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RESUMEN

El estudio Unicamente de variantes genéticas no es suficiente para explicar una
enfermedad compleja como el céncer. Alteraciones epigenéticas, entre ellas la
metilacion del ADN, han sido asociadas con diferentes tipos de tumores.

Con el fin de detectar marcadores epigenéticos de riesgo en sangre para el
desarrollo de cancer, buscamos detectar metilacion diferencial en el ADN de leucocitos
de una muestra de pacientes con melanoma cutadneo y céncer de mama esporédico
mediante dos acercamientos metodoldgicos complementarios. En primer lugar,
cuantificamos el nivel global de citosinas metiladas por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-ESI/MS). Confirmada la existencia de diferencias en los niveles
genoémicos de metilacion entre pacientes y controles, realizamos estudios para localizar
las regiones gendémicas con metilacion diferencial sitio-especifica empleando un analisis
sesgado de una porcién del genoma (Amplificacion entre sitios metilados), y un analisis
de alta resolucidn a nivel de sitios CpG basado en tecnologia de microarreglos.

Como resultado de estos estudios, demostramos la ocurrencia de hipometilacion
global del ADN gendmico de leucocitos en pacientes con cancer de mama y melanoma
esporadico, y el efecto del contexto genético sobre la variabilidad epigenética en nuestra
poblacion, dado por la ancestria genética de los individuos y/o variantes genéticas en
genes asociados directa o indirectamente con los mecanismos epigenéticos.

A nivel de metilaciéon especifica, identificamos dos regiones diferencialmente
metiladas en leucocitos de pacientes con melanoma cutdneo en comparacion a
individuos sanos, ubicadas en los genes Neurotrimina y TMEM184A. Dichas regiones
fueron caracterizadas y evaluadas en muestras de tejidos de individuos con melanoma
cutaneo de origen europeo.

Por Gltimo, mediante el analisis de mas de 485.000 sitios CpG detectamos un
panel de 77 sitios CpGs diferencialmente metilados en sangre de pacientes con cancer
de mama, que incluye los genes CYFIP1, MAP3K6 y MIB2, el cual fue validado en un
muestreo independiente de tejidos de mama pertenecientes a pacientes con cancer de
mama de origen europeo. Este panel no solo diferencia leucocitos de pacientes con
cancer de mama esporadico de controles, sino que también tiene la potencialidad de
diferenciar tejido mamario sano del tumoral incluso en casos de cancer de mama
hereditario.

En este trabajo se describe por primera vez un grupo de marcadores epigenéticos
candidatos en leucocitos de sangre periférica asociados a tumores solidos en la
poblacién uruguaya. La validacion de estos resultados en un muestreo mayor e
independiente en un futuro préximo, abrird las puertas a la evaluacién de paneles de
biomarcadores propios de nuestra poblacion.



Introduccion general

Las alteraciones genéticas pueden explicar las causas de varias enfermedades
monogénicas. Sin embargo, la base genética subyacente en el origen de las
enfermedades complejas y multifactoriales sigue siendo en gran medida desconocida, y
el papel de los mecanismos no genéticos, incluidos los mecanismos epigenéticos o

modificaciones postraduccionales de proteinas, ha tomado gran importancia.

En la etiologia de las enfermedades complejas, la epigenética puede ayudar a
proveer una explicacion de tres de sus caracteristicas: i) la dependencia de la mayoria de
las enfermedades complejas con la edad, la cual no se puede explicar muy bien solo por
la acumulacion de mutaciones; ii) su naturaleza cuantitativa; y iii) el mecanismo por el
cual el ambiente puede modular la predisposicidén genética a la enfermedad (Bjornsson
etal., 2004).

