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RESUMEN

El cancer de mama ha sido una de las principales causas de mortalidad en mujeres,
por lo que encontrar las causas ha tomado gran importancia. Por estas razones, se
tomaron en cuenta los genes DACT2 y PHF20L1 por su funcion en la regularizacion
de la transcripcion y proliferacion celular, analizando el grado de metilacion de cada
gen y comparandolo con el estadio tumoral de las muestras.

Las muestras de ADN fueron tomadas de tejido de tumores mamarios esporadicos
y tejido mamario sano adyacente, obtenidos del Centro Médico Nacional La Raza;
las cuales fueron preparadas con el método de bisulfito de sodio para su andlisis
por PCR.

Al realizar el analisis estadistico por X2, no se encontré cambio alguno en el estado
de metilacion del gen PHF20L1 en los estadios Il y III; en relacion a la metilacion del
promotor DACT2 tampoco hubo cambios significativos. Por otro lado, en cuanto al
analisis por PCR especifico para metilacion no permite saber si todas la citosinas
estan metiladas porque no se hizo la revision por secuenciacion.

Es importante resaltar que la metilacion es un fendmeno que puede ser afectado
por el estado nutricional de las pacientes, por lo que de manera inicial se realiz6 el
analisis de la metilacion en estos dos genes, dando pie a una siguiente fase para
investigar desde el punto de vista nutricional si algunos nutrimentos y componentes
bioactivos de los alimentos pueden llegar a alterar la expresion genomica de los
genes antes mencionados en relacion a su metilacion o no y de ésta manera
acercarnos mas a una nutricion personalizada y exitosa, que lleve a un tratamiento

adecuado para pacientes con esta patologia.



INTRODUCCION

El cdncer ha sido una enfermedad que ha ido teniendo cada vez mas presencia en
nuestro entorno, y al ser multifactorial se ha tratado de esclarecer cuales son todos
los factores de riesgo que se podrian reducir o detectar a tiempo para la prevencion

de esta enfermedad o para evitar su traslado a 6rganos o tejidos adyacentes.

Al ser el cancer de mama el segundo mas comun y teniendo una alta incidencia y
tasa de mortalidad en la poblacion femenina, se ha generado un interés
considerable por parte de diversos investigadores para establecer cuéles son los
factores de riesgo mas significativos de éste tipo de cancer, siendo los genéticos
unos de los mas estudiados; en especial los relacionados con mutaciones y

alteraciones epigenéticas (hipometilacién/hipermetilacion).

Por lo mismo se han identificado varios genes y sus alteraciones epigenéticas y/o
mutaciones que los relacionan con la enfermedad; en este estudio se analizaron los
genes DACT2 y PHF20L1 ya que se ha demostrado su papel en la regularizacion
de transcripcion génica y en la proliferacion celular, donde se analizé su metilacion
o desmetilacion involucrados en células tumorales en pacientes con cancer de
mama en comparacion con tejido sano adyacente. Por otra parte al ser genes poco
estudiados en cuanto a su relacion con la patologia antes mencionada, aumento el
interés por recabar nueva informacion que permita seguir el estudio de otros genes

posiblemente involucrados.

Existieron otros factores que llamaron la atencion en este estudio, desde el
sobrepeso y la obesidad de mas de la mitad de la poblacién de donde se obtuvieron
las muestras de ADN, siendo un factor de riesgo investigado en diversos estudios;
hasta la iniciativa que da el estudio para investigar desde el punto de vista de la
nutrigenémica éstos genes y generar un enfoque mas especifico sobre la

participacion de la nutricion en éste tipo de patologias.



1.0. ANTECEDENTES GENERALES
1.1. CANCER
1.1.1. HISTORIA

El cancer, a pesar de la idea general, tiene precedentes en varias civilizaciones
antiguas, siendo la referencia mas antigua hace 150 000 afios en restos del
Paleolitico [1,2], sin embargo hay datos que con el paso del tiempo y los cambios
ambientales generados en este han hecho que esta patologia incremente en
incidencia, en escritos antiguos tanto mesopotamicos, egipcios y sumerios se tienen
referencia a cierto tipo de lesiones ulcerosas que investigadores modernos
describen como un tipo de cancer sin embargo no hay documentacion exacta o

especifica acerca de tumoraciones o crecimientos anormales [2].

Los griegos mas especificamente Hipocrates y sus discipulos fueron los primeros
en denominar un cierto tipo de lesiones como karkinos (cangrejo) eran ulceraciones
de dificil control que tendian a expandirse y arborizarse como las patas de un
cangrejo por lo cual se le dio su nombre [2], posteriormente Galeno fue el que

trasladase al idioma latin la palabra convirtiéndola en cancer [1].

Las teorias de su formacion han cambiado mucho Hipocrates hacia referencia a que
un aumento de la cantidad de bilis negro generaba la formacion de tumores en el
higado, por el siglo XVII surgié una nueva teoria donde la linfa por cambios en su
composicion generaba la formacion de tumores, posteriormente se sugirié en el

siglo XVIII que los tumores brotaban de elementos del organismo [1].

No fue hasta 1855 donde Rudolph Virchow y sus discipulos pudieron hace un
diagndstico certero con el microscopio observando que las células cancerosas no
eran iguales a las sanas y asi dar una idea de que las células cancerosas se
originaban de otras iguales [2]. Posteriores a esta surgieron varias teorias algunas
vigentes en nuestros dias, como la teoria de que la inflamaciéon crénica podria

generar células cancerosas, la teoria sobre los traumatismos y la formacién de
7



tumores y la teoria de considerarla como enfermedad infecciosa por considerarla

contagiosa [1].

Todo esto nos lleva a las teorias mas actuales, la primera de las cuales creada en
1915, nos habla de que hay sustancias que generan cancer a las cuales se les
denomino cancerigenas; sin embargo, no se tenia idea de como es que generaban
esto, y la segunda, creada en 1915 donde se describia por primera vez que un virus
era generador de cancer. Ya en 1970 se descubren los oncogenes y los genes
supresores de tumores abriendo una puerta inmensa hacia la verdadera causa del

cancer y al estudio genémico y epigenético del mismo [1].
1.1.2. DEFINICION

El cancer es un término muy genérico y definido de muchas maneras, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo define como “El término «cancer» es
genérico y designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del cuerpo; también se habla de «tumores malignos» o
«neoplasias». Una caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células
anormales que se extienden mas alla de los limites normales y pueden invadir

partes adyacentes del cuerpo y propagarse a otros 6rganos” [3].

La definicion creada por la American Cancer Society es “El cancer es un grupo de
enfermedades caracterizadas por el crecimiento y propagacion descontrolada de

células anormales del cuerpo” [4].



Otras bibliografias definen esta patologia como “El Normal cells _ Cancer cells

cancer es una enfermedad provocada por un grupo \ R : &

de células que se multiplican sin control y de manera g o . VA : s .'.o.‘/. R~

autébnoma invadiendo localmente y a distancia otros .°.°.°.'.°. e ::.' . o........‘
T

tejidos” [5], “El cancer: es un crecimiento tisular ,%,%,%,%.® :o‘ C ‘. :: ’.'.‘.

producido por la proliferacién continua de células ,'.'.'.'.’.’.'. :,’. AN EO0

anormales con capacidad de invasion y destruccion 'c.‘ ‘ : .

de otros tejidos” [6]. Ya .

Figura 1. Células normales comparadas con las células
cancerigenas. Obtenida de https://ghr.nlm.nih.gov/condition/lung-
cancer

Todas estas definiciones nos llevan a un mismo punto, que el cancer son varias
patologias generadas por un comportamiento anormal de las células las cuales se
multiplican sin control y son capaces de invadir otros tejidos ya sea localmente o a
distancia. Esto nos lleva a otra definicion muy importante, la metastasis siendo en
manera mas breve la capacidad de estas células anormales, de ahora en adelante
llamadas cancerigenas, de propagarse a otros tejidos y 6rganos adyacentes lo cual

puede generar la muerte [3].

Existen diversos tipos de tumores cancerigenos y se pueden clasificar dependiendo
de la célula de origen, el tipo de tejido afectado asi como el tamafio, evolucion e

inicio del mismo [5].
1.1.3. CLASIFICACION Y ETIOLOGIA

La clasificacion dependiendo del tipo de tejido los divide en carcinomas si es que
provienen de tejido epitelial como piel o glandulas, los sarcomas si es que provienen
de tejido mesenquimatoso como tejido conectivo, musculo o hueso y los que

provienen de células sanguineas como las leucemias y los linfomas [5].

La formacién de tumores cancerigenos es debida a muchos factores que afectan el
funcionamiento celular al modificar genes y generar mutaciones en ellos, tales

factores pueden ser: infecciones, principalmente de virus como el Virus del
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Papiloma Humano o el virus de Eipstein Barr; fisicos como la radiacion
principalmente la ionizante capaz de generar trasposiciones o rupturas del genoma,;
hereditarios como alteraciones en genes que sintetizan antioncogenes
(supresores), los cuales al tener una falla la probabilidad de tener cAncer aumenta
y estos se heredan de generacion en generacién; sustancias quimicas llamadas
cancerigenos como el cigarrillo, el arsénico y el alcohol; y traumatismos o lesiones

inflamatorias crénicas [6].

Todos los canceres tienen una fisiopatologia similar, la diminucién de los genes
supresores de los tumores o el aumento de oncogenes son la causa de los cambios
conformacionales de la célula. Cada tipo de cancer tiene cambios fisiopatologicos

caracteristicos que los vuelven unicos.
1.1.4. EPIDEMIOLOGIA

El nimero de casos nuevos de cancer en cualquiera de sus modalidades ha ido en
aumento, en 2008 se registraron 12,7 millones de nuevos casos [4] y en 2012 hubo
14 millones de casos nuevos con 8.2 millones de muertes asociadas a este
padecimiento [3] y una tasa de incidencia de cancer en la poblacion general de
127.4 por cada 100 000 habitantes, siendo el sexo femenino el mas afectado con
una tasa de incidencia de 140.1 y el masculino con 114.1 [7]. Se espera que para el
2030 aumente a 21.4 millones de casos nuevos de cancer anuales con 13.2 millones
de muertes asociadas a esta enfermedad [4]. En México hubo 3758 casos
incidentes en el afio 2012 con una tasa de incidencia de 11.4 por cada 100 000
habitantes con una tasa de mortalidad de 5.5 muertes por cancer por cada 100 000
habitantes [7].

