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RESUMEN

El cancer es considerado un problema de salud publica, siendo el cancer de mama
la primera causa de muerte por enfermedad neoplésica en mujeres a nivel mundial,
a pesar de los avances en el diagnostico precoz y nuevos tratamientos. Esto aunado
a la gran necesidad de nuevos tratamientos mas eficaces y especificos, ha
promovido la busqueda de nuevos marcadores prondésticos y predictivos que
permitan dilucidar la respuesta al tratamiento de un paciente con cancer, conocer si
existe riesgo de recurrencia, asi como determinar el tratamiento mas adecuado de

acuerdo con el perfil molecular tumoral que se presente.

En la actualidad el cancer también es el resultado de acontecimientos epigenéticos
gue conducen al desarrollo tumoral produciendo cambios hereditarios de la
expresion génica de la célula sin que con ello se deriven cambios en la secuencia
de DNA. Esto a nivel molecular, puede ser relacionado con un patrén de metilacién
que ocurre en la regién promotora del gen, vinculada fuertemente con la represion
transcripcional de la cromatina, consecuentemente con la pérdida de funcion de este

gen sin producirse por ello cambios en la secuencia nucleotidica.

Es importante la comprensiéon de los mecanismos epigenéticos pues la accesibilidad
de los factores de transcripcion se ve alterada. EI ESR1 es uno de los genes que
son susceptibles de ser metilados de manera anormal, este codifica para el receptor
para estrégenos alfa (ERa). En el presente estudio, se evalu6 el estado de
metilacion del DNA en el promotor del gen ESR1 en tejidos de mama con céncer,

valiéndose de la comparacién de dicho estado en tejido mamario no tumoral.

Los resultados de esta investigacion muestran que en la mayoria de los casos se
observé mayor presencia de DNA no metilado. Estadisticamente no se evidencia
una diferencia significativa entre los grupos analizados, sin embargo, otros estudios

reportan resultados contrarios.
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ABSTRACT

Cancer is considered a public health problem, with breast cancer being the first
cause of death due to neoplastic disease in women worldwide, despite advances in
early diagnosis and new treatments. This, coupled with the big need for new more
effective and specific treatments, has promoted the search for new prognostic and
predictive markers to elucidate the response to treatment of a cancer, to know if
there is a risk of recurrence and to determine the most appropriate treatment

according to the tumor molecular profile that is presented.

Currently, cancer is also the result of epigenetic events that would lead to tumor
development producing hereditary changes in cell gene expression without resulting
in changes in the DNA sequence. This at the molecular level, can be related to a
methylation pattern that occurs in the promoter region of the gene, strongly linked to
the transcriptional repression of chromatin, consequently with the loss of function of
this gene without producing changes in the nucleotide sequence.

It's important to understand the epigenetic mechanisms because the accessibility of
transcription factors is altered. ESR1 is one of the genes that are susceptible of being
methylated in an abnormal way, this, codes for the estrogen alpha receptor (ERa).
In the present study, the methylation status of the DNA in the promoter of the ESR1
gene in breast cancer tissues was evaluated, using the comparison of said state in

non-tumor breast tissue.

The results of this investigation show an increase in methylation status in the
analyzed groups, in comparison with the non-methylated group. There is no
significant difference between the analyzed groups, however, other studies report

contrary results.
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GLOSARIO

BIRADS. Breast Imaging Reporting and Data System, por sus siglas en inglés.
Reporte de imagenologia mamaria y sistema de datos. Método para clasificar los
hallazgos mamogréficos.

CANCER. Patologia que involucra un crecimiento y division incontrolada de células
gue han escapado de los mecanismos normales de regulacion del ciclo celular.

CANCER DE MAM (CMa). Proliferacion maligna de las células epiteliales que
revisten los conductos o lobulillos de la mama.

CROMATINA. Conjunto de DNA, histonas y proteinas no histonicas que se
encuentra en el nucleo de las células eucariotas y que constituye el cromosoma
eucariotico.

EPIGENETICA. La alteracion en la expresion del gen, que tiene lugar durante el
desarrollo y la proliferacion celular, sin ningiin cambio en la secuencia del gen.

GENETICA. Estudio de la naturaleza, organizacion, funcién, expresion, transmision
y evolucion de la informacion genética codificada de los organismos.

ISLA CPG. Regiones ricas en GpC y CpG de 1 kilobase (1 Kb), y estan asociadas
generalmente al promotor del gen.

METILACION. Modificacion que resulta de la adicion de un grupo metilo (CHs) en
el carbono 5 de la citosina.

RECEPTOR DE ESTROGENOS (ER). Receptores celulares que son activados por
la hormona 17-estradiol o estrégeno. La principal funcion del receptor de estrégeno
es la de actuar como factor de transcripcién que se une al DNA con el fin de regular
la expresion génica.

RECEPTOR DE PROGESTERONA (PR). Proteina ubicada dentro de las células
gue es activada por la hormona esteroidea progesterona.

RECEPTOR NUCLEAR. Proteinas que se encuentran en el interior de células
responsables de detectar la presencia de hormonas esteroideas y tiroideas.

SERMSs. Selective estrogen receptor modulators, por sus siglas en inglés, son los
moduladores selectivos de la accion de los estroégenos.

TUMOR BENIGNO. Masa de células donde el crecimiento se localiza en el lugar de
origen dentro de un tejido, sin invasion y es maligno cuando las células tumorales
pueden invadir los tejidos induciendo vascularizacion.

12



TUMOR MALIGNO. Masa de células de una parte del organismo cuyas ceélulas
sufren un crecimiento anormal y no tienen ninguna funcion fisiolégica.

13



INTRODUCCION

En la historia, el primer documento que habla sobre cancer de mama es el papiro
quirargico de Smith (3000 — 2500 a.C.), que describe cancer de mama en un
hombre, pero la descripcion abarcaba la mayor parte de las caracteristicas clinicas
comunes.

“Cancer” es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades
que difieren de forma variable en su histogénesis, morfologia, evolucién clinica,
prondstico y tratamiento, presentando particularidades morfolégicas y biologicas
que permiten clasificar e identificar por separado diferentes tipos de tumores,
mismos que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Otra caracteristica
definitoria del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas alla de sus limites habituales y puede invadir partes adyacentes del
cuerpo o propagarse a otros 6rganos, un proceso denominado “metastasis”.

Hace no mas de 25 afios el cancer era considerado una enfermedad de etiologia
desconocida y de caracter mortal. Afortunadamente, gracias a los avances en la
investigacion de la biologia molecular, se ha permitido encontrar nuevos blancos
moleculares sobre los que desarrollar nuevos farmacos, a su vez, se ha logrado una
aproximacion al pronéstico de la enfermedad y un mejor manejo en el tratamiento
de pacientes diagnosticados con cancer.

Actualmente el cancer es uno de los mayores retos en salud publica. Desde hace
varias décadas los tumores malignos se han posicionado en los primeros sitios
como causa de mortalidad a nivel mundial, representando un gran desafio para las
economias y sistemas de salud.

Dada la prevalencia de cancer a nivel mundial y la importancia de realizar un
diagnoéstico precoz, se hace necesaria la busqueda de nuevos marcadores
moleculares que ayuden a discernir pacientes afectados de cancer y diferenciarlos
de sujetos sanos o de aquellos con procesos tumorales benignos.

La epidemia del cancer de mama constituye una prioridad en salud, ya establecida
en los paises desarrollados, por el contrario, en paises en desarrollo no se ha
prestado suficiente atencion a este problema. La evidencia reciente demuestra que
el cancer de mama es hoy en dia una de las principales causas de muerte y
discapacidad entre las mujeres de paises en vias de desarrollo. La ciencia ha
producido nuevas opciones terapéuticas, muchas de las cuales tienen un costo
elevado.

Hoy en dia conocemos que procesos como la metilacién aberrante de las regiones
promotoras de multiples genes ocurren en etapas tempranas de la carcinogénesis
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y que su determinacion es posible a traves del analisis de DNA aislado en sangre
periférica tejido o fluidos naturales mediante técnicas poco invasivas, lo que
permitiria ser utilizado como un potencial biomarcador en el diagnéstico precoz de
un proceso tumoral asi como la identificacion temprana de aquellos individuos con
alto riesgo de desarrollar cancer de mama.
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ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER.

