es un tipo de patrén hereditario en el cual la distribucion de
los afectados es vertical: directamente de padres a hijos (independiente del
género); la distribucion en dos 0 mas generaciones consecutivas; su caracter
sucesivo en la misma rama materna o paterna, permite sugerir un patrén de
herencia mendeliana autosomica dominante (22). Esto indica la presencia y
transmision hereditaria de mutaciones germinales de un afectado a su
descendencia. Mecanismo que se observa en la hipotesis de Knudson (30,32),
para explicar la susceptibilidad hereditaria en el desarrollo de cancer, como ya

se menciono.

5. CRITERIOS DE ALTO RIESGO: CLASIFICACION A SINDROMES DE
SUSCEPTIBILIDAD HEREDITARIA.

Dada la extensa variabilidad de personas que enferman de cancer en la poblacion
general, se dificulta identificar al azar las alteraciones moleculares, que pudieran
estar asociadas a susceptibilidad familiar para estas enfermedades. El
conocimiento de que ciertas personas y/o familias que desarrollan cancer
presentan sistematicamente determinadas caracteristicas clinicas, que se pueden
detectar mediante la historia clinica personal y/o familiar, ha permitido seleccionar
aquellas que sugieran que algun componente hereditario, puede estar involucrado

en su padecimiento. Para identificar si la familia es portadora de algun sindrome



con susceptibilidad hereditaria, ademas de que muestre los criterios
mencionados, debe reunir criterios particulares denominados de alto riesgo, ya
descritos en la literatura, y que son especificos para cada sindrome de
susceptibilidad, consecutivos a alteraciones en un gen determinado; estas
alteraciones permiten identificar en una familia a los miembros de mayor riesgo
por ser los portadores (37). Esto representa un avance ya que, si se identifican
alteraciones moleculares en ellas y en los canceres que desarrollan, aumenta la
probabilidad de asociarlas a su padecimiento familiar. Por el contrario si solo se
analizara un gran grupo de la poblacion general, por ejemplo mujeres con cancer
de mama; un resultado ideal seria, encontrar una determinada alteracion que se
podria asociar a cancer de mama, pero de ninguna manera a susceptibilidad
hereditaria.

Lo anterior indica la importancia de identificar inicialmente a nivel clinico,
familias con mayor riesgo de desarrollar padecimientos oncoldgicos, sugestivas
de corresponder a algun sindrome de susceptibilidad hereditaria y, en estas tratar
de determinar la alteracion molecular correspondiente. Una vez que se conoce la
alteracién molecular familiar, la posibilidad de deteccion y prevencion precoz en
otros miembros de la familia resulta altamente eficaz; a diferencia de lo que se
observaria en las demas personas de la poblacion general, situacion en la que se
dificulta identificar esas caracteristicas clinicas y la posible alteracion molecular;
en consecuencia, se escapa la deteccion y prevencidn precoz para un sindrome
familiar.

En este conjunto de particularidades se fundamenta el tamizaje genético-

oncolégico realizado en la presente investigacion, con el propdsito de seleccionar



adecuadamente la o las familias para el estudio molecular, que comprende la

segunda parte de este trabajo

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como parte de nuestras investigaciones nos ha interesado conocer el aspecto
genético-epidemiolégico de los patrones de presentacion de cancer con
distribucion familiar, asociados a neoplasias especificas. Para abordar esta
investigacion se realiz6 un”tamizaje” en un grupo de la poblacién que acude a
consulta en una unidad de tercer nivel de atencion oncolégica. Con base en este
planteamiento, en esta etapa se pretende identificar casos que muestren
caracteristicas clinico-genéticas indicativas de un componente hereditario en la
presentacion de neoplasias. En la segunda fase del estudio, intereresa extrapolar
el analisis de la agregacion familiar de neoplasias a nivel molecular y epigenético,

en determinadas familias.

IIl. HIPOTESIS

Las caracteristicas genético-clinicas de ciertas familias con padecimientos
neoplasicos como la edad en que se desarrollan los tumores, si son unicos o
bilaterales asi como su distribucion en la familia, son indicativas de un
componente genético de riesgo, asociado a sindromes especificos de agregacion
neoplasica. Su presencia nos permite discriminar estas familias de otras que

muestren agregacion de neoplasias por azar.



IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia y tipo de familias con agregacion de neoplasias que
muestren caracteristicas genético-clinicas asociadas a un componente hereditario
y, clasificarlas de acuerdo a los sindromes conocidos de susceptibilidad

neoplasica.

Objetivos particulares.

1. Conocer el tipo y frecuencia de agregaciones familiares de cancer que puedan
corresponder a factores hereditarios.

2. Clasificar las familias de acuerdo a los sindromes especificos de susceptibilidad
hereditaria.

3. Seleccionar del punto 2 las familias indicativas para estudio molecular.

V. RESULTADOS

Se estudiaron 650 casos con diagndstico histopatolégico correspondiente a algun
tipo de cancer en algun 6rgano, por ejemplo: mama, prostata, etc.; por lo que se
clasificaron de acuerdo a la localizacién anatémica en la que se presentd en cada
caso o probando. El total de hombres: 329 y 321 el de mujeres. La mediana de
edad fue de 59 anos, rango de 18 a 91 afios, un caso en cada extremo de estas

edades.



1. Método de confirmacién del diagndstico de cancer.

En el 65% de los familiares de primer grado el diagndstico de cancer se confirmé
por estudio histopatolégico, en el 40% en los de 2° grado y en el 28 % en los
familiares de 3°" grado. La confirmacion del diagndstico obtenido por medio del
expediente clinico o por certificado de defuncién, se obtuvo en el 14% de los
familiares de1®, grado, 27% en los de 2° y por este método en el 30% en los
familiares de 3% grado. El diagnostico por historia familiar, fue el predominante en

los familiares de 3°" grado, informado en el 42% de ellos.

2. Frecuencia del antecedente de cancer y de los criterios clinicos.

En la Tabla 1 se muestran el numero de casos estudiados de acuerdo a la
localizacion anatémica del sitio de cancer, con la correspondiente frecuencia de
ACA (antecedentes de cancer) y la de los criterios clinicos de ET, MULTIS y TV
(edad temprana, tumores multis, y transmicién vertical). Definidos en material y
meétodos). Se observa ademas un numero de casos que presentaron penetrancia
incompleta (P1), un tipo particular de TV. ACA se encontr6é en 264 casos (40.6%);
en 181 (27.8%) de estos casos el antecedente correspondié a familiares de 1%
grado del probando; en 65 casos (10%) a familiares de 2° grado y en 18 casos
(2.8%) a familiares de 3* grado con algun tipo de cancer. El 17.1% (111 casos)
presentdé ET; en el 1.8% (12 casos) se encontré tumores MULTIS; el 2.3% (15

casos) mostré TV y el 2% (13 casos) PI.



En la Tabla 2 se observa el analisis de la asociacion entre los criterios clinicos de
ET y tumores MULTIS en el total de casos segun el antecedente de cancer (ACA).
En los casos con ACA la frecuencia de ET fue de 21% y de 15% en el grupo sin
este antecedente, con un RR (riesgo relativo) de 1.52 sin significancia estadistica.
La frecuencia de MULTIS fue de 4.2% en los casos con ACA y de 0.3% en el
grupo sin este antecedente, RR de 16.7 y significancia estadistica de 0.0003.

En esta tabla se muestra ademas, el analisis de la asociacion de edad temprana
(ET) y MULTIS en las familias en las que ACA (antecedente de cancer)
conforma un patrén de herencia de TV 6 de Pl. En familias con TV la frecuencia
de ET fue de 53%, RR de 5.70 altamente significativo 0.0015; la de MULTIS fue
de 13% RR de 9.62 la significancia estadistica 0.02. La frecuencia de estos
criterios (ET y MULTIS) en familias con Pl la frecuencia de ET 62% RR de 7.75
y significancia estadistica 0.0005; la frecuencia de MULTIS fue de 15%, RR de
11.4 con significancia de 0.02.

En los 264 casos (40.6%) que presentaron antecedentes de cancer (ACA) se
realizd el estudio genealdgico y el tamizaje continué aplicando los criterio
clinicos de ET, MULTIS y TV, para proseguir el tamizaje utilizando los criterios
de alto riesgo. El analisis con estos criterios permitié identificar 60 probandos
(9.2%) del total de la muestra estudiada que mostraron agregacion familiar para
algun tipo de neoplasias. De los cuales 25 casos (3.8%) cumplieron con criterios
de alto riesgo, sugestivos de sindromes de susceptibilidad hereditaria, en los que
se indicaria la posibilidad de explorar genes particulares de susceptibilidad. En el
restante 5.3% (35 casos) la agregacion se clasific6 como inespecifica. Los

resultados del tamizaje se muestran en el diagrama de la Figura 4.



3. Frecuencia de sindromes de susceptibilidad hereditaria.

En la Tabla 3 se desglosan los casos clasificados con sindromes especificos de
susceptibilidad asi como los que mostraron agregaciones inespecificas; en el
extremo izquierdo se anotan los que sugieren riesgo elevado en los que se
indicaria la posibilidad de explorar los genes de susceptibilidad (SC) que se han
involucrado en esos sindromes, que se indican en la tabla; ademas en el
extremo derecho de esta tabla se encuentran los casos que se clasificaron como
agregaciones inespecificas, posiblemente de riesgo moderado, por no reunir los
criterios particulares de un sindrome especifico. En este tipo de agregaciones en
los ultimos afios se ha sugerido analizar genes de susceptibilidad de menor
riesgo, anotados en esta tabla. Sin descartar la posibilidad de que algunas
agregaciones puedan corresponder a “fenocopias” (casos que muestran las
caracteristicas fenotipicas pero que no “tienen” la supuesta alteracién molecular)
0; corresponden a agregaciones al azar, dado la alta prevalencia de estos

padecimientos en la poblacion general.



Criterios clinicos

Cancer en el caso-probando Total de Antectredente de Edad Tumores Transmision Penetrancia
casos cancer

temprana multis vertical incompleta
Localizacion anatémica N N % n % N % N % N %
Mama 84 49 58.3 10 11.9 2 24 7 8.3 1 1.2
Prostata 72 23 31.9 2 2.8 - - 1 1.4
Colorrectal 59 22 37.3 14 237 2 34 3 5.1 3 5.1
Primario desconocido 46 17 37.0 12 26.1 - - - - 1 2
Rifion 41 20 48.8 4 9.8 2 4.9 1 24 2 4.9
Tiroides 38 16 421 7 18.4 - - 1 2.6
Testiculo 35 16 45.7 28 80.0 1 2.9 1 29 1 3
Estomago 31 16 51.6 9.7 - - 1 3.2 1
Sarcomas 28 8 28.6 12 42.9 -— -— 1
Melanoma 26 7 26.9 11.5 1 3.8 - - 1
Bronquios y pulmén 15 8 53.3 13.3 1 6.7
Cérvico uterino 9 1 11.1 - - --- --- - - - -
Ovario 9 6 66.7 4 44.4 2 222 - 1 11
Pancreas 9 4 44 .4 - - - - - -—- - -—-
Leucemias y linfomas 9 1 111 2 22.2 - - -—- -—- -—- -—-
Vejiga 9 5 55.6 -— -—
Higado 8 3 37.5 1 12.5 - -
Carcinomas* 122 42 34.4 7 5.7 1 0.8 1 0.8
Total 650 264 40.6 111 171 12 1.8 15 23 13 2.0

*:0Oftros carcinomas en varias localizaciones diferentes a las anotadas.

Tabla 1. Localizaciéon anatomica de cancer en el probando, frecuencia
antecedente de cancer y de criterios clinicos en 650 casos.

del




Edad Temprana Tumores multis?

Caso-Probando Total N %3 N %
Antecedentes de Si 264 56 21 11 4.2
cancer No 386 58 15 1 0.3
Riesgo relativo* 1.52 (1.01-2.29) 16.7 (2.15-130)
Significancia (p=) 0.0462 0.0003

Total N % N %
Transmisién Si 15 8 53 2 13
vertical No 635 106 17 10 1.6
Riesgo relativo 5.70 (2.02-16.1) 9.62 (1.91-48.3)
Significancia (p) 0.0015 0.0287

Total N % N %
Penetrancia Si 13 8 62 2 15
incompleta No | 637 109 17 10 1.6
Riesgo relativo 7.75 (2.49-24.1) 11.4 (2.23-58.2)
Significancia (p) 0.0005 0.0218

"Transmision vertical. Penetrancia incompleta.?Tumores: bilateral, muiltiple primario o multifocal

3Porcentaje en relacion al total de hilera.*Valor e intervalo de confianza 95%.

Tabla 2. Asociacion entre edad temprana (ET) y tumores MULTIS en probandos
segun el antecedente de cancer y del patron de herencia. Se muestra el analisis de la
asociacion de edad temprana (ET) y MULTIS en las familias en las que ACA
(antecedente de cancer) conforma un patrén de herencia de TV 6 de PIl. En familias con
TV la frecuencia de ET fue de 53%, RR de 5.70 altamente significativo 0.0015; la de
t.multiis fue de 13% RR de 9.62 la significancia estadistica 0.02. En familias con Pl la
frecuencia de ET correspondi6 al 62%, RR de 7.75, p 0.0005 y la de Multis fue de 15%,
RR de 11.4 con significancia de 0.02.
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Figura 4. Resultados del tamizaje genético-oncolégico. El 40.6% (264 casos) del total
de los 650 casos presentaron antecedente de cancer (ACA) en los cuales se realizd
estudio genealdgico. En el 9.2% (60 casos) se observd agregacion de neoplasias y
alguno de los criterios. En el 5.3% (35 casos) la agregacién de neoplasias es
inespecifica, dificil de clasificar. En el 3.8% (25 casos), la agregacion de neoplasias es
mas especifica y cumple con criterios particulares de alto riesgo, sugestivos de algun
sindrome de susceptibilidad, en los que podria indicarse analisis molecular de genes
especificos.



Cancer, localizacion Sindrome de No de Gen SC Agregacion Gen SC Total
en el caso-probando susceptibilidad casos inespecifica

C. mama CA. Mama y ovario 8 BRCA1-2 12 CDH1, PALB2 20
C. de estémago’ S. de Lynch 2 MMR 6 CDH1 8
C. de rifién” 5 3 CHEK?2 8
C. colorrectal S. de Lynch 2 MMR 5 STK11, CHK2 7
C. de testiculo’ CA Familiar de testiculo 2 5 7
C. de prostata® CA Familiar de prostata 3 3 BRCA 2, PALB2 6
C. de ovario® CA Mama y ovario 2 BRCA1 1 PALB2 3
Melanoma Retino-blastoma 1 RB1 0 RB1, P16 1
Total 25 35 60

Tabla 3. Localizacion de cancer en el probando, sindrome de susceptibilidad
familiar identificado, agregacién inespecifica y posible gen(es) de susceptibilidad
involucrado (gen SC).

En la Tabla 3, en el grupo de cancer de mama, se anotan 8 familias en las que la
agregacion sugiere que podrian corresponder a un sindrome de susceptibilidad
hereditaria para cancer de mama-ovario. Las figuras 5, 6, y 7 ilustran tres
ejemplos de este tipo de familias. Mientras que doce familias con este
diagnostico se clasificaron como posibles agregaciones inespecificas, porque se
observaron canceres diferentes a los que habitualmente se encuentran en el
sindrome BRCA1/2; en la Tabla 3 se indican los genes de menor riesgo que se
han involucrado en agregaciones semejantes. Un ejemplo de este tipo de familias
se ilustra en la figura 8.

Como se puede observar en la tabla 3, se encontraron 4 familias sugestivas de
Sindrome de Lynch. La figura 9 ilustra una de estas familias.

Siguiendo el orden de la Tabla 3, se anotan familias en las que todos los

afectados muestran el mismo tipo de neoplasias. Los criterios de alto riesgo para




estas familias, establecen que cualquier agregacion de 3 o mas canceres del
mismo tipo, en familiares de 1° 0 2° grado se consideran de alto riesgo, aun
cuando no se hayan identificado los genes especificos asociados a la
susceptibilidad correspondiente (razén por la que no se anotan en la tabla). Como
por ejemplo en el caso del cancer de testiculo, o de préstata que se ilustran en
las figuras 10 y 11 respectivamente que se evaluaron mediante los criterios
propuestos por Hampel y cols; 37). Dentro del grupo de casos con cancer de
prostata, puede haber hombres afectados con este tumor e historia familiar con
diferentes neoplasias en la agregacion, en la que se incluye cancer de mama, un
ejemplo en la figura 12. Sugestivo de analizar alteraciones en el gen BRCAZ2, por
el riesgo que en este sindrome muestran los hombres portadores de la mutacion,
para cancer de prostata, mama y pancreas. En las mujeres el riesgo es mayor
para cancer de mama y ovario.

En el grupo de casos con cancer de ovario, se encontraron dos familias
sugestivas de corresponder al sindrome de susceptibilidad para cancer de mama-
ovario, como la que se muestra en la figura 13.