El cancer es la enfermedad humana compleja asociada con defectos epigenéticos
mejor caracterizada (Berdasco and Esteller, 2010). Los cambios epigenéticos ocurren en
todos los tipos de cancer e incluyen alteraciones en la metilacion del ADN,
modificaciones de histonas y cambios de expresién de ARNs no codificantes (ARNNC).
Hoy en dia, existe suficiente evidencia que las alteraciones epigenéticas y sus
variaciones interindividuales influyen sobre el riesgo a cancer y pueden emplearse como

biomarcadores potenciales.

Como describiremos en detalle a continuacién, es claro que los mecanismos
epigenéticos puede jugar un papel fundamental en mediar los efectos de
medioambiente, y existen varios mecanismos por los cuales factores genéticos y

epigenéticos interacttan. Asi, el campo de la epidemiologia epigenética del cancer tiene
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un gran reto que es elucidar las interacciones genética-epigenética-medioambiente, y

determinar la forma en que modulan el riesgo de cancer individual (Risch et al., 2012).

En el pasado, los estudios epigenéticos se focalizaban fundamentalmente en
analizar pares de tejido sano/tumoral. Sin embargo, una pregunta importante para la
epidemiologia del cancer es si los cambios epigenéticos pueden ser identificados en
tejidos no afectados directamente por la patologia, como ADN aislado de linfocitos
periféricos, muestras de plasma, orina, o hisopado bucal. La deteccion de cambios
epigenéticos en tejidos no tumoral y de facil acceso mediante técnicas minimamente

invasivas aumentaria en gran medida el potencial marcador de dichas alteraciones.

En los futuros estudios sera importante caracterizar la interaccion entre factores
ambientales, estilos de vida, factores genéticos y epigenéticos. Asi, los abordajes
integrando la informacion genética, epigenética, epidemioldgica y clinica de los
individuos son los mas prometedores y podrian mejorar los modelos de riesgo para el

cancer actualmente disponibles.
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1.1 Epigenética: conceptos generales

Més de una década ha pasado desde que el genoma humano fuera completamente
secuenciado, pero ain queda por ser elucidado como la informacion genémica dirige los
programas de expresion génica espacial y temporal-especifica (Lander, 2011). La
respuesta a esta pregunta no solo es esencial para comprender los mecanismos de
desarrollo embrionario humano sino también para estudiar las variaciones fenotipicas
entre las poblaciones humanas y la etiologia de muchas enfermedades. Sin embargo, el
mayor desafio sigue siendo el siguiente: cada uno de las mas de 200 tipos celulares
diferentes en el cuerpo humano contiene una copia idéntica del genoma pero expresa un
grupo de genes particular. ;Como el genoma guia a un grupo limitado de genes a ser
expresados a diferentes niveles en los distintos tipos celulares? Hoy en dia, hay grandes
evidencias que indican que el epigenoma determina en gran medida el programa de

expresion genica en cada tipo celular, junto con su genoma.

La palabra “epigenética”, surgida hace mas de medio siglo, combinando
“epigénesis” y “genética”, describe los mecanismos de compromiso de destino celular y
especificacion de linaje durante el desarrollo animal (Holliday, 1990; Waddington,
1959). Hoy, “epigenoma” es generalmente utilizado para describir el conjunto de
procesos que modulan en una célula la estructura de la cromatina, y con ello sus
funciones (expresion génica, reparacion del ADN, recombinacion), independiente de la
secuencia de ADN (Bird, 2007). Estos mecanismos epigenéticos involucran la
metilacién del ADN vy las modificaciones covalentes de las histonas a lo largo del
genoma, asi como la accion de ARN no codificantes (Bonasio et al., 2010). El
epigenoma puede diferir de un tipo celular a otro, y en cada célula regula la expresion
génica de varias maneras: organizando la estructura nuclear de los cromosomas,
restringiendo o facilitando el acceso de factores de transcripcion al ADN, y preservando
la memoria de actividades transcripcionales pasadas. De esta manera, el epigenoma
puede ser considerado una segunda dimension de la secuencia de ADN y es crucial para
el mantenimiento de los patrones de expresion génica especifico del tipo celular (Rivera
and Ren, 2013).

A diferencia de los alