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Patron de metilacion génico en el
cancer de mama
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Promoter methylation profile in
breast cancer

Background: Genomic DNA methylation, mutations and allelic
deletions explain the inactivation of genes involved in cell proliferation and cell cycle control
mechanisms. Aim: To analyze the methylation pattern of important genes related to different car-
cinogenic mechanisms in patients with breast cancer and the relationship with its biological be-
havior. Material and methods: Seventy fresh-frozen breast cancer samples were selected. The
methylation specific PCR (MSP) test was used to analyze promoter methylation status for genes
CDKN2A (p16), hMLH1, APC, CDH1 (Cadherin E) and FHIT. Results: We found methylation in
at least one of the genes studied in 88% of cases and in 3 or more genes in 40.5% of cases. The
frequencies of promoter hypermethylation of CDKN2A, hMLH1, APC, CDH1 and FHIT were
41.4%, 11.4%, 52.9%, 70% y 42.9%, respectively. We found a relationship between CDKN2A me-
thylation and better survival (p=0.002). CDH1 methylation and poor histological differentiation
(p=0.007), hMLH1 methylation and non-Mapuche ethnicity (p=0.03), APC methylation and larg-
er tumor size (p <0.05), FHIT methylation and lack of estrogen receptor IHC expression (p <0.05).
Conclusions: The high frequency of promoter methylation in patients with breast cancer con-
firms its role in breast carcinogenesis. The finding of alterations in the methylation pattern of
genes studied and its association with prognostic factors is a helpful tool in the search of new crite-
ria for clinical and therapeutic decision making (Rev Méd Chile 2004; 132: 1069-77).

(Key Words: Breast neoplasms; CDKN2A protein; DNA probes; Genes, P16)

Recibido el 4 de marzo, 2004. Aceptado en version corregida el 1 de julio, 2004.
Departamento de Anatomia Patolégica, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

n Chile, el cAncer de mama es la tercera causa
de muerte por cancer en las mujeres y la
segunda causa de muerte por cancer entre las
mujeres mayores de 50 afios, con una tasa de
mortalidad general de 13 por cada 100.000 muje-
resl. Se estima que el envejecimiento paulatino de
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la poblacion chilena, provocara un aumento signi-
ficativo en las cifras absolutas de céancer en el
grupo de poblacién de mayor riesgol. La frecuen-
cia de esta neoplasia es tal en paises industrializa-
dos, que la probabilidad que una mujer, que vive
hasta los 75 afios de edad desarrolle un cancer de
mama durante su vida es de aproximadamente
5%24,

En cancer de mama se han identificado nume-
rosos factores involucrados en la carcinogénesis
mamaria. La mayoria corresponden a alteraciones
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genéticas como las mutaciones de los genes
BRACALl y BRACA2 en canceres familiares de
mama®~’ y activacién de oncogenes e inactivacion
de genes supresores de tumores en cénceres
esporadicos®10,

En el dltimo tiempo ha cobrado importancia la
participacion de las alteraciones epigenéticas en el
desarrollo del céncer. Es decir, una serie de
procesos que maodifican la funcién de un gen, pero
gue no conllevan modificacion de la secuencia de
ADN. Estas alteraciones epigenéticas son aparente-
mente muy frecuentes y particularmente importan-
tes en neoplasias en humanos. Porque pueden
explicar la participacion de agentes ambientales en
la tumorogénesis como la dieta y la exposicién a
carcinégenos, afectando diversas vias carcinogené-
ticas simultaneamente!-13, La metilacion del ADN
es el cambio epigenético mas frecuente e importan-
te hasta ahora estudiado. Ocurre normalmente en
vertebrados y estd involucrado en la regulacién
transcripcional de genes en el periodo de embrio-
génesis y en la inactivacion del cromosoma X4, En
las células tumorales existe un estado de hipometi-
lacion del ADN gendmico pero de hipermetilacién
en regiones ricas en citocinas y guaninas (islotes
CpG), los cuales tienen aproximadamente entre
500 a 2.000 pb de largo y que estan ubicadas
frecuentemente cercanas o dentro de las &reas
promotoras génicas en aproximadamente la mitad
de los genes humanos conocidos'215, La hiperme-
tilacion de estas areas produce represion transcrip-
cional debido a un cambio estructural de la
cromatina, que la hace inaccesible a los factores de
transcripcion, pudiendo, de esta manera, inactivar
genes supresores de tumores; lo que se pensaba
ocurria exclusivamente por delecion alélica o0 muta-
cién. Este fendbmeno se ha observado en varios
tipos de tumores donde se expresarian patrones de
metilacién especificos®17.