Una de cada seis defunciones en la poblacion humana se debe a esta enfermedad
y estd ubicada en las diez primeras causas de muerte a nivel mundial. Cerca del
70% de las muertes por cancer se registran en paises de ingresos medios y bajos.

En 2015, esta enfermedad ocasion6 8.8 millones de defunciones. Actualmente hay
32.6 millones de personas que viven con cancer, dentro de los 5 afios posteriores
al diagnostico (GLOBOCAN, 2017).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, los cinco tipos de cancer que
causan un mayor namero de fallecimientos son los siguientes:

Mamario
Prostata
Pulmodn
Colorrectal
Cérvico-uterino

YV V VYV

Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad a nivel mundial vs México. Se muestran ambos sexos, todos los canceres y todas las edades
Incidencia
B8 Mortalidad Mundo México

Mama

Prostata

Pulmén
Colorrectal

Sitio

Cérvico-uterino
Estémago
Higado
Cuerpo uterino
Tiroides

Ovario

6! E) 40 30 20 10 10 20 30 40 E) €0

Data source: Globocan 2018 ASR(World) per 100 000

Gréfica 1.0. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad a nivel mundial vs México. Editado
al espafiol. Recuperado de: https://www.iarc.fr/

En la grafica 1.0 se muestra una grafica de barras recuperada del portal de la
Organizacion Mundial de la Salud, donde se indica en color azul y rojo las tasas de
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incidencia y mortalidad, respectivamente, de los tipos de canceres mas frecuentes
en ambos sexos en México y a nivel mundial.

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA EN MEXICO.

Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad a nivel mundial vs México en 2018. Se muestran todos los tipos de
incidencia cancer en mujeres de todas las edades.

B tortalidad Mundo México
Mama
Colorrectal
Sitio Pulmén
Cervico- uterino
Tiroides
Cuerpo uterino
Estomago

Ovario

Higado

Linfoma no Hodking

S0 40 30 20 10 10 20 Eq) 40 S0 60

ASR(World) per 100 000

Gréfica 2.0. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad a nivel
mundial vs México en 2018. Todos los tipos de cancer en mujeres de todas las edades.
Editado al espafiol. Recuperado de: https://www.iarc.fr/

En la grafica 2.0 se observa que el CMa establece la incidencia mas elevada de
esta patologia a nivel mundial. Ademas, es el primer causal de muertes por cancer
en mujeres de todas las edades.

El Programa de Accion Cancer de Mama de la Secretaria de Salud indica que el
rango de edad predominante de las mujeres con esta neoplasia se amplié a partir
de 2006, pasando de 45 a 60 afios de edad al de mujeres de 14 afios en adelante
(Secretaria de Salud , 2006).

En el afio 2014, de acuerdo con datos del INEGI reportados en las “Estadisticas a
propésito del Dia Internacional Contra el Cancer de Mama”, se determind la
distribucion de esta enfermedad por entidad federativa.

En la figura 1.0 se muestra en color morado intenso los estados del pais donde se
han reportado mayor nimero de casos relacionados al cancer de mama, siendo los
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colores mas tenues aquellos estados con menor incidencia con una proyeccion
hacia el 2050.

Incidencia de tumor maligno de mama en mujeres de 20 afnos y mas, por entidad federativa
2013

Por cada 100 mil mujeres de 20 afos y mas

Estados Unidos Mexicanos
26.20

De 8.04 a 15.56
De 15.57 a 19.54
De19.55 a 30.18

BN De 30.19 a 38.30

EEEEE De 38.31 a 119.00

Nota: Se utilizé la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10),
codigo C50.
Excluye casos con edad no especificada.
Fuente: SSA, CENAVECE (2014). Anuarios de Morbilidad 1984-2013 ; y CONAPO (2014). Proyecciones de la Poblacién
2070-2050. Proceso INEGI.

Figura 1.0 Distribucion de CMa por entidad federativa con proyeccion de la poblacién 2010-
2050. Recuperado de: https://www.infocancer.org.mx/?c=cancer-cifras&a=estadisticas-
cancer-mama-2014

Para el afio 2015 el pais presentaba una tasa promedio de mortalidad a causa de
neoplasias de 66.37 por cada 100,000 habitantes, sobresaliendo los estados del
norte del pais como son Chihuahua, Sonora y Nuevo Le6n ademés de la Ciudad de
México y Veracruz con tasas por encima de 75 por cada 100.000 habitantes,
observandose una disminucion de la mortalidad por cancer cérvico-uterino y un
aumento por cancer de mama, estimandose que esta situacion se mantendra
durante los préximos afios reduciéndose las neoplasias de cérvix a tasas de 5 por
cada 100,000 mujeres; sin embargo, el cancer de mama desarrollara una tasa
superior de 11 por cada 100,000 pacientes (Reynoso & Torres, 2017).

En México las mujeres con cancer de mama tienen en promedio 11 afios menos
gue las mujeres estadounidenses y europeas (Brandan & Villasefior, 2006).

Un estudio en el 2015 reporté que la mortalidad ante la enfermedad se incrementa
a partir de los 55 afios en la poblacion mexicana (Sifuentes, Castafieda, Lugo, &
Reyes, 2015).
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ETIOLOGIA DEL CMa.

En el aflo 2016, Di Sibio y colaboradores publicaron que la variacion geografica de
las tasas de cancer de mama puede explicarse por las diferencias en la prevalencia
de los patrones reproductivos, los factores del estilo de vida, la deteccién temprana
y el acceso a la atencion médica (Di Sibio, Forman & Sierra, 2016).

Mencionan que los diferentes factores de riesgo para el desarrollo de CMa son:

Antecedentes de un familiar con CMa.

Menarca previa a los 12 afos.

Usar anticonceptivos hormonales por mas de 5 afios.
Ser nulipara.

Obesidad.

Sedentarismo.

Tabaquismo y/o alcoholismo.

Dieta rica en carbohidratos.

VVVYYYYYVY

ANATOMIA MAMARIA.

Las mamas son dos o6rganos glandulares exclusivos de los mamiferos y se
desarrollan a partir de crestas definidas y extendidas en la parte media del térax. Su
estructura y funcién es distinta segin el momento del desarrollo en que se encuentre
y depende del balance entre los procesos de proliferacién, diferenciacién y
apoptosis. Se hallan en ambos sexos, sin embargo, en los machos dejan de
desarrollarse mucho antes de la pubertad. (Anthony & Thibodeau, 2006). En la
figura 2.0 se ilustra una mama sana de una mujer adulta.

El desarrollo de estos érganos durante la pubertad es regulado por los estrégenos
y la progesterona. Los estrogenos estimulan el crecimiento de los conductos de las
glandulas mamarias y la progesterona el desarrollo de los alveolos (Decherney,
Nathan, & Murphy, 2007).

Las glandulas dentro de las mamas se clasifican como tuboalveolares compuestas
y consisten en 15 a 20 Iébulos que se irradian a partir del pezén y se separan entre
si por tejido adiposo y conectivo colagenoso. Cada I6bulo es drenado por un
conducto galactoforo propio que lleva directamente al pezon. Antes de llegar a este
altimo, cada Iébulo se dilata para formar un seno lactifero que a continuacion se
estrecha antes de desembocar en el pezon (Gonzalez & Ugalde, 2012).
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Anatomia de la mama femenina
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Figura 2.0 Anatomia mamaria desarrollada de forma normal. Recuperado de
Teresewinsolw.com

El epitelio escamoso queratinizado se hace presente en los orificios del pezon. Los
conductos y lobulillos estan tapizados por células mioepiteliales contractiles y
epiteliales luminales. También existen dos tipos de estroma mamario; el
interlobulillar, que corresponde a un tejido conjuntivo fibroso denso mezclado con
tejido adiposo asi como el estroma intralobulillar que rodea a los acinos de los
lobulillos y esta constituido por células similares a los fibroblastos con respuesta
hormonal, mismos que se pueden observar en la figura 3.0 (Kumar, Abbas, Fausto,
& Aster, 2010).

Los tejidos mamarios estan unidos a la piel que los recubre y al tejido subcutaneo
mediante bandas fibrosas o aponeuréticas llamadas ligamentos de Cooper, que
sostienen a la mama en posicion recta sobre la pared toracica (Decherney, Nathan,
& Murphy, 2007).
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Figura 3.0 Histologia normal de la mama en reposo, corte sagital. Recuperado de
http://wzar.unizar.es/acad/histologia/imagenes/ImagenesHE/32_GIMamaria/GIMamaRCG
al_04etq.jpg

Es de suma importancia conocer la estructura mamaria en las diferentes etapas del
desarrollo femenino, pues las células de los tumores mamarios malignos suelen
extenderse hacia otras regiones del cuerpo mediante el tejido linfatico (Anthony &
Thibodeau, 2006).

CLASIFICACION DEL CMa CON BASE EN LAS CARACTERISTICAS
RADIOLOGICAS.

El American College of Radiology identifico las imagenes mamograficas de lesiones
en funcién de la probabilidad de ser malignas, estableciendo en 1993 la clasificacion
BIRADS para homogeneizar los informes de los radiélogos y condicionar un criterio
comun para cada imagen. Estas imagenes se clasifican de la siguiente manera:

» BIRADS 1. Mama sin imagenes patologicas.

» BIRADS 2. Mama catalogada como benigna, al presentar hallazgos
inequivocamente benignos, no precisando mas actuaciones diagndsticas ni
especial seguimiento.

» BIRADS 3. Presentan hallazgos con alta probabilidad de corresponder a una
lesion benigna, pero precisan seguimiento para demostrar que no existen
variaciones, recomendando una nueva mamografia a los 6 meses.

» BIRADS 4. Corresponden a imagenes sospechosas de malignidad.
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» BIRADS 5. Imagenes altamente sugestivas a malignidad, siendo necesaria su
comprobacion histolégica.
» BIRADS 6: Malignidad confirmada histologicamente.

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E INMUNOHISTOQUIMICAS.

Es posible realizar una clasificacion del tejido tumoral a partir de los resultados de
la biopsia, basada en el estado del receptor de estrogeno (ER, por sus siglas en
inglés) y del receptor de progesterona (PR) del tumor y el analisis de sobreexpresion
o amplificacion del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2/neu)
(Zepeda, Recinos, & Cuéllar, 2008).

De acuerdo con estudios como los reportados por Zepeda y Arrechea, se ha
formulado una clasificacion general del cancer de mama con base en los resultados
de ER, PR y HER2/neu:

» Receptor hormonal positivo.
» HER2/neu positivo.
» Triple negativo (RE, RP, y HER2/neu negativos).

Una vez determinado el fenotipo que presenta una paciente, dependiendo del tipo
de receptor que sea mas abundante y/o activo, se dispone a elegir alguna terapia
hormonal adecuada. El ER es determinante a ser considerado, ya que es el
mediador de los efectos biolégicos de la exposicion a los estrégenos (Morales,
2006).

ESTROGENOS.

Dentro de las hormonas esteroides se encuentran los estrogenos, los cuales
constan de 18 carbonos caracterizados por un anillo A aroméatico, un grupo hidroxilo
fenolico en el carbono 3 y un hidroxilo o cetona. Se trata de moléculas de naturaleza
no polar capaces de difundir dentro y fuera de las células atravesando la membrana
celular con relativa facilidad (Mc Murry, 2012).

En la figura 4.0 se ilustra la estructura quimica de los tres estrégenos principales
presentes en mujeres. Estos son estradiol (E2), estrona y estriol. De acuerdo con
Locia y colaboradores, el E2 es el mas abundante, siendo su fuente principal el
ovario, mismo que produce también estrona.
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Los estrégenos actuan a través de receptores intracelulares que son factores de
transcripcion activados por union a ligando (Kos, Reid, & Denger, 2008 ).
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Figura 4.0 Estructura quimica de los estrégenos principales en mujeres. Recuperado de
https://www.uv.mx/eneurobiologia/vols/2013/8/Locia/HTML.html

Estas hormonas cumplen una funcion vital en la fisiologia reproductiva tanto
femenina como masculina estimulando el crecimiento y diferenciacion celular en
tejido mamario, Utero, vagina, ovario, testiculos, epididimo y prostata. Para que los
estrogenos ejerzan sus efectos biologicos requieren de la participacion de los ER
(Marquez, 2013).

Por otro lado, ademas de participar en la funcién reproductiva, los estrogenos son
necesarios para el mantenimiento del equilibrio hidroelectrolitico y de la masa 6sea
y participan en aspectos relacionados con la fisiologia vascular tales como la
proliferacion epitelial de los vasos sanguineos siendo factores cardioprotectores
(Locia, Hernandez, Aranda, & Rojas, 2007).

RECEPTOR DE ESTROGENOS.

Los receptores de estrogenos son los mediadores de los efectos biol6gicos de la
exposicién a los estrogenos, pertenecen a la familia de los receptores nucleares los
cuales son una clase de proteinas que se encuentran en el interior de células
responsables de detectar la presencia de hormonas esteroideas vy tiroideas. Estos
receptores tienen la capacidad de interaccionar directamente con el DNA y regular
la expresion de los genes blanco, siendo clasificados como factores de transcripciéon
(Sanchez & Benitez, 2003).

Estructuralmente los ER estan organizados en los dominios representados en la
figura 5.0.
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Figura 5.0 Dominios funcionales del ER. Recuperado de

http://vitae.ucv.ve/?module=articulo&rv=78&n=3012&m=1&e=3013

La estructura funcional del ER es la que le permite actuar como un transductor de
la sefial hormonal, ya que ésta contiene varias regiones especificas importantes
como el dominio de activacion transcripcional 1 (AF1), el dominio de uniébn a DNA
(DBD), el dominio de activacion transcripcional 2 (AF2) y el dominio de union a la
hormona (HBD).

ACTIVACION DEL RECEPTOR.

En ausencia de ligando, los ER sintetizados en el protoplasma, permanecen
inactivos, ya que se encuentran enlazados a proteinas chaperonas del complejo de
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés), quienes los mantienen
en una conformacion que oculta sus péptidos sefal de localizacion nuclear (Morani,
Warner, & Gustafsson, 2008) (Locia, Hernandez, Aranda, & Rojas, 2007).

La estructura funcional mencionada es la que le permite al ER unirse a la hormona
y sufrir un cambio en su conformacion espacial, desprendiéndose de las HSP, de
esta manera, el complejo hormona-receptor se une directamente a las secuencias
consenso en el DNA, conocidas como elementos de respuesta a estrégenos; y en
forma indirecta se une con otros factores de transcripcion. El receptor entra al nicleo
y se une a los elementos de respuesta al estrégeno (ERE) en el genoma, para iniciar
la transcripcion tal y como se muestra en la figura 6.0. (Barrén, Arias, & |, 2001).
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Figura 6.0 Esquema representativo de la interaccibn hormona-ligando. Recuperado de:
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/ginecologia/vol_45n1/receptores_estrogenos.htm

En ocasiones, estos ER activados con estrogeno pueden promover el crecimiento
de las células cancerosas mamarias; lo anterior ocurre en mujeres quienes
presentan cancer de mama hormonodependiente, a quienes se les aplican
tratamientos a base de tamoxifeno. Sobre esta base se estan desarrollando nuevos
farmacos anticancerosos dirigidos contra lesiones moleculares especificas con la
esperanza de mayor tasa de cura y menor toxicidad a las células normales (Hémez
de Delgado, 2008).

Actualmente se han identificado dos receptores de estrégenos conocidos como ERa
y ERp, formados por una sola cadena de 565 y 530 aminoacidos, respectivamente.
Existe un tercer receptor de estrogenos intracelular transmembranal conocido como
GPR30, que actua de manera independiente de ERa y ERp, pero influye en la
activacion del factor de crecimiento epidermal (EGF) sin embargo adn no se conoce
bien su biologia. ERa y ERB son codificados por diferentes genes y su expresion
varia dependiendo del tipo de tejido. ERa es expresado predominantemente en
organos como Utero, mama, ovario, higado y en el sistema nervioso central, en tanto
que la forma B es expresada mayoritariamente en tejidos como hueso, endotelio,
pulmones, tracto urogenital, ovario, sistema nervioso central y préstata (Noriega,
2008; Pérez, 2005).

ERa.

El gen codificante para el ERa es el ESR1 y se localiza en el cromosoma 6, region
6025.1-g25.2. El ER es una proteina de 65 kDa, formada por 595 aminoacidos, se
localiza principalmente en mama, utero, hipotdlamo, hipdfisis y ovario.
Concretamente refiriéndose a tejido mamario, el ERa se ubica principalmente en las
células epiteliales ducto-lobulillares terminales (Noriega & Langley, 2008)
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EPIGENETICA.

La epigenética hace referencia, en un sentido amplio, al estudio de todos aquellos
factores no genéticos que intervienen en el proceso de ontogenia. Ha sido definida
como los cambios heredables en la expresion génica, los cuales ocurren sin una
alteracion en la secuencia de nucleétidos del DNA (Diaz, 2018).

La expresion de ERa puede regularse a través de mecanismos epigenéticos.
Existen distintos tipos de modificaciones epigenéticas y uno de los principales que
regulan la expresion de ESR1 es la metilacion del DNA (Arenas & Recillas, 2002).

METILACION DE DNA.

La metilacién es un proceso epigenético que ocurre por fuera de las bases del DNA
teniendo repercusiones en su funcion, participando en la regulacion de la expresion
génica de dos maneras, directamente al impedir la uniébn de factores de
transcripcion, e indirectamente propiciando la estructura "cerrada" de la cromatina.
(Roa, Anabaldn, O, Martinez, & Araya, 2004). EI DNA presenta regiones de 1000-
1500 pb ricas en dinucleotidos CpG (“islas CpG"), que son reconocidas por las
enzimas DNA-metiltransferasas, las cuales, durante la replicacion del DNA metilan
el carbono 5 de las citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la
memoria del estado metilado en la molécula hija de DNA tal y como se muestra en
la figura 7.0 (Margossian, 2006).

NH,, NH,,

| |
( 5-Metilcitosina ]

Figura 7.0 Proceso de metilacion de la citosina por accién de la DNA metiltransferasa,
resultando la  5-metilcitosina y  S-adenosilhomocisteina.  Recuperado  de:
http://www.elsevier.es/es-revista-cirugia-espanola-36-articulo-epigenetica-cancer-
colorrectal-S0009739X11004350

En general se considera que la metilacion es un proceso unidireccional, de esta
manera, cuando una secuencia CpG adquiere metilacién de novo, esta modificacion
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se hace estable y es heredada como un patron de metilacion clonal. La metilacion
del DNA es de vital importancia para mantener el silenciamiento génico en el
desarrollo normal, la impronta gendémica asi como la inactivacion del cromosoma X.
En contraste, alteraciones en ella estan implicadas en algunas enfermedades
humanas, especialmente aquéllas relacionadas con defectos en el desarrollo y el
proceso neoplasico. (Mesa, Barros, & Medina, 2006)

Los mecanismos epigenéticos son importantes ya que la alteracién de los patrones
de metilacion del DNA se ha asociado con el desarrollo del cancer debido a que se
ve afectada la accesibilidad de los factores de transcripcion. Uno de los genes que
son susceptibles de ser metilados es el ESR1, el cual codifica para el ERa
(Rodriguez, Téllez, & Cerbdn, 2004).

El encontrar algun tipo de biomarcador que se complemente con las herramientas
diagnosticas que existen permitiria un trabajo mas eficiente al momento del
diagnéstico. La busqueda de sitios susceptibles de ser metilados dentro del gen
ESR1 permitiria establecer un biomarcador que dilucide el prondstico y tratamiento
mas adecuado (Martinez, 2014).

La hipermetilacion de islas CpG en los promotores de genes ahora se reconoce
como un mecanismo comun para la supresion de la expresion génica mediante la
inactivacion transcripcional en el cancer (Gonzélo, Castellvi-Bel, Balaguer, &
Pellisé, 2008).

La metilacion aberrante se ha detectado con frecuencia en el cancer de mama.
Varios genes implicados en la reparacion del DNA, regulacién del ciclo celular y
adhesion celular, solo por mencionar algunos, se metilan con mayor frecuencia en
el CMa (Mehrotra, Vali, McVeigh, & Garrett-Mayer, 2004).

Los estrogenos pueden regular el crecimiento de las células mamarias, mediante
la unién al ER en el CMa hormono-dependiente. Esto implica que puede
incrementarse la proliferacion celular. La baja expresion de ERa impide que las
células cancerosas de mama puedan ser reguladas por los estrégenos, por lo tanto,
no podran ser tratadas por terapia enddcrina. Hay evidencia de que la metilacién
del promotor ESR1 se asocia con una disminucion de la expresion de mRNA y
proteinas de ERa (Ramezani, Salami, & Davood, 2012).

Alun no hay suficiente informacion sobre el grado de metilacion de ESR1 en la
poblacibn mexicana. El analisis del estado de metilacion de este gen puede
relacionarse con la expresion de ERa en el tumor. Por lo anterior, el objetivo del
presente estudio fue determinar el estado de metilacion del gen ESR1 en biopsias
de cancer de mama de pacientes mexicanas del Hospital Juarez de México.
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JUSTIFICACION.

El CMa en México representa un problema de salud publica ya que desde el afio
2006 se le hace referencia como el causante del mayor indice de muertes en
mujeres sin distincion de grupo socioecondmico y alarmantemente la edad de
incidencia es cada vez mas cercana a la pubertad, en comparacion con paises
europeos Yy asiaticos. De los casos reportados sélo el 10 % se diagnostican en el
estadio inicial.

Se propone la determinacion del estado de metilacién del gen ESR1 como estudio
adicional para deteccion y clasificacion del CMa. El desarrollar este tipo de estudios
permitird entender y relacionar mas a fondo los procesos que modulan la expresién
del ERa junto con otros mecanismos moleculares normales y anormales,
contribuyendo en una mayor comprensién del desarrollo de este tipo de patologia y
generando nuevos biomarcadores y alternativas de prondéstico para las pacientes.
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HIPOTESIS.

Si hay un incremento en los niveles de metilacion del gen ESR1 se afectaran los

niveles del ER.
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar el grado de metilacion del gen ESR1 en biopsias de mama mediante
PCR de punto final para comparar el estado de metilacion entre mujeres

diagnosticadas con cancer y sin cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Determinar el estado de metilacion del promotor del gen ESR1, mediante PCR
punto final.
Comparar el estado de metilacion entre pacientes diagnosticadas con cancer de

mama y sin cancer de mama.
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CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

Prospectivo.
Transversal.
Descriptivo.

Observacional.

YV V. V V V

De riesgo minimo.
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio incluyd pacientes mexicanas con cancer de mama de
“primera vez” que acudieron al area de oncologia del Hospital Juarez de México en
el periodo junio de 2016 a junio de 2017, siendo el grupo control las pacientes sin

este tipo de cancer.
En este estudio se determinaron cuatro grupos:

Controles. Pacientes con lesiones benignas como fibroadenoma o mastitis.
Pacientes con cancer de mama con resultados de ER (-).
Pacientes con cancer de mama con resultados de ER< 50 %.

A w NP

Pacientes con cancer de mama con resultados de ER> 50 %.
CRITERIOS CONSIDERADOS

De inclusién.

» Pacientes mexicanas mayores de edad, con y sin diagnéstico de cancer de
mama.

» Pacientes que asisten al servicio de oncologia del Hospital Juarez de México,
gue hayan leido y firmado la hoja de consentimiento informado. (Ver anexo 1.0)

De no inclusioén.