Otra familia de alto riesgo es la de un probando con diagndstico de melanoma
maligno consecutivo a una segunda neoplasia. El primer tumor correspondidé a un
retinoblastoma, neoplasia que presentaron varios miembros de la familia. El

estudio genealdgico se muestra en la figura 14
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Figura 5. Cancer hereditario: mama-ovario. Criterios de evaluacion para el sindrome:
cancer de mama-ovario de riesgo elevado, Hampel y cols (37): Tres casos con cancer de
mama-ovario; al menos un caso con cancer de ovario en familiar de 1° o 2° grado. Esta
agregacion familiar muestra TV de madre (con cancer de ovario) a tres hijas con cancer
de mama. Posiblemente secundario a mutaciones en alguno de los genes BRCA1/2.
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Figura 6. Cancer hereditario: mama-ovario. Criterios de evaluacion Hampel y cols; 37):
riesgo elevado: 3 casos de cancer de mama-ovario; al menos uno con cancer de ovario
en familiares de primer grado. Esta familia muestra agregacién de cancer de mama y
ovario en familiares de primer grado evidenciando TV (madre a hijas); la propésita (1)
ademas de cancer de mama, desarrollé otro tumor primario, (MULTIS) clasificado como
de sitio desconocido. En otro familiar cercano, con cancer gastrico, tumor
frecuentemente reportado en familias portadoras de mutaciones en el gen BRCAZ2.
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Figura 7. Cancer hereditario: mama-ovario. Criterios de evaluacion riesgo elevado:
NCCN (Compilados por Hampel y cols; 37): Historia personal de cancer de mama (1) a
cualquier edad, con dos familiares cercanos especialmente si una de ellas es
diagnosticada antes de los 50 afios de edad. En esta familia el caso indice con historia
personal de cancer de mama. Dos familiares de primer grado madre-hija (TV) y uno de
segundo grado la tia materna. Diagndéstico antes de los 50 afios de edad en dos de ellas.
Adicionalmente se encuentran dos familiares cercanos con cancer de estomago y dos
con cancer de la laringe. Todos los afectados en la rama materna. Sugiere analizar
mutaciones en el gen CDH1 (descrito en cancer de estbmago) ademas de los BRCA1/2.
(38).
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Figura 8. Cancer hereditario: mama y pancreas. En esta familia la agregacion incluye
tumores multis en la probando (1), cancer de mama y posteriormente cancer basocelular
en el ala nasal. Es notable la presencia de cancer de pancreas en 4 familiares de primer
grado en dos generaciones sucesivas (TV) Criterios de evaluacion Canto Ml y cols; 39).
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Figura 10.

Figura 9. Sindrome de Lynch. Criterios de evaluacién: Criterios de Amsterdam ||
(Criterios de Amsterdam Revisados Vasen HF y cols;40) Debe haber por lo menos tres
miembros con canceres asociados (endometrio, ovario, gastrico, hepatobiliar, carcinoma
de la pelvis renal o uretero) ademas de reunir: Un afectado debe ser familiar de primer
grado de los otros dos. Al menos dos generaciones sucesivas deben estar afectadas
(TV). Al menos uno debe ser diagnosticado antes de los 50 afios de edad (ET). Los
tumores deben ser verificados por patologia. Los afectados muestran las neoplasias mas
frecuentes descritas en este sindrome: cancer colorectal y cancer de endometrio y
neoplasias extracolonicas que se asocian a este sindrome indicadas en los afectados;
algunos muestran ET, algunos con MULTIS, hallazgos frecuentes en este sindrome.
Todos corresponden a la rama materna en tres generaciones sucesivas (TV).

Figura 10. Cancer famliar de testiculo. La agregacion familiar muestra dos familiares
de primer grado (hermanos) con cancer de testiculo, ademas de uno de 2° grado
(sobrino) con esta neoplasia. En familias semejantes, la principal prueba para cuantificar
el riesgo, sigue siendo la historia familiar. La estratificacion de riesgo se determina a
partir del numero y grado de parentesco de los miembros afectados. Por el nimero de
afectados y la proximidad del parentesco esta familia puede corresponder a riesgo
elevado. Criterios de evaluacion; Hampel y cols; 37).
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Figura 11. Cancer familiar de préstata. Criterios de evaluacion Hampel y cols; 37): Tres
familiares afectados de cualquier edad con el mismo tipo de neoplasia.. Los criterios para
cancer de prostata de riesgo elevado se basan en que las familias tengan tres o0 mas
afectados. También es valido un criterio mas laxo, que considera al menos dos
afectados, pero uno menor de 60 afios de edad; consideracion en base al posible patron
de herencia ligado al sexo que limitaria el numero de afectados, debido al estatus de no
afectado de una madre o mujer portadora.
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Figura 12. Cancer hereditario: mama-ovario? El probando (1) con cancer de prostata y
tres hijos afectados (TV) agregacion que incluye: cancer de prostata en padre e hijo,
cancer de mama (en mujer), cancer del pancreas (en hombre) y otras neoplasias, que se
transmiten con TV. Neoplasias frecuentes en el sindrome de cancer de mama-ovario en
portadores de mutaciones en el gen BRCAZ2. Apostolou P y cols; 38).
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Figura 13

Figura 13. Cancer hereditario mama-ovario. Criterios de evaluacion riesgo elevado:
NCCN compilados por Hampel y cols.; 37) historia personal (1) de cancer de ovario, uno
o0 mas familiares cercanos con cancer de mama < a 50 afnos de edad. Se observa TV por
medio de la madre, quién desarrollé cancer de mama. La propdésita (1) ademas presenta
tumor primario en ambos ovarios bilateral (MULTIS).

Figura 14. Retinoblastoma unilateral. El pedigree de esta familia muestra un arbol
genealdgico caracteristico de retinoblastoma hereditario, con varios afectados de la
generacion Il a la IV en el que es evidente la transmisién TV (con Pl). La familia nuclear
del recuadro muestra al caso indice, él y tres hermanos (IV-2, 3 y 4) presentaron
retinoblastoma unilateral de inicio ET; ademas el caso indice presentd el criterio de
tumores muiltis (retinoblastoma y melanoma). En el recuadro de la derecha se destaca el
numero total de afectados y portadores.
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El proceso de tamizaje y la respectiva aplicacion de criterios de discriminacion,
demuestra que cada etapa de esta metodologia, es progresivamente mas
selectiva hacia familias sugestivas de sindromes especificos consecutivos a
alteraciones de los genes particulares. Debido a que el analisis involucra a todos
los miembros de cada familia nuclear (ambos padres e hijos) y al conjunto de
estas que conforman la genealogia completa, se puede seguir la transmision de
un rasgo o enfermedad a través de cada generacion y determinar con
confiabilidad: a) el patron de herencia mendeliana (autosémico dominante,
recesiva, ligada al sexo) que se transmite en la genealogia completa, b)
determinar si alguna de las familias nucleares que la conforman muestra variaciéon
en comparacion al patron general de la genealogia, ¢) la combinacion de este
analisis con criterios particulares (en este estudio para identificar propension a
cancer) aumenta la probabilidad de identificar la transmisién de alteraciones
moleculares de genes especificos (que se propone estudiar) y facilita discriminar
dentro de la misma familia, a las personas portadoras de las libres de la alteracién
familiar (22,25,36).

En base a las bondades de esta metodologia se selecciond la familia portadora
de retinoblastoma para someter a prueba, la hipotesis que se desarrolla en la

segunda parte de esta investigacion.



VI. DISCUSION

Los 650 casos estudiados representan una muestra del 7.6% del total de los
casos de primera vez que capto el hospital, durante el mismo lapso en el que se
realizo esta investigacion. La frecuencia por género fue semejante, el 49.3% (265
casos) correspondio a mujeres y el 50.6% (368 casos) a hombres; con mediana
de edad de 59 afos. Las localizaciones mas frecuentes en orden de frecuencia
correspondieron a cancer de mama, colon, recto, préstata como se observan en la
Tabla 1.

En un estudio epidemiologico realizado en el mismo hospital, para conocer la
frecuencia, tipo distribucion y tendencia de la morbilidad de pacientes con cancer,
Martinez-Sanchez y cols. (41) encontraron mayor frecuencia de mujeres (60%),
mientras que en el presente estudio la frecuencia en ambos géneros fue
semejante. En cambio la mediana de edad y las localizaciones de cancer,
resultaron semejantes en ambos estudios. Nuestros resultados contrastados con
los del estudio mencionado (41), indican que el tamizaje genético estuvo
correctamente aleatorizado ya que, los resultados de ese estudio pueden ser mas
representativos puesto que se analizé la poblacién captada en el lapso de 8 afos.

El tamizaje realizado coincidié con uno de esos afios.

El porcentaje de casos (40.6%) con antecedente de cancer (ACA), es semejante
al encontrado en un estudio de casos y controles en nifos derechohabientes del
IMSS, con diagnédstico de cancer para identificar factores hereditarios (42). Los

altos porcentajes encontrados tanto en familias de nifios como en las de adultos,



posiblemente reflejen la alta prevalencia de estos padecimientos en la poblacién
general, consecutivos a multiples factores (1,6) o alta frecuencia de estos
padecimientos en la poblacion derechohabiente del IMSS (42,43). Solo el 27% de
los casos tamizados presentd por lo menos un familiar de primer grado afectado,
lo que sugiere otra clase de componentes en la etiologia. Este dato coincide con
lo reportado por Hemminki quién sehala a la alta frecuencia de familiares de
primer grado afectados con cancer, como evidencia de predisposicion familiar
(14). En relacion a los criterios clinicos la frecuencia de ET (17%) es mayor en
comparacion con la frecuencia observada de los demas criterios. Sin embargo la
frecuencia encontrada de ET, en el total de casos, no se pudo considerar en
forma estricta ya que en México, las estadisticas sobre incidencia de neoplasias
malignas en general son escasas (41,43). Esto dificulta conocer la edad de
mayor ocurrencia de determinadas neoplasias en la poblacion, importante para
contrastar con la edad de ocurrencia en los casos familiares. Es conocido que en
adultos, la incidencia de tumores se eleva considerablemente después de los 50
anos de edad, por lo que en este estudio se tomd 40 afnos de edad, como criterio
que podria ser valido; ademas de que esta edad también ha sido considerada
como criterio de edad temprana en otros estudios (34,37). El analisis de ET en
relacion al antecedente de cancer ACA (familiares con cancer) se encontrd sin
riesgo significativo, a diferencia del elevado RR 16.7 para T. MULTIS altamente
significativo (0.0003). De acuerdo a lo reportado, este solo hallazgo es indicativo
de vigilancia médica especial en la persona que lo presente (23,24,37). En
contraste, como se observa en la Tabla 2, el analisis de estos dos criterios ET y

T. MULTIS en familias en las que el antecedente de cancer conforma un patrén



de herencia, ya sea de TV o de PI, el RR es mayor a 5 veces (5.7) cuando alguno
de los miembros presenta ET y mas de 9 veces (9.62) si alguno desarrolla T.
MULTIS. Los intervalos de confianza son muy amplios, probablemente se
requiere una muestra mayor.

La penetrancia incompleta (Pl) forma particular de herencia dominante que en la
patologia genética es de gran interés, debido a que entre otras, indica la
presencia de genes de “menor penetrancia“ que podrian tener efecto fenotipico
moderado; en los padecimientos neoplasicos familiares, también se observa esta
modalidad de herencia (44). Es importante identificarla, por la posibilidad de
analizar con nuevas tecnologias, no solo genes que confieren riesgo elevado por
ser altamente penetrantes como BRCA1/2 o MMR (HMLH1, PMS1, etc.) sino
ademas, genes de riesgo moderado o estandar, que en conjunto ayuden a
explicar diferentes tipos de agregaciones de cancer, e incidir en medidas de
deteccion y prevencion mas efectivas en mayor numero de familias (38,45,46).
Los resultados respecto a los criterios clinicos (ET, MULTIS, TV) revelaron que el
9.2% de las familias podria tener riesgo elevado por la posibilidad de
corresponder a un sindrome de susceptibilidad hereditaria. Este resultado
confirma lo reportado en la literatura en que casi sin excepcion, las familias
portadoras de sindromes hereditarios muestran estas caracteristicas esenciales
(22,25,36,37). Lo que indica que la historia personal y el “pedigree” completo son
las pruebas iniciales para continuar el estudio y confirmar esta posibilidad, por
medio de los estudios moleculares correspondientes y poder identificar con mayor
probabilidad personas con mayor riesgo (36,37). Esta metodologia ha demostrado

que, la probabilidad de encontrar genes anormales en ellos, es mucho mayor y



confiable que, en las personas o familias que no reunen estas caracteristicas

(22,23 36,37).

En el diagrama de la figura 4, se observa la utilidad del analisis con criterios de
alto riesgo, ya que en el 3.8% (25 casos) se pudo identificar sindromes de
susceptibilidad, en los que esta indicado el analisis de genes considerados de alto
riesgo; mientras que en el 5.3%, estos criterios sugieren analisis en genes de
riesgo moderado que también se han asociado a susceptibilidad hereditaria, como
los anotados en la Tabla 3 (38,45,46).

Mediante los criterios de alto riesgo se identificaron 8 familias 10% del total de las
84 (con cancer de mama), captadas en el estudio, con posible sindrome de
cancer de mama-ovario. Porcentaje que coincide con lo reportado en relacion a
que solo, entre el 5 al 10% de los casos, muestra un componente hereditario
“fuerte” y de estos, entre el 4 al 5% se explicarian por mutaciones en genes
altamente penetrantes que se transmiten con patron dominante como BRCAT y
BRCAZ2 que son los genes comunmente mutados (38).

Con los avances tecnolégicos se han identificado nuevos genes asociados a
cancer de mama hereditario, tanto de alta como de penetrancia intermedia.
Algunos asociados a otros canceres como ovario, pancreas, colorectal. Sin
embargo, para realizar cualquier prueba molecular, en particular estos paneles
(38,45), se deben seguir recomendaciones especificas y determinados criterios
que los pacientes deben reunir. Con estos paneles se podria estudiar el 5.3%
que por el momento se dificulta clasificar (38,45-47). Este ultimo punto es

relevante particularmente en familias como las que se ilustraron con cancer de



mama y cancer gastrico o bien cancer de mama y cancer de pancreas, en las que
aun se desconoce si forman parte del sindrome original, si es un sindrome
diferente o es una variante puesto que se han encontrado, como se observa en la
tabla 3, mutaciones en otros genes que confieren diferentes rangos de riesgo
(38,39).

Por otro lado, no todas las familias portadoras del mismo sindrome tienen los
mismos genes mutados, como por ejemplo en el sindrome de Lynch. En estos
pacientes, el tamizaje, debe incluir las historias personal y familiar,
inmunohistoquimica en los tumores para la identificacion de deficiencia en los
genes MMR (de reparacion). Esta bateria de estudios es necesaria antes decidir
hacia cual de los 4 genes involucrados en este sindrome, orientar el analisis, o
que prueba molecular analizar en una familia particular (48,49).

Entre los aspectos importantes en el estudio de familias susceptibles, esta el
relacionado al patrén de herencia. Con alguna frecuencia se observa que los
transmisores de mutaciones patogénicas son sanos o, que las neoplasias son
mas prevalentes en alguno de los géneros, como el caso de la familia que se
muestra en la figura 14 portadora de retinoblastoma. Aun cuando este
padecimiento es dominante, se encontré penetrancia incompleta porque los
transmisores son sanos. Esto indica que el tipo de mutacion posiblemente no sea
del tipo habitual descrito y en estos casos, es necesario un analisis genético-
clinico mas detallado para proponer el analisis molecular correspondiente. Al
respecto, las caracteristicas clinicas que muestra la familia mencionada (Figura
14) sugirieron analisis molecular dirigido a identificar alteraciones epigenéticas,

especificamente metilacion en el promotor del gen RB1, para tratar de explicar la



penetrancia incompleta, el exceso de hombres afectados y portadores asi como el
desarrollo unilateral de retinoblastoma. Caracteristicas que se desvian de lo
esperado para un padecimiento autosomico dominante, como lo es el
retinoblastoma. Para lo cual se propuso probar la hipotesis, que constituye la

segunda parte de este trabajo.



VII. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos indican que el estudio de las familias donde varios de
sus miembros enferman de cancer, es una actividad de gran relevancia. Saber
que el 5% de los pacientes de primera vez de un hospital de alta especialidad
oncologica, pueden ser potadores de sindromes de susceptibilidad, implicaria
establecer medidas de deteccion precoz. Acciones que  podrian tener gran
repercusion familiar e institucional, por la posibilidad de mejorar el tratamiento y
prondéstico si se detectan oportunamente, cuando la enfermedad es minima, (a
diferencia de un estado avanzado frecuentemente fatal); lo cual conlleva a
incremento de costos emocional, familiar, laboral y econdémico institucional
(39,43). Se demuestra ademas que la historia oncoldgica personal y familiar, es
imprescindible no solo para llegar al diagndstico genético-oncoldgico sino que
ademas es fundamental para orientar individualmente el estudio molecular y

profundizar con nuevas tecnologias el estudio de estos padecimientos.



VIIl. PERSPECTIVAS.

1. La identificacion de familias susceptibles a cancer es potencialmente un
método altamente efectivo para la deteccidn precoz y prevencion oportuna de las
enfermedades neoplasicas. Su efectividad podria ser mayor en las unidades de
alta especialidad que cuentan con la tecnologia y grupos multidisciplinarios, para
el mejor manejo y estudio de esta poblacion en riesgo (38,39).

2. El estudio de este tipo de familias puede ser sumamente estimulante, puesto
que cada familia representa un reto para proporcionar un diagnostico genético-
oncolégico y molecular, lo mas preciso posible; Informacion indispensable para
el asesoramiento genético y de gran apoyo para establecer el tratamiento y
pronéstico a nivel individual y familiar. Aspectos que representan una fuente
inagotable de posibilidades para avanzar en el conocimiento basico de estas

enfermedades.



SEGUNDA PARTE

METILACION GERMINAL DEL PROMOTOR DEL GEN RB1 COMO
MECANISMO DE SUSCEPTIBILIDAD EN RETINOBLASTOMA
HEREDITARIO

. INTRODUCCION

1. REGULACION EPIGENETICA

En las ultimas décadas la epigenética ha revolucionado el campo de la biologia
retando al clasico cédigo genético como el determinante clave del funcionamiento
génico celular y sus alteraciones como causa mayor de enfermedades humanas.
El vertiginoso avance ha permitido reconocer su gran potencial al regular
procesos requeridos para preservar la identidad celular y el origen de las
enfermedades.