Los canceres mas comunes a nivel mundial en paises desarrollados fueron de
préstata pulmones y colorrectal en hombres, y en mujeres de mama, colorrectal y
pulmonar. En paises en vias de desarrollo son estobmago, pulmén e higado en
hombre, y de mama, cervico uterino y de pulmén en mujeres [4]. La OMS nos refiere

gue a nivel mundial en 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en el
10



hombre fueron los de pulmdn, prostata, colon y recto, estbmago e higado, mientras
que en la mujer fueron los de mama, colon y recto, pulmon, cuello uterino y

estémago [3].

En México también se tienen grandes diferencias segun el sexo, para el femenino
se encuentra mamario, cervico-uterino y colorectal como los canceres mas
frecuentes, y para el género masculino, los canceres mas frecuentes son el

prostéatico, pulmonar y colorectal [7].
1.2. CANCER DE MAMA
1.2.1. DEFINICION

Es un tipo de cancer que se genera en las glandulas mamarias tanto de hombres
como de mujeres [8], las caracteristicas son muy especificas dependiendo del
género por lo cual solo se abarcara en mujeres [9]. Se caracteriza por la presencia
de tumores los cuales pueden invadir otros tejidos adyacentes y migrar por torrente
sanguineo o linfatico a otras partes del organismo, pueden originarse tanto en los

conductos como en los ductos o en los I6bulos y de ahi avanzar [8].

1.2.2. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun en el mundo con una
incidencia de 1.67 millones de casos al afio, estas son cifras reportadas por la OMS
del afio 2013, y es el cancer mas comun en mujeres con el 16% de los casos de
cancer en mujeres [3]. Las tasas de incidencia las mas altas se encuentran en

Europa y Norteamérica.

En cuanto a la magnitud actual del cadncer de mama en México, a partir de 2006
ocupa el primer lugar de mortalidad por tumor maligno en las mujeres mayores de
25 afos, desplazando de esa posicién al cancer cervicouterino. Durante 1999, la

tasa de mortalidad por cancer de mama fue de 15.1 por 100 000 mujeres de 25 afios
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0 mas, inmediatamente después de la registrada para el cancer del cuello uterino.

[8]

En el afio 2010 la tasa estandarizada de mortalidad fue de 18.7 por 100 mil mujeres
de 25 y mas afios, lo que representa un incremento del 49.5% en los ultimos 20
afios, la mortalidad se eleva con la edad, siendo por esto un factor de riesgo muy
importante [8]. La edad media al momento de morir por cancer de mama solo se ha
incrementado en 0.5% entre 1990 y 2010, pasando de 58.4 a 58.8 en el mismo
periodo [9]. La localizacion y diseminacion del cancer de mama al momento del
diagnéstico influyen en la supervivencia de la persona, los casos en donde el tumor
se encuentra confinado a la glandula mamaria (localizado), con un adecuado
manejo, se confiere una sobrevivencia del 93% a 5 afios y del 82% a 10 afios [10].
El estadio del cancer al momento del diagnostico también nos da un factor
prondstico, se ha encontrado que en estadio | del cancer encontramos una
supervivencia del 93%, en un estadio Il hay una supervivencia del 72%, en estadio

[Il una supervivencia de 42% y en estadio IV del 18 % [8].

En México en el afio 2001 se reportaron 3 971 casos (10.2 x 100 000 mujeres de 15
afos 0 mas), en 2003 se presentaron 12 433 nuevos casos de cancer de mama
(316 mas que en el afo anterior), la mayor parte en los grupos de 40 a 59 y de 70
afios y mas, patréon similar al encontrado en 2002 y en el 2009 se elevo a 13 987
casos (26.1 por 100 000) [9,10].

En México, se estima que la edad de ocurrencia se da una década antes que en las
mujeres de EE.UU. y Europa, de los 33 044 casos registrados durante el periodo

2000-2006, el 50% ocurrieron en personas menores de 50 afios [11].

El porcentaje promedio de diagndsticos, de acuerdo con el estadio clinico, es el
siguiente: Estadios 0 y I, 7.4%; estadio Il, 34.4%; estadios Il y IV, 42.1%; no
clasificables, 16.1% [8].

12



1.2.3. FACTORES DE RIESGO

Existen varias teorias acerca del origen o etiologia precisa del cAncer de mama sin

embargo no se ha llegado a una conclusion clara [12], hay varios factores que se

pueden asociar a un riesgo mayor para contraer esta enfermedad, entre ellos

tenemos los siguientes:

A. Factores bioldgicos

Sexo femenino.

Envejecimiento: A mayor edad mayor riesgo.

Antecedente personal o familiar de cancer de mama en madre, hijas o
hermanas.

Antecedentes de hallazgos de hiperplasia ductal atipica, imagen radial o
estrellada, asi como carcinoma lobulillar in situ por biopsia.

Vida menstrual mayor a 40 afios (menarca antes de los 12 afios y
menopausia después de los 52 afios).

Densidad mamaria.

Alteraciones genéticas.

B) latrogénicos o ambientales

Exposicidn a radiaciones ionizantes, principalmente durante el desarrollo o
crecimiento (in utero, en la adolescencia).

Tratamiento con radioterapia en torax.

C) Factores de riesgo relacionados con los antecedentes reproductivos

Nuliparidad.

Primer embarazo a término después de los 30 afios de edad.

Terapia hormonal en la perimenopausia 0 posmenopausia por mas de cinco
afos.

Uso de anticonceptivos orales medicados.
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D) Factores de riesgo relacionados con estilo de vida

e Dieta:
1) Elevado consumo de hidratos de carbono.
2) Bajo consumo de fibra.
3) Elevado consumo de grasas saturadas asi como de &cidos grasos trans.
e Obesidad, principalmente en la posmenopausia.
e Sedentarismo.
e Consumo de alcohol mayor a 15 g/dia.
e Tabaquismo. [9,10,11]

La promocioén de las conductas favorables a la salud para la prevencion del cancer
de mama puede disminuir hasta en 30% la incidencia en la poblacion. Se debe
orientar a las mujeres acerca de su responsabilidad en el autocuidado de la salud,
disminuir los factores de riesgo cuando sea posible y promover los estilos de vida

Sanos como.

e Una alimentacion rica en frutas y verduras y baja en grasas saturadas y acidos
grasos trans, asi como elevar el consumo de hidratos de carbono complejos y
disminuir los hidratos de carbono simples.

e Practica de ejercicio fisico moderado, que se asocia con una disminucion del
riesgo de cancer de mama en la poblacion general.

e Consumo de &cido folico.

e Amamantar, por lo que debe incluirse entre las ventajas de la lactancia materna.

e Mantener un adecuado indice de masa magra y grasa adecuados para cada
individuo, ya que si el tejido adiposo se encuentra elevado se asocia con un
incremento significativo en el riesgo de cancer de mama en mujeres

posmenopausicas.
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1.2.4. ALTERACIONES GENETICAS ASOCIADAS CON EL CANCER DE MAMA

BRCAL1 y BRCA2: es la forma mas comun de cancer de mama hereditario, es una
mutacion en los genes BRCAL1 y BRCA2, en células normales estos genes ayudan
decodificando proteinas que evitan el crecimiento descontrolado de las células, su
mutacion inicia en las células el crecimiento anormal, si se tiene esta mutacion en
algunas familias el riesgo de padecer cancer de mama es de un 80% mientras que
en otras va desde un 40 a un 65% , para las mutaciones de BRCA 2 el riesgo es de
un 45%, las pacientes suelen ser jovenes y con patologias en ambos senos, al igual
gue tienen un mayor riesgo de tener otro tipo de canceres como el de ovario. En los
EU esta asociado a la poblacion judia Ashkenazi con mayor frecuencia, sin embargo

cualquiera puede llegar a tener esta mutacion.

Cambios en otros genes: existen otros tipos de mutaciones que generan este
cancer. Son menos comunes y no incrementan en mayor proporcion el riesgo de

padecer cancer en comparacion con los genes previamente mencionados.

ATM: Este gen repara normalmente el ADN dafado, la mutacién de los dos genes
causa la enfermedad de telangiectasia ataxica. La presencia de un solo gen anormal

esta ligado a la predisposicion de cancer de mama en algunas familias.

TP53: Gen que produce la proteina p53 de nuestro organismo ayudando a evitar el
crecimiento anormal de las células. La mutacion de este gen causa el Sindrome de
Li-Fraumeni, los pacientes con esta enfermedad tienen mayor riesgo de padecer
cancer de mama al igual que otros tipos de canceres como la leucemia, los tumores

cerebrales y los sarcomas.

Chek2: En el sindrome de Li Fraumeni la mutacion en el gen chek2 puede aumentar

el riesgo de cancer de mama al doble.

PTEN: es un gen que ayuda a regular el adecuado crecimiento de las células,
mutaciones de este gen en el sindrome de Cowden, aumentan la frecuencia de

tumores tanto benignos como malignos asi como crecimientos del tracto digestivo,
15



tiroides y ovarios, defectos en este gen pueden causar igual el sindrome de
Bannayan-Riley-Ruvalcaba.

CDH1: mutaciones en este gen causan cancer difuso gastrico, un sindrome en el
cual las personas desarrollan un raro cancer de estbmago, y en mujeres aumentan

el riesgo de tener cancer lobular invasivo

STK: Los defectos de este gen llevan al sindrome de Peutz Jehgers, las personas
con este sindrome tienen manchas pigmentadas en labios y boca con pdélipos en el
tracto urinario y gastrointestinal y aumentan el riesgo de muchos tipos de cancer

como el de mama.

PALB2: es un gen que codifica una proteina que se vincula con la proteina BRC2
con lo cual puede disminuir la funcién y eficacia de la proteina BRCA2 como
proteina reguladora, aumentando de esta manera el riesgo de tener cancer de

mama y cancer de ovario, y cancer de mama en el hombre.

Las pruebas genéticas para saber la predisposicién que tiene una persona son poco
Utiles, sin embargo las pruebas se pueden realizar, y son mas comunmente

utilizadas para fines de investigacion [8].

1.2.5 TIPOS DE CANCER DE MAMA Y ESTADIFICACION

Types of Breast Cancer ) ) .
Hay diferentes tipos de cancer de

B mama, esto dependiendo de las
% < . g células afectadas y las

observadas en el microscopio,

Ductal breast cancer Lobular breast cancer

entre ellas tenemos las

siguientes:

Mixed tumor breast cancer Mucinous breast cancer

Figura 2. Tipos de cancer de mama. Obtenida de:
http://www.mujerde10.com/2015/10/cancer-de-

Inflammatory breast cancer .
% mama/tinos-de-cancer-de-mama/
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Carcinoma ductal in situ

Es considerado como un pre cancer o0 como un cancer no invasivo ya que las células
que limitan el ducto galactéforo han empezado a diferenciarse en células
cancerigenas, sin invadir la membrana basal o sin diferenciarse mas alla de este
grupo celular, por lo cual es un cancer no invasivo y sin capacidad de metéstasis,
sin embargo este puede convertirse en un cancer invasivo, por lo cual se le ha

considerado como pre cancer. [8,12]
Carcinoma ductal invasivo

Es el tipo mas comun de cancer de mama, abarcando tanto las células epiteliales
del ducto asi como la membrana basal y tejido adiposo adyacente al ducto afectado,
la capacidad de metastasis se encuentra presente con invasion a otros érganos.
[13,14]

Carcinoma lobular invasivo

Es un cancer con capacidad de metastasis por la gran cantidad de irrigacion que
tiene esta zona de la mama, el cancer inicia en los |6bulos de la glandula y es muy
dificil de encontrar en la mamografia, por lo cual es uno con las mayores tasas de
mortalidad. [15,16]

Cancer de Mama inflamatorio

Comprende del 1-3% de los canceres de mama, es originada por el dafio en las
células de los conductos linfaticos generando edema enrojecimiento y datos de
congestion y calor local, en etapas tempranas se le llega a confundir con las mastitis,
sin embargo a pesar del tratamiento antibidético no mejora y aumenta de tamafio de
color y de inflamacion, si se sospechara de esta patologia, se corroboraria el
diagnostico con una biopsia, tiene un mal prondstico por la confusion en el

diagndstico diferencial que podria ocasionar.
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Enfermedad de Paget

Se le denomina asi, cuando el cancer ductal avanza hasta la piel generando
lesiones dérmicas asi como lesiones en el pezon, cambios de coloracion, secrecién

blanquecina o hematica por el pezon y comezén. [15, 16,17]
Tumor Phyllodes

Es ocasionado por la formacion de masas cancerigenas de tejido conectivo
adyacente a la glandula mamaria, pueden ser malignos o benignos y tienen alto
grado metastasico por lo que la extirpacion de la mama es necesario en la mayoria

de los casos. [16]
Angio sarcoma

Es un tumor de la mama ocasionado por la diferenciacion de las células de los vasos
ya sea linfaticos o del torrente sanguineo, generando linfedema en la region

afectada.
Los tipos mas raros, con mejor pronéstico son los siguientes:

e Carcinoma adenoide cistico

e Carcinoma adenoescamoso de bajo grado
e Carcinoma medular

e Carcinoma mucinoso

e Carcinoma papilar

e Carcinoma papilar

e Carcinoma tubular
Los siguientes subtipos son los que tienen un peor prondstico:

e Carcinoma metaplasico
e Carcinoma micropapilar

e Carcinoma mixto [12,17,18]
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Para la estadificacion se utiliza el sistema TNM el cual se mencionard a

continuacion:

La T se utiliza para evaluar el tumor primario, se clasifica del 0 al 4 y describe el
tamafo y cantidad de invasion que haya afectado, entre mayor sea el nUmero se

tiene un peor prondéstico.

TX el tumor no puede ser evaluado

Tis carcinoma in situ

T1 es un tumor de 2 cm 0 menos

T2 tumor mayor a 2cm pero menor de 5cm

T3 tumor mayor de 5 cm lo largo.

T4 es un tumor grande que involucra piel cavidad toracica

La N nos habla el avance que tiene el tumor invasivo en nuestro organismo

Se clasifica por la cantidad de ganglios afectados, esta se enumera del 1-3, para
gue se considere un nddulo metastasico, se pone al microscopio y tiene que tener
mas de 200 células cancerigenas o tener menos de 2 mm, si no tiene estas
caracteristicas, no se clasifica en un rango mas alto, sin embargo se notifica si se
han encontrado rastros de células cancerigenas por otros métodos de laboratorio

colocando una L- o mol+ indicando el tipo de prueba que se utilizé.

Cuando el area es al menos de 2mm o de 200 células pero no es mayor a este
ndmero se le llama micrometastasis, s6lo se considera de esta manera cuando no

hay diseminacion en ningan otro ambito.

Areas mayores de 2mm que afectan los tejidos adyacentes cambian la clasificacion

de N y pueden denominarse macro metastasis o metastasis.
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NX: No hay nddulos cercanos que se puedan evaluar, como en el caso de remocion

por cirugia.
NO: el cancer no se disemino a nédulos linfaticos cercanos.

NO i+: el area de invasion del cancer es de menos de 2mm y menos de 200 células
la abreviacion significa que se encontraron células aisladas por método de

inmunohistoquimica

NO mol+: no se observan células cancerigenas en los nédulos linfaticos cercanos
por microscopia, pero hay muestras de células cancerigenas obtenidas con PCR
RT

N1: El cancer se ha diseminado de 1-3 nddulos linfaticos abajo del brazo o
pequefas cantidades de células se encuentran en los ganglios linfaticos mamarios

en una biopsia de ganglio centinela

N1 mi: micrometastasis pequefias areas de diseminacion de 1 a 3 nédulos linfaticos

con tamafo de 2mm con al menos 200 células cancerigenas

Nla: diseminacion de 1 a 3 nodulos linfaticos abajo del brazo con al menos una

area mayor a 2 mm

N1b: diseminacion hacia ganglios linfaticos internos de la mama solo se pueden

encontrar con biopsia de ganglio en centinela
N1C: se encuentra en esta categoria los que tienen tanto N1a y N1b

N2: cancer se ha diseminado de 4 a 9 ganglios linfaticos, o el cancer se ha

diseminado a ganglios internos mamarios.
N2a: se ha diseminado de 4 a 9 ganglios linfaticos con al menos uno mayor de 2mm

N2b: diseminacion y aumento de tamafio de uno o mas ganglios linfaticos mamarios

internos.
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N3 se divide de la siguiente manera:

N3a: diseminacion del cancer a mas de 10 ganglios linfaticos axilares con al menos
uno mayor a 2 mm, o el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos

infraclaviculares.

N3b: es cuando el cancer se encontré en al menos un ganglio axilar con un &rea
mayor de 2mm o cancer ha llegado a 4 ganglios linfaticos axilares y pequefias

muestras en ganglios mamarios interno en biopsia de ganglio en centinela

N3c: se ha diseminado a ganglios linfaticos supraclaviculares y al menos uno con

un tamafio mayor de 2mm.

METASTASIS

La letra M solo tiene dos categorias la 0 y la 1 y se utiliza cuando ha alcanzado

organos distantes como pulmones o hueso:
MX: no se puede apreciar metastasis en lugares alejados
MO: no se encuentra metastasis en rayos X o examenes fisicos

cMO i+: se encuentran pequefias cantidades de células cancerigenas en sangre o
médula 6sea o pequefias area de menos de 2mm se encuentran en nodulos

linfaticos

M1: el cancer se ha diseminado a 6rganos alejados como pulmones, hueso, cerebro

o higado
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Esta estadificacion es la mas utilizada y dependiendo de cada grado se localiza al

cancer en un estadio que se muestra en la Tabla 1.

Stage 0 Tis NO Mo del 0 al IV dependiendo de la
Stage IA T NO MO
Stagel8 1@  Nimi  mo | clasificacion del TNM. [3, 18,
T1* N1 mi MO
StagellA 1O N1 Mo 19,20]
T1+ NER MO
.. T2 ~ NOo MO
Stage lIB T2 Ml MO
T3 NO MO
Stage A TO M2 MO
...... N2 ...MO
.......... N2 MO
- . — b= R
Lo N2 MO
Stage B T4 NO MO
Ta N1 MO
. Ta = N2 = MO
Stage lIC Any T N3 Mo
Stage IV Any T Ay N M

1.2.6 NUTRICION Y CANCER

La nutricion se ha vuelto uno de los pilares esenciales en el tratamiento de los
pacientes con cancer, los cambios metabdlicos en los pacientes les hace requerir
una dieta especial, ademas que el tratamiento en si deteriora la mayor parte de
mecanismos metabdlicos regulativos que tiene un ser humano normal para poder

realizar el adecuado manejo energético propio [21].

La alimentacion en si es un factor de riesgo, el sobrepeso es considerado un factor
de riesgo para los canceres mas comunes, la dieta hipercaldrica y con abundantes
azucares refinados aumentan el riesgo de canceres que intervienen con el tracto
digestivo, ademas de otros factores como la dieta baja en fibra, el alto consumo de
carnes rojas, un des balance del consumo de acidos omega 3 y omega 6 [22].
Lamentablemente ninguna de estos factores de riesgo se sabe cémo es que llegan
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a aumentar la posibilidad de desarrollar esta patologia pero evitarlo puede mejorar
la calidad de vida de los pacientes [21].

En el cancer de mama hay ciertas recomendaciones que podemos sugerir a
nuestros pacientes para que ayuden de otra manera a Su recuperacion y
tratamiento, asi como una forma de sentirse mejor con una alimentacion balanceada
y especifica para ellas [23, 24,25]. Actualmente existen muchas guias que nos
hablan sobre la alimentacion en el cancer de mama, pero todas coinciden que lo
principal es tratar al paciente dependiendo de su estado fisico, de acuerdo a sus
dolencias y a sus problemas particulares, como por ejemplo si es una paciente con
sobrepeso tratar de llevarla a su peso ideal con una buena nutricion, si es que ha
bajado de peso aumentar el aporte calorico a base de proteinas, evitar la
desmineralizacion 6sea, asi como la administracion de suplementos alimentarios de

ser necesarios [26.27].
1.2.7 OBESIDAD Y CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una patologia con multiples factores de riesgo, entre ellos
podemos encontrar la falta de amamantamiento, la menarca temprana, la
menopausia tardia, y muchos otros que han sido demostrados que influyen en la
aparicion de esta patologia.[28,29,31] La obesidad es considerado uno de los
factores de riesgo muy importantes, aumenta el riesgo de cancer en un 12 %, otras
razones importantes por las cuales se debe considerar es por su incidencia, por el
riesgo a la salud del paciente, asi como todo lo que conlleva, las comorbilidades
asociadas, los habitos dietéticos, la actividad deportiva, y el consumo de sustancias

nocivas para el organismo.[28]

La obesidad da caracteristicas Unicas a las pacientes con cancer de mama,
principalmente en pacientes menores de 50 afios se encontrd una relacion con
tumores con marcadores tumorales ER- /PR- , estos datos nos sugieren una
relacion con la expresiéon del marcador tumoral con la presencia de estrégenos y la

cantidad de masa adiposa.[32] También se encontré que en estas pacientes tener
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una cantidad normal de estrogenos sanguineos disminuian el riesgo de presentar
cancer, por lo cual a pesar de tener obesidad la probabilidad de aparicion es menos.
[30]