» Pacientes con diagndstico previo de neoplasia.
» Pacientes con tratamiento para cancer de cualquier tipo.

» Pacientes que no estén de acuerdo con la hoja de consentimiento informado.
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METODOLOGIA

» Material biologico.

A través de una colaboracién entre la Unidad de Investigacion y el Servicio de
Oncologia del Hospital Judrez de México, se reclutaron pacientes antes de la
microcirugia. La obtencion de tejido mamario para el presente estudio se realizé al
momento de la toma de biopsia indicada por los médicos. Las muestras fueron
envasadas, rotuladas y almacenadas en un congelador especial a -70 °C para
realizar la posterior extraccion de DNA.

> Extracciéon de DNA.

Se coloco aproximadamente 0.5 cm? de tejido en un mortero con nitrégeno liquido
y se macero hasta lograr la homogeneidad, posteriormente, se coloco el macerado
en un tubo con capacidad de 1.5 ml con 750 pl de buffer de lisis. Se incub6 durante
una hora a 60 °C en agitacion e inmediatamente se agregaron 3 ul de RNAsa y se
mezcld por inversién. Se incubd a 37 °C por 30 min y se dejo a temperatura
ambiente por 5 min para después agregar 200 pl de solucion precipitadora de
proteina y se agité vigorosamente por 20 segundos. La muestra se dejé enfriar en
hielo durante 5 min y posteriormente, se centrifug6 a 13,000 rpm durante 4 min. En
el boton formado se encontraron las proteinas. Se tomé el sobrenadante, pues
contenia el DNA, y se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 ml con 600 pl de isopropanol.
Se mezclo por inversion el tubo hasta observar los filamentos de DNA Yy se centrifugé
a 13,000 rpm durante 1 min. EI DNA se hizo visible como un pequefio botén blanco.
Cuidadosamente, se decant6 el sobrenadante y se agreg6 600 pl de etanol al 70 %
para lavar el DNA invirtiendo el tubo cuidadosamente. Se centrifug6 a 13,000 rpm
durante 1 min, cuidadosamente se aspiro el etanol con ayuda de una micropipeta.
Se dej6 secar el boton, invirtiendo el tubo sobre un papel seco y se limpié durante
10 min. Se afiadieron 100 pl de solucion rehidratadora de DNA y se dejo incubar 1
hora a 65 °C.
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» Evaluacion de la integridad del DNA.

Se evalu6é mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, para ello se agregaron
0.5 g de agarosa y se disolvio en 50 ml de amortiguador 1X TAE. Se calento la
solucién durante 30 segundos y se afadieron 1.5 pl de bromuro de etidio. Se
agregaron 5 pl de muestra por pozo. Se corrio la electroforesis dentro de una
camara especializada durante 1 hora a 90 volts. El DNA se visualiz6 mediante el

uso de luz UV.
» Conversién del DNA por bisulfito.
Se empled el Kit Methylcode Bisulfite Conversion (Ver anexo 2.0).

En un microtubo se afiadieron 500 ng de DNA y se llevé a un volumen de 20 pl con
agua libre de RNAsas. Se afiadieron 130 pl del reactivo CT de conversion
previamente rehidratado con 300 pl de buffer de dilucién, 50 pl de buffer de
suspension y 900 pl de agua. Se coloc6 en el termociclador con las condiciones
especificadas en la Tabla 1.0

Tabla 1.0 Condiciones de temperatura del termociclador para conversion de DNA por
bisulfito.

Desnaturalizacién de DNA 95 °C por 10 min

Conversion por bisulfito 65 °C por 2.5 hr
4 °C por 20 hr

En una columna proveniente del kit se agregaron 600 pl de buffer de union. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 30 segundos. Se afiadieron 100 pl de buffer de lavado
para después centrifugar a 13,000 rpm. Se afadieron 200 pl del buffer de

desulfonidacion y se dej6 reposar 20 min.

Se centrifugd durante 30 segundos a 13,000 rpm y se afiadieron 100 ul de buffer de
lavado para después centrifugar a 13,000 rpm. Se transfirid a un microtubo de 1.5
ml para eluir el DNA, se agregaron 10 ul de buffer de elucion y se centrifug6 a 13,000

rom. EI DNA se conservo a -20 °C.
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> Determinacion del estado de metilacion.
MSP o PCR especifica de metilacion.

Se amplificaron las muestras de DNA previamente transformadas por la técnica de
bisulfito, se usaron los oligonucle6tidos especificos para identificar las islas CpG en
su estado metilado y/o no metilado. En las tablas 2.0, 3.0 y 4.0 se especifican las
condiciones de amplificacién, asi como las cantidades exactas de cada

componente.

Tabla 2.0 Cantidad de los componentes para la técnica de PCR.

Componente Cantidad pl
Enzima High Fidelity 0.1
Buffer 2.5
MgSO, 1
dNTP’s 0.5
Oligo Forward 1
Oligo Reverse 1
H2O libre de RNAsas 17.9

El disefio de los oligonucleétidos fue realizado por Rodriguez en 2015, mediante el
programa Methyl Primer Express para la localizacion in silico de la isla CpG

susceptible a ser metilada.

Tabla 3.0 Oligonucleétidos especificos para las condiciones metilado y no metilado.

MET-ESR1 Forward 5-TGTATTTGTTTTCGTCGGGTC-3
MET-ESR1 Reverse 5-AACCGACGAACCACCTAAAA-3
UN-ESR1 Forward 5-GATTGTATTTGTTTTTGTTGGGTT-3’
UN-ESR1 Reverse 5-AACCAACAAACCACCTAAAAAAA-3’
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Tabla 4.0 Condiciones de amplificacion.

94 °C 5 min Desnaturalizacion
94 °C 30 seg

58 °C 45 seg 40 ciclos

72 °C 60 seg

72 °C 8 min Extension final

Los productos de amplificacion se visualizaron con la ayuda de una electroforesis

en gel de agarosa al 2 %.
» Electroforesis.

Se pes6 1 g de agarosa y se diluy6é en 50 ml de amortiguador 1X TAE. Se calent6
la solucion durante 30 segundos o hasta que quedara completamente translicida.
Se afadieron 1.5 ul de bromuro de etidio y se vertido en una camara especializada
para electroforesis. Se cargoé en el primer pozo marcador de peso molecular Gelplot.
Se cargaron 5 pl de muestra por pozo mas 2.5 ul del buffer de carga. Se corrié la
electroforesis durante 1 hora a 90 volts. El DNA se visualizé mediante el uso de luz

UV en un transiluminador.
> Densitometria.

La intensidad de las bandas obtenidas es directamente proporcional a la cantidad
de regiones CpG metiladas o no metiladas. La densidad de las bandas fue

determinada mediante el programa “Image J”.
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RESULTADOS

Se analizaron 45 muestras de tejido mamario de las cuales 32 fueron
diagnosticadas previamente con cancer. Las ultimas 13 son muestras con
patologias benignas, mismas que se tomaron como controles del estado del ER en
ausencia de cancer.

» Controles del estado de metilacion.

Para verificar que el sistema de deteccion del estado de metilacion funciona, se
desarrollaron controles positivos y negativos a metilacion. El control positivo fue
DNA proveniente de sangre periférica mismo que fue metilado artificialmente con la
enzima CpG Methyltransferase y para el control negativo el DNA se amplifico sin
ningun tratamiento previo. Tanto los controles positivos como negativos, fueron
transformados previamente por la técnica de bisulfito y amplificados con los oligos
para reconocer metilacion propuestos por Rodriguez.

En la figura 8.0 se observan los controles lo que permitié continuar con la técnica.

(Y Cl C2 C3 (4

Figura 8.0 Controles de metilacién. Se utilizaron DNAs controles (positivos y negativos para
metilaciébn) como templados para demostrar la especificidad de los oligonucléotidos
utilizados.
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Caurril Caso Estatus

M Marcador de 50pb

C1 Control + Metilado Met-ESR1
Cc2 Control + Metilado Un Met- ESR1
C3 Control - Sin metilar Met- ESR1
C4 Control - Sin metilar Un Met- ESR1

» Determinacion del estado de metilacion del promotor en los grupos
analizados.