C.H. Waddington definié por primera vez el término epigenética en 1942 en el
contexto de la biologia del desarrollo embrionario como “el estudio de los
procesos por los cuales el genotipo conduce hacia un fenotipo”, bajo la premisa
epigénesis + genética = epigenética, aclarando el debate de la época sobre
epigénesis vs preformacionismo de la embriologia neoclasica y asi, unir la
epigénesis a la biologia del desarrollo, y el preformacionismo a la genética (50).
Jacob puso punto final al afejo debate entre la epigénesis y el preformacionismo

al introducir el concepto de “programas de desarrollo” (51). No obstante, en el



curso del tiempo, el uso del término epigenética ha evocado una variedad de
procesos bioldgicos. Historicamente, esta palabra comienza a aparecer a partir de
los afnos 60 en algunos articulos cientificos generalmente relacionados con
modificaciones de la actividad génica por metilacién del DNA o, con estados de
condensacion de la cromatina (51).

A pesar de décadas de investigacion y debate, aun no hay consenso en la
definicién ni en el uso del término (52). Un concepto ampliamente referido es: que
la epigenética tiene que ver con el estudio de cambios heredables en la expresion
geénica que ocurren independientes de cambios en la secuencia primaria del DNA
(53). Esta heredabilidad de patrones de expresion ocurre durante el desarrollo y
se mantiene a través de multiples ciclos de division celular, durante los cuales, los
precursores de esas células conforman su destino, en un proceso de
diferenciaciéon por etapas, que es dirigido por una multitud de componentes (de
posicion, sefialamiento, etc.) mediado por modificaciones epigenéticas. Entre
estas modificaciones se incluyen la metilacién de la base citosina del DNA,
modificaciones postraduccionales de las histonas, el posicionamiento de los
nucleosomas en el DNA, RNAs pequefos Yy la posicion de los diferentes genes
dentro del nucleo. A estas modificaciones colectivamente se les refiere como el
epigenoma; el cual confiere un mecanismo para la diversidad celular, al regular la
informacion genética que debe ser accesada por la maquinaria celular (53,54). La
herencia de las marcas epigenéticas en particular la metilacion del DNA, confiere
una memoria molecular que asegura la herencia fiel de los programas
transcripcionales durante el desarrollo (55). Los cambios epigenéticos forman

barreras para asegurar que la especificacion del tipo celular sea hacia una sola



via; de esta manera, las células de un organismo adulto quedan comprometidas a
realizar funciones altamente especializadas o a permanecer en un “pool” de
células “stem” (progenitoras) adultas con un potencial limitado. Fallas en el
establecimiento o mantenimiento adecuado, pueden ocasionar inactivacion o
activacion inapropiada o inhibir vias de sefalamiento que pueden conducir a
diversos estados patoldgicos incluyendo cancer (53,56). Dado la importancia de
las marcas epigenéticas en la fisiologia normal y la trascendencia que tienen en la
etiopatogenia de enfermedades humanas cuando se presentan irregularidades en
su establecimiento, amerita sefialar algunos aspectos basicos de la dinamica
epigenética durante el ciclo de vida de mamiferos, enfocados: 1) al aspecto de
metilacion del DNA, 2) al de impronta gendmica (reprogramacion) en las células
germinales primordiales (primordial germ cells (PGCs) y en la preimplantacién del
embrién (55-57). Lo anterior con el propésito de ubicar en el contexto de “herencia
epigenética" la propuesta central de este trabajo: Metilacion germinal del
promotor del gen RB71 como mecanismo de susceptibilidad en retinoblastoma

hereditario.



2. METILACION DEL DNA

2.1 En la fisiologia normal.

Aunque los principios basicos de la reprogramacion epigenética en el embrion y
en las células germinales han sido estudiados desde hace mucho tiempo, algunos
aspectos incluyendo la dinamica de estos procesos siguen siendo enigmaticos,
indicativo de la gran complejidad de este fendbmeno. Sin embargo dos aspectos
han permitido avanzar en el campo: a) Los estudios mediante plataformas de
secuenciacion de siguiente generacién han facilitado el analisis epigenético a
gran escala del genoma humano, sorprendentemente con una cantidad minima
de material biolégico y, ahora se tiene conocimiento sobre el estado epigenético
de las células germinales y del embrién en etapas tempranas (58); b) El otro
punto relevante se refiere a la identificacion de actividades enzimaticas que inician
el borrado activo de la metilacién del DNA en las células germinales y en las
células somaticas del embrion; hecho que ha contribuido a descifrar uno de los

enigmas que ha prevalecido por mucho tiempo (59).

2.2 La “quinta base” 5-metilcitosina y sus funciones.

La metilacion del carbono 5 de la citosina produce 5-metilcitosina (5mC), referida
como la “quinta base” del DNA (Figura 15). Aun cuando desde principios de los
afos 20 Johnson reportd la 5-metill-citosina como constituyente de los acidos
nucléicos del bacilo de la tuberculosis y en los afios 40 el DNA metilado fue
identificado en mamiferos, las funciones bioldgicas permanecieron sin caracterizar

por décadas (60,61).



En 1975 dos estudios demostraron el importante papel que esta modificacion
ejerce sobre la expresidon génica y destacaron el significado del “quinto
nucleotido” en la biologia de eucariotes (62,63). Al final de los afios 80 comienza
a ocupar un lugar importantisimo en la genética de mamiferos, con el reporte de
tres grupos que demostraron que la expresion de transgenes depende del
progenitor que lo transmita, ademas de encontrarse metilado el transgen que no

se expresa (64-66).
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Figura 15. 5-metilcitosina. La posicion 5 de la citosina es covalentemente metilada por
DNA citosina metiltransferasas (56).

La metilacion del DNA se encuentra en eucariotes desde hongos hasta
vertebrados, en los que su significado y funcién varia ampliamente. Inicialmente
no se habia detectado metilacion del DNA en Drosophila melanogaster, sin
embargo se ha demostrado un nivel bajo de metilacion en estadios tempranos del
desarrollo. En contraste en Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces

pombe aparentemente no se presenta este fenomeno. En los mamiferos es vital



para el desarrollo y la homeostasis durante la vida adulta. Durante esta etapa
normalmente se encuentra en la posicién 5 de las citosinas presentes en los
dinucledtidos CpG, frecuentemente en un contexto de CpG simétricos. Los
primeros metilomas globales mostraron una distribucion bimodal de CpGs.
Aquellos que se encuentran solos o aislados unos de otros generalmente estan
hipermetilados (60-90%) dependiente del tipo celular; otros, se encuentran en
regiones de 500 a 2000 pb de longitud, donde su densidad esta incrementada
conformando las llamadas islas CpG (CGls); estas generalmente se encuentran

en los promotores génicos y permanecen predominantemente hipometiladas (67;

Figura 16).
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Figura 16. Distribuciéon de la metilacion de los dinucleétidos CpG en el genoma de
vertebrados. Los CpG generalmente estan altamente metilados (?). Las CGls en el
extremo 5’de los promotores génicos asociadas con los sitios de inicio de la transcripcion
(TSS) se encuentran sin metilar (¥) y se correlacionan positivamente con actividad
transcripcional (exones cajas en rojo). En un pequefioc nimero de genes estan
hipermetiladas, reprimidas y silentes de manera célula tipo-especifico (cajas azules). En
el cuerpo del gen a menudo se encuentran metiladas (o en el cuerpo del gen). Tomada
de Meng H y cols.; 56).




2.3. Papel de la metilacion del DNA en el control transcripcional.

Las CGls se encuentran principalmente en los promotores de los genes ligados al
desarrollo o en los promotores de los genes constitutivos donde se mantienen
hipometiladas. Historicamente la metilacion del DNA se ha ligado a represion
transcripcional. Sin embargo el analisis detallado de las CGls asociadas a los
promotores y su efecto sobre la actividad transcripcional, ha permitido clasificarlas
en categorias en base al contenido de CpGs, y a la longitud de su secuencia:
LCPs (“Low”) estos promotores con baja densidad de CpGs, generalmente estan
hipermetilados y con transcripcidn activa, independiente de su estado de
metilacion; ICPs, (intermediate) son promotores con densidad intermedia de
CpGs; se inactivan cuando se metilan, sin embargo con frecuencia la
hipermetilacion en este tipo de islas es diferenciacion-dependiente; por ejemplo la
que ocurre en el promotor de genes de pluripotencia o, en promotores de genes
célula-germinal especifica, donde se cree que la metilacion actia como un
mecanismo de seguridad, para reforzar el mecanismo de silenciamiento durante
la diferenciacion; HCPs (High), en contraste estos promotores con alta densidad
de CpGs es muy raro que se encuentren metilados. De hecho, se ha observado
que la excepcional metilacion encontrada en HCPs ocasiona eficiente
silenciamiento génico; lo cual apoya el concepto tradicional que la metilacién del

ADN reprime la transcripcion (55,67,68; Figura 17).
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Figura 17. Tres categorias de promotores génicos y respuesta diferencial a
metilacion, de acuerdo a la densidad de CpG: LCP promotores con baja
densidad de CpG. generalmente estan hipermetilados, permanecen activos
independientemente del estado de metilacion como indica la flecha. ICP
promotores con densidad intermedia de CpG se inactivan cuando se metilan
(indicado con la barra roja) la metilacion es diferenciacion-dependiente. HCP
promotores con alta densidad de CpG; generalmente estan hipometilados, la
metilacion genera silenciamiento (barra roja). Modificada de Messerschmidt DM y
cols.; 55).



En otras regiones del genoma también, se han observado patrones de
metilacion como en “enhancers” (elementos distales de regulacion); la
hipometilacién de estas secuencias se ha correlacionado con expresion génica e
interaccién con promotores, favoreciendo la diferenciacion tejido-especifico; en
cambio la metilacion de estos “enhancers”, se ha observado estrechamente
relacionada con cambios de expresion génica en células neoplasicas.

La metilacion del DNA también juega un papel muy importante en otras regiones
distintas (55): transposones, repetidos pericentroméricos, inactivaciéon del
cromosoma Xy en los genes improntados (Figura 18).

a) Transposones. La metilacion del DNA se ha conservado durante la
evolucion reprimiendo estos elementos moviles, particularmente LINEs
(elementos nucleares largos dispersos) y LTR (repetidos terminales
largos); los cuales conforman el 40% del genoma humano, por lo que
contribuyen significativamente con el estado de hipermetilacion total del
genoma. La pérdida de metilacion de estas secuencias puede causar

activacion transcripcional masiva y retrotransposicion.

b) Repetidos pericentroméricos. Estos elementos muestran actividad
transcripcional latente, la cual se mantiene reprimida por metilacion del
DNA, que es fundamental durante el alineamiento y segregacion
cromosoémica. En contraste, la transcripciéon continua de estos repetidos
origina alineamiento erroneo de los cromosomas durante la mitosis. La

importancia de mantener esta represion también es evidente en el



d)

sindrome de inmunodeficiencia y en el sindrome de anomalias faciales

(ICF) consecutivos a inestabilidad centromérica.

Inactivacion del cromosoma “X”. En el género femenino, la metilacion del
ADN media el control de la dosis génica, via inactivacion del segundo
cromosoma X. La metilacién resulta de una cascada de eventos que se
inicia con la activacion en cis de RNA no codificante, Xist el cual cubre al
cromosoma X promoviendo el desplazamiento de factores de transcripcion,
cambios de cromatina y, finalmente metilacién de la isla CGIl del promotor.
Los estudios sugieren que este proceso de metilacion en el cromosoma X

inactivo es, mantener a largo plazo la inactivacién, mas que iniciarla.

Genes “improntados”. El atributo caracteristico de este tipo de genes es su
expresion progenitor-especifico, la cual se establece y mantiene por
metilacion diferencial del DNA (de alelos maternos o paternos) coordinada
por los centros de control de “imprinting” (ICRs), mediante mecanismos
como la union de proteinas insulator o la expresion antisentido de RNA no
codificantes, que conllevan a la expresién o represion alelo-especifico de
un conglomerado de genes Figura 19. Esta metilacion progenitor-
especifico, ocurre durante la diferenciacion de los gametos y se mantiene

durante toda la vida.



Figura 18. Metilacion en distintas regiones del genoma. En a) Retrotransposones, son
reprimidos por metilacion del DNA, la desrepresion puede ocasionar coactivacion de
genes vecinos como lo indica la flecha; b) Repetidos centroméricos, la transcripcion basal
interfiere con el alineamiento cromosoémico y es reprimida por metilacion del ADN; c)
Cromosoma X, la metilacién del DNA refuerza el silenciamiento del cromosoma X inactivo
(cromosoma en rojo). Modificada de Messerschmidt DM y cols.; 55).



Figura 19. Impronta genémica y expresion alelo especifica. En a) La metilacion en las
regiones de control de impronta (ICR) regula la unién de proteinas “insulator”. En el gameto
materno a ICR sin metilar, se unen proteinas “insulator” (morado) que impiden la transcripcion rio
abajo (barra roja), silenciando al alelo materno (barra roja); b) La ausencia de metilacién en el ICR
en el gameto paterno, permite la expresion antisentido de un RNA no codificante (ncRNAs) que
acttan en cis y blogue la expresion del alelo paterno. Modificada de Messerschmidt DM y

cols.; 55).



2.4.Maquinaria de metilaciéon del DNA.

El papel clave en el mantenimiento de metilacion del DNA, (aunque aqui
simplificado), esta representado por la ADN metiltransferasa 1(Dnmt1) y la
proteina nuclear 95 (NP95 o UHRF1). ADN metiltransferasas catalizan el traslado
de un metilo de S-adenosil-1-metionina a la posicion 5 de residuos de citosina de
dinucledtidos CpG (Figura 20). El posicionamiento predominante de CpGs
simétricos, permitio la propuesta inicial de herencia de la metilacion, por medio del
mecanismo de replicacion semiconservativa del ADN, que implicé dos modos de

actividad de metilacién: de mantenimiento y de novo (63).
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Figura 20. Metilacion de la citosina en los dinucleétidos CpG. La metilacién de
dinucledtidos CpG por ADN metiltransferasa (DNMT) ocurre sobre el carbono 5 de la
citosina en presencia del cofactor SAM: S-adenosil-metionina (donador del grupo metilo
CH3).



2.5. Mantenimiento de la metilacion.

La primera enzima con actividad de metiltransferasa (DNMT1) identificada en
eucariotes mostro gran afinidad por CpGs hemimetilados (69). La proteina URF1
(NP95) (70) reconoce ADN hemimetilado en la horquilla de replicacion, donde
recluta especificamente a DNMT1, la cual copia las marcas de metilacion de la
cadena parental a la cadena hija recién sintetizada, como se observa en el
recuadro rosa de la figura 21. La importancia de mantener la metilacion se
evidencia al deletar al gen de la Dnmt1 de raton después de la gastrulacién, pues
ocasiona letalidad, resultante de la pérdida global de metilacién (71). En contraste
las metiltransferasas de novo DNMT3A, DNMT3B y su cofactor DNMT3L, no
dependen de ADN hemimetilado y pueden establecer nuevos patrones de
metilacion de ADN como se observa a la derecha de la figura 21. La primera,
establece los patrones de metilacion del ADN en ICRs en los gametos (masculino
y femenino). Dnmt3b se expresa considerablemente en la etapa de blastocisto,
restringida al linaje del epiblasto; la delecién génica causa letalidad embrionaria.
DNMT3L actua como cofactor activador de DNMT3A/B en los ICRs en los
gametos (72).

La metilacion del ADN es una marca de control epigenético esencial para el
desarrollo normal en mamiferos y el mantenimiento de los patrones de expresién
hacia sus futuros linajes tejido especifico. Constituye una barrera que guia y
restringe la diferenciacion e impide la regresion hacia un estado indiferenciado.

También desempefia un importante papel en la compensacion de dosis de los



cromosomas sexuales, la represion de retrotransposones que amenazan la

integridad del genoma y en la expresion coordinada de los genes improntados.

En las ultimas décadas el avance del conocimiento en este campo ha permitido
ampliar la importancia de la metilacion del ADN no solo como el proceso dinamico
de transmisién de marcas epigenéticas, sino como un factor involucrado en
diversos procesos regulatorios y en la patofisiologia de multiples enfermedades

incluyendo cancer.
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Figura 21. Mecanismos de mantenimiento de metilacion del DNA. Los mecanismos
responsables del mantenimiento de metilacion del DNA pueden ser: dependiente de la
replicacién como se muestra en el recuadro rosa dentro de la horquilla de replicacion del
ADN, donde se indica la transmisién mitética de marcas epigenéticas (metilos en circulos
rojos), via el acoplamiento de la maquinaria de replicacion por DNAMT1, PCNA y NP95.
A la derecha de la figura se observa el mecanismo independiente de la replicacion, via
Dnmt 3a/3b. Figura modificada de Lange UC y cols.; 54).

2.6. Desmetilacion del ADN.

En contraste con lo descrito sobre el mecanismo de metilacion, ademas del
mecanismo pasivo, en fechas recientes se ha identificado un mecanismo activo
de desmetilacion.

Mecanismo pasivo de desmetilacion.

La pérdida de 5mC puede lograrse por regulacion a la baja o exclusion del
mantenimiento por DNMT1 (Figura 22A). Aunque permite desmetilacién global
eficiente, el mecanismo depende de la replicacion repetida del ADN vy, por lo tanto
no puede contribuir a la pérdida de metilacion rapida en células que se dividen
lentamente o en las que no se dividen. Por otro lado, este mecanismo solo

permite la remocién global y no la de marcas locus-especifico (56)

Desmetilacién activa.

La existencia de una “sexta base” la hidroximetilcitosina (5hmC), aunque
identificada en cerebro de ratén desde 1972, el reciente descubrimiento de la
familia de enzimas desoxigenasas TET (“Ten-Eleven Translocation”), que
catalizan la oxidacion iterativa de 5mC a 5hmC (5 hidroximetilcitosina, 5-

formilcitosina (5fC) y 5-carboxicitosina (5caC) (73) explican una nueva posibilidad



de desmetilacion activa, en la que la desaminacion de 5mC, 5hmC
potencialmente ayudada entre otras por AID (desaminasa) produciria timina o
hidroximetiluracilo respectivamente; el mecanismo de reparacidon por escision de
bases (BER) dirigido a los productos desaminados llevaria a la remocién de la
marca de metilacién, para reinstalar una citosina sin modificar. Por lo que, la
conversion catalizada por TET de 5mC a 5hmC es un mecanismo posible que
puede permitir a la célula remover la metilacion, independiente del ciclo celular.
Sin embargo aun hay debate respecto al mecanismo que atrae a TET vy, al destino
final de los productos desaminados. Por otra parte, se especula la existencia de

una desmetilasa que convierta directamente 5mC a citosina (Figura 22B).
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Figura 22. Mecanismos de metilacion y desmetilacion del DNA. A) Metilacién y
desmetilaciéon pasiva. La naturaleza palindrémica de CpGs en la replicaciéon del DNA
genera DNA hemimetilado. La DNMT1 (+DNMT1) restablece la metilacién en el DNA (?).
Mientras que la ausencia de DNMT1(-DNMT1) deja al DNA sin metilar (¥), después de un
ciclo de division celular.

B) Mecanismo propuesto de desmetilacion activa. Aun se especula la existencia de
una desmetilasa. Mecanismo propuesto: Las enzimas TET oxidan 5mC a 5hmC, 5fC y
5caC. La desaminasa AID genera timidina y 5-hidroximetiluracilo. BER el mecanismo de
reparacion por escisién de bases, sustituiria los productos de desaminacién por citosinas
sin modificar (Modificada de Messerschmidt DM y cols.; 55).



La herencia de las marcas epigenéticas en particular la metilacién de los CpGs
confiere una memoria molecular que asegura fielmente los programas
transcripcionales. Sin embargo durante la reprogramacion ocurre una
hipometilacidn global simultaneamente con la pérdida de esta memoria, lo cual es
la base de la pluripotencia. En el “corazén” de los mecanismos que regulan el
borrado de la memoria y el restablecimiento de esas marcas epigenéticas, se
encuentra el papel fundamental de las enzimas TET. Este mecanismo ha abierto
un campo de extensa investigacion en la reprogramacion experimental, con
enormes perspectivas para la medicina regenerativa, propositos terapéuticos
entre otros, por la posibilidad de reprogramar una célula y orientarla hacia otras

direcciones de diferenciacion.

3. IMPRONTA GENOMICA. REPROGRAMACION EPIGENETICA EN LAS
CELULAS GERMINALES PRIMORDIALES PGCs.

En la linea germinal hay dos ondas de desmetilacion extensa del genoma: 1) la
primera inmediatamente después de la fertilizacién en el zigoto y 2) la segunda
justamente durante el establecimiento de las células germinales primordiales
(PGCs) que son las progenitoras de los espermatozoides y de los oocitos (55, 74,
75; Figura 23).

Las células precursoras de las células PGCs se diferencian a partir del epiblasto

(un tejido con alta capacidad de desarrollo, caracteristicamente dirigido hacia



linaje somatico) del embriéon en desarrollo, alrededor del dia embrionario 6.5
(E6.5) (Figura 23). En esta etapa las PGCs heredan rasgos epigenéticos
presentes en las células del epiblasto, y otras células somaticas, incluido el alto
grado de metilacién global, (particularmente en genes de pluripotencia y en los
genes linea germinal-especificos). En consecuencia, las PGCs necesitan
reprogramar este patron somatico hacia el de las células germinales (que tienen
el potencial epigenético para dar origen a los gametos, con la capacidad para
formar el zigoto totipotente en la siguiente generacion); de manera que en los
siguientes 7 dias pierden el 90% de su metilacion global, como se observa en la
figura 23. Recientes avances han comenzado a aclarar estos procesos, pero aun
no se cuenta con los detalles mecanisticos precisos de la reprogramaciéon y sus
consecuencias (55,74,75).

La desmetilacion en las PGCs ocurre en dos fases: la primera durante la
migracién hacia el analogo de génada que comienza alrededor del dia E8; este
proceso ocurre principalmente por inactivacion del sistema de metilacion de
mantenimiento (desmetilacién pasiva), a su llegada queda reducido al 30% de su
nivel global. Presumiblemente el mecanismo involucra la transcripcion a la baja de
Uhrf1 y exclusién del nucleo de la proteina UHRF1 NP95. En este proceso
también participa la regulacion a la baja de DNMT3A, 3B, y 3L que al imposibilitar
el restablecimiento de los patrones de metilacion, contribuyen a una rapida
desmetilacion durante la primera onda. Notablemente a pesar de esta extensa
desmetilacion, secuencias especificas como las DMRs (del inglés: diferential
methylated regions) de loci improntados, CGls del cromosoma X y genes linea

germinal-especificos, permanecen metiladas hasta que ocurre la segunda fase de



desmetilacion, alrededor del dia E11.5 (Figura 23). La desmetilacion de estas
secuencias aparentemente requiere de las proteinas TET que oxidan 5mC a
5hmC y en la que participarian los compontes antes mencionados en esta via; sin
embargo este mecanismo aun no esta completamente aclarado. Por otro lado se
ha observado la prevalente presencia de DNMT1 y reduccidn y exclusion nuclear
de NP95. Se piensa que esto podria indicar un mecanismo de metilacién de
mantenimiento en ADN no canonico, como posible mecanismo de proteccidon de
loci improntados en el embrion temprano; lo que ha complicado aun mas la
interpretacion de estos complejos procesos (55,73-75).

Otras secuencias que resisten la onda de desmetilacion, incluye a miembros de la
familia de retrotransposones de la particula intracisternal A (IAP) y CGils
adyacentes, asi como aproximadamente 250 CGls del genoma que muestran
borrado variable (VECs) (55,74,75). Esta modalidad puede ser significativa porque
representa un mecanismo potencial de transmisidon de rasgos epigenéticos
adquiridos, de una generacion a la siguiente, incluyendo el fenotipo metabdlico
recientemente observado en modelos animales (76). Para explicar lo raro que es
la herencia epigenética transgeneracional en mamiferos, se ha evocado al
borrado a gran escala de las marcas epigenéticas que ocurre en la linea germinal,
mientras que esta herencia es comun en plantas que no pasan por
reprogramacion epigenética en la linea germinal (74).

Después de la desmetilacion en las PGCs tempranas, debe ocurrir la metilacion
de novo para adquirir los altos niveles de metilacidon que se encuentran en los
gametos maduros. En las células germinales femeninas los niveles de metilacion

permanecen bajos hasta el dia E16 (Figura 23). En contraste las PGCs



masculinas en igual tiempo, han alcanzado el 50% de la metilacion global, iniciada
a partir del dia E14.5 en las proespermatogonias detenidas en G1 de la mitosis. Al
nacimiento los patrones de metilacion quedan completamente establecidos y se
mantienen durante muchos ciclos celulares antes de entrar en meiosis (55,74,75).
La posibilidad de acumular errores de metilacion en el ADN y la propagacion de
mutaciones, debidas a desaminaciones de 5hmC durante este largo periodo de
replicacion, es mayor en gametos masculinos que en los oocitos (55,75). En
contraste, la remetilacion de gametos femeninos, se inicia hasta el nacimiento
durante la fase de crecimiento del oocito, mientras los o6vulos permanecen
detenidos en la profase de meiosis |. El resultado de esta metilacion de novo, con
la participacion de DNMT3A y DNMT3L, es un patron de metilacién que refleja el
destino de las células germinales, con un conjunto de improntas representativas
del sexo del embrioén, ilustrado en la figura 19. Sin embargo el resultado final del
reestablecimiento de metilacion global parece ser diferente entre las células
germinales: el espermatozoide es altamente metilado con aproximadamente 85%
de metilacion global CG, mientras que los oocitos son moderadamente metilados,
con niveles alrededor del 30% (74,75; Figura 23).

En el ciclo de vida de los mamiferos, el proceso de impronta esta calificado como
el proceso de mayor complejidad durante la reprogramacién epigenética ya que,
los patrones de metilacién en primer lugar deben ser borrados (marcas somaticas)
en las PGCs, posteriormente reestablecerse de manera sexo-especifico y célula
germinal-especifica, conjuntamente con los perfiles de transcripcién que permitan
el proceso altamente complejo y especializado de maduracion meidtica y

fertilizacion vy, finalmente la remociéon post-fertilizacion de estas marcas, para



disparar el programa de desarrollo embrionario y comenzar otro nuevo ciclo de
vida (74,75; Figura 23).

Aun cuando se conocian con anterioridad las ondas de metilacion y desmetilacion
global, ahora se conocen con mas detalle estos procesos; por ejemplo el
mecanismo de desmetilacion de las células progenitoras germinales, que en la
primera etapa se realiza por medio del sistema de desmetilacién pasiva y no
afecta a secuencias especificas como las DMR de los genes improntados.
Ademas de la interesante desmetilacion activa de estas secuencias por las
proteinas TET, que ocurre durante la segunda etapa de desmetilacion.
Mecanismos que han permitido adentrarse cada vez mas no solo en el
conocimiento de los procesos de reprogramacion de las enigmaticas células
PGCs, sino ademas del singular proceso de reprogramacion que ha abierto un
nuevo campo, por la posibilidad de manipular este proceso para diversos fines.

El conocimiento en tiempo, espacio asi como los multiples factores que puedan
participar en estos procesos, quiza seran la base para comprender que puede
haber diferentes patrones de herencia epigenética, al igual que ocurre en la
herencia mendeliana; los cuales son consecutivos a diferentes mecanismos. Si
en la herencia mendeliana se ha registrado gran variabilidad, es de esperarse
que en la herencia epigenética esta sea mayor por la naturaleza dinamica del
epigenoma (donde se ubica la metilacion) y por los misma naturaleza de los

procesos de reprogramacioén, como se ha mencionado.
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Figura 23. Ondas de desmetilaciéon en la linea germinal de ratén. Ocurren dos ondas
mayores de desmetilacién: 12) en el embrion temprano donde el genoma paterno (en
azul) es activamente desmetilado antes y durante la replicacion; después de esto, ambos
genomas paterno y materno (en rojo) pierden pasivamente metilacién hasta la etapa de
blastocisto E3.5. 2?) onda de desmetilacién, ocurre en las células germinales
primordiales (PGC) entre E6.5 y 13.5 conforme surgen del epiblasto. La metilacion se
reestablece de manera sexo-especifico, después de E 13.5 en el espermatozoide y
después de la etapa de no crecimiento del oocito hasta el nacimiento. En el proceso de
borrado, las células PGC muestran menos del 10% de metilacién, mientras que el tejido
somatico del que derivan (epiblasto) muestra metilacion entre el 70 a 85%. De Lee HJ y
cols.; 74).



4, REPROGRAMACI(:)N EPIGENETIQA EN EL ZIGOTO Y EN LA
PREIMPLANTACION DEL EMBRION.

La otra onda de desmetilacién mayor en la linea germinal de mamiferos ocurre en
el embridén temprano (Figura 23). Los patrones de metilacion establecidos en el
espermatozoide y en el oocito son reprogramados una vez mas, cuando los
genomas de ambos progenitores son reunidos en el zigoto después de la
fertilizacion  (E0.5). ElI genoma de <cada progenitor empaquetado
independientemente en pronucleos separados, sigue vias diferentes que
involucran remodelado epigenético extenso. El genoma paterno que muestra 80 a
90% de metilacion CpG, (el mas alto de cualquier célula en ratdon) se desmetila en
un proceso rapido de desmetilacién activa a gran escala que aparentemente
ocurre en dos etapas, previo a y posteriormente, coincidiendo con la replicacion
del ADN, completandose antes de la primera division celular, proceso en el que se
ha implicado la hidroxilacion por las proteinas TET (aparentemente también
afectan al genoma materno). EI genoma materno escapa a la desmetilacién
rapida en el zigoto y es pasivamente desmetilado en las divisiones celulares
subsecuentes por exclusion de la DNMT1 del nucleo (74,75; Figura 23).

Al igual que en las PGCs, la inactivacion de las metiltransferasas de
mantenimiento y de novo, aparentemente también juegan un papel en la
desmetilacion después de la etapa de zigoto, durante la preimplantacion del
embridn.

La onda de reprogramacion epigenética global que ocurre durante la

embriogénesis temprana, es crucial para el establecimiento de la pluripotencia.



Durante la division celular temprana en el embrion de mamiferos, las células hijas
derivadas del zigoto, heredan un genoma reprogramado con baja metilacién,
epigeneticamente son indistinguibles una de otra; el primer evento que diferencia
las células ocurre en la etapa de morula; las células periféricas estan destinadas
al tejido extraembrionario, mientras que las centrales que formaran propiamente al
embrién ya muestran metilacién; en el blastocisto E3.5 (32 a 34 células) las
diferencias epigenéticas entre estos dos linajes ya son evidentes: las mas
externas (trofoectodermo) muestran niveles bajos de metilacion y las de la masa
interna (ICM) que originan el embrion restablecen la metilacion. Sin embargo este
proceso difiere del de las PGCs en dos aspectos: 1) En las PGCs la desmetilacion
es casi absoluta con excepcion de los retroelementos resistentes. En el embrion,
la metilacion de las regiones improntadas se debe preservar para permitir mas
tarde la expresion tisular progenitor-especifico (Figura 23). La inactivacién del
cromosoma X paterno improntado, igualmente se preserva hasta el epiblasto
tardio E6.5; 2) El genoma del zigoto que contiene contribucion haploide del
genoma del oocito y del espermatozoide, sigue diferente cinética de desmetilacion
después de la fertilizacion (55,74,75).

Es indiscutible que la desmetilacion global en el embrion temprano se requiere
para la apertura del estado totipotente o pluripotente en el epiblasto en formacion;
sin embargo, no esta claro por qué la desmetilacion activa esta dirigida solo al
genoma paterno. En especies mamiferas, la desmetilacion activa del genoma
paterno, de inmediato es seguida por remetilacion de novo, antes de que ocurra la
desmetilacion pasiva del genoma materno. Se desconoce si esto representa una

medida para asegurar la reprogramacién eficiente o si es porque el oocito esta



programado para remover marcas epigenéticas paternas que pudieran favorecer
a un embrion en particular.

En resumen, aun cuando se han registrado notables avances para conocer estos
complejos procesos, persisten multiples interrogantes. Por ejemplo la
desaminacion por AID aun no ha sido concluyentemente evaluada in vivo; la
desmetilacion dependiente de TET puede ocurrir mediante multiples vias
interconectadas. De manera que futuros experimentos determinaran si
efectivamente estas enzimas que median la desmetilacién activa, actuan en forma
separada, en vias paralelas o bien rio arriba o rio abajo una de otra. Por otro lado
ha quedado demostrado en las PGCs la proteccién de las regiones improntadas,
donde aparentemente son desmetiladas después de ser excluidas de la onda de
desmetilacion pasiva. Sin embargo, se desconoce el porqué de este retraso. Aun
no se aclara si este retraso es funcional o un subproducto del propio
mantenimiento de la impronta. Por otra parte la desmetilacion de las regiones
improntadas sigue la misma cinética que el grueso del genoma; ademas en
ausencia de enzimas TET, los genes improntados son eventualmente
reprogramados. Esto es un importante contraste con el embrion temprano en el
cual es vital el mantenimiento de metilacion de impronta gendmica, donde estas
marcas nunca deben derribarse o debilitarse. El mantenimiento de la metilacion
del ADN en el embriéon temprano, posiblemente esté mas alla de comprender el
proceso de impronta genémica o, este sea de mayor complejidad, demostrado

por los hallazgos mencionados de metilacion en ADN no candnico (55).



Es innegable el avance en el conocimiento de estos procesos; sin embargo,
también es un hecho, que aun hay profundas lagunas de interrogantes que limitan
un claro entendimiento de los procesos normales de estos fendmenos, de ahi la
dificultad de entender y asociar la presencia de marcas epigenéticas (metilacion
del ADN) en la patologia humana. Como ya se ha mencionado en la introduccién,
en este trabajo interesa analizar un aspecto de metilacion en el promotor del gen
RB1; debido a que se trata de un gen improntado, proceso en el cual la
metilacion de regiones génicas especificas ocupa un lugar predominante,
conviene aclarar la region particular que se analiza en la presente investigacion, la
cual corresponde a la isla CpG 106 del promotor del gen RB1 que se muestra

mas adelante; esta isla esta constituida por 27 CpGs como se vera posteriomente.

5. EPIGENETICA DEL GEN RB1 HUMANO EN RETINOBLASTOMA

5.1. Generalidades.

Los avances tecnoldgicos han permitido el estudio de los procesos epigenéticos
a gran escala, con lo cual se ha podido identificar una gran variedad de
alteraciones epigenéticas en los retinoblastomas, entre las que se encuentran
mirRNAs (RNAs pequefios no codificantes), metilacion en los promotores de los
genes p16, RASSF1A, entre otros. Hallazgos que indican un panorama de gran
complejidad genética y epigenética, que se han imputado tanto en el desarrollo
como en prondstico y posibilidades de tratamiento en esta neoplasia (77). Sin

embargo en el retinoblastoma, la alteracion epigenética mas conocida y estudiada



es el silenciamiento consecutivo a metilacion en la region promotora (CpG 106)
del gen RB1.

Debido a la condicion de gen improntado, la epigenética en el retinoblastoma
podria ser abordada al menos desde dos aspectos: 1) El silenciamiento
consecutivo a metilaciéon en el promotor (CpG 106) de RB17 (entre otras posibles
alteraciones epigenéticas) y 2) Alteraciones por metilaciéon (u otras aberraciones
epigenéticas) en la region de impronta de este gen (CpG 85).