En México se ha encontrado que el indice de Masa Corporal (IMC) en pacientes pre
menopausicas van inversamente asociados con el riesgo de padecer cancer de
mama, al igual que tener un tamafio grande en cintura, cadera y radio de cintura-
cadera disminuia el riesgo de tener cancer de mama en estas pacientes,
posteriormente a la menopausia esto cambiaba generando mayor riesgo conforme

aumenta la cintura la cadera el IMC y el Radio cintura-Cadera. [31,33]

ADIPOQUINAS La obesidad puede favorecer la causa de
MOLECULAS QUE REGULAN cancer por la adiponectina la cual es un

merasoLsho peLporRoTENAS  jnhibidor de la proliferaciéon celular y es

HOMEOSTASIS
ENERGETICA
LEPTINA
ADIPONECTINA
RESISTINA
ADIPSINA

AG.

inversamente proporcional a la masa

VASCULOPATIA .
VECF corporal, lo cual nos sugiere que un
MONOBUTIRINA

PAI-1 . :
psmnoceno  @aumento en la masa corporal disminuye

ADIPOCITO

FASE AGUDA CANCER RESPUESTA esta hormona con lo que hay un aumento
a1GLICOPROTEINA ACIDA COLAGENARA »#I\:Il;:E H P4 H
AMILODE SERICO (a3 7O V! L8 en la proliferacion celular desmedida. En la
PCR
PTX-3 ; :
. - obesidad debido a los altos grados de

CERULOPLASMINA . . )
adiposidad presentada se incrementa la

Figura s, Telido adiposo como 6rgano secretor. cantidad de Factor de Necrosis tumoral
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext& . .
pid=S0120-24482005000300004 alfa, la cual al ser una citosina pro

inflamatoria, puede ayudar a la formacion

del tumor, aunque todavia su mecanismo no ha sido bien estudiado. [34]

La leptina es otra de las hormonas producida por persona obesas que influyen en
la formacién y evolucion de esta patologia, realizando cambios en la metilacién de
genes los cuales aceleran el crecimiento, la angiogénesis y la proliferacion de
células tumorales, ademas de aumentar las citosinas pro inflamatorias en el
organismo. [35]
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Existen otros mecanismo por los cuales, la obesidad aumenta la probabilidad de
generar cancer de mama, por lo que es necesario encontrar con la epigenética
alguna relacion entre el cancer de mama y la obesidad, esto ayudaria en la
importante tarea de prevenir la asociacion de este factor de riesgo con el cancer de
mama asi como disminuir la exposicion a cualquier mujer con este tipo de factores
de riesgo, ademas se ha demostrado que un plan alimenticio completo basado en
alto contenido de fibra y bajo en grasas y azlcares refinados, como una reduccion
del peso, y un aumento de la actividad fisica aumenta de manera considerable la

supervivencia en pacientes ya diagnosticados con esta patologia. [29, 34,35]

La mortalidad del cancer de mama asociado con obesidad, cambia de acuerdo a
ciertos aspectos étnicos, ya que en varios estudios se ha encontrado que la
mortalidad es mayor en mujeres no hispanicas y en afroamericanas, que en mujeres
hispano americanas, dandose muy pocas explicaciones a esto, algunas de ellas son
por genética, asi como alimentacion pero no se encuentra todavia la relacién entre
ellas. [36,37]

2.0. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
2.1. METILACION Y CANCER

La metilacion del ADN es un proceso epigenético que participa en la regulacion de
la expresion génica de dos maneras, directamente al impedir la unién de factores
de transcripcién, e indirectamente propiciando la estructura "cerrada" de la
cromatina 1. EI ADN presenta regiones de 1000—1500 pb ricas en dinucleotidos CpG
("islas CpG"), que son reconocidas por las enzimas ADN—metiltransferasas, las
cuales, durante la replicacion del ADN metilan el carbono 5 de las citosinas de la
cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la memoria del estado metilado en la
molécula hija de ADN [38,39]. En general se considera que la metilacién es un
proceso unidireccional, de esta manera, cuando una secuencia CpG adquiere
metilacion de novo, esta modificacion se hace estable y es heredada como un

patron de metilacion clonal. Por otra parte, la pérdida de metilacibn genémica
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(hipometilacion), como evento primario, se asocia frecuentemente con el proceso

neoplésico y es proporcional a la severidad de la enfermedad. [40]

Los genomas de las células preneoplasicas, cancerosas y envejecidas comparten
tres cambios importantes en los niveles de metilacién, como eventos tempranos en
el desarrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacion de la heterocromatina
que conduce a una inestabilidad genomica e incrementa los eventos de
recombinacién mitética; segundo, hipermetilacion de genes individuales v,
finalmente hipermetilacién de la islas CpG de genes constitutivos y supresores de
tumor. [38,39,40,41] Los dos niveles de metilaciébn pueden presentarse en forma
individual o simultdnea; en general la hipermetilacion esta involucrada con el
silenciamiento de genes y la hipometilacién con la sobre—expresion de genes de

proteinas involucradas en los procesos de invasion y metastasis [41].

NH» N
SAM SAH @
-
N 0 DNMT N 0 Figura 4. Metilacién de ADN. Obtenida de:
A y ’ e > https://geneticamolecularunlar.wikispaces.com/
Citosina 5-metilcitosina 3.+MECANISMOS+DE+ALTERACI%C3%93N

Las estrategias metodoldgicas para el analisis del estado metilado de las islas CpG
han estado en constante evolucion y actualmente se cuenta con diversas técnicas
gue comparten estandares universales, 6ptima sensibilidad y reproducibilidad [39].
El éxito de la mayoria de los métodos depende de la transformacion quimica de las
citosinas no metiladas a uracilos, por el tratamiento con bisulfito de sodio, que no
afecta las 5-metilcitosinas, y marca de forma fidedigna e individual el estado
metilado o no metilado de los dinucleétidos CpG. La modificacion del ADN, su
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y/o secuenciacion

automatizada son las técnicas mas usadas con este proposito.
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En los Ultimos afos la tecnologia basada en el andlisis del ADN metilado es
considerada una poderosa herramienta para el diagnostico, terapia y prondstico de
enfermedad, asi como en el campo de la medicina forense, farmacogenética y en
estudios epidemioldgicos. La asociacion entre el estado hipometilado del ADN y
cancer, y posteriormente su relacion con la hipermetilacion se conocen desde 1983;
sin embargo, en los ultimos cinco afios, por el impulso de las nuevas estrategias
moleculares para el estudio de la metilacion de novo de las islas CpG, el andlisis
del ADN metilado se ha convertido en un poderoso biomarcador para la deteccion
temprana de cancer [40]; ademas, permite clasificar los cdnceres considerando los
subtipos histologicos, el grado de malignidad, diferencias en la respuesta al
tratamiento y los diversos prondsticos.[41] Una importante y reciente aplicacion es
precisamente su uso como biomonitor de respuesta a la terapia y predictor del

pronostico del cancer [39].

En la actualidad, los canceres de prostata, higado, estbmago, colon y mama son
detectados, con alta especificidad, utilizando ADN obtenido de fluidos corporales
(orina, plasma, suero, saliva, entre otros), sangre o biopsias de tejidos, mediante el
analisis de la hipermetilacion de genes, cuyos productos tienen diversas funciones
como: proteinas tumor supresor (INK4A, INK4B, APC), enzimas (GSTP1, MGMT,
DAPK1), receptores(RARB), asociadas a muerte celular programada (DAPK1),
adhesion celular (CDH1) y reguladoras de cinasas (CCND2) [39].

Recientemente, Guo y colaboradores mediante la variaciéon de los patrones de
metilacion de 38 genes demostraron que los linfomas de células B pequefas
pueden distinguirse en los subtipos: leucemia linfocitica cronica de células B,

linfoma de células del manto y linfoma folicular grado | y 1l [42].

La metilacion del ADN es un marcador epigenético del silenciamiento de genes con
aplicacion en diversos campos de investigacion de la genética, la biomedicina y la
nutricion clinica, gue mediante la aplicacién de procesos metodoldgicos moleculares
permite la distincion fidedigna e individual de los patrones de metilacion de las islas

27



CpG. Es indiscutible el impacto del uso de biomarcadores de metilacion en la
deteccion oportuna de un gran numero de canceres humanos cuando se encuentran
en estadios tempranos, lo cual incide en la planeacion de una estrategia terapéutica
especifica. Por otra parte, de acuerdo a las caracteristicas de metilacion de los
genes involucrados en la neoplasia permite la clasificacién, el pronéstico para los
pacientes asi como el biomonitoreo del tratamiento y las conductas a seguir en la

terapia nutricional.
2.2. DACT2

Este gen es un miembro de la familia dapper evolutivamente conservado, fue
identificado como un antagonista de la sefializacion TGF-b/Nodal y es un factor
importante en el desarrollo normal de los vertebrados (43,44). En el pez cebra dpr2
(DACT2) suprime la induccion de mesodermo mediada por Nodal al promover la
degradacion lisosomal de los receptores de TGF-b, ALK4 y ALK5 (45). Es esencial
para el movimiento de extension convergente durante la gastrulacion y actia como
un potenciador de la sefalizacion no canodnica de Wnt (46). A diferencia del pez
cebra, en roedores DACT2 se expresa en las 3 capas germinales durante la
gastrulacion y localiza al receptor de TGF-b tipo |, ALK5, para su degradacién (43).
Ratones knockout para DACT2 mostraron re-epitelizacion acelerada durante la
cicatrizacion, lo que se asocia con una respuesta potenciada a la sefalizacion de
TGF-b (47). Por todo esto se piensa que DACT2 debe tener un papel importante en
el desarrollo del cancer, aunque a la fecha se sabe poco sobre su papel en

tumorigénesis.

Entre los pocos antecedentes sobre la participacion de DACT2 en el proceso
tumoral se encuentran los trabajos de Hou et al, (48) quienes observaron que a
mayor cantidad de proteina DACT2 mejor era la tasa de sobrevivencia en pacientes
con carcinoma esofagico de células escamosas. Mientras que la expresion
restaurada de DACT?2 in vitro reduce significativamente el crecimiento, migracion e
invasion de las células tumorales. Al parecer la restauracidon de su expresion
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suprime la actividad de TGFb/SMAD2/3 por medio de la degradacion a través de la
via lisosomal o el proteosoma, conduciendo a un rearreglo de la actina F que puede
depender de la participacién de las proteinas cofilina y ezrina-redixina-moesina. Por
otro lado, Li et al., (49) analizando carcinoma nasofaringeo encontraron metilacién
de reguladores de la sefializacion de Wnt como DACT2. Observaron silenciamiento
del gen por metilacion de su promotor en lineas celulares y tumores primarios pero
no en ceélulas epiteliales nasofaringeas normales. En un estudio en lineas celulares
de cancer de colon y en ratones desnudos Wang et al (50) obtienen datos similares

a los obtenidos en otras lineas tumorales.
2.3. PHF20L1

La proteina finger PHD 20-like 1 forma parte del complejo de multiples subunidades
histona acetiltransferasa humana involucrado en la acetilacion de histonas y
modificacion postraduccional. Es un ortélogo cercano a PHF20 y actualmente poco

se sabe de su funcion (51).

En un andlisis realizado recientemente se encontré que en cancer de mama hay
amplificacion y sobreexpresion de manera prevalente en los subtipos agresivos
basal-like y luminal B, por lo que se ha asociado fuertemente con mal pronéstico de
sobrevivencia en pacientes con cancer de mama. La proteina PHF20L1 contiene
los dominios N terminal de Tudor y el C-terminal del homeodominio de planta PHD
y la caracterizacion detallada de PHF20L1 en cancer de mama revelo que el dominio
Tudor puede tener un papel critico en promover el cancer (52). Participa en el
recambio de la metiltransferasa 1(DNMT1) a través de la union de su dominio MBT
(tumor cerebral maligno) de lo que se ha deducido que su dominio MBT es un
dominio lector que controla los niveles enzimaticos de DNMT1 metilado (53). Sin

embargo, poco se sabe sobre su estado de metilacion en los tumores.
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2.4. Nutricién y Metilacion en Cancer

Dentro del campo de la nutricion clinica la genética funge un papel importante,
porque los nutrimentos y los componentes bioactivos de los alimentos pueden llegar
a alterar la expresion de genes a nivel transcripcional (54). La epigenética (del
griego epi, en o sobre, y -genética) hace referencia al estudio de los factores que,
sin corresponderse a elementos de la genética clasica, basicamente los genes,
juegan un papel muy importante en la genética moderna interactuando con estos
primeros. La rama de la nutricibn que estudia estos procesos se conoce como
nutrigendémica cuyo objetivo es entender como los nutrimentos que incorporamos
en la dieta influyen en la homeostasis celular, alterando la actividad génica, la
produccion de proteinas y/o la produccion de metabolitos y como la genética influye

en el metabolismo de los nutrimentos. (55)

Los componentes de la dieta pueden alterar la expresion genomica de manera

directa o indirecta celularmente hablando de la siguiente manera (56):

1.- Actuando como ligandos para la activacion de factores de transcripcion que

favorezcan la sintesis de receptores.

2.- Metabolizandose por rutas metabdlicas primarias o secundarias y alterando de

este modo la concentracion de sustratos o intermediarios.

3.- Influyendo de modo negativo o positivo en las rutas de comunicacioén intracelular,

en diferentes procesos metabdlicos.

Existen varios factores que influyen en las alteraciones epigenéticas
(hipermetilacion e hipometilacion) de las células que conllevan al cancer, entre ellas
los compuestos bioactivos de los alimentos que conforman la dieta. El folato, la
vitamina B12, la metionina, la colina y la betaina pueden modificar la metilacién del
ADN vy la histona a través de la alteracion del metabolismo de compuestos de
Carbono-1. Resultando los dos metabolitos (S-adenosilmetionina, S-

Adenosilhomocisteina) del metabolismo de los compuestos de carbono-1 los que
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pueden afectar la metilacion del ADN y de las histonas, y tedricamente cualquier
nutrimento, componente bioactivo o condicion afectar los niveles tisulares de los

mismos. (54)

Por otro lado los compuestos bioactivos de los alimentos afectan de manera directa
las enzimas involucradas en los mecanismos epigenéticos, como la genisteinay las
catequinas presentes en el té y la soya las que afectan las metiltransferasas del
ADN. (54)

Ahondando un poco mas en el tema y siendo mas especificos con los nutrimentos
nos enfocaremos a los nutrimentos que afectan el estado metilado o desmetilado
del ADN (54): Acido félico (leguminosas, menudencias y verduras de hoja verde),
vitaminas del complejo B (leguminosas y cereales integrales), colina (yema de
huevo), betaina (legumbres, leche y huevo) y la genisteina (soya y té): tiene la

capacidad de donar un grupo metilo favoreciendo la metilacion del ADN.

Considerando lo anterior si la dieta es pobre en estos nutrimentos, la célula no
podria incorporar el grupo metil necesario para sintesis de ADN, generando una

hipometilacion global del ADN y la sobreexpresion de los diversos genes. (54)

Hoy en dia aunque se requiere de un grado mayor de evidencia de causalidad para
generar resultados de estudios epidemiolégicos que posteriormente se puedan
establecer como recomendaciones publicas, la gendmica nutricional sigue
avanzando a pasos agigantados acercandonos mas a que la nutricidn

personalizada sea posible y exitosa. (56)

3.0. JUSTIFICACION

Cada dia se hace mas evidente que el desarrollo y progresion de un cancer no solo
pueden estar ligados a mutaciones durante su inicio 0 progresion, sino también a

modificaciones epigenéticas. Dado que el cancer es un padecimiento multifactorial,
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aun se desconocen todos los factores que conllevan al aumento en el indice tanto
de incidencia como de mortalidad. A la fecha, existen pocos estudios sobre los
patrones de metilacion en cancer de mama en México. Durante el desarrollo de este
trabajo se hizo una busqueda de genes con patrones de metilacién alterados para
finalmente seleccionar dos genes con una participacién potencial en metastasis.
DACT2 y PHF20L1. Se ha propuesto que DACT2 sirve como un marcador
pronostico que reduce la malignidad de las células tumorales en carcinoma
esofagico, mientras que se ha encontrado metilado en cancer de colon con una
consecuente disminucién en la sobrevida. Por otro lado, en cancer gastrico se
encontro que la metilacion se asocia con la diferenciacion e invasion del tumor y la
formacion de émbolos tumorales intravasculares. Estos antecedentes nos permiten
ver el potencial de estudiar las modificaciones epigenéticas de este gen en cancer
de mama. Mientras que en el caso de PHF20L1 se sugiri6 que su funcion en la
regulacion de la metilacion del DNA en el cancer de mama se debe a la
sobreexpresion de la proteina en subtipos tumorales agresivos y por lo tanto se
encuentra implicado en una sobrevivencia mas corta, pero su patrén de metilacion

apenas esta comenzando a estudiarse.
3.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la asociacion entre el estado de metilacion de diversos genes y el
desarrollo de cancer, se eligié realizar un estudio para evaluar el patron de
metilacion en genes involucrados en metastasis como DACT2 y PHF20L1 en una
poblacibn de mujeres con cancer de mama. Estos genes son potenciales
marcadores de diagndstico y/o prondstico, por lo que es util conocer su estado de
metilacion en particular en cancer de mama debido al incremento de esta patologia

en la poblacion.
3.1.2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Existe asociacion entre el patron de metilacion de los genes DACT2 y PHF20L1

con el estadio tumoral en pacientes con cancer de mama?
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4.0. OBJETIVOS
4.1. GENERAL

Analizar la metilacion en los genes DACT2 y PHF20L1 involucrados en metastasis
en pacientes con cancer de mama para determinar la relacion entre metilacion y el

estadio tumoral
4.2. ESPECIFICOS
e Convertir el DNA obtenido de los tejidos mediante el uso de bisulfito de sodio

® Analizar las secuencias de los promotores de DACT2 y PHF20L1 para
localizar las islas CpG

e Disefiar los oligonucleodtidos para el andlisis de la metilacion por PCR

e Determinar el estado metilado o desmetilado de las regiones promotoras de

los genes DACT2 y PHF20L1 en los tejidos tumorales

e Establecer si hay relacion entre el estadio tumoral y la metilacion o

desmetilacion de los promotores de los genes DACT2 y PHF20L1

e Determinar si existe alguna relacion entre la metilacion de los promotores de
los genes DACT2 y PHF20L1 con el sobrepeso y obesidad de las pacientes

con cancer de mama

5.0. MATERIAL Y METODOS

5.1. DISENO DE ESTUDIO

5.1.1. Tipo de Estudio: estudio descriptivo.

5.1.2. Caracteristicas de Estudio: estudio observacional, transversal, prospectivo,

multicéntrico y homodémico.
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5.2. MUESTREO
5.2.1. Poblaciéon de estudio

Los DNA fueron obtenidos de pacientes mexicanas con padres y abuelos nacidos
en México que firmaron una carta de consentimiento informado. Por lo que en este
trabajo no se tuvo contacto directo con las pacientes sino solo con el material
genético proveniente de las biopsias que fueron tomadas en el Centro Médico
Nacional La Raza.

5.2.2. Seleccién de la muestra

El estudio se realizo a partir de DNA proveniente de tumores mamarios esporadicos
de cualquier estadio, virgenes a tratamiento y de DNA de tejido mamario sano
adyacente como control.

5.2.3. Criterios de inclusion

El DNA provino de mujeres que cumplieron con los siguientes criterios:

Mujeres con CM en cualquier estadio clinico, sin tratamiento previo de

guimioterapia o radioterapia.
* Que acepten participar en el estudio.
« Mujeres mexicanas con padres y abuelos nacidos en México.
» Carta de consentimiento informado firmada.
5.2.4. Criterios de exclusion

* Mujeres con CM en cualquier estadio clinico, con tratamiento previo de

guimioterapia o radioterapia.

« Mujeres gque no acepten participar en el estudio.
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6.0. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
6.1. Conversién con bisulfito de sodio

La conversion del DNA se realizé utilizando el protocolo estandar Sodium Bisulfite
Conversion of Unmethylated Cytosines in DNA (Quiagen, Valencia, CA, USA).

Las reacciones de bisulfito se prepararon en tubos para PCR de 200 uL de acuerdo

a la siguiente tabla:

COMPONENTE VOLUMEN POR REACCION

DNAg (1 ng-2ug) Variable (Maximo 20 uL)
Agua libre de RNAsas Variable
Bisulfite Mix 85

Buffer DNA protect 35

Volumen total 140

Tabla 2. Preparacion de reacciones de bisulfito.

Una vez realizadas las reacciones los tubos se cerraron y se mezclaron. El buffer
DNA protect cambi6 de color verde a color azul, lo que fue el indicativo de un buen
mezclado y un pH adecuado para la reaccién de bisulfito. Posteriormente se
centrifugaron brevemente los tubos para bajar cualquier residuo de liquido de sus
paredes. Finalmente, para llevar a cabo la conversion del DNA con el bisulfito de
sodio, los tubos se colocaron en el termociclador usando las siguientes condiciones

de ciclado:
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PASO TEMPERATURA (°C) TIEMPO (minutos)

Desnaturalizacion 95 5
Incubacion 60 25
Desnaturalizacion 95 5
Incubacion 60 85
Desnaturalizacion 95 5
Incubacion 60 175
Hold 20 Indefinido

Tabla 3. Condiciones de ciclado.

6.2. Purificacion del DNA convertido con bisulfito

La purificacion del DNA transformado se llevo a cabo a temperatura ambiente
usando el kit antes mencionado para la conversion de DNA con bisulfito, de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. Brevemente, al DNA tratado con bisulfito se le
agregaron 560 L de buffer BL 'y se resuspendi6 la mezcla, posteriormente la mezcla
se transfirid a una columna y se centrifug6 a 12 000 rpm un minuto, se desecho el
filtrado. Se realiz6 un lavado agregando 500 uL de buffer BW, se centrifugd a 12
000 rpm un minuto desechando el filtrado. A continuacion se llevé a cabo la
desulfonacion del DNA convertido agregando 500 uL de buffer DB e incubando la
columna por 25 minutos para posteriormente centrifugar a 12 000 rpm un minuto
desechando el filtrado. Una vez concluido este paso se hicieron dos lavados con
500 pL de buffer BW, centrifugando a 12 000 rpm un minuto y desechando el filtrado
en ambos lavados. Finalmente se hizo la elucién del DNA convertido agregando 55
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uL de buffer EB calentado a 60°C en dos pasos. En el primer paso se pusieron 40
uL de buffer EB y en el segundo los 15 restantes, en cada caso se incubé por 10
minutos y se centrifug6 a 12 000 rpm un minuto sin desechar el filtrado que contenia
el DNA.

El DNA trasformado se almacené a -20°C previa medicion en el espectrofotometro.

6.3. Disefio de oligonucle6tidos metilados y desmetilados para DACT2 y
PHF20L1

Los oligonucledtidos fueron creados utilizando los programas EPD y Methprimer
para localizar la region promotora de los genes y la posterior ubicacion de las islas

CpG para el diseiio de los iniciadores que incluyeran la region promotora Figuras 5

y 6.

Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 5-6. Imagen de la ubicacion de la isla CpG (regién marcada en
azul) donde se encuentra el promotor para el gen 5) DACT2y 6) PHF20L1.

6.4. Andlisis de metilacion

Para el analisis MSP se usaron 0.5 ng de DNA tratado con bisulfito por muestra para
la deteccién de metilacion. Se incluyeron también DNAs control para metilacion,
desmetilacion y DNA genomico no tratado, se trata de controles certificados

obtenidos a través de la Compaiiia Qiagen.

El DNA tratado con bisulfito fue amplificado con oligonucleotidos especificos para
metilacion y oligonucledtidos especificos de desmetilacién. Los iniciadores

utilizados fueron los siguientes:
Para DACT2
Primers metilados:

5-GGAGGCGTTTAGTTGGTTTC-3 y 3-ATCCCGAACTATATCGCGAA-5 para
amplificar un producto de 226 pb.
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Primers no metilados:

5- AGGTGTTTAGTTGGTTTTGG-3’ y 3'- AATCCCAAACTATATCACAAA-5’ para
amplificar un producto de 225 pb.

Para PHF20L1
Primers metilados:

5-TTAAGAATAATAAATAATGTTTTTCGT-3 y 3-
GTAACTCACGAAAATTAAACCCG-5’ para amplificar un producto de 204 pb.

Primers no metilados:

5-AAGAATAATAAATAATGTTTTTTGT-3 y 3-
ATAACTCACAAAAATTAAACCCAAA-5’ para amplificar un producto de 202 pb.

La reacciones de PCR se hicieron en un termociclador Axygen Maxygen Il (Axygen,
USA), se uso el kit EpiTect MSP (Quiagen, USA) de la siguiente manera: Master
mix 2X 5 uL, primers sentido y antisentido 2 uL, DNA 15 ng, agua suficiente para un

volumen final de reaccion de 10 pL.

Se usaron las siguientes condiciones de ciclado:

Tabla 4. Condiciones de ciclado.

TEMPERATURA TIEMPO
(°C)
Desnaturalizacion 95 10 minutos
Desnaturalizacion 95 15 segundos
Alineamiento 59,53, * 30 segundos
Extensién 72 30 segundos
Extension 72 10 minutos
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Hold 4 Indefinido

Los pasos sombreados se repitieron durante 40 ciclos

* Se sefalan las temperaturas para DACT2 Met, DACT2 UnMet, PHF20L1 Met y
PHF20L1 UnMet, respectivamente.

6.5. Andlisis Estadistico

El andlisis de la asociacién entre metilaciéon de DACT2 y PHF20L1 con el estadio

tumoral se realizdé mediante la prueba de y2.

7.0. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas de las pacientes con cancer de mamay controles.

Se obtuvieron 100 muestras de DNA, 80 de tejido tumoral y 20 de tejido sano
adyacente, ya que no fue posible obtener tejido sano en todos los casos. Sin

embargo, solo hubo DNA suficiente para analizar 76 muestras de tejido tumoral.

La edad de las pacientes a partir de las cuales se obtuvieron los DNAS fue de 32
como la edad minima y 87 afios como edad maxima. El promedio de edad en las
mujeres incluidas en este estudio fue de 59 afios. Con respecto al peso, la mayoria

de ellas tuvieron sobrepeso y obesidad como se puede observar en la tabla 5.

TABLA 5. PESO DE LAS PACIENTES CON CANCER DE MAMA

Peso N=76 %

Normal 11 14.47
Sobrepeso 29 38.15
Obesidad 22 28.94
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Desconocido 12 15.78

Fuente: Informacion obtenida de cuestionarios aplicados a las pacientes.

En la tabla 6 se presentan los datos de los estadios tumorales de las pacientes de

cancer de mama de este estudio:

TABLA 6. CARACTERISTICAS DE LOS ESTADIOS TUMORALES

TIPO DE TUMOR N=76 PORCENTAJE
ECI 2 2.63
ECIIA 10 13.15
ECIIB 20 26.31
ECIIA 12 15.78
ECIIIB 21 27.63
ECIIIC 11 14.47

Fuente: Informacion obtenida del expediente clinico de las pacientes.

Las caracteristicas histopatologicas de las pacientes fueron las siguientes, el

diagndstico que predominé fue cancer ductal (Tabla 7).

TABLA 7. VARIEDAD HISTOLOGICA DE CANCER DE MAMA

Diagnostico Histopatoldgico Frecuencia | Porcentaje

Carcinoma ductal infiltrante 55 72.4%
Carcinoma lobulillar 16 21%
Otros 5 6.6%

Fuente: Informacién obtenida del expediente clinicos de las pacientes.
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7.2. Extraccion de DNA

Ya que en este proyecto se trabajé directamente con el DNA, no se hizo ninguna
extraccion del acido nucleico, solo se verificd su integridad. Para verificar la
integridad y calidad del DNA, se hicieron electroforesis en geles de agarosa al 1%,
con Buffer TBE 1X (Invitrogen, Life Technologies, E.U.). El DNA fue cuantificado en
el Nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 100 Spectophotometer).

_ DNA genémico

Figura 7. Imagen de un gel de agarosa al 1% donde se observan algunas
muestras representativas de los DNAs con los que se trabajé, se puede
observar la integridad del DNA proveniente de las muestras tumorales y de
DNA sano adyacente. N: DNA sano adyacente. T: DNA de tejido tumoral.

7.3. Conversion y purificacidén con bisulfito de sodio

Como en la técnica de conversion del DNA con bisulfito el fundamento es que las
citosinas no metiladas del DNA son transformadas en uracilo, mientras que las
citocinas metiladas se mantienen sin cambio, se hizo la conversion de las muestras
de DNA recolectados para conocer cuales muestras tenian cambios en la metilacion
de los promotores de los genes DACT2 y PHF20L1. Los DNAs fueron convertidos
utilizando el kit Sodium Bisulfite Conversion of Unmethylated Cytosines in DNA y

luego fueron purificados para eliminar los restos de bisulfito.
7.4. Andlisis de metilacion para DACT2

Se hicieron las reacciones de PCR para amplificar las regiones de interés mediante

el andlisis por PCR especifica de metilacion (MSP).
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Inicialmente se estandarizaron los controles utilizados para cada gen, para validar
los resultados obtenidos con las muestras y los tejidos sanos adyacentes. En la
figura 8 se pueden ver los productos amplificados para los controles del gen DACT2.
Posteriormente al realizar cada corrida se incluyeron todos los controles, es decir,
control de DNA gendmico, control del DNA metilado, control de DNA no metilado y

control negativo.

Controles de DNA metilado Controles para DNA no metilado
M UGCN M G UM CN

B e e
" )

Marcador 50 pb Marcador 50 pb

200pb __ y
PP —] 226pb  00pb —225pb

|
50 pb _” 50 pb
i _

Figura 8. Controles de DNA para DACT2. Se pueden observar los controles para el DNA metilado donde se corrobora que los iniciadores dan
un producto de 226 pares de bases, mientras que el caso de los controles no metilados, los iniciadores dan lugar a un ampliacion de 225 pares
de bases. M: metilado, U: no metilado, G: DNA genémico no transformado, CN: control negativo (sin DNA).

En la figura 9 se pueden observar unas muestras representativas amplificadas con
iniciadores para identificar si hubo metilacion en el promotor de DACT2 del tejido
sano adyacente. Puede observarse que ninguno estuvo metilado por lo que ninguna
muestra amplificd usando iniciadores metilados. Sin embargo algunas muestras si
presentaron metilacion. Mientras que en la figura 10 se observan algunas muestras
representativas de tejido sano adyacente pero amplificadas con los iniciadores para

buscar no metilacion.
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Muestra

Marcador 50 pb

<+— 226 pb

100 pb!

50 pb

Figura 9. DACT2 MUESTRAS DE TEJIDO SANO ADYACENTE, REACCIONES DE MSP METILADAS. De las 13 muestras observadas no
amplificaron 2 muestras, la 47A y 54A, las 11 muestras restantes amplificaron en las reacciones de MSP no metiladas.

Muestra

Marcador 50 pb

100 pb
50 pb

Figura 10. DACT2 MUESTRAS DE TEJIDO SANO ADYACENTE, REACCIONES DE MSP NO METILADAS. De las 13 muestras observadas
no amplificaron 2 muestras, la 47A y 54A, las 11 muestras restantes amplificaron en las reacciones de MSP no metiladas.

En lafigura 11 se pueden observar algunas muestras de tejido tumoral amplificadas
con iniciadores para identificar si hubo metilacion en el promotor de DACT2. Se
observa que la mayoria de las muestras amplificadas no tuvieron metilacion en la
region analizada del promotor ya que no hubo amplificacion del fragmento esperado

de 226 pares de bases.
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Figura 11. DACT2 MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL, REACCIONES DE MSP METILADAS. Algunas muestras presentaron amplificacion
al buscar metilacion en la region promotora. El fragmento esperado es de 226 pares de bases.

En la figura 12 se puede observar en las muestras de tejido tumoral amplificadas
con iniciadores para identificar si hubo no metilacién en el promotor de DACT2, que
por el contrario la mayoria de ellas fueron no metiladas ya que amplificaron el

fragmento esperado de 225 pares de bases.

Muestra

Marcador 100 pb __,,

200 pb __, 225 pb

100 pb—p.

Figura 12. DACT2 MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL, REACCIONES DE MSP NO METILADAS. Las muestras presentaron amplificacion
al buscar no metilacién en la regién promotora. El fragmento esperado es de 225 pares de bases.

7.5. Andlisis de metilacion para PHF20L1

De la misma forma que se hizo para el gen DACT2, primero se realizo la
estandarizacion de los controles utilizados para PHF20L1, para validar los

45



resultados obtenidos con las muestras y los tejidos sanos adyacentes. En la figura
13 se pueden ver los productos amplificados para los controles del gen.

Controles de DNA metilado Controles para DNA no metilado
_UGCN
P

Marcador 50 pb
200 pb —|

50pb
B
Figura 13. Controles de DNA modificado con bisulfito para PHF20L1. Se pueden observar los controles para el DNA metilado donde se
corrobora que los iniciadores dan un producto de 204 pares de bases, mientras que el caso de los controles no metilados, los iniciadores dan
lugar a un ampliacion de 203 pares de bases. M: metilado, U: no metilado, G: DNA genémico no transformado, CN: control negativo (sin DNA).

En la figura 14 se pueden observar unas muestras representativas amplificadas con
iniciadores para identificar si hubo o no metilacién en el promotor de PHF20L1 del
tejido sano adyacente. Puede observarse que ninguno estuvo metilado cuando las
muestras fueron amplificadas usando iniciadores metilados y que si amplificaron el

fragmento esperado cuando se utilizaron iniciadores para busqueda de no

» - v e
TN N ”
- 5 & .

metilacion.

Muestra b N4 N5 N6 N7 N8 N17
Marcador 50 pb _k

200 pb—» <“— 203 pb

50 pb

Figura 14. PHF20L1 MUESTRAS REPRESENTATIVAS DE TEJIDO SANO ADYACENTE, REACCIONES DE MSP METILADAS Y NO
METILADAS. Se observa que ninguna de las muestras amplificé con iniciadores metilados, sin embargo todas amplificaron cuando se utilizaron
iniciadores no metilados.

En la figura 15 se pueden observar algunas muestras amplificadas con iniciadores

para identificar si hubo metilacion en el promotor de PHF20L1. Se observa que
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ninguna de las muestras amplificadas tuvo metilacién en la regién analizada del
promotor ya que no hubo amplificacion del fragmento esperado de 203 pares de
bases.

Marcador 50 pb—»
Muestra

200 pb—» 204 pb

Figura 15. PHF20L1 MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL, REACCIONES DE MSP METILADAS. En esta imagen representativa puede
observarse que ninguna muestra amplificé con iniciadores metilados.

Marcador 50 pb
Muestra

200 pb = 200 pb

50 pb

Figura 16. PHF20L1 MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL, REACCIONES DE MSP NO METILADAS. De las 18 muestras observadas no
amplificaron 2 muestras, la 76 y 20, las 16 muestras restantes amplificaron en las reacciones de MSP no metiladas.

En las Tablas 8 y 9se puede ver todos los datos de metilacion y no metilacion

encontrados en las muestras analizadas.
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TABLA 8. RESULTADOS DE METILACION Y DESMETILACION EN LOS

PROMOTORES DE DACT2 Y PHF20L1

ESTADO DE METILACION | FRECUENCIA (%) | Estadio tumoral (%)
DACT2 M 5 (6.8) ECIIB 1 (1.35)
ECIIA 2 (2.7)
ECIIB 2 (2.7)
M/U 21 (28.4) ECIIA2 (2.7)
ECIIIA 3 (4.05)
ECIIB 4 (5.40)
ECIIIB 7 (9.45)
ECIIIC 5 (6.75)
U 48 (64.8)
PHF20L1 M 0
M/U 0
U 74 (100)

TABLA 9. RESULTADOS DE METILACION, DESMETILACION, ESTADIO

TUMORAL E IMC DEL GEN DACT2

NORMOPESO
ECIIIA Ductal infiltrante UMET 23
ECIIIA Ductal infiltrante UMET 23.2
ECIIIA Lobulillar infiltrante UMET 24.2
ECIIB Ductal infiltrante sin patrén especifico UMET 21.6
ECIIB Ductal infiltrante MET 234
ECIIB Ductal infiltrante sin patrén especifico MET 24.9
ECIIIB Ductal infiltrante de patron micropapilar invasor UMET 20.8
ECIIIB Ductal infiltrante MET 21
ECIIIB Ductal infiltrante MET 22.7

SOBREPESO
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ECI Ductal infiltrante UMET 29.3
ECIIA Ductal infiltrante moderadamente diferenciado UMET 25.6
ECIIA Ductal infiltrante UMET 26.2
ECIIA Adenocarcinoma ductal infiltrante UMET 29.9
ECIIA Ductal infiltrante moderadamente diferenciado MET 26.7
ECIIA Ductal infiltrante UMET 27.2
ECIIA Ductal infiltrante tipo coloide UMET 28.5
ECIIIA Ductal infiltrante de células claras MET 26.3
ECIIIA Ductal infiltrante de patron no especifico UMET 27.7
ECIIIA Ductal infiltrante MET 28

ECIIB Ductal infiltrante sin patrén especifico UMET 25.3
ECIIB Ductal infiltrante UMET 25.4
ECIIB Ductal infiltrante UMET 25.8
ECIIB Lobulillar clasico infiltrante MET 27.4
ECIIB Ductal infiltrante de tipo apocrino MET 28

ECIIB Ductal infiltrante sin patrén especifico UMET 28.1
ECIIB Ductal infiltrante sin patrén especifico MET 28.6
ECIIB Lobulillar infiltrante UMET 29.2
ECIIB Ductal infiltrante moderadamente diferenciado UMET 29.2
ECIIIB Ductal infiltrante moderadamente diferenciado UMET 28.9
ECIIIB Ductal infiltrante UMET 28.4
ECIIIB Lobulillar infiltrante residual UMET 25.6
ECIIIC Ductal infiltrante UMET 29.4
ECIIC Ductal infiltrante de patrén micopapilar UMET 27.4
ECIIIC Ductal infiltrante UMET 25

OBESIDAD

ECI Ductal infiltrante micropapilar MET 35.5
ECIIA Carcinoma lobulillar infiltrante de patron clasico UNMET 31.6
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ECIIA Ductal infiltrante MET 32.8

ECIIA Canalicular infiltrante sin patrén UMET 32.9
ECIIB Ductal infiltrante UMET 30
ECIIB Ductal infiltrante UMET 31.5
ECIIB Intraductal de tipo comedo UMET 33.3
ECIIB Tubular infiltrante UMET 33.8
ECIIB Lobulillar infiltrante de patrén clasico UMET 34.2
ECIIB Ductal infiltrante UMET 37.9
ECIIB Ductal infiltrante UMET 37.4
ECIIIB Ductal in situ tipo comedonecrosis UMET 30.59
ECIIIB Ductal infiltrante moderadamente diferenciado UMET 324
ECIIIB Ductal infiltrante UMET 32.8
Escpltlal(l?iﬁ?genocarcinoma ductal infiltrante de patrén no UMET 37.8
ECIIIB Ductal infiltrante de patron moderado UMET 30
ECIIIB Adenocarcinoma lobulillar infiltrante de patron MET 30.4
clasico

ECIIIB Ductal infiltrante MET 40.3
ECIIIC Lobulillar infiltrante moderadamente diferenciado UMET 30.5
ECIIIC Ductal infiltrante UMET 32.9
ECIIIC Ductal infiltrante UMET 34.7

FUENTE DE LAS TABLAS 8-9. Datos obtenidos de la investigacion y de los expedientes clinicos de los pacientes.

En relacion a los resultados no hubo cambios en el estado de metilacion del gen
PHF20L1 en los estadios tumorales (lI-1ll) comparandolos con el tejido sano
adyacente (no hubo metilacion alguna); al igual que la metilacion del promotor del
gen DACT2 no fue significativa en los estadios tumorales (Il P=0.37, 1ll P=0.17) ni

en el tejido sano adyacente.

50



8.0. DISCUSION

El cancer de mama es un grave problema de salud publica, cuya principal causa de
mortandad es la deteccidn tardia y por lo tanto el tratamiento del tumor en etapa
avanzada. El diagnostico temprano y la prevencién son los factores con el mayor
efecto en la supervivencia posterior (57). La principal causa de muerte en los
pacientes con cancer es la dispersiébn de las células cancerosas a o6rganos
distantes, ya que ésta habilidad le permite a las células cancerosas invadir a los
tejidos vecinos y metastatizar a través del cuerpo (58).

La metilacion del DNA es una modificacion epigenética que como sabemos juega
un papel critico en la regulacion de la transcripcion de genes, mantenimiento del
genoma, desarrollo de enfermedades (59) y que la metilacion aberrante de islas
CpG en promotores es un sello distintivo del cancer, conduce al silenciamiento
transcripcional de genes supresores de tumores y contribuye al inicio y progresion
de un tumor (60). Por un lado, la pérdida de funcion o silenciamiento transcripcional
por medio de la hipermetilacion se ha identificado para los genes supresores de
tumores, mientras que la hipometilacion ha sido atribuida a la oncogénesis y la

pérdida de impronta de algunos alelos relacionados con el cancer (62).

En tumores en etapas tempranas es comun observar hipometilacion global del DNA
de las células tumorales e hipermetilacion de promotores especificos en islas CpG,
lo que hallevado a pensar que, ésta desregulacion se presenta antes de los eventos
tumorales como las mutaciones de supresores y/o protooncogenes. La
hipermetilacion de islas CpG en un promotor conduce al silenciamiento del gen
regulado por ese promotor, como ocurre con los genes supresores de tumores en
las células cancerosas. Mientras que, la hipometilacion de un promotor puede tener
el efecto inverso en el gen regulado por ese promotor, provocando su activacion
aberrante, lo que tiende a ocurrir en los oncogenes y que, se asocia con activacion
de genes requeridos para invasion y metastasis (62-63). Comparando células

normales con tejido tumoral se ha encontrado que los tumores presentan del 5-10%
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de menor metilacion y se ha sugerido que los cambios en la metilacién aparecen
entre los estados de hiperplasia y neoplasia benigna, donde el DNA esta
significativamente hipometilado en comparacion con el tejido normal. La causa de

la hipometilacion global aun no esta bien comprendida (64).

Una herramienta muy Util para analizar cambios epigenéticos en los tumores ha sido
la evaluacion de la metilaciéon de DNA a través de la conversion de citosinas no
metiladas a uracilos mediante el tratamiento del DNA con bisulfito de sodio,
basicamente ésta técnica se fundamenta en la conversion de C en U siempre y
cuando la C se encuentre desmetilada, mientras que si ésta se encuentra metilada
permanecera como C no convertida. Posteriormente mediante amplificacion por
PCR las Cs convertidas seran reemplazadas por timinas, luego, comparando la
secuencia convertida con la secuencia no convertida se puede conocer el estado

de metilacion de esa region (65).

En este trabajo se encontré que no hubo cambios significativos en la metilacién de
los genes analizados, DACT2 y PHF20L1. La literatura sefiala que DACT2 es un
factor importante para el desarrollo embrionario (66,67), especialmente durante los
movimientos gastrulatorios (66, 68, 69). Sin embargo, también es importante en la
regulacion de la proliferacion celular, ya que esta demostrado que participa en el
control de la re-epitelizacion durante la cicatrizacion (70). Ademas hay antecedentes
de investigadores que han analizado su funcion en algunos tipos de canceres,
aunque a la fecha se sabe poco sobre su papel en la tumorigénesis. Hou y col, (71)
observaron que a mayor cantidad de proteina DACT2, mejor era la tasa de
sobrevivencia en pacientes con carcinoma esofagico de células escamosas.
Mientras que la expresion restaurada de DACT?2 in vitro reduce significativamente
el crecimiento, migracion e invasion de las células tumorales. Por otro lado y con
respecto a la metilacion, solo hay 2 trabajos donde se ha estudiado la metilacion de
DACT2, uno es el de Li y col, 2015 (72) analizando carcinoma nasofaringeo

encontraron metilacion de DACT2. Observaron silenciamiento del gen por
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metilacion de su promotor en lineas celulares y tumores primarios pero no en células
epiteliales nasofaringeas normales. En un estudio en lineas celulares de cancer de
colon y en ratones desnudos Wang y col (73) encuentran que DACT2 solo esta
metilado en células tumorales (43.3%) y lineas celulares pero no en tejido sano. En
cambio en este trabajo, de todas las muestras analizadas solo se observd metilacion
en 5 de ellas, es decir solo el 6.8% de los tumores. Desconocemos cual haya sido
la diferencia en esos resultados, debido al método que se utilizé que fue la PCR
especifica para metilacion, no es posible saber si todas las citosinas estan metiladas
0 no, para eso el siguiente paso seria secuenciar la region que amplificamos.
También hay que considerar que no necesariamente todos los tumores se van a
comportar de la misma manera y hasta ahora no tenemos el antecedente de otro
trabajo hecho en muestras de cancer de mama donde se hayan analizado cambios

en la metilacion del promotor.

Con respecto a PHF20L1 quien codifica para una proteina que forma parte del
complejo de multiples subunidades histona acetiltransferasa humana involucradas
en la acetilacion de histonas y modificacion postraduccional. Es un ortélogo cercano
a PHF20 del que actualmente poco se sabe de su funcion (74). Recientemente se
encontré que en cancer de mama hay amplificacion y sobreexpresion de manera
prevalente en los subtipos agresivos basal-like y luminal B, por lo que se ha
asociado fuertemente con mal prondéstico de sobrevivencia en pacientes con cancer
de mamay la caracterizacion detallada de PHF20L1 en cancer de mama revel6 que
uno de los dominios presentes en la proteina puede tener un papel critico en
promover el cancer (75). Participa en el recambio de la metiltransferasa 1(DNMT1)
a través de la unién de su dominio MBT (tumor cerebral maligno) de lo que se ha
deducido que su dominio MBT es un dominio lector que controla los niveles
enzimaticos de DNMT1 metilado (76). Sin embargo, poco se sabe sobre su estado
de metilacion en los tumores. En el analisis que realizamos de metilacion de su
promotor no encontramos ninguna muestra con sefiales de metilacion, por lo que

es posible que durante el proceso tumoral este gen no se vea afectado por una
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modificacion epigenética como lo es la metilacion. También es necesario sefalar
qgue al igual que con DACT1 no es posible conocer de manera especifica si todas
las regiones CG estan o no metiladas ya que para ello se requiere de secuenciar la
region amplificada.

Los genes DACT2 y PHF20L1 analizados en este trabajo, se eligieron porque no
han sido estudiados previamente, recientemente fue que se asociaron con la
metastasis (la causa de mortalidad en los tumores) y se han comenzado a estudiar
en lineas celulares. Dado que la alimentacion es un factor epigenético importante,
después de conocer el estado de metilacién en estos genes, se espera en un
segundo acercamiento, analizar como pueden interactuar estos dos factores,
especialmente debido a la estrecha relacion que existe entre la obesidad y el cancer

de mama.

Se sabe que un factor importante en la predisposicion al desarrollo de cancer de
mama en las mujeres es el sobrepeso y la obesidad. En este trabajo se observo que
los DNA provinieron principalmente de mujeres con sobrepeso y obesidad, por lo
gue es importante hacer énfasis en la modificacion de la dieta de la poblacion
femenina en general y no solo en aquellas que ya desarrollaron el cancer,
manteniendo una masa magra y masa grasa adecuada para cada individuo y
estableciendo un balance adecuado entre el consumo calorico diario y la realizacion
de ejercicio (77). Consumiendo una cantidad adecuada de verduras y frutas ricos
en fibra lo cual se ha estudiado que disminuye el riesgo de cancer de mama en
mujeres premenopausicas (78), asi como también el consumo de leguminosas en
especial soya desde la adolescencia (79); prefiriendo hidratos de carbono complejos
y disminuyendo el consumo de los simples; evitando los azucares y harinas
refinados, disminuyendo el consumo de carnes procesadas, embutidos y grasas
saturadas, y aumentando el de omega 3 encontrado principalmente en pescados y
el de acidos grasos mono y poliinsaturados encontrados en el aceite de olivay el de

canola (77).
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Sin embargo, los mecanismos que subyacen al mal pronostico en las mujeres
obesas con cancer de mama siguen sin ser conocido. McCullough et al., (2016) en
un analisis que hacen sobre la sobrevivencia y su relacion con la obesidad en
pacientes con cancer de mama, encuentran que hay una asociacién positiva entre
estas condiciones al igual que con la metilacion. Se sabe que la dieta puede tener
un efecto sobre la metilacion como en el caso de la vitamina D, sobre la cual se ha
encontrado que un alto consumo de vitamina D se asocia con la disminucion en los
niveles de metilacion en tumores en etapa temprana pero no en los de etapas
tardias (80). Por otro lado el consumo de folatos se ha visto que tiene un papel
complejo, debido a que un alto o un bajo consumo de estos, aumenta el riesgo de
desarrollar cancer de mama (81) y un consumo moderado tiene un efecto protector.
Sin embargo en cancer colorectal, en las lesiones preneoplasicas y neoplasicas la
disminucién de folatos suprime la progresion del tumor y los suplementos de acido
félico promueven la progresion (82), de ahi que aun no se tenga certeza del efecto
gue pueda tener la metilacion. En el caso de las catequinas del té verde, las cuales
son un grupo de antioxidantes naturales que suprimen las especies reactivas de
oxigeno inducidas por los carcindgenos y promueven la reparacion del DNA dafiado,
han sido ampliamente estudiadas y a la fecha no han dado resultados concluyentes.
Una de las catequinas que componen al té verde, la epigalocatequingalato (EGCG)
es la que tiene el efecto supresor mas activo en el cancer de mama en estudios in
vitro e interactlia con proteinas importantes en el cancer de mama como el receptor
de estrogenos a. En general las catequinas inhiben la metilacion al actuar sobre las
proteinas encargadas de transferir grupos metilo al DNA, participan en la supresion
de la proliferacion celular y apoptosis de las células tumorales, por mencionar
algunas de sus funciones. Las inconsistencias entre los resultados in vivo e in vitro
se sugiere se deben a la baja biodisponibilidad oral y a la biotransformacion de las
catequinas in vivo, de ahi que la busqueda de métodos para estabilizar las
catequinas en el tracto digestivo sea importante (83), y lo mismo ocurre con otros

compuestos bioactivos de los alimentos.
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9.0. CONCLUSIONES

DACT2 es un gen importante de estudiar porque participa en la supresion de la
tumorigénesis al promover la apoptosis celular y disminuyendo la proliferacion. Es
posible que las modificaciones epigenéticas no afecten el estado de metilacién del
promotor en las muestras provenientes de tejido tumoral de mama, ya que la

metilacion observada fue muy baja.

PHF20L1 tampoco tuvo cambios en el patron de metilacién de su promotor ya que

ninguna muestra estuvo metilada.

Es importante resaltar que la mayoria de las personas afectadas por este tipo de
cancer tuvieron un peso fuera de lo normal, lo cual es un factor de riesgo importante
debido a la funcion esteroidogénica que tiene el tejido adiposo, por lo tanto a mayor
cantidad de tejido adiposo mayor produccién de estroégenos, los cuales favorecen la
proliferacion celular, por lo que una modificacion de la dieta asi como de ejercicio
podria brindar beneficios tanto a mujeres sanas para prevenirlo como en las
enfermas para mejorar su estado de nutricion y evitar complicaciones relacionadas

con la misma enfermedad y el tratamiento.

Finalmente cabe resaltar la importancia de éste trabajo, porque es un paso inicial
en el estudio de estos genes y otros relacionados con el cancer de mama, desde un
punto de vista nutricional, tomando en cuenta qué nutrimentos y componentes
bioactivos de los alimentos de la dieta pueden llegar a alterar la expresién de los
genes, generando un enfoque mas personalizado de la nutricién en las diversas
patologias, en éste caso el cancer de mama, pero considerando que el propio
metabolismo de los compuestos bioactivos también es determinante en el efecto

gue puedan tener sobre la enfermedad.
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