Con el objetivo de determinar el estado de metilacion del promotor del gen ESR1
pacientes con cancer de mama de primera vez, se realiz6 la PCR del DNA
previamente extraido y transformado por la técnica de bisulfito, de los diferentes
grupos para detectar el estado de metilacion, posteriormente el producto de PCR
con un tamafo de 147 pares de bases (pb) se corrié en un gel de agarosa al 2.0%
para lograr visualizar los productos. La figura 9.0 y la tabla 5.0 muestran la ubicacion
de los casos y controles metilados y no metilados.

.C8 €9 C(Cl10 Ci1 cC12

Figura 9.0 Amplificacién de los sitios susceptibles de metilacion. Gel representativo de los
productos de amplificacion obtenidos con los oligonucleétidos especificos, para determinar
el estado de metilacion del promotor del gen ESR1.

Tabla 5.0 Ubicacion en carriles de casos y controles metilados y no metilados
correspondientes a la figura 11.

Carril Caso Estatus
Marcador de peso - 50 pares de bases
molecular
C1 Control positivo MET MET-ESR1
C2 Control positivo UNMET UNMET- ESR1
C3 Control negativo MET MET-ESR1
Cc4 Control negativo UNMET UNMET- ESR1
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C5
C6
C7
C8
C9
C10

Cl1
C12

Caso 430, control MET
Caso 430, control UNMET
Caso 433, control MET
Caso 433, control UNMET
Caso 381, ERa> 50 % MET
Caso 381, ERao> 50 % UNMET

Caso 385, ERa< 50% MET
Caso 385, ERa< 50 % UNMET

MET-ESR1
UNMET- ESR1
MET-ESR1
UNMET- ESR1
MET-ESR1
UNMET- ESR1

MET-ESR1
UNMET- ESR1

» Determinacién de relacién entre el estado de metilacién y caracteristicas clinico-
patologicas reportadas en los grupos de estudios.

Tabla 0.6. Porcentajes de los parametros clinicos patolégicos en relacién con el nimero de
pacientes con cancer de mama.

Parametros clinicos

n= 32 pacientes (100%)

Edad

Estadio clinico

Tabaquismo

Alcoholismo

<50 afios
>50 afios

|

Il

1

v
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo

57.77
42.22
12.5
43.75
25
18.75
28.12
71.87
34.37
65.62

La relacién entre el estado de metilacion de los diferentes grupos y caracteristicas
clinico-patologicas se determina mediante la prueba de correlacion de Pearson con

significancia bilateral.
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Tabla 7.0. Correlacion entre el estado de metilacion y caracteristicas clinico patolégicas de
los grupos en estudio. NS= no significativo. P> 0.05

Grupo Estado Edad Tabaquismo | Alcoholismo
Control Metilado NS NS NS
No metilado NS NS NS
ER <50 % Metilado NS NS NS
No metilado NS NS NS
ER > 50 % Metilado NS NS NS
No metilado NS NS NS
ER () Metilado NS NS NS
No metilado NS NS NS

> Determinacién del grado de metilacion en los diferentes grupos de estudio.

Posterior a la electroforesis se determind la intensidad de cada banda, lo que
permitio determinar el grado de metilacion, como se muestra en la grafica 1.0, el
grupo de pacientes con cancer de mama se encuentra dividido en tres grupos;
aguellas pacientes con menos del 50 % de ER, pacientes con un valor superior al
50 % de ER y pacientes con ER negativo.

Para el andlisis estadistico se realiz6 una prueba Anova debido a las caracteristicas
de la muestra.
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CONTROLES Y CASOS DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA
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mER<50% MET ® ER<50% UN mER>50% MET ®ER>50%UN

Grafica 3.0 Grado de metilacién de DNA en pacientes sin cancer de mama (Controles) y
con cancer de mama. En la parte superior de las barras se muestra el promedio de cada
grupo arrojado por el programa Image J. Se compararon los niveles de amplificacién de las
regiones de DNA susceptibles a metilacion, entre tres grupos de pacientes con cancer de
mama; Casos con el ER (-), casos con el ER < 50 % y casos con ER > 50 %, respecto al
DNA control, P > 0.05.
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DISCUSION

Existen cuatro componentes esenciales con una importancia clave en la regulacién
génica, el desarrollo y la carcinogénesis; las modificaciones de histonas, los micro-
RNAs, complejos remodeladores de cromatina y la metilacion del DNA (Jones &
Laird., 2000).

El cancer es considerado como un conjunto de enfermedades asociadas a
alteraciones genéticas, sin embargo, no es un producto exclusivo de estas. Desde
inicios de la década de los ochenta se han reportado alteraciones epigenéticas
involucradas con el cancer (Rios & Soto, 2015). Ademas de los factores
epigenéticos, en numerosos estudios se ha comprobado el papel de los estrégenos
enddgenos y exogenos en la patogenia del CMa (Clemons & Goss, 2001).

El mecanismo de accion de este esteroide se lleva a cabo a través de su unién al
ERaq, el cual regula la actividad de genes blanco para esta hormona. El gen que
codifica para este receptor es el ESR1 y es uno de los muchos genes que son
susceptibles de ser metilados (Ramezani, Salami, & Davood, 2012).

Las Islas CpG son regiones que poseen altas concentraciones de pares de bases
CpG y a menudo, rodean los promotores de los genes expresados
constitutivamente, aunque también se encuentran en los promotores de los genes
regulados (Ji, Hernandez, Zhang, Qu, & Frady, 1997). Aproximadamente del 60 al
90 % de todas las secuencias CpG dispersas en el genoma estan metiladas,
mientras que las correspondientes a las islas CpG localizadas en la mayoria de los
genes de mantenimiento celular no lo estan. Estas islas se localizan entre la region
central del promotor y el sitio de inicio de la transcripcidén, observandose represion
en la expresion del gen cuando se encuentran hipermetiladas. (Rodriguez, Téllez,
& Cerbdn, 2004)

Los patrones de metilacion aberrantes en los genes son una alteracion temprana y
frecuente en el cancer ya que esta asociada al tipo de tumor, prondstico y respuesta
a distintos medicamentos (Tume-Farfan, 2014). La hipermetilacion de regiones
promotoras, impulsan la iniciacion y la progresion de diversos tipos de cancer y se
consideran un mecanismo clasico de inactivacion de genes supresores de tumores
(Sawan, Vaissiere, Murr, & Z, 2008).

Se ha documentado hipermetilacion aberrante de genes cuyo silenciamiento
epigenético promueve la pérdida de adhesion celular, favorece la invasién del
estroma o permite la evasion de apoptosis lo que constituye un estimulo para
el desarrollo de metastasis. La recuperacion de su expresién, bien por manipulacién
genética o por tratamiento con agentes desmetilantes, reduce la eficiencia invasiva
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y la consiguiente formacion de focos metastaticos (Carmona, Azuara, & Berenguer-
Llergo, 2013).

El estado de metilacion de los genes no es visible para las técnicas basadas en la
amplificacion por PCR para ello se necesita un tratamiento especial con bisulfito de
sodio que tiene como finalidad convertir las citocinas no metiladas en uracilos.
Posteriormente se realiza la amplificacion del gen mediante la MSP (PCR especifica
para metilacién, por sus siglas en inglés) (Margossian, 2006).

Aunque el ERa se expresa en la mama normal, diversos reportes a nivel mundial
indican que un aumento dramatico en este receptor es critico para el desarrollo
anormal de la glandula mamaria ya que se observan niveles elevados en lesiones
de mama pre malignas y en muchos tipos de cancer de esta glandula, en
comparacion con el tejido normal. Estas aseveraciones son relevantes en el papel
gue juega el ERa en la etiologia del cAncer de mama y la progresion tumoral. Esta
diferencia en la concentracion de ERa en las mamas sanas y pre malignas o
malignas podria deberse a la diferencia en el estado de metilacion de los promotores
que codifican para estos receptores (Ramezani, 2012; Anthony, 2006; Clemons,
2001).

Los resultados de esta investigacion muestran que en la mayoria de los casos se
observé mayor presencia de DNA no metilado. Estadisticamente no se evidencia
una diferencia significativa entre los grupos analizados, razén posiblemente
atribuible a la variabilidad genética, pues diversos estudios han demostrado lo
contrario. Muchos de estos trabajos muestran una significancia y asociacion entre
el estado de metilacion y la presencia de cancer de mama, sin embargo, es
necesario sefialar que estas investigaciones han sido realizadas en lineas celulares
o en tejido sanguineo (Lapidus, 1998; Piotrowsky, 2006; Ramezani, 2012).

En la gréfica 3.0 se aprecia que el grupo con el ERa superior al 50 % esta
principalmente hipometilado, en comparacién con el grupo con el ERa menor al
50%. Congruentemente, el primero esta expresando mayor receptor. La
hipometilacién corresponde a la disminucién del numero de citosinas metiladas que
afecta a las secuencias repetitivas satélite, o regiones pericentroméricas, sobre todo
en las neoplasias benignas y malignas. La hipometilacion puede afectar a la
estructura del gen, reorganizandola y, por tanto, modificando su funcion, activando
algun gen que se encontraba silenciado, o viceversa (Ji, 1997; Narayan, 1999).

Se ha informado que el 30 % de los tipos de cancer de mama primarios son ERa
negativos en el momento del diagnostico. Sin embargo, se ha demostrado que una
fraccién de canceres de mama inicialmente ERa positivos pierden la expresion del
receptor durante la enfermedad (Hanstein, 2004; Williams, 2007).
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El grupo de ERa (-) analizado presenta una mayor hipermetilacion respecto al grupo
menor al 50 %. Una hipermetilacion de la regién promotora de un gen supresor de
tumores, llevara a silenciar su expresion, explicando porgue el primero no expresa
ERa y el otro si. En una célula normal, la hipometilacién de las islas CpG de los
promotores de los genes permiten la transcripcién genética. La hipermetilacion de
estas regiones no permite la apertura de la cromatina resultando en un
silenciamiento anormal (Menéndez, 2012; Uribe, 2014).

La hipermetilacion de las islas CpG en los promotores de diversos genes se
reconoce ahora como un mecanismo para suprimir la expresion de estos en las
células cancerosas. Varios genes implicados en la reparacion del DNA (BRCAl y
GSTP1), regulacion del ciclo celular (p16INK4a y ciclina D2), adhesion celular (E-
cadherina), sefalizacion celular mediada por receptor (RAR-B y THR-B), regulacion
de la transcripcién celular (HOX5A), entre otros, son metilados con mayor frecuencia
en los carcinomas de mama (Mehrotra, Vali, McVeigh, & Garrett-Mayer, 2004).

Es importante mencionar que en el gen ESR1 se han hallado por lo menos siete
promotores lo que aumenta la posibilidad de islas susceptibles a metilarse y ser
determinantes en el desarrollo a cancer (Kos, Reid, & Denger, 2008 ). Aunado a lo
anterior, se ha descrito la presencia de potenciadores o enhancers en este gen asi
como la interaccion con diferentes biomoléculas que permiten la sobreexpresion del
ERa. (Kos, Reid, & Denger, 2008 )

Los resultados también muestran que los grupos controles destacan una
hipometilacién incrementada en el subgrupo de los metilados, sin embargo se puede
atribuir al hecho de que aunque no hay presencia de células cancerosas se
emplearon como control muestras que presentan cambios en el crecimiento celular,
diagnosticado como masas anormales benignas mediante inmunohistoquimica, lo
gue podria sugerir que incluso bajo estas condiciones ya se presenta una alteracion
en la metilacion del gen.

La clasificacion del cancer de mama se basa en los resultados de la
inmunohistoquimica apoyandose de otros estudios previos como la mamografia o
resonancia magnetica. Este proceso es llevado a cabo Unicamente cuando el cancer
ya ha sido diagnosticado. En tumores benignos no se realiza comunmente y de
hacerse, no se reporta. Si se realizara un analisis con inmunohistoquimica a estas
muestras control, es probable que se reportaran niveles positivos e incluso elevados
de ERa. Esto demuestra la importancia de conocer datos como la expresion de
receptores hormonales, entre otros, en muestras de tumores benignos presentes
pacientes mexicanas (Rena G. Lapidus, 1996).
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Cabe resaltar que el grupo sin expresion de ERa no mostré cambios en la
hipermetilacion respecto al grupo con expresion del ERa mayor al 50 %.

El grupo de ERa (-) no presenta diferencia en comparacion con el grupo ERa mayor
al 50 %.

La complejidad del promotor del gen ESR1 es mayor a la de los genes antes
mencionados, a lo que se atribuye las diferentes frecuencias de metilacion del
promotor en canceres de mama.

De acuerdo con los resultados reportados en las tablas 6.0 y 7.0 no se demostro
una correlacion significativa entre la edad y el estado de metilacion de las pacientes,
asi como con los habitos clinico-patolégicos entre los que se encuentran el
tabaquismo y el alcoholismo. Esto puede ser atribuible a que muchas de las
pacientes omiten o modifican informacién de caracter personal por temor a la
presion social sobre el tema. En numerosos estudios se ha reportado el tabaquismo
como la adiccion mas frecuente y uno de los principales factores de riesgo ante
diversos tipos de cancer, incluyendo el de mama. (Pefia, Maceo, & Avila, 2017)
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CONCLUSIONES

A pesar de que estadisticamente no se aprecia una diferencia significativa entre los
grupos analizados, diversos estudios demuestran lo contrario.

Es necesario el analisis de otras islas CpG o sitios susceptibles al proceso de
metilacion que tengan implicaciones biologicas del promotor.

Tener un método no tan costoso y rapido que distinga claramente a las pacientes
cuyo cancer es tratable con hormonoterapia es vital para acelerar el proceso de
iniciacion en su tratamiento.

La comprobacion experimental de la participacion de la isla CpG en las muestras de
este estudio no resulté determinante en cuestidn de silenciamiento génico mediante
metilacion ni muestra que sea el factor causal de cancer.
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PERSPECTIVA

No solo el aumento en la expresion del ER provoca cancer, también esta
estrechamente relacionado con la exposicion al colesterol ingerido en la dieta. Ante
esto, se propone medir el ER en pacientes sanas con hipermetilacion.

Esta demostrado que el estado de metilacion en diferentes tejidos es exclusivo del
mismo, ya que el ambiente celular es diferente para cada uno. Razon por la cual se
considera importante realizar investigaciones en las que se compare el estado de
metilacion de este gen en tejido mamario asi como en sangre perteneciente a las
mismas pacientes y determinar si existe una asociacion.

Para lograr un control en la mortalidad del cancer es indispensable mejorar la
planeaciéon de los servicios de salud en todos los niveles, desarrollar una cultura
basada en la prevencién para el desarrollo de alguna neoplasia maligna. De ser el
caso contrario, se continuara con el mismo circulo caracterizado por un diagndstico
tardio, costos altos, falta de recursos para su atencidon éptima y elevada mortalidad.

Comprender el funcionamiento de este receptor, asi como los mecanismos
epigenéticos que regulan su expresion en mama, permitira contar con mas
elementos para mejorar las lineas de diagndstico, clasificacion y accion terapéutica
de esta enfermedad que en nuestros dias es una causa importante de mortalidad
femenina a nivel mundial.
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ANEXO 1.0

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO _ awo [ 3
DIRECCION DE INVESTIGACION Y ENSENANZA 0o %
COMITE DE ETICA E INVESTIGACION

CONSENTIMIENTO INFORMADO GRADUAL PARA LA REALIZACION DE ESTUDIOS
ENZIMATICOS Y/O GENETICOS

L . Dr. Xicotencatl Jiménez y Dra. Angela Hemandez
Médico que informa

~ ONCOLOGIA ~ HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
del Servicio Hospital
A ST477560
Teléfano
Persona a quien se informa de
de edad, con y domicilio en calle nuam.
Delegacion o Municipio CP.