Respecto a alteraciones en el promotor, corresponde a Greger en 1989 (78) el
primer informe de silenciamiento por metilacion del promotor del gen RB171 en
retinoblastomas. Hecho que sefald la importancia del silenciamiento por
metilacién del promotor de un gen supresor de tumores en la oncogénesis. En
estudios posteriores en ADN de retinoblastomas, se ha determinado que
aproximadamente el 10% muestra metilacion de la region 5’ del gen RB17 (region
donde se encuentra la isla CpG 106) (79-81). Ohtani-Fujita y cols.,
experimentalmente demostraron que la metilacion in vitro del promotor del gen
RB1 redujo la expresion; ademas identificaron que dos factores de transcripcion
no se unen al promotor de este gen cuando su secuencia de reconocimiento se
encuentra metilada (82).

Por otra parte, desde los afios 80 ha llamado la atencién en los pacientes con
retinoblastoma efectos que son progenitor especifico, como la retencidon
preferencial del alelo paterno en los tumores y la distorsion de la transmisién del
rasgo entre la descendencia de hombres afectados. Sesgos que se han tratado
de explicar en consecuencia, a diferencias funcionales entre alelos maternos y

paternos, caracteristicos de los genes improntados (83, 84). Sin embargo hasta



la fecha no hay reportes de alteraciones en la region de impronta del gen RBT ni
relacionados con retinoblastoma, ni indicativos de los sesgos mencionados en
esas familias. Se encontré un reporte relacionado con alteracion en la region de

impronta del gen RB7 en un caso esporadico de cancer hepatico (85).

5.2. El gen RB1 humano es un gen improntado.

En el raton se han identificado mas de 150 genes improntados, aproximadamente
el 50% se han conservado en el humano. Este tipo de genes se encuentran
organizados predominantemente en conglomerados. También se conocen genes
unicos  improntados que no forman parte del conglomerado; algunos
corresponden a retrogenes improntados (genes que codifican proteinas, se
generan durante la evolucidon por retrotransposicion de mRNAs o de elementos
moviles en regiones intragénicas o en intrones de genes preexistentes). Los
promotores de estos genes estdn asociados a islas CpG diferencialmente
metiladas en la linea germinal, ocasionando expresion improntada del gen
huésped. En contraste, los pseudogenes (copias no funcionales de genes, han
perdido su potencial codificante), también se integran por retrotransposicién de
MmRNAs  procesados en regiones intragénicas o en intrones de genes
preexistentes (86). La impronta del gen RB7 humano, se debe precisamente a la
insercion durante la evolucion, de un pseudogen PPP1R26P1 en el intrén 2.
Esta secuencia se integré por retrotransposicion, en sentido inverso, respecto a la
direccion de la transcripcion del gen RB1. Hasta ahora el locus del gen RB17 es el

unico que muestra este tipo de control de la impronta, representando una nueva



clase de genes improntados (87). En el cromosoma paterno, esta isla  se
encuentra sin metilar y actua como promotor para un transcrito alterno 2B, que
interfiere con la transcripcion del promotor del gen RB1 (Figura 24). Mientras que
en el cromosoma materno, CpG 85 se encuentra metilada y, no interfiere con la
transcripcion del promotor. En consecuencia los niveles de mRNA materno vs
paterno son desiguales 3:1. La expresion paterna se ha asociado con represion
en cis del transcrito de longitud completa. Esto ha sugerido que la transcripcion
en si o el propio inicio de esta en el promotor CpG 85, podria ser relevante para
la transcripcion del gen RB1, mas que la longitud misma del transcrito (87-89;
Figura 24).

Para explicar el desbalance observado entre los niveles de ambos transcritos, se
ha propuesto el mecanismo de ‘“interferencia transcripcional” definido como -un
proceso de transcripcion que reprime en cis a otro proceso de transcripcion- (90).
En el caso particular del gen RB7, un promotor rio abajo, el de CpG 85, interfiere
con la produccion del transcrito del promotor rio arriba. Como se ilustra en el
modelo propuesto por Buiting Ky cols, (Figura 25).

Por lo anterior es importante resaltar y tener en cuenta la expresion diferencial
materna del gen RB1 debida a su condicién de impronta, en relacion a la
neoplasia paradigmatica, el retinoblastoma, tumor ocular consecutivo a

alteraciones en la secuencia de este gen supresor de tumores.
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Figura 24. Esquema que muestra la localizacion de las islas CpG (en verde:CpG
106, CpG 42 y CpG 85) en la region 5°'del gen RB1. CpG 106 es la isla del promotor
del gen RB1, normalmente se encuentra sin metilar (£) en ambos alelos. CpG 42 y CpG
85, corresponden a la region de impronta. CpG 42 muestra metilacion () en ambos
alelos, mientras que en CpG 85, solo el alelo materno muestra metilacion. E1, E2, E3,
E4 son los primeros exones del gen RB1. E2B, es el nuevo exén que corresponde a la
region de impronta, el cual es el exén de inicio del transcrito alterno RB71-2B. Figura
Modificada, Buiting Ky cols.; 88).
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Figura 25. Modelo de “Ruta Bloqueada” de interferencia transcripsional. La union
del complejo de transcripciéon en el promotor 2B sin metilar, en el alelo paterno (Triangulo
gris claro complejo de transcripcién del transcrito RB7-2B) actua como bloque para el
complejo de transcripcion en el mismo alelo. Triangulo obscuro complejo de transcripcion
del transcrito RB1. Modificada, Buiting K'y cols.; 88).



6. GENETICA DEL LOCUS DEL GEN RB1 HUMANO.

6.1. Caracteristicas moleculares.

El gen RB17 con acceso al GeneBank L11910 consiste de 27 exones distribuidos
en una secuencia gendémica de 183 kb en el cromosoma 13 q14.2 (77; Figura 26).
En su extremo 5 se localiza una isla CpG (CpG 106) que normalmente se
encuentra sin metilar. La region promotora contiene motivos de union entre otros
para factores de transcripcion como Sp1, ATF, RBF1, E2F y también para el
factor nuclear multifuncional CTCF (81; Figura 27).

El gen se transcribe en un mRNA de 4.7 kb. El marco de lectura abierto inicia en
el exén 1 y termina en el exon 27; se extiende 2.7 kb seguido por una region sin
traducir de 2 kb. Codifica pRB, una fosfoproteina nuclear de 928 aminoacidos de
110 kD; pRB es parte de una familia de proteinas nucleares que incluye a p107 y
p130. Estas proteinas comparten homologia de secuencia en dos areas
discontinuas que constituyen el dominio “pocket” A/B. El dominio pocket puede
unir a miembros de la familia E2F de factores de transcripcidn y otras proteinas
nucleares que contengan el motivo LXCXE (como desacetilasas de histonas 1y 2).
Una importante funcién de la proteina pRB es su funcion de “gatekeeper” que
regula negativamente la progresion del ciclo celular a través de la fase G1.
Durante esta fase pRB esta hipofosforilada, en esta forma se puede unir a E2F y
ocasionar represion de la transcripcion mediada por E2F. A partir de G1 tardia y

durante la fase M (mitosis), pRB es fosforilada por c-cdk; una vez fosforilada, E2F



es liberado lo que promueve la expresidbn de genes que se requieren para la
division celular. Consecuentemente, pRB controla la fase de transicion del ciclo
celular, por medio de represion transcripcional.

Alteraciones en el gen RB1 que impidan su funcion crucial de “gatekeeper,”
conduciran a la célula a “ciclar” indefinidamente, llevandola a proliferacion celular
descontrolada, caracteristica de una neoplasia maligna. En este gen se han
observado diversas alteraciones en una variedad de neoplasias: de mama,
pulmén vejiga, osteosarcoma, melanoma y otras mas (91). Sin embargo el gen
toma su nombre de la neoplasia familiar, dénde fue primero identificado y donde

ha sido extensamente estudiado: el retinoblastoma (30,31).
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Figura 26. Cromosoma 13 y el gen RB1. A. El cromosoma 13 y la banda 14.2 en el
recuadro rojo. La banda que contiene al gen RB1 (en el recuadro en verde) y genes que
lo flanquean; B. El gen RB1 y exones del 1-27. Cuadros negros las regiones sin traducir
(UTR) 5’y 3". En la 5'se muestran dos regiones promotoras que se han investigado en
estudios de metilacion. Las barras en rosa muestran las islas CpG: 106 del promotor del
gen; 42 y 85 CGls correspondientes a la region de la impronta ( Modificada de Reis AH y

cols.; 77).
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CpGs. Se observan los CpGs del 1 al 27 a partir de la 1773 a 1934 pb (GeneBank
accession no L11910). Los sitios de unién a factores de transcripcion se indican en color
bajo la secuencia correspondiente, modificada de Stirzaker C y cols.; 81).



6.2. Caracteristicas clinicas del retinoblastoma, hipétesis de Knudson y

patrén de herencia.

El retinoblastoma OMIM 180200 (on line inheritance in man; 92) es una neoplasia
maligna del ojo que se origina en la retina en desarrollo en nifios menores de 5
afos de edad. La incidencia es de 1: 15, 000 a 1: 20, 000 nacidos vivos (93).
Knudson, determiné la etiologia de esta neoplasia con su teoria de los dos “Hits”,
que sustenta los mecanismos genéticos tanto del retinoblastoma hereditario como
del no hereditario (esporadico). Ambos tipos son causados por dos mutaciones
M1, M2 (30,32; Figuras 1, 2y 3).

El 40% de los casos son hereditarios (10% se deben a una mutacién germinal en
el gen supresor de tumores RB171 (13q14) que transmite uno de los padres
afectado, el 30% restante, es debido a una mutacion germinal de novo), Tabla 1;
(94). El restante 60% de los casos son esporadicos (94). La mutacion germinal
M1 (Figura 1) se transmite como un rasgo autosomico dominante y alta
penetrancia; el 90% de los portadores de la mutacion desarrollan retinoblastoma
bilateral, mientras que en el restante 10% frecuentemente son asintomaticos
fendbmeno que se conoce como penetrancia incompleta (Pl) o muestran
retinoblastoma unilateral (94). El tumor se desarrolla con la segunda mutacién M2
en tejido somatico (Figura 2). En el 70% de los casos M2 se debe a pérdida de
heterozigosidad (LOH, 94; Tabla 4).

Los heterozigotos portadores de M1 muestran expresion fenotipica variable: a)
desarrollan tumores en ambos 0jos 0 en uno solo, o en ninguno (penetrancia

incompleta), b) menor edad al diagndstico en el retinoblastoma bilateral que en el



unilateral (11 y 22 meses respectivamente), ¢) mayor riesgo de desarrollar
segundas neoplasias (neoplasias no oculares) como el sarcoma osteogénico,
sarcomas de tejidos blandos y melanoma en los pacientes con retinoblastoma

bilateral (95).

6.3. Mutaciones en el gen RB1 y variacion en la expresion fenotipica.

En el gen RB17 se ha descrito un amplio rango de mutaciones como se observa en
la Tabla 4. La mayoria de mutaciones germinales que han sido identificadas en
pacientes con retinoblastoma hereditario son mutaciones puntuales que originan
codones de terminacion prematura (sin sentido o mutaciones con desviacion en el
marco de lectura) localizadas generalmente en los exones (2 al 25) raramente en
el 26 y 27 o, en sitios invariables de procesamiento. Las familias que las portan
muestran penetrancia completa y retinoblastoma bilateral (94).

Las mutaciones que ocurren en el promotor, las que afectan las sefales de
procesamiento (“splice”) o en regiones menos conservadas de intrones, pueden
causar ya sea, reduccion de la proteina (pRB) que normalmente se produce o
generar una mutante parcialmente funcional. Estas mutaciones han sido
identificadas en familias con (PI) y retinoblastoma de expresion unilateral (94). En
el retinoblastoma no hereditario el espectro de la M1 en general es igual al de las
mutaciones germinales.

El espectro de M2 (somatica) difiere en dos aspectos: Primero, aproximadamente
el 70% de los retinoblastomas muestran mecanismos cromosomicos que

conducen a pérdida del alelo normal (pérdida de heterozigosidad) (94). Segundo,



aproximadamente el 10% de los retinoblastomas, muestran silenciamiento por un
mecanismo epigenético de metilacion en la isla CpG (CpG 106) asociada con el

promotor del gen RB7 (79,80).

» GERMINALES %
*Sustituciones de una sola base 50
*Mutaciones de longitud pequefia 30
*Grandes deleciones 20
*Delecionesintersticialeso translocaciones de 3-5
13q

~SOMATICAS

Ademas del espectro anterior

*Pérdida de heterozigosidad 70
*Metilacién 10

e eeeee—————e———=
Lohmann DR. 2004

Tabla 4. Tipo y frecuencia de mutaciones en el gen RB1

Por tratarse de un padecimiento autosomico dominante altamente penetrante,
llama la atencion las observaciones epidemioldgicas que han revelado sesgos
en relacion a mayor proporcion de hombres afectados, mayor proporcion de la
transmision del rasgo entre la descendencia de hombres afectados y mayor
frecuencia de retencion del alelo paterno en los tumores. Hasta la fecha no hay
una explicacidon molecular a ello. Los escasos reportes que existen de familias

que muestren sesgos semejantes, han evidenciado alteraciones moleculares



particulares en cada familia. Por otro lado el silenciamiento por metilacion en el
promotor del gen RB1 en el 10% de los retinoblastomas (tanto esporadicos como
hereditarios) solo se ha observado como M2. Sin embargo, al analizar los
complejos procesos de metilacion y desmetilaciéon durante la reprogramacion del
genoma en las PGCs y durante la embriogénesis temprana, en un gen tan
complejo como RB1, que cuenta con una region de impronta en donde
normalmente, ocurre “asincronia” altamente regulada de estos procesos, entre la
region de impronta con el resto del genoma, es posible que ocurran fallas (en
tiempo, espacio, asi como en deficiencia y/o funcion inadecuada de factores
clave) durante el “borrado”, el restablecimiento o el mantenimiento de marcas
epigenéticas, que puedan ocasionar marcas aberrantes de metilacién, que
permaneceran en lavida de ese organismo, con la posibilidad de transmitirse a

la descendencia.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconoce el tipo de alteracidn génica que ocasiona penetrancia incompleta y
mayor numero de hombres portadores y afectados con retinoblastoma unilateral
en la familia RBF60. En familias con padecimientos por genes improntados se ha
reportado sesgo de género en la descendencia del progenitor transmisor. En los
retinoblastomas se ha reportado retencion del alelo paterno. En el 10% de los
retinoblastomas tanto esporadicos como hereditarios, se ha observado
silenciamiento por metilacion del promotor del gen RB171 (79,81,82). Esta
alteracién, no se ha observado en los linfocitos circulantes de esos pacientes y se
ha catalogado como epimutacién somatica como M2 (80). Se desconoce si puede
ocurrir a nivel germinal como M1 y al igual que en los genes improntados pudiera

explicar el sesgo de afectados en esta familia.

lll. HIPOTESIS

En la familia RBF60 portadora de retinoblastoma unilateral, la alteraciéon que
puede explicar el sesgo en el numero y género de los afectados por este tumor,
es consecutivo a la metilacion en el ADN de la region promotora del gen RB1

ocurrida a nivel germinal como M1, la cual es transmitida por el padre.



IV. OBJETIVO GENERAL

Identificar metilacion en el promotor del gen RB7 en el ADN del tumor y de
linfocitos circulantes de un probando y su familia, portadores de retinoblastoma

hereditario.

Objetivos particulares.

1. Identificar metilacion en el promotor del gen RB71 en el ADN de linfocitos

circulantes y en el tumor del probando.

2. Identificar metilacién en el promotor del gen RB71 en el ADN de linfocitos

circulantes en algunos de los hermanos del probando.



V. RESULTADOS

1. Clinicos: Patron de herencia en la familia RBF60.

La Figura 28 muestra una genealogia de 6 generaciones (I-VI) donde la familia
nuclear RB-F60 de la generacion Ill a la V estd enmarcada. El caso indice o
probando (1) IV-3 un paciente de 38 afios de edad con diagnéstico de melanoma
maligno en la region cervical, como segunda neoplasia, una de las causas mas
frecuentes de mortalidad en pacientes sobrevivientes a largo plazo de
retinoblastoma hereditario (93). Este paciente desarrollé retinoblastoma (Rb)
unilateral en el ojo derecho (OD) a los 9 meses de edad, igual que tres de seis
hermanos (IV-2, IV-4 y IV-7)) afectados con Rb unilateral Ol. El caso IV-2 se
diagnostico y fallecio a los tres afios de edad; el diagnéstico en V-4 y IV-7 se hizo
alos 6 y 3 1/2 meses de edad respectivamente. Ninguno de los afectados
presentd malformaciones congénitas asociadas.

En cada generacién se indica, la distribucion y numero total de afectados vy
portadores obligados. El primer portador obligado, hombre sano individuo 2 de la
generacion |, [I-2,], los dos hijos del primer matrimonio fueron hombres afectados
fallecidos 1lI-1 y II-2. En el segundo matrimonio transmitié la mutacion a 3
generaciones sucesivas por medio de 4 portadores sanos (lI-3, II-5, 1I-6 y 1lI-11).
La relacion hombre mujer fue 3:1. Los cinco portadores son padres de 10
descendientes afectados (siete hombres y tres mujeres) con Rb unilateral. La
relacion de afectados hombre-mujer es de 2.3:1.

El 33% de los hijos de I-2 (lI-1 y II-2) son afectados; el 50% son portadores

obligados sanos (lI-3, 1I-5 y 1I-6). La portadora II-3 solo tuvo un hijo (género



masculino) que fallecié y afectado. El porcentaje de hijos afectados de 1I-5 fue de
33% (1 de 3 hijos afectado) y el de II-6 fue del 18% (2 de 11). En contraste, el
porcentaje de hijos afectados de IlI-11 (Portador sano y transmisor obligado de
RBF-60) fue del 57% (4 de 7 hijos con Rb).