Se han utilizado técnicas de Southernl8 en el
estudio de la metilacion del ADN gendmico. Sin
embargo, requiere grandes cantidades de ADN
metilado en los alelos estudiados. Técnicas que
combinan la accidon de enzimas de restriccion
seguido de amplificacion (PCR) requieren de alta
pureza celular para eliminar errores de interpreta-
cion1®. En los Gltimos afios ha surgido una prueba
que permite el analisis de mdltiples areas metila-
das. Esta técnica denominada Methylation Specific
PCR (MSP)20 ha sido extensamente utilizada gene-

rando enormes cantidades de informacion. La
comprobacién de que las areas amplificadas se
encuentran metiladas se puede hacer mediante la
técnica de Bisufite sequencing con un alto grado
de concordancia.

El objetivo de este trabajo es evaluar el perfil de
metilacion de 5 genes involucrados en distintas vias
carcinogenéticas: CDKN2A (p16), APC (Adenoma-
tous Poliposis Coli) y FHIT (Fragile Histidine Triad)
correspondientes a genes supresores de tumores
relacionados con el control del ciclo celular?, El
gen hMLH1 probablemente el méas importante
dentro de la familia de genes reparadores de ADN
genémico (Human Mut.Homologue1)?? y el gen
CDH1 (Caderina E), que codifica una proteina de
transmembrana que actia como molécula de adhe-
sibn y que participa en la metastasis y en la
invasion tumoral?3.

Genes seleccionados para el estudio. Los genes
fueron seleccionados debido a su importancia en la
carcinogénesis en humanos y porque se han mostra-
do frecuentemente metilados en otros tumores?4,

El gen hMLH1 (ubicado en 3p21-23) es el més
importante en una familia de genes relacionados
con la reparacion del ADN desalineado y repre-
senta a un emergente grupo de tumores que se
caracteriza por una alta frecuencia de errores de
replicacion conocida como inestabilidad micro-
satelital2®.

La inactivacion del gen APC (ubicado en 5g21)
es frecuente en cancer de colon y recto y se
observa en el 100% de los casos asociados a
poliposis familiar congénita, en estos individuos
esto ocurre en general por mutaciones de deten-
cién que truncan al producto proteico génico26:27,
La metilacién de las areas promotoras se ha
propuesto como un mecanismo alternativo de
inactivacion en grupos de pacientes que no
presentan estas mutaciones28.

El gen supresor de tumores CDKN2A (ubicado
en 9p21) se encuentra relacionado con el control
del ciclo celular, su accién en la carcinogénesis ha
sido intensamente estudiada, encontrandose inacti-
vado en una serie de tumores especialmente
melanoma, pancreas y estobmago presentando ade-
mas correlacion con factores morfolégicos y pro-
nosticos??-31,

En el caso del gen FHIT (ubicado en 3p14.2),
corresponde a un gen supresor de tumores que se
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inactiva méas frecuentemente mediante LOH en
varios tipos de cancer incluidos el bronquial y de
mama, siendo las mutaciones mas bien infrecuen-
tes3233, Sin embargo existen evidencias que la
hipermetilacién del promotor seria un mecanismo
importante en la inactivacion de este gen33.

La Caderina E (CDH1) (ubicada en 16g22.1)
corresponde a un tipo de molécula de adhesion
fuertemente relacionada con el desarrollo del
cancer especialmente con aspectos asociados a la
invasion y metastasis?334, Varias comunicaciones
han mostrado que la actividad reducida de Caderi-
na E se relaciona con peor pronéstico ocupando
la metilacion un papel protagdonico3®:36,

MATERIAL Y METODOS

Casos. Se seleccionaron 70 casos de cancer de
mama del banco de tumores congelados del
Departamento de Anatomia Patolégica de la Uni-
versidad de la Frontera. Todas las muestras fueron
mantenidas en gel criopreservante (Jung, Alema-
nia) a -70°C. Para la obtenciéon del material en
estudio se selecciond un area tumoral mediante
corte de congelacion y se fragment6 en camara fria.

Extraccion del ADN. Se realizd6 segun procedi-
miento adaptado del protocolo del Kit de Aisla-
miento de ADN Gendmico Puregene (GENTRA,
USA). Brevemente, los fragmentos de tejido se
incubaron a 65°C en Microtubos tubos de 1,5 ml
con solucién de lisis celular y proteinasa K (10
mg/ml) hasta observar lisis tisular total. Las protei-
nas fueron eliminadas por precipitacion en acetato
de amonio 7,5 M. EI ADN fue precipitado con
isopropanol, lavado con etanol 70%, resuspendido
en solucion de hidratacién y almacenado a -20°C.

Modificacién con Bisulfito. El principio de la
modificacién de ADN con la técnica de bisulfito
de sodio se basa en su capacidad de convertir a
todos los residuos de citosina (C) no metiladas en
uracilos (U) mediante deaminacidn, pero cuando
la citosina estd metilada es resistente a la reaccién
y permanece como citosina?. Los iniciadores de
PCR utilizados aprovechan estas diferencias para
discriminar entre aquellas frecuencias metiladas y
no metiladas. Se usé protocolo previamente des-
crito?0. Brevemente, 2 ug de ADN fueron desnatu-

ralizados incubando a 75°C por 15 min en un
volumen de 22 ul con NaOH (concentracién final
0,27 N). Se agregé hidroquinona y bisulfito de
sodio pH 5,0, preparados en fresco, a concentra-
ciones finales de 50 uM y 4,2 M respectivamente,
seguido de una incubacion a 50°C durante 16 h. El
ADN modificado fue purificado y concentrado
usando tubos Centricon YM 30 (Millipore). La
desulfonacion se llevé a cabo agregando NaOH a
una concentracion final de 0,3 N e incubando a
37°C durante 15 min. Después de neutralizar la
solucion con acetato de amonio, se precipitd
durante toda la noche a -20°C con 3 volumenes de
etanol en presencia de glicogeno. Finalmente, se
resuspendi6 en 80 pl de agua deionizada y utilizé
en un periodo inferior a 2 semanas siguientes.

Amplificacion del ADN. Las condiciones particula-
res de PCR y las secuencias de los partidores se
encuentran detalladas en la Tabla 1.

Las PCR fueron realizadas con aproximada-
mente 100 ng de ADN genémico modificado, 0,2
UM de cada iniciador, 200 uM de cada uno de los
desoxinucledtidos trifosfatos, 1,5 mM de MgCl y
0,75 U de Taq Polimerasa (Promega) en un
volumen final de 25 pl. Se usé como control
negativo 100 ng de ADN gendmico sin modificar,
a la vez de un blanco de mezcla de reaccidn sin
ADN. Como control positivo de metilacion se
utiliz6 ADN gendmico comercial (Promega) meti-
lado con Sssl (Biolab) y como control positivo de
ADN no metilado se us6 el mismo ADN sin
metilar modificado.

Los partidores usados se detallan en la Tabla 1.

Una vez que se realizaron las reacciones de
PCR, los resultados fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer
TAE vy tefiidos con bromuro de etidio.

Estadistica. La relacién entre el estado de metila-
cién génica con variables categéricas, tales como
sexo, raza, tipo histoldgico, se establecié usando
la prueba de x2 o la prueba exacta de Fisher. Para
variables numéricas como edad se utilizé la
prueba de t-student. Para el calculo de sobrevida y
su asociacién con parametros morfolégicos y
clinicos y del status de metilacion génica se
construyeron multiples curvas de Kaplan Meier y
fueron comparadas utilizando la prueba de log-
rank y el modelo de Cox Hazard.

ARTiCcULO DE

INVESTIGACION

1071



m Rev Méd Chile 2004; 132: 1069-1077

ResuLTADOS

Caracteristicas clinicas. Las caracteristicas genera-
les del grupo estudiado se observan en la Tabla 2.
Esta fue mayoritariamente de sexo femenino y no
mapuche (98,6%) y (92,9%) respectivamente, pre-
sentando una edad promedio de 58,6 afios (rango
29-88 afios). Sélo 4 (5,7%) pacientes eran menores
de 40 afios y sin antecedentes familiares de cancer
y 17 (24,3%) se encontraban entre los 40 y 50
afos. La sobrevida global hasta 5 afios fue de 60%,
obteniéndose para el grupo analizado un rango
de seguimiento de 6 a 93 meses, con un promedio
de 55,4 meses de sobrevida.

La etapificacion segin TNM concentré la ma-
yoria de los casos en las etapas 2 y 3 (58,7% y
21,4% respectivamente). Los estadios 1y 4 presen-
taron frecuencias cercanas al 10% (12,8% y 7,1%
respectivamente).

El tipo histolégico mas frecuente fue el ductal
con 88,7% y los menos frecuentes fueron del tipo
medular y mucinoso, ambos con 2,8%. En relacion
al grado de diferenciacién del tumor, encontramos
18,5% para el grado 1, 55,7% para el 2 y de 25,8%
para el 3.

Estado de metilacion génica. La frecuencia de
metilacion de las areas promotoras de los genes
estudiados para los 70 tumores de mama analiza-
dos (Tabla 3), fluctué entre 11,4% para hMLH1 y
70% para CDH1 (Caderina E), los genes CDNK2A
(p16), APC y FHIT presentaron frecuencias de
metilacion similares entre 40% y 53% (Tabla 3).
El indice de metilaciéon es un indicador que
muestra la proporcion de areas promotoras meti-
ladas respecto de genes estudiados, se calcula
dividiendo el nimero de genes metilados por
namero de genes estudiados. Los resultados se

Tabla 1. Secuencia de iniciadores y condiciones de PCR ( NM=no metilado; M=metilado)

Iniciadores Secuencia 5'-3' Temperatura n° Tamafio
Hibridacion ciclos Producto
(°C) (pb)
p16 NM  TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 60 35 151
CAACCCCAAACCACAACCATAA
M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 63 35 150
GACCCCGAACCGCGACCGTAA
hMLH1 NM  TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT 60 44 124
ACCACCTCATCATAACTACCCACA
M TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT 60 44 153
TCCGACCCGAATAAACCCAA
FHIT NM  TTGGGGTGTGGGTTTGGGTTTTTATG 66 35 74
CATAAACAACACCAACCCCACTA
M TTGGGGCGCGGGTTTGGGTTTTTACGC 66 35 74
CGTAAACGACGCCGACCCCACTA
CDH1 first round GTTTAGTTTTGGGGAGGGGTT 50 20 270
ACTACTACTCCAAAAACCCATAACTAA
CDH1 second round NM  TGGTTGTAGTTATGTATTTATTTTTAGTGGTGTT 62 35 120
ACACCAAATACAATCAAATCAAACCAAA
M TGTAGTTACGTATTTATTTTTAGTGGCGTC 64 35 112
CGAATACGATCGAATCGAACCG
APC 1A NM  GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT 55 44 108
CCAATCAACAAACTCCCAACAA
M  TATTGCGGAGTGCGGGTC 55 40 98
TCGACGAACTCCCGACGA
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Tabla 2. Caracteristicas generales y morfoldgicas del grupo estudiado n=70

Sexo Femenino Masculino
98,6% (69) 1,4% (1)
Edad Promedio Rango
58,6 afios 29 a 88 afos
Etnia No Mapuche Mapuche 1
90% (63) 10% (7)
Seguimiento Promedio Rango 2
55,4 meses 6 a 93 meses
Tamafio tumoral Promedio 29,2 mm
T1 T2 T3 3
30% (21) 61,4% (43) 8,6% (6)
Metastasis ganglionares Positivo Negativo
56% (39) 44% (31)
Tipo histolégico Ductal 88,7% (62)
Lobulillar 5,7% (4)
Medular 2,8% (2)
Mucinoso 2,8% (2)
Grado de diferenciacion
1 2 3 4
18,5% (13) 55.7% (39) 25.8% (18)
Receptor de estrogeno Positivo Negativo
70% (49) 30% (21) 5

hMLH1 Asociado a poblacién no mapuche (p=0,03)

CDKNZ2A Asociado a mejor sobrevida (p=0,002)

APC Asociado a mayor tamafio tumoral (p <0,05)

CDH1 Asociado a menor grado de diferenciacién (p=0,007)

FHIT Asociado a ausencia de receptores de estrogeno mediante estudio IHQ (p <0,05)

aa b wN -

observan en la Tabla 4 distribuyéndose en forma  Tabla 3. Frecuencia de metilacion del area promotora
homogénea en cada categoria con la excepcién

de un solo caso que mostré metilacion en todos Positivo Negativo
los genes analizados (Tabla 4).

Cuando analizamos el estado de metilacién de pl6 41,4% (28) 58,6% (42)
cada gen y lo correlacionamos con caracteristicas hMLH1 11,40% (8) 88,60% (62)
anatomo-clinicas se observé diferentes tendencias APC1A 52,90% (37) 47,1% (33)
para los genes en estudio (Tabla 2). Brevemente, CDH1 70% (49) 29% (21)
encontramos mayor sobrevida cuando CDKN2A FHIT 42,90% (30) 57,10% (40)
estaba metilado (p=0.002), menor diferenciacion
tumoral cuando CDH1 presentaba metilacion Tabla 4. Indice de metilacion promedio 0,44
(p=0,007), y una frecuencia menor de metilacién
en pacientes de raza mapuche para hMLH1 Indice de metilacién % (n)
(p=0,03). Por ultimo, los tumores con metilacion
del gen APC presentaban en promedio un mayor 0 11,59% (8)
tamafio tumoral y menor diferenciacién (p <0,05). 0,2 17,39% (25)
Para el gen FHIT se observé una tendencia no 0,4 30% (21)
significativa a estar metilado cuando no habia 0,6 21,4% (15)
presencia de receptores de estrégeno y progeste- 0,8 17,1% (12)
rona (p <0,05). 1 1,43% (1)
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Ficura 1. Fotografia compuesta de geles de Agarosa que muestra el resultado del andlisis de metilacion en los
5 genes estudiados donde se puede observar el tamafio variable de las bandas amplificadas.

M
metilado y modificado: y B = Blanco.

Discusion

Numerosos estudios previos han demostrado la
importancia de la metilacién del ADN en los
canceres en humanos y se han enfocado en areas
del genoma que podrian tener un efecto funcional
resultando en inactivacion de uno o mas ge-
nesl62437.38 | a mayoria de los tumores tienen
muchos genes metilados, sin embargo los perfiles
de metilacion son bastantes caracteristicos en
canceres especificos, revelando muchas veces
caracteristicas biolégicas y pronésticas de los
tumores353940, E| test de metilacion especifico
mediante PCR detecta hasta 0,1% de ADN metila-
do constituyéndose en un método altamente
sensible que permite la deteccion incluso en las
primeras etapas del desarrollo carcinogénico0.

Estudiamos el patrén de metilacién mediante 5
genes, cada uno de ellos relacionados con dife-
rentes procesos carcinogénicos alterados en tumo-
res en humanos.

Observamos frecuente metilacion (>40%) en 4
de los 5 genes estudiados, el gen hMLH1 fue el

control positivo ADN genomico metilado y modificado; NM = control negativo ADN genémico no

Unico que mostré una baja frecuencia de metila-
cion (11,4%). Nuestros resultados concuerdan con
el hecho que, aun cuando se estima que la
metilacion sea uno de los principales mecanismos
gue determinen la inactivacion de este gen, el
cancer esporadico de mama no ha sido asociado
con altos niveles de inestabilidad microsateli-
tal*142. Se observé menor frecuencia de metila-
cion en pacientes mapuches (p=0,03). Este hecho
es interesante y concuerda con nuestros datos en
vesicula biliar, donde ninguno de los pacientes
con inestabilidad microsatelital de alto grado es de
raza mapuche (Roa JC. Datos no publicados).

En nuestro estudio del gen APC observamos
un alto porcentaje de metilacién (52,9%), el cual
se relacion6 con mayor tamafio tumoral y menor
grado de diferenciacion tumoral. Siendo estos
valores un poco mas frecuentes que los encontra-
dos en otra serie en la que se analizd un total de
77 muestras de cancer de mama que mostré 34%
de positividad para el (MSP)43.

Nuestros casos presentaron 41,4% de metila-
cion para el gen CDKN2A . Existen otras 2 series
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de 100 y 104 tumores primarios de mama que
mostraron, mediante el mismo andlisis, similares
resultados con 31% y 32% de metilacién respecti-
vamente?445. Nuestros casos mostraron mejor
sobrevida (p=0,04). Sin embargo, estos resultados
no concuerdan a los usualmente publicados, que
muestran una tendencia a peor prondstico*6-48 en
este grupo de pacientes, las razones para este
hallazgo son desconocidas, aunque debemos con-
siderar que nuestro grupo de estudio esta com-
puesto por 70% de casos en etapas | y Il.

Nuestro analisis mostré porcentajes de 42,9%
de metilacién para el gen FHIT en muestras de
tumores primarios de mama, los cuales fueron
concordantes con otros estudios que obtuvieron
entre 31% y 48%, respectivamente para tumores
de mama. Y de 86% para lineas celulares de
cancer de mama3349. Los casos que presentaban
metilacion mostraron una tendencia a estar pre-
sentes en tumores sin expresion inmunohistoqui-
mica de receptores de estrogeno y progesterona.

Encontramos una alta frecuencia de metilacién
para CDH1 gen, alcanzando 70% de los casos.
Con una tendencia significativa a estar mas fre-
cuentemente metilado en casos con menor dife-
renciacion tumoral. Estas cifras son concordantes
con otras series que mostraron frecuencia de
metilacion de entre 41%°0 a 79%3051 tanto en
tumores de tipo lobulillar como ductal.

Ademés, analizamos el indice de metilacion,
gue corresponde a una relacion entre el total de
genes metilados y el total de genes analizados. El
promedio del indice de metilacién en todos los
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