. . . sangre periférica y biopsia de tejido mamario
Muestra: 1Sangre, 1 Biopsia de piel, 1 Otras

Declaro estar informado de la finalidad del estudio y, en este sentido, haber comprendido que (nombre del

paciente)

puede estar afectado o ser portador de un trastorno genético/metabdlico hereditario y que el diagnodstico se
basa en los resultados de pruebas de laboratorio, que se realizan a partir de muestras biolégicas del paciente, y
de otros familiares cuando sea necesario.
La técnica puede fracasar por no conseguir la extraccion de DNA o por otros problemas de laboratorio que
impidan la emisién de un diagnostico completo. En el analisis genético, las técnicas actuales no permiten la
deteccion del 100% de las mutaciones.
Asimismo, y de acuerdo con lo establecido en la ley, se le informa de que:

) . UNIDAD DE INVESTIGACION
El estudio se llevara a cabo por el CENTRO ,

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO

que constituye la comisidn cientifica de LY
Instituto Politécnico Nacional 5160. Col. Magdalena de las Salinas. D.F. México.

que esta ubicado en
El proyecto lleva por titulo: "Evaluacion de la frecuencia del SNP rs2066853 del receptor para hidrocarburos arilo {AhR]) en un grupo de

muieres sanas v otrn con cancer de mama del hospital Judrer de Méyica” con niimern de reqistro HIM2055/12-R
A dicho centro se remitira la muestra biologica y en el mismo se archivaran mis datos los cuales son totalmente

confidenciales y a entero resguardo del investigador responsable.

Qlue las dnicas personas gque tendran acceso a los resultados de los analisis seran los integrantes de los
equipos del mencionado centro de investigacion y los profesionales del servicio del hospital vinculados a la
asistencia del paciente.

Se le advierte sobre la posibilidad de descubrimientos inesperados en el proceso de analisis de la muestra, no

relacionados con la patologia de diagnostico, y respecto a los mismos manifiesta:

1.- Querer conocerlos.
2.- No querer conocerlos.

3.- Delegar en el médico esa decision.

HJM-DIE-011-4-AP
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DIRECCION DE INVESTIGACION Y ENSENANZA i &
COMITE DE ETICA E INVESTIGACION

Se le advierte igualmente de la implicacion que puede tener para sus familiares la informacion que se llegue a
obtener y de la conveniencia de que, en ese supuesto, sea el propio paciente (o su representante en su caso)
quien les transmita dicha informacién.

Par udltimo, se le comunica el compromiso de este Servicio hospitalario de suministrarle consejo genético, una

vez obtenidos y evaluados los resultados del analisis.

. . Unidad de Investigacion
Doy consentimiento al Servicio de

Juarez de México vy a ofras Instituciones gue colaboran con este Hospital

del Haospital

para utilizar estas muestras para el proceso diagnostico.

Adicionalmente, doy consentimiento para que a la finalizacién del estudio. El
. Dr. Octavio Daniel Reyes Hemandez .

Investigador, pueda utilizar

la muestra biolégica para la investigacion de la patologia cuyo diagndstico se pretende y en otras lineas de

investigacion relacionadas con aquélla.

1.- Si.
2.- No.

En caso afirmativo, se le informa de lo siguiente:
» Que la finalidad de la investigacion sera la patologia objeto de diagnéstico y ofras relacionadas con esta
altima, y que se realizara previo informe favorable del Comité ético.

» Qlue los beneficios esperados de dicha investigacion consistiran en un mayor conocimiento de la enfermedad
Cancer de mama

» Que, si lo acepta, podra ser contactado con posterioridad con el fin de recabar nuevos datos u obtener otras

muestras, para lo cual la forma en que prefiere ser contactado es:

1.- Lo acepto y deseo que sea por carta a mi domicilio.

2.- Lo acepto y deseo que sea por teléfono ( )-

3.- No lo acepto.

. . . . Dr. Octavio Daniel Reyes Hemandez
» Que el responsable de la investigacidn sera

se llevara un archivo con los datos personales, pudiendo ejercitar ante el mismo los derechos de acceso,
rectificacion, cancelacion y oposicion, en los términos previstos en la Ley de proteccién de datos de caracter
personal.

* El sujeto tiene derecho a revocar este consentimiento en cualquier momento, y a decidir tambien la

destruccion o anonimizacion de la muestra.

HJM-DIE-011-4-AP
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» Que al final de la investigacion o investigaciones autorizadas el destino de la muestra sera su destruccion o
anonimizacion.

* Clue tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las muestras
donadas.

» Qlue existe la posibilidad de que se obtenga informacion relativa a su salud derivada de los analisis genéticos,

en relacién a lo cual decide:

1.- Querer conocerla

2.- No querer conocerla

* Que la informacion que se obtenga puede tener implicaciones para los familiares del sujeto fuente de la
muestra, de lo que resulta la conveniencia de que sea este ultimo (o su representante, en su caso) quien la

transmita.

En ,a de de

Médico responsable / Paciente o persona responsable / Testigo (en su caso)

HJM-DIE-011-4-AP
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ANEXO 2.0

& invitrogen-

DMNA
Methylation

Example of
Bisulfite
Conwversion

MethylCode " Bisulfite
Conversion Kit

Catalog no. MECOV-50

Version A

6 March 2007
25-1015

DMNA methylation is a naturally occurring event in both
prokaryotic and eukaryotic organisms. In prokaryotes, TN
methylation provides a way to protect host DINA fromm
digestion by their own restriction enzymes that are designed
to eliminate foreign DMNAC In higher eukaryotes DINA
methylation acts as another method for the regulation of
gene expression (Costello & Plass, 2001 ).

Aberrant methylation is a widespread phenomenon in
cancer and may be among the earliest changes to occur
during oncogenesis (Stirzaker ef al., 1997). DINA methylation
has also been shown to play a central role in gene
imprinting, emmbryonic development, X-chromosome gemne
silencing, and cell cyvcle regulation.

In many plants and animals, DNA methylation consists of
the addition of a methyl group to the fifth carbon position of
the cytosine pyrimidine ring via a methyltransferase
enzyme (Adams, 1995). The majority of DNA methylation in
mammals occurs in 5°-CpiG-3° dinucleotides, but other
methylation patterns also exist. In fact, about 80 percent of
all 5°-CpG-3" dinucleotides in mammalian genomes are
found to be methylated, whereas the majority of the 20
percent that remain unmethylated are within promoters or
in the first exons of genes.

ChMLHT Y
aggaggocaC GggocaagtCE coctbgalEoa aliGa bod &

@_ Bisulfite treatment

aggaggtbta” GggtaaghbOs tbhttgaTSta gatGttbtat

DN A sequencing before and after bisulfite conversion
reveals that methylated cytosines (in caps) remain intact
while unmethylated cytosines (lower case) are completely
converted to uracil and detected as thymine following PCR.

Continwed on next page
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Appendix
Optimization and PCR Guidelines

Alternative The thermal eyeling program provided in the Bisulfite

Thermal Conversion Procedure, Step 3, page 6, will generate
Cycling consistent results for both easy and difficult-to-convert
Programs DNA templates, including GC-rich templates.

The alternative programs below may yield better results in
PCR amplification of longer DNA fragments. Note that
these programs may result in incomplete cytosine-to-uracil
conversion of DNA templates with >80% GC composition.

Alternative 1:
1.  98°C for 10 minutes
2. 53°C for 30 minutes

3. Bcyclesof:
53°C for 6 minutes
37°C for 30 minutes
4. #Cstorage
Alternative 2:

1.  98°C for 10 minutes
2. 53°C for 4 hours

3. #C storage

Primer Design  For PCR amplification of the bisulfite-converted DNA, we
recommend using primers that are 24-26 bases in length.
For human and mouse DNAs, all unmethylated C's (ie.,
non-CpG) will be converted into uracils during the bisulfite
treatment. Therefore, these C's should be treated as T's for
primer design purposes. For example, for the sequence 5™
AACCTTACAGGCAC-3", the corresponding primer should
be 5 -AATTITATAGCTAT-3".

Continued on next page
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