En el recuadro inferior de la figura 30 se muestra el total de afectados en la
genealogia (siete hombres y tres mujeres), ademas del total de portadores
obligados (cuatro hombres y una mujer). La relacion total hombre mujer es de

2.75:1.
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Figura 28. Genealogia de 6 generaciones (I-VI) en el recuadro la familia nuclear
RBF60. Se analizan seis generaciones (I-VI). Los afectados (B hombre, ® mujer), con
retinoblastoma se encuentran de la lI-1V, es evidente el predominio de hombres. En la
mayoria de ellos, el progenitor es de género masculino. Se observa que todos los
progenitores transmisores (portadores obligados *'®) no presentan retinoblastoma (salto
generacional frecuente en PI). Los familiares sanos: O O; el nimero total de hijos: <o
ambos géneros ; persona fallecida /. La familia nuclear RBF60 se muestra en el recuadro
dentro de la genealogia. En el recuadro independiente a la derecha de la figura, se

resume el total de afectados y portadores tanto hombres como mujeres. Resalta la
preponderancia de hombres en ambos grupos (afectados y portadores).

Resumiendo, el contraste de los porcentaje 33% y 18% en los afectados de la
generacion Il vs el porcentaje 57% de afectados en la generacion Il (RBF60),
indica un cambio de penetrancia. Los primeros, corresponden a lo esperado
cuando se trata de penetrancia incompleta; en cambio el 57% observado en
RBF60, es el porcentaje esperado de afectados en un padecimiento autosémico
dominante con penetrancia completa. Este porcentaje en la familia, demuestra
con claridad el cambio de pentrancia, en comparacién con el de afectados en la
restante genealogia. ElI hecho de que se conserve el fenotipo de retinoblastoma
unilateral y el sesgo en género de afectados (que comparte con toda la
genealogia), es congruente con lo reportado en relacion a que la primera
mutacion define la penetrancia y el fenotipo (80,94). No obstante hasta aqui, el

cambio de penetrancia queda aun sin explicar.



2. Resultados moleculares:

2.1 Patron de metilacion del DNA: en linfocitos de sangre periférica y en el

melanoma del probando.

1. El estatus de metilacion de los 27 dinucledtidos CpGs que constituyen el
corazén del promotor del gen RB17, se analizé mediante ADN previo tratamiento
con bisulfito de sodio, seguido por clonaciéon y secuenciacion gendémica. El
bisulfito convierte todas las citosinas sin metilar a uracilos. Las unicas citosinas
que permanecen en la secuencia gendmica derivan de las citosinas metiladas
(81). Se observo un patrén heterogéneo de metilacion en el ADN de linfocitos
circulantes en la madre, el caso indice sus hermanos y su hija, abarcando tres
generaciones. Este patrén también se encontré en el melanoma del probando.

2. En 16 de los 27 CpGs en las posiciones: 1,2,3,5,8,11,13,14-16,19,22-24,26 y
27 del promotor del gen RB1 se observd sistematicamente metilacién. La
presencia de metilaciéon se encontré en clonas que denominamos “C” porque
presentaron dos cambios de base: c. [-187T>G; -188T>G] posicion rio arriba del
cododn de iniciacion (96) (GeneBank Accession L11910.1 GI:292420) en direccion
3" del CpG 17 de la secuencia de reconocimiento del factor de activacién de
transcripcion ATF (97) y la 5° del factor E2F (98) (aaGTGACGT TTTCCCGCQG)
cambiando a: aaGTGACGG GTTCCCGCG. Este cambio de secuencia se
observa en la Figura 29. La figura 30 representa el corazén del promotor del gen
RB1 con los 27 CpGs que lo conforman, se enmarcan los sitios de union de los
factores de transcripcion que se unen en esta region. La flecha roja en la figura,

indica la posicion de esta alteracion en el promotor RB1.



3. Se observaron clonas que denominamos “W” (sin el mencionado cambio) con
escasa metilacion o, metilacion en CpGs diferentes a los de las clonas “C”.

4. El porcentaje de clonas “C” con el cambio c. [-187T>G; -188T>G] en cada
muestra analizada, fluctuo6 entre el 47% y el 100%. En las 8 muestras de linfocitos
circulantes basicamente se identificaron dos patrones de metilacion,
dependientes del porcentaje de clonas “C” en cada muestra. Estos patrones se
muestran en las Figuras 31 A, By C. En cada uno de estos patrones se indican
los 27 CpGs del promotor de del gen RB1, sefialando con pantallas de colores
aquellos donde se unen los diferentes factores de transcripcion y los CpGs
metilados.

La Figura 31A, corresponde a un patrén con 100% de clonas “C” que muestran
metilacion en los 16 CpGs mencionados. Este patrén se observd en el melanoma
del caso indice, sugiriendo hemizigosidad. La Figura 31B, muestra el patron
mixto con un porcentaje equivalente de 50% de clonas “C” y 50% de clonas “W”,
sugiriendo metilacion monoalélica. Este patron se observo en linfocitos circulantes
de todos los miembros de la familia, incluyendo el caso indice y su hija.

La Figura 31C, muestra de manera esquematica el contraste del estatus de
metilacion entre los 27 CpGs de las clonas “C” versus el observado en las clonas
“‘W”. Las clonas “W” de esta figura se seleccionaron del total de las muestras
analizadas, para mostrar con claridad las diferencias de metilacion y resaltar el
contraste de los CpGs metilados entre las dos clonas. Se observa que el patron
de metilacion de las clonas “C” involucra sistematicamente CpGs especificos, en
donde se unen factores de transcripcion clave del gen RB1. El 100% de estas

clonas muestran metilacién en 4 de los 9 CpGs: 5,8,11 y 13, donde se une el



factor CTCF (99,100), en los CpGs 14,15 y 16 correspondientes a la secuencia
consenso donde se traslapan los sitios de union de los factores RBF1 y Sp1
(97,101) y metilacion en el CpG 19 uno de los dos CpGs donde se une el factor
E2F (98), ademas de metilacion en los CpGs 23 -24 sitios de reconocimiento al
factor nuclear Sp1 (102).

En contraste en las clonas “W”, la metilacion se observa en CpGs donde no se
unen factores de transcripcion o el porcentaje en el que coinciden con los CpGs
de las clonas “C”, es notoriamente bajo, como se observa en el esquema de la

Figura. 31 C.
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Figura 29. Variante de secuencia c. [-187T>G; -188T>G] en el promotor del gen RB1
en ADN de linfocitos circulantes del caso indice previo tratamiento con bisulfito de
sodio. El electroferograma muestra la clona “C” con la variante de secuencia y la clona
“W” sin ésta alteracion. Se observa la posicion de la variante entre los sitios de unién de
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GG de las clonas “C”. En la parte superior de la figura se observa la secuencia silvestre
del promotor RB1 sin tratamiento con bisulfito.
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Figura 31. Esquemas de los patrones de metilacién en el promotor del gen RB1. A.
Melanoma del caso indice con 100 % de clonas “C”. Este patrén de metilacion sugiere
hemizigosidad, lo cual posiblemente corresponde a la presencia del alelo materno
metilado y a la ausencia por pérdida de heterozigosidad (LOH) del alelo paterno. B,
Linfocitos circulantes del caso indice. Se observa el porcentaje similar de clonas “C”
correspondientes al alelo materno metilado y clonas “W” correspondientes al alelo
paterno sin metilar. C. Porcentaje de metilacion en CpGs especificos en las clonas
“C” vs el porcentaje en las clonas “W”. Se observa el contraste de CpGs metilados
asi como, la diferencia de los porcentajes de metilacion en los diferentes CpGs entre las
dos clonas. El bracket encierra el cambio de secuencia TT a GG entre el sitio del factor
ATF y el de E2F.

De los resultados destacan los siguientes puntos:

1. El promotor del gen RB1 efectivamente se encontr6 metilado sin
embargo, este hallazgo se encontr6é en la madre y no en el padre como
se propuso en la hipotesis; precisamente esto indica lo inesperado del
resultado, ya que la madre se consider6 como control, por ausencia de
retinoblastoma en ella y su familia. Que esta alteracion se observe
ademas en los hijos, en el probando y su hija (generaciones IV y V) es
indicativo del estado transmisor materno (germinal) con un patron
dominante que se manifestdé en el 57% de los hijos (penetrancia
completa). Otro hallazgo sorpresivo fue que la metilacién se observd
practicamente solo en las clonas que mostraron el cambio de secuencia,
indicando la ocurrencia en el mismo alelo, por lo que esta doble
alteracién (metilaciéon 'y cambio de secuencia) se calific6 como
monoalélica y se denomin6é como “posible epimutacion”.

2. El patrén de metilaciéon encontrado en el melanoma del caso indice
Figura 30A, sugiere hemizigosidad, representativa del alelo materno

metilado y posiblemente ausencia del alelo paterno por pérdida de



heterozigosidad (LOH). En contraste, el patron mixto que se observa en la
Figura 30B en linfocitos circulantes del caso indice y los hermanos,
sugiere metilacion monoalélica por el alelo materno y clonas sin metilar
correspondientes al alelo paterno sin metilar. Puesto que la alteracion se
encontré en el melanoma y en linfocitos circulantes puede ser constitutiva

en consecuencia, la alteracion se califico como “epimutacion constitutiva”.

Los resultados indican que en el funcionamiento de la maquinaria epigenética
también pueden ocurrir errores a cualquier nivel germinal o somatico, pero
ademas que posiblemente también pueden ocurrir tanto independientes como
asociadas a alteraciones génicas (de secuencia) como lo observado en esta
investigacion. Lo que sugiere que las alteraciones epigenéticas pueden ser muy
complejas y mas aun al tratar de explicarlas en el nuevo campo de la herencia

epigenética.



2.2 Haplotipos de microsatélites polimorficos.

Por fallecimiento del padre (transmisor de retinoblastoma) en la familia RB-F60 no
se pudo realizar el analisis correspondiente. Por lo que el haplotipo paterno se
dedujo del observado en los hijos. La segregacién de todos los microsatélites
analizados demostré certeza biologica del parentesco entre padres e hijos
(haplotipos no mostrados). En la figura 32 se observa el arbol genealdgico de la
familia nuclear y se enlistan los microsatélites analizados. Se anota el haplotipo
correspondiente a los marcadores D13S317 (cromosoma 13q 31.1) y D16S539
(cromosoma 16g14.1) en cada uno de los miembros de la familia (103, 104). Se
destaca la diferencia de haplotipos correspondientes a los marcadores de dos
cromosomas distintos, entre los afectados con retinoblastoma, versus el haplotipo
de estos marcadores en los demas miembros de la familia. Los alelos informativos
se observan en el recuadro de la derecha de esta figura.

De estos resultados destaca lo siguiente:

1. Debido al deceso del padre con el analisis de los marcadores polimorficos
se esperaba encontrar un haplotipo informativo transmitido por él, mismo
que se confirmod en el haplotipo especifico de marcadores del cromosoma
D en los hijos afectados. Ademas, el resultado imprevisto del haplotipo de
este cromosoma conferido por la madre solo a los hijos afectados,

refuerza el estado transmisor materno ya mencionado.

2. Es innegable que el padre es el transmisor del rasgo como lo demuestra

su genealogia, lo que lo convierte en portador obligado, es decir



heterozigoto, portador de una alteracion genética. Aun cuando en este
estudio no se haya podido identificar; esta alteracion desconocida la
transmitié a los hijos, por lo tanto también son heterozigotos obligados vy,
de acuerdo con la hipétesis de Knudson son susceptibles. Debido a que la
madre también es heterozigota portadora de una alteracion (cambio de
secuencia y metilacion) que a su vez transmite a los hijos, los convierte en
doble heterozigotos completandose en ellos la dosis del gen RB1-/RB1-
necesaria para desarrollar retinoblastoma. Los haplotipos especificos
conferidos por ambos padres confirman el estado heterozigoto de cada uno
de ellos y el de doble heterozigosidad en los hijos. Resultados que se

abordan con mas detalle en la discusidn correspondiente.
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Figura 32. Segregacion de haplotipos de los microsatélites D13S317 y D16S539. En
el arbol genealdgico se muestran la segregacion de haplotipos de los microsatélites
polimérficos D13S317 correspondientes al cromosoma D13, los alelos informativos son el
12 materno y el 9 paterno. D16S539 corresponde al cromosoma 16, los alelos
informativos son el 10 materno y el 12 paterno. En rojo se muestran los afectados cuyo
haplotipo muestra alelos idénticos (maternos y paternos), en contraste con el haplotipo
heterogéneo que muestran los hermanos sanos (en verde).



VI. DISCUSION.

Los estudios en familias que presentan agregaciones de cancer han identificado
mutaciones germinales en los genes supresores de tumores que causan
sindromes de predisposicion hereditaria (23,24,37). En la ultima década se ha
propuesto que también las epimutaciones causan estos padecimientos (115,116).
Sin embargo la frecuencia de ocurrencia puede ser menor, el patron de herencia
puede no ser mendeliano por lo que, a nivel clinico se dificulta su identificacion.
Adicionalmente, su estudio también presenta limitantes. Por ejemplo, un tema de
debate es el proceso por el cual se originan, pues se ha sugerido que se pueden
generar sea por errores espontaneos en la linea germinal o, por borrado
incompleto de las marcas epigenéticas en la reprogramacién durante el
desarrollo. Procesos que a la vez que explican su origen explican la inestabilidad
de su permanencia en la descendencia. Ademas, también podrian ser
consecutivas a mecanismos que aun se desconocen, suscitando la falta de una
terminologia universalmente aceptada. Asi estos cambios por ahora se han

denominado epimutaciones germinales o herencia epigenética.

Precisamente la relevancia de este estudio radica en el que no se haya reportado
la coexistencia de una alteracion genético-epigenética en el promotor (region
reguladora) de un gen constitutivo como lo es el gen RB7 y que esta alteracion
sea transmitida a la descendencia. Esta doble alteracion probablemente indique
interacciones muy complejas en la etiologia de las epimutaciones, potencialmente
transmisibles a la descendencia al igual que las mutaciones de secuencia. Lo que

sugiere que el campo de la herencia epigenética quiza sea tan o mas complejo



que el de la misma genética. La siguiente discusién intenta contribuir a entender

su origen y transmision en la descendencia en esta familia.

La familia estudiada muestra un patron de herencia autosémico dominante
caracteristico de RB retinoblastoma hereditario, con afectados en cada
generacion (94). Sin embargo el numero de afectados 18% y 33% en las
generaciones Il y lll es menor al 50% esperado en este tipo de herencia y también
el mayor numero de hombres afectados se desvia de esta proporcién. Por otra
parte, ninguno de los 10 portadores obligados desarrollé retinoblastoma y en
todos los afectados es unilateral. Estos datos familiares indican que corresponde
al pequeno pero significativo numero de familias en las que el retinoblastoma se
hereda con penetrancia incompleta (PI1) (94).

En contraste a lo observado en las generaciones Il y lll, en la IV correspondiente
a la familia de éste estudio, 4 de los 7 hijos (57%) estan afectados, observandose
un cambio a penetrancia completa, sin embargo se conserva la expresividad
moderada de tumores unilaterales y el sesgo de hombres afectados. Lo que
indica, que la primera mutacion es la que define el fenotipo que presentaran los
portadores de esta, como se ha descrito en la literatura (80,94).

Se ha sugerido que estos sesgos se deben a mayor frecuencia de mutaciones en
la espermatogénesis que en la oogénesis, deriva meidtica y también a la
existencia de genes improntados (83,84,88,105,106). Klutz y cols., estudiaron dos
familias con retinoblastoma y Pl, no relacionadas portadoras de la misma

mutacion, que mostraron variacion en la expresion fenotipica del retinoblastoma y



mayor numero de afectados cuando el padre es el transmisor del alelo mutante
(107).

Identificar la mutacion germinal paterna que ha condicionado Pl en la familia que
se reporta, requeriria la secuenciacion completa del gen RB1, ya que el tipo de
mutaciones que portan las familias con PI, no forman parte del espectro de las
mutaciones germinales que se encuentran en la mayoria de familias con
retinoblastoma y, practicamente cada familia presenta una mutacion particular
(104,108). Las mutaciones que confieren Pl en general ocasionan disminucion
cuantitativa de la expresion o pérdida parcial de la funcion supresora del gen RB1
(82,94,97,109). Se ha sugerido que en las familias con mutaciones que producen
Pl, la pérdida de LOH es oncogénicamente insuficiente porque la homozigosidad
del alelo predisponente aun conserva actividad supresora por lo que los
portadores serian asintomaticos (107,109). Para que se desarrolle el
retinoblastoma, se requiere una mutacion (M2) que ocasione pérdida completa de
funcién en el alelo normal (97). Como estas mutaciones son menos frecuentes
30% v/s 70% de LOH, la proporcién de afectados en estas familias puede ser
menor (94,97). Situacion que explicaria el menor numero de afectados de las
generaciones |l y lll. Otra explicacion al menor numero de afectados podria estar
relacionada a la expresion diferencial del gen RB1, consecutivo a su estado
normal de gen improntado (87,88). En este caso, la expresién diferencial del alelo
materno podria suplir la baja expresion de la supuesta mutacion germinal (Pl)
paterna, que evitaria el desarrollo de un retinoblastoma en los potadores

asintomaticos de esta familia.



En cuanto al cambio de penetrancia especificamente en la familia nuclear RBF60,
la posibilidad que podria ayudar a explicar este cambio, es el hallazgo de la
variacion de secuencia c. —[187T > G;188T > G] entre la secuencia de union a los
factores de transcripcion ATF y E2F. En la primera, Sakai y cols., encontraron la
transversion G>T (posicion 189 rio arriba del codén de iniciacion) en una familia
con retinoblastoma hereditario y Pl, que permitio identificar el sitio de union de
este factor nuclear en el corazén del promotor del gen RB1, necesario para la
activacion de la transcripcion del gen RB71 y la supresion oncogénica (97).
Mientras que el factor de transcripcion E2F afecta la represién génica (98);
estudios con reporteros transgénicos han demostrado que mutaciones en un solo
sitio de unién al factor E2F afecta la represion génica, sugiriendo ademas que
este factor puede contribuir a la regulacion de la transcripcion del gen RB7 (111).
El cambio observado en la familia objeto de este estudio se encuentra en
posiciones 187 y 188 (rio arriba del coddén de iniciacion) y la transversion también
es diferente. Las mutaciones en el promotor del gen RB1 son poco frecuentes. En
la secuencia de unibn a ATF se encontraron tres casos con mutaciones
(104,108,109), mientras que en la secuencia de unioén al factor E2F no se
encontraron informes semejantes (104,108).

Cuatro aspectos llaman la atencion en la variacién de secuencia observada en la
familia: a) involucra dos bases adyacentes una en un sitio activador y la otra en
uno represor; esta variacién no se encontré reportada. (104,108); b) la variacion
se encontrd inesperadamente en ADN de linfocitos circulantes de la madre del
probando y la transmitié a dos generaciones, incluidos todos sus hijos (generacion

IV) y la hija del probando (generacion V), lo que sugiere ocurrencia germinal que



se ha segregado con un patrén de herencia dominante, ¢) coincide o se encuentra
asociada a metilacion principalmente de secuencias de reconocimiento a factores
de transcripcion en el promotor del gen RB1, d) la metilacion aparentemente es
alelo especifico, porque las clonas sin este cambio, en general, no muestran
metilacion consistente.

Tanto las mutaciones de secuencia en el sitio de union al factor ATF como la
metilacion del promotor son oncogénicas (79,81,82,97), por lo que se sugiere que
esta variacion de secuencia asociada a metilacion también puede ser oncogénica.
Por otro lado, el patron de metilacion observado en los linfocitos circulantes de
esta familia presenta semejanzas con el patron de metilacién reportado por
Stirzaker y col. en retinoblastomas (81), que muestran metilacion en los 27 CpGs
del promotor del gen RB7, incluidos los CpGs de union a factores de
transcripcion, pero densidad variable de metilacién entre los CpGs y de tumor a
tumor, aunque algunos CpGs individuales estan sin metilar, destacando el CpG
del sitio E2F. En el presente estudio también se observa metilacién extensa,
pero es mas consistente en los CpGs de union a factores de transcripcion,
aunque el CpG del factor ATF se encontro sin metilar al igual que uno de los dos
CpGs del sitio de E2F. Sin embargo no es posible hacer una comparacion
cuantitativa de metilacion en CpGs especificos porque no se realizd cuantificacion
como en el estudio de Stirzaker.

Resulta interesante contrastar los resultados con los hallazgos de Davalos y cols.
(100) en la Figura 4C, en relacion al patron de metilacion de células en cultivo, en
las que se mutaron los sitios de unién a CTCF en el promotor del gen RB1. Se

demostré que CTCF protege de metilacion al promotor. Llama la atencién las



semejanzas del patrén de metilacion en el promotor de la familia estudiada con el
patréon de metilacion de esas células, carentes de la proteccién de CTCF, que
ademas muestran bajos niveles de expresion de este gen. Analisis semejantes no
se han realizado en la familia estudiada.

El silenciamiento del gen RB7 consecutivo a metilacién del promotor reportado en
retinoblastomas (80-82) y la ganancia de metilacion en el promotor de este gen,
consecutiva a mutaciones en sitios clave de unién a factores de transcripcion (82,
97-100,102), permiten sugerir que en RBF60, este doble hallazgo (metilacion y
cambio de secuencia) aparentemente en el mismo alelo, podria corresponder a
una “epimutacion” consecutiva a la transversion TT>GG posicionada entre una
secuencia activadora y otra represora como se ha mencionado.

Este supuesto es sustentable en base a que en algunos padecimientos
neoplasicos con predisposicion hereditaria, se han reportado alteraciones
semejantes a las observadas en este estudio. En donde coexisten variaciones de
secuencia en genes contiguos o distantes que propician modificaciones
epigenéticas, especificamente de metilacion en los promotores de genes
particulares (110,112, 113). Dichas alteraciones demuestran que en la etiologia
de esos padecimientos coexisten interacciones genético-epigenéticas muy
complejas involucradas en el silenciamiento transcripcional, que entre otros es
consecutivo a transcripcion antisentido (114). Mecanismos que estan ayudando a
entender este nuevo campo de la herencia epigenética y de su tranmisién
hereditaria mediante epimutaciones. Desde luego que ha sido titanico el analisis
extraordinario que han logrado entre otros Hesson y cols.(113), Ligtenberg y

cols.(110), Hitchins (114) para delinear el nuevo campo de la herencia



epigenética y poder catalogarla como tal, lo cual es un avance indiscutible. No
obstante, el problema de interpretacion esta vigente, sobre todo cuando se
observan alteraciones que se desvian de las ya descritas, como es el caso de los
hallazgos observados en el presente trabajo.

Cabe enfatizar que este tipo particular de epimutaciones son hereditarias, porque
las modificaciones epigenéticas de metilacion, son secundarias a cambios en cis
en la secuencia de genes, que ocurren a nivel germinal y estas se transmiten a la
descendencia con patron dominante (112-114).

De manera especulativa se sugiere que, la variacion de secuencia presente en
RBF60, por algun mecanismo, por el momento desconocido, propicie la metilacion
del promotor del gen RB1, dando origen a una “epimutacién constitutiva” (78,83),
porque la metilacion se encuentra tanto en el melanoma como en los linfocitos de
sangre periférica. del probando. Sin embargo, el encontrarlo en la madre fue un
hallazgo inesperado. De hecho se tom6 como control del estudio puesto que en la
familia materna no se encontraron datos de patologia evidente y, como lo muestra
la genealogia, es claro que la transmision era solo de origen paterno.

Como el padre fallecié se analizaron microsatélites polimorficos, pretendiendo
demostrar el origen paterno del alelo mutante. Sorpresivamente los resultados
sugieren que ambos padres serian portadores de mutaciones germinales. En el
padre aun no identificada como ya se menciond pero demostrado por el patron de
herencia de Pl y la madre, portadora y transmisora de una probable epimutacion
constitutiva en el promotor del gen RB1.

La contribucion biparental (ambos progenitores) se apoya ademas en los

resultados obtenidos con los marcadores de microsatélites ya que, se observd



segregacion especifica no solo de un alelo del cromosoma D paterno, sino
también la especificidad de uno de los alelos del cromosoma D de origen
materno, que se segregan con un haplotipo unico en los afectados. Esto sugiere
contribucion germinal biparental de ambos cromosomas D, al fenotipo
retinoblastoma. Impensadamente, también se observé participacion biparental
especifica en los alelos del cromosoma 16, lo cual es un dato de interés adicional
dado que, la delecién del brazo largo de este cromosoma (16q) esta relacionada

con un tipo particular de retinoblastoma (117).



VII. CONCLUSIONES.

Los hijos afectados de la familia RBF60, en teoria son doble heterozigotos de
mutaciones germinales, por lo que tuvieron mayor riesgo de desarrollar
retinoblastoma probablemente de tipo difuso, a diferencia de las familias de las
generaciones |l y Ill que supuestamente solo son heterozigotas para la primera
mutacion germinal del gen RB1, la que causa penetrancia incompleta, afecta mas
al sexo masculino y se transmite por rama paterna. Los miembros de RBF60
comparten esa mutacion que se transmite por rama paterna, pero ademas tienen
la variacion de secuencia y metilacion (“epimutacion”) que les transmite la madre
confiriendo la doble heterozigosidad, como se reporté en la publicacién que se
anexa. En la Figura 33, se ilustra el modelo que se propone para explicar este

hallazgo.

Figura 33. Modelo de doble heterozigosidad en retinoblastoma hereditario en la
familia RBF60. El padre es heterozigoto (RB1+/RB1-) y transmisor de una mutacion
germinal (M1) desconocida que causa penetrancia incompleta y sesgo de hombres
afectados y portadores (94). La madre también es heterozigota (RB71+/RB1-) porque es
portadora y transmisora de la alteracion monoalélica: variante de secuencia c. [-187T>G;
-188T>G] mas metilacion (“epimutacion constitutiva” M1), que en los hijos afectados
desenmascara la mutacién paterna. Por lo tanto el hijo(s) es doble heterozigoto (RB17-
/RB1-)y, como resultado de este genotipo desarrolla retinoblastoma unilateral.
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VIII. PERSPECTIVAS

Se pueden destacar por lo menos tres aspectos:
1. El que impacta directamente a los pacientes en el campo de la genética
oncologica respecto a la identificacion de enfermos de alto riesgo para

sindromes de cancer con susceptibilidad hereditaria.

Los resultados del estudio indican que ademas de la ya conocida susceptibilidad
hereditaria en el retinoblastoma, consecutiva a diversas alteraciones genéticas,
ahora las alteraciones epigenéticas (entre estas, las posibles “epimutaciones
constitutivas”), también podrian conformar un tipo particular de susceptibilidad
hereditaria en el retinoblastoma, lo cual amplia el nuevo campo: el de la herencia
epigenética. Esto es trascendente en una enfermedad tan compleja como lo es el
cancer, porque potencialmente amplia la prevencién mediante identificacion y
deteccion tempranas en otro grupo de familias susceptibles. En este punto se
enfatizan dos aspectos; a) la utilidad de analizar cuidadosamente la historia
personal y familiar de cancer, con particular atencién en aquellos cuyo patron de
herencia se desvia del mendeliano previsto, por la posibilidad de identificar entre
otros la herencia epigenética. Un aspecto importante es que este tipo de
deteccidon podria ser de mayor utilidad implantarlo en unidades de alta
especialidad donde existen el equipo, material y grupos multidisciplinarios y de
investigacion para estudiar integralmente estas familias, b) a nivel de pruebas
moleculares, estar alerta ante un resultado negativo de pruebas estandar en
familias sugestivas, para tratar de investigar otras posibilidades, entre estas las

alteraciones epigenéticas.



2. A nivel basico el doble hallazgo (variante de secuencia y metilacion

monoalélica) es sumamente incitante para probar diversas hipoétesis. En primer

lugar el estudio de la familia debe continuar:

a.

Identificar la presencia de ambos alelos maternos (metilado y sin
metilar; una propuesta es por medio de sondas Tagman, que
informarian simultaneamente la presencia de ambos alelos ademas de

proporcionar un dato cuantitativo.

Ampliar el analisis de segregacion con otros marcadores polimérficos
intra e intergénicos del gen RB17, para conocer con mas precision el
estado de doble heterozigosidad; de ser posible con tecnologia de

frontera como por ejemplo microarreglos (kit citoescan).

Conocer el impacto de la “epimutacion” sobre la expresién por medio
de PCR Tiempo Real. Debido al estatus de impronta del gen RB1, la
expresion mayoritaria es normalmente de origen materno. En RBFG60 la
madre es portadora y transmisora de la epimutacidn; sin embargo en
ella, se desconoce cual es el progenitor transmisor. Bajo estas
condiciones el nivel de expresion es especulativo, tal vez disminuida,
pero podria ser normal. Para evaluar tal posibilidad seria conveniente:
1) Determinar el valor promedio de mRNA en un grupo de hombres y
mujeres sanos; 2) Comparar estos valores con los obtenidos en cada
uno de los miembros de RBF60; 3) Tomando en consideracion que en
esta familia hay 4 mujeres sanas y no hay hombres sanos; 4) Que se

desconoce la mutacion paterna y el efecto que pueda tener sobre la



expresion. Debido a la diversidad de genotipos esperados en los
descendientes de ambos progenitores portadores de mutaciones

germinales, se requiere un disefio correctamente estructurado.

Los analisis anteriores son indispensables para cubrir los criterios que
recientemente se han publicado cuando se trata de definir epimutaciones
constitucionales (118). Sin perder de vista que la alteracion encontrada en este
estudio no ha sido reportada, por lo tanto es posible que no reuna los criterios
establecidos y/o que requiera diferentes pruebas. También es importante
considerar que tal vez sea necesario primero conocer el significado biolégico
funcional de esta alteracion antes de intentar un analisis de expresion.

3. Es un hecho que estos fendbmenos no son aun comprendidos, por lo cual
resulta altamente motivante la realizacion de estudios in vitro. Razén por la que se
tratdé de obtener lineas celulares inmortalizadas a partir de linfocitos circulantes
en muestras de esta familia con objeto de contar con material disponible para
estudios posteriores (119). Se cuenta con una linea celular, correspondiente a
uno de los miembros afectados que proporciond una segunda muestra.

Dado el interés que generd este hallazgo y de la imposibilidad de realizar de
inmediato el analisis de expresion, se tuvo la posibilidad de realizar un
experimento enteramente preliminar en ADN extraido de células de la
mencionada linea linfoblastoide inmortalizada. El propédsito fue explorar la
estructura de la cromatina en esta regién del promotor del gen RB1. Mediante
Chip (inmunoprecipitacién de cromatina) y bajo el supuesto de que el factor

CTCF no se uniria por estar metilados sus sitos de union en el promotor del gen



RB1 (99,100); en contraste en razon de la metilacion encontrada, se observarian
marcas de MBP y MECP2 (proteinas que se unen cuando sus sitios de
reconocimiento estan metilados). Interesantemente, aparentemente esto es lo
que se observa en el gel que se muestra en la Figura 34 en donde se observa la
marca de CTCF disminuida, comparada con la del control, que se encuentra en
el centro del gel (ADN de una linea inmortalizada de linfocitos normales). Sin
embargo, para la interpretacion correcta se requiere la confirmacion del estado
heterozigoto de la madre (metilacidn monoalélica) condicién en la que en teoria,
solo el 50% de los sitios de unién a CTCF estarian ocupados vy la marca seria
muy débil o de menor intensidad versus la del control. En cuanto a las marcas de
MBDs y MECP2 se esperaria observar marcas de mayor intensidad en el
afectado versus de menor intensidad o ausentes en los controles. Mientras que
para la correcta interpretacion de las tenues marcas de acetilacion (marcas de las
histonas H3 y H4 acetiladas) que se observan en el afectado con retinoblastoma,
se requeriria previamente el analisis de expresion.

Las marcas de proteinas MBD y MECP2, la débil marca de factor CTCF y de
histonas indican que el experimento se debe repetir, pues si estos resultados son
consistentes sugeririan un analisis correctamente disefiado para conocer un
posible estado de compactacion de la cromatina y un estado de silenciamiento del
promotor del gen RB1.

Desde luego ninguno de estos estudios son excluyentes uno de otro, por el
contrario se requeriria un proyecto muy bien disehado y otros experimentos para
tratar de explicar el significado de esta alteracion y poder avanzar en este nuevo

campo.
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Figura 34

Figura 34. Arbol genealégico de la familia nuclear RBF60 y resultado de la
inmunoprecipitacion de cromatina (Chip) del promotor del gen RB1 en DNA de una
linea inmortalizada de linfocitos circulantes, correspondiente a un afectado de la
familia RBF60. En el recuadro se observa un gel de agarosa que muestra el resultado
comparativo de las marcas de anticuerpos contra histonas acetiladas H3, H4, el factor
CTCF y contra proteinas que reconocen sitios metilados en el ADN (MECP2, MBD2). En
el centro del gel se observa una muestra control de DNA de una linea inmortalizada de
linfocitos normales (independiente de la familia), vs a la derecha el DNA de linfocitos de
un afectado con retinoblastoma, miembro de RBF60. En esta muestra se observa una
débil marca del factor CTCF (por estar metillados su sitios de union en el promotor), en
contraste, en los linfocitos normales, esta marca es de mayor intensidad. En cambio las
marcas correspondientes a MECP2 y MBD2, que reconocen secuencias metiladas, son
mas intensas en el afectado y de menor intensidad en los linfocitos normales.



4. Falta identificar la alteracion paterna que dié origen al peculiar patron de
herencia y retinoblastoma en esta familia. Como se menciond, debido a la
complejidad estructural y la diversidad de mutaciones descritas, seria muy
informativo realizar secuenciacion completa del gen. Otras opciones es analizar
las mutaciones descritas que ocasionan Pl y sesgo de afectados semejantes a
lo observado en RBF60. Sin embargo la opcion mas viable es analizar la mutacion
muy recientemente publicada que afecta la regidén de impronta, la comparten una
serie de familias no relacionadas, ocasiona Pl y sesgo de afectados (120),

caracteristicas que RBF60 también comparte con esas familias.



IX CONCLUSION GENERAL

Este estudio es una demostracion mas de la complejidad de los padecimientos
oncolégicos. Como se mencion6 desde el principio, identificar factores
hereditarios en la etiologia del cancer ha llevado mucho tiempo y, seguramente
se seguira invirtiendo aun mas puesto que, uno de los aspectos prometedores en
estas complejas y devastadoras enfermedades es identificar precozmente las
personas en riesgo.

En esta investigacion no se pudo dar respuesta a la pregunta fundamental
(metilacién en el promotor del gen RB1 de origen paterno), no obstante se
comprueba que el estudio de familias es una actividad necesaria para avanzar en
el conocimiento basico de estas enfermedades. El andlisis molecular de una sola
familia permitié identificar alteraciones no conocidas, ubicando un panorama
pleno de interesantes interrogantes, mas que las inicialmente propuestas. No
obstante queda una cierta incertidumbre frente a la familia del estudio por no tener
una respuesta convincente para ella.

Los resultados obtenidos en la parte experimental indican claramente que para
comprender el significado biolégico de las interacciones genético-epigenéticas en
el contexto de la herencia epigenética, el unico camino es continuar el trabajo
experimental

El trabajo experimental realizado, al igual que el trabajo clinico, demostré que
desde un punto de vista de trabajo cientifico, el presente estudio es una pequefia
muestra que ilustra tal vez, que no es la respuesta de una pregunta lo que hace
el avance de la ciencia, mas bien, es la serie de interrogantes que genera, lo

que induce a seguir en el camino que hace el avance.



X. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Primera parte

1.

2,

5.

Tipo de estudio: Descriptivo y prospectivo “Tamizaje clinico genético-

oncologico”

Poblacion de estudio: Pacientes de la consulta de primera vez que acuden
al Hospital de Oncologia del CMN, SXXI; de ambos sexos, de cualquier edad,
con cualquier tipo de diagndstico de neoplasia maligna, confirmado por
histopatologia.

Poblacion de referencia: Poblacion derechohabiente usuaria adscrita al
Hospital de Oncologia, CMN, SXXI que procede principalmente de la Ciudad
de México, Estado de México, y de los estados de Guerrero, Chiapas,
Querétaro, Hidalgo y Morelos.

Periodo de estudio y tamano de la muestra: Se determind estudiar el
numero de casos que se reunieran en el lapso de un afio. Para identificar el
caso indice o probando la seleccién fue al azar, uno de cada diez pacientes
consecutivos independientemente del edad, género y diagndstico.

Variables de estudio: criterios de discriminacion.

5.1 Antecedente de cancer (ACA). Se consider6 existente cuando en la familia

del probando hubiera por lo menos un familiar de cualquier grado de parentesco

que tuvieran o hayan tenido neoplasias malignas; independientemente de la edad

en que se hizo el diagnéstico y del tipo de cancer desarrollado. Se consideran

familiares de primer grado a los padres, hermanos e hijos; de segundo a los



abuelos, tios, tias maternos y paternos, los primos corresponden a familiares de
tercer grado.

5.2 Agregacion de neoplasias. Se consider6 existente a la presencia de dos o
mas miembros de la genealogia, independientemente de la edad y género con
igual o diferente tipo de neoplasias.

5.3 Criterios clinicos: (ET) Edad temprana. (Multis) Tumor bilateral, multiple
primario o multifocal. (TV) Transmisién vertical paso de una caracteristica o rasgo,
de una generacion a la siguiente por medio de un afectado.

a) ET. Se considerd edad temprana, en términos generales, cuando alguno de
los afectados desarroll6 una neoplasia maligna antes de los 40 afios de edad.

b) MULTIS. Se consider6é existente ya fuera por la presencia de tumor
bilateral (6rganos pares con neoplasia) o, cuando el mismo paciente desarrollé
tumores primarios en diferentes 6rganos o, presentacion de mas de un foco
primario en el mismo 6rgano. Obligado el diagnéstico por estudio histopatolégico
para poder clasificar como tumor bilateral, multifocal o bien como multiple
primario.

c) TV. La agregacién de afectados se catalogd con transmisiéon vertical,
cuando la transmision del rasgo (cancer) a la siguiente generacion, ocurrio por
medio de alguno de los progenitores afectado (con cualquier tipo de neoplasia),
a los hijos de ambos géneros, sin saltar generaciones y los afectados se
encontraron distribuidos en una sola rama familiar, correspondiente a la del

progenitor afectado.



6. Analisis con criterios de alto riesgo especificos para clasificaciéon a
sindromes de susceptibilidad.

Cada sindrome de susceptibilidad esta constituido por criterios especificos, ya
publicados (37), que las familias sugestivas de uno de estos sindromes deben
cumplir; ademas de reunir las caracteristicas esenciales de los criterios clinicos ya
mencionados y una agregacion particular de neoplasias,

El objetivo de los criterios de alto riesgo es identificar pacientes o familias que
reunan los criterios diagnodsticos publicados para un sindrome particular. Se
basan en la probabilidad de tener una mutacion en genes de susceptibilidad o
excedan el umbral de 10% de probabilidad de encontrar una mutacion germinal
en genes de susceptibilidad (23,24,33,34,37).

El objetivo de los criterios para riesgo moderado es identificar pacientes con un
riesgo < 2 de desarrollar un cancer particular pero que no reunen los criterios
para un sindrome de susceptibilidad (34,35,37)

Ambos tipos de pacientes requieren asesoramiento genético y vigilancia médica
especializada, mientras que la realizacion de un analisis molecular, esta

supeditada a la decision individual de cada paciente (34,37).

7. Descripcion general del estudio.

El estudio se realizé en la consulta externa de un hospital de alta especialidad,
como se muestra en el diagrama de flujo (Figura 35). El personal de la consulta
aplicoé un cuestionario previamente validado que se muestra en el Anexo 1, a uno

de cada diez pacientes de primera vez, independientemente de la edad, género y



tipo de diagnostico de cancer. Mediante este procedimiento se exploré el
antecedente de cancer con lo cual se identificé al caso indice o probando de cada
familia. Los casos con al menos otro familiar afectado con igual o diferente tipo de
cancer al del probando, se citaron a la consulta externa de genética oncoldgica,
para realizar un estudio genealdgico completo (42). El método que se siguidé para
la seleccién de las familias fue el de averiguacion unica incompleta, que consiste
en identificar a la familia por medio de un solo individuo enfermo, que se

denomina el caso indice o probando (121).

8. Caso indice o probando. Persona independientemente del género y la edad,
que acude a consulta por primera vez, con diagndstico histopatoldégico de
cualquier tipo de neoplasia maligna. Es la persona mediante la cual se detecta a

la familia correspondiente.

9. Estudio genealdégico. El estudio consisti6 en obtener informacién de por lo
menos tres generaciones consecutivas del probando, quién debe tener un
diagndstico histopatolégico confirmatorio de neoplasia maligna; ademas de anotar
si corresponde a un tumor primario, bilateral, multiple primario o multifocal. En
cada generacion se indica el orden preciso de nacimiento de todos y cada uno de
los miembros de esa generacion, las enfermedades, incluyendo los decesos y
causa de estos. En los demas afectados o decesos por cancer, se registro la edad
en que se hizo el correspondiente diagndstico y su fuente de confirmacion; ya
fuera por estudio histopatolégico, por medio del expediente clinico, obtencion del

certificado de defuncién o por historia familiar. En cada genealogia se analizé la



distribucion de los afectados en las diferentes generaciones para determinar el
patron de herencia.

Una vez evaluados conjuntamente los criterios clinicos, se analiza la agregacion
del tipo de neoplasias que presentaron cada uno de los afectados, para su
clasificacion, de acuerdo a los criterios de alto riesgo, a un posible sindrome de
susceptibilidad hereditaria o, a una agregaciéon inespecifica posiblemente de
menor riesgo. La evaluacion concluye con la seleccion de familias candidato para
el estudio molecular. A las familias seleccionadas se les otorga asesoramiento
genético pre y post analisis molecular. Este asesoramiento, incluy6 la informacion
sobre el posible padecimiento oncolégico familiar, las posibilidades de diagndstico
molecular, de su transmision hereditaria, asi como las posibilidades de deteccion
temprana y prevencion precoz de neoplasias particulares en cada familia.
Posteriormente, el analisis molecular se realiza unicamente en las familias que
voluntariamente lo aceptaron, mediante un documento de consentimiento
informado, Anexo 2. En el diagrama de la figura 34 se ilustra el proceso del

tamizaje.

10. Analisis estadistico.

Se construyeron tablas de contingencia para analizar la relacion entre variables
categdricas utilizando la prueba exacta de Fisher para probar significancia
estadistica. Se calcularon riesgos relativos con sus correspondientes intervalos de

confianza.
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Figura 35. Tamizaje genético-oncolégico. En el diagrama se indica que el paciente
llega a la consulta de primera vez. Se aplica el cuestionario en el que se identifica si
existe el antecedente de cancer; en caso positivo se realiza el arbol genealdgico
completo, en el cual se verifica los criterios clinicos. Si estos estan presentes, se analizan
conjuntamente con el tipo de neoplasias desarrolladas por cada uno de los enfermos de
la familia y finalmente, se determina, mediante los criterios de alto riesgo, si corresponde
a un sindrome especifico de susceptibilidad hereditaria. Con este procedimiento de
tamizaje se pretende lograr una seleccidon mas rigurosa de las familias de alto riesgo por
tener mayor probabilidad de identificar una alteracion molecular informativa. Aspecto
correspondiente a la segunda parte de este trabajo.



Sequnda parte

1. Analisis clinico: La familia que se selecciond para el analisis molecular se
denomind RBF60 portadora de retinoblastoma hereditario, la cual se identifico en
el estudio de tamizaje (primera parte de este trabajo). Corresponde a la familia 60
(Figura 14).

El probando (1) se identifico porque a los 38 afos de edad desarrollé melanoma
maligno como una segunda neoplasia. Se propuso investigar la posibilidad de
metilacion germinal del promotor del gen RB17 en esta familia, por presentar una
genealogia de 6 generaciones Y retinoblastoma unilateral en tres generaciones
sucesivas, transmitido por medio de portadores sanos y presentar gran numero
de hombres afectados y portadores sanos.

Para la obtencién de las muestras biolégicas se obtuvo consentimiento informado
de todos los miembros de la familia.

Debido al fallecimiento del padre del probando, se decidi® un analisis de
marcadores polimorficos (que se indican en material y métodos), con el propdsito

de facilitar la interpretacién de los posibles resultados (103,104).

2. Andlisis de metilacion del ADN

2.1 Obtencion de ADN de linfocitos circulantes y de tumor en bloques de
parafina

Se extrajo ADN genomico de linfocitos circulantes en todos los miembros de la
familia, excepto en el padre y una hermana afectada (ambos fallecidos) del

probando. Para la extraccion y purificacion de ADN de linfocitos circulantes se uso



el kit de Quiagen. Del probando también se extrajo ADN del melanoma incluido en
parafina. Para la extraccion y purificacion del DNA se uso el kit de Quiagen para
tejido incluido en bloques de parafina. Se siguieron las instrucciones del

fabricante. EI ADN se eluy6 en agua.

2.2 Técnica de conversion de DNA mediante bisulfito de sodio

Tratamiento con bisulfito de sodio. Se procesaron 8 muestras de DNA de
linfocitos circulantes y una de ADN del melanoma. La reaccion de conversion con
bisulfito de sodio se realizé durante 16 hrs. a 50°C con 2 ug de DNA, como se ha
descrito previamente (81,99,100). Las muestras se purificaron usando el sistema
de columnas Wizard DNA Clean-up System (Promega). El DNA se precipitd con

etanol, se secé y resuspendié en 30 pl de agua, se almacend a menos 20°C.

2.3. PCR, oligonucleétidos para la amplificacion de la region promotora del
gen RB1, clonacién del promotor; secuenciacion del producto clonado

Se analizé la region promotora del gen RB1 constituida por una isla de 27 CpGs
(position 1634-2020 GenBank accession number L11910.1 Gl: 292420). La PCR
se realizd en un volumen de reaccion de 30 ul conteniendo 2 pl de DNA gendmico
tratado con bisulfito de sodio, 10 mM dNTPs, 15 pM “primers”, 2.5 mM MgCl,
AmpliTag DNA polimerasa 2.5 U. Las condiciones de termociclado de 95°C 15
min, 95°C 40 sec, 66°C 40 sec, 72°C 40 sec, 72°C 5 min; 33 ciclos. Se usaron

primers MIP (Methylation independent primers) previamente utilizados para esta

region con la siguiente secuencia Rbfw: 5’-TTAGGTTTTTTAGTTTAATTTTTTAT-

3. Rbrev: 5- AACTATAAAAAAACCCCAAAAAAAAC-3’ (81,99,100).



Localizacién: respecto del sitio de inicio de la transcripcion (ATG) Rbfw inicio -
316 a -291. Rbrev inicio -53 a -28 (en la Figura 36 se muestra la posicion de
alineamiento en la region promotora (promotor del gen RB7). El producto de
amplificacion de 300 pb se purificé mediante el kit QIAEX Il Gel Extraction Kit,
(Quiagen) y se clon6 mediante el sistema pGEM-T Easy Vector System
(Promega) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Para conocer el patron
de metilacion se secuenciaron 8 a 10 clonas individuales de cada una de las 9

muestras mencionadas.

Rb forward: 5-TTAGGTTTTTTAGTTTAATTTTTTAT-3’ (No Cs)
Rb reverse: 5’-AACTATAAAAAAACCCCAAAAAAAAC-3’ (No Gs)

CCGACTTTGCAAAACGGATTGGGCGGGATGAGAGGTGGGGGGCGCCGCCAAGGAGGGAGAG
TGGCGCTCC
CGCCGAGGGTGCACTAGCCAGATATTCCCTGCGGGGCCCGAGAGTCTTCCCTATCAGACCC

CGGGATAGG
GATGAGGCCCACAGTCACCCACCAGACTCTTTGTATAGCCCCGTTAAGTGCACCCCGGCCT
GGAGGGGGT
GGTTCTGGGTAGAAGCACGTCCGGGCCGCGCCGGATGCCTCCTGGAAGGCGCCTGGACCCA
CGCCAGGTT
TCCCAGTTTAATTCCTCATGACTTAGCGTCCCAGCCCGCGCACCGACCAGCGCCCCAGTTC
CCCACAGAC
GCCGGCGGGCCCGGGAGCCTCGCGGACGTGACGCCGCGGGCGGAAGT e eI CCCGCG
GTTGGACGC
GGCGCTCAGTTGCCGGGCGGGGGAGGGCGCGTCCGGTTTTTCTCAGGGGACGTTGAAATTA
TTTTTGTAA

CGGGAGTCGGGAGAGGACGGGGCGTGCCCCGACGTGCGCGCGCGTCGTCCTCCCCGGLGLT
CCTCCACAG
CTCGCTGGCTCCCGCCGCGGAAAGGCGTC-CCGCCCAAAACCCCCCGAAAAACGGCCGC
CACCGCCGC
CGCTGCCGCCGCGGAACCCCCGGCACCGLCCGCCGLCCGCCCCCTCCTGAGGAGGACCCAGAG
CAGGACAGC
GGCCCGGAGGACCTGCCTCTCGTCAGGTGAGCGAGCAGAGCCGCCGTCGCCTCACGLCGGGA
AGGGCGCCC

G Localzacion cromosémica del primer Rbfw 48303487
C Localizacién cromosémica primer Rbrev 48303873



TT Localizacion del cambio de secuencia 48303725, 26
Sitio de inicio de la transcripcion 48303915

Figura 36. Promotor del gen RB1. En el esquema se indica la secuencia de los sitios de
alineamiento de los respectivos primers utilizados: “primer forwar” Rbfw. G localizacion
cromosomica 48303487; “primer reverse” Rbrev . | € Localizacion cromosémica
48303873. Localizacién cromosémica del cambio se secuencia [ XSMRLITT,
48303725, 26. Sitio de inicio de la transcripcion B8, 48303915

3. Analisis de microsatéltes polimérficos

Se analizaron los haplotipos de un set de 16 marcadores de microsatélites:
D8S1179, D21S11, D7S820, CSFIPO, D3S1358, THO1, D2S1338, D19S433,
VWA, TPOX, D18S51, Amelogenina, D5818, FGA y D16S539 (cromosoma
16924.1), incluido uno del cromosoma D: D13S317 (Cromosoma 13q31.1) (103,

104).
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1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO DE INVESTIGACION QUE SE TITULA

METILACION GERMINAL DEL PROMOTOR DEL GEN RB1 COMO )
MECANISMO DE SUSCEPTIBILIDAD EN FAMILIAS CON AGREGACION

NEOPLASICA
FAMILIA No.
NOMBRE:
CEDULA:
MEXICO D.F. A DE DEL 200

Por este conducto acepto participar en el presente proyecto de investigacion, el cual se me ha
informado que estd registrado con el numero 10 HO 99 ante el Comité de Investigacion del
Hospital de Oncologia CMN SXXI., y que el propésito de este estudio es analizar los mecanismos
genéticos que confieren susceptibilidad, por la cual, algunas familias se enferman de cancer. Para
que se pueda realizar la investigacion, estoy de acuerdo en colaborar y proporcionar la siguiente
informacion y muestras bioldgicas:

1. Lainformacion que se requiere para elaborar el estudio genealdgico de mi familia.

2. Muestras de sangre periférica y del tumor si es que necesito cirugia, de las cuales se
extraera el ADN para hacer los estudios correspondientes en el laboratorio de
investigacion.

Tengo los siguientes derechos:

Se me ha comunicado que la informacién obtenida por los profesionales autorizados oficialmente
para este estudio, es estrictamente confidencial. Que puedo preguntar mas detalles sobre la
investigacion que se esta realizando. Y también que continuaré recibiendo mi tratamiento, atencién
médica, en el caso de no participar o si decido salir del estudio.

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR

TESTIGO

INVESTIGADORES RESPONSABLES:
DRA. GUADALUPE QUINONEZ SILVA
DR. LUIS BENITEZ BRIBIESCA

DRA. PATRICIA OSTROSKI S.

DR. DIEGO ARENAS ARANDA

DR. FELIX RECILLAS TARGA



2. CUESTIONARIO PARA LA DETECCION DE CASOS-PROBANDO

FECHA

No.

Nombre Sexo Edad
No. de Afiliacion Teléfono

Domicilio
Diagnodéstico

¢, Conoce usted que enfermedades han padecido o tienen actualmente sus siguientes familiares?

Sushijos no__ si_ ;Qué

enfermedad(es)?

Suesposa(o) no____ si_ ;Qué enfermedad(es)?
Sus padres no___ si__ ¢Qué enfermedad (es)?
Sushermanos no__ si_ ;Qué enfermedad (es)?
Sussuegros no___ si_ ;Qué enfermedad (es)?

Sus cufiados (as) no___ si_ 4Qué enfermedad (es)?
Sus sobrinos no___ si__ ;Qué enfermedad (es)?
Otros familiares no___ si_  ;Qué enfermedad (es)?

¢ Alguien en su familia o la de su esposa (0) ha padecido alguna de las siguientes enfermedades?

Cancer no si Jquién (es) y en qué parte del cuerpo?

Leucemia no si ¢quién (es)?

Tumor (es) no si ¢quién (es) y en qué parte del cuerpo, benigno o maligno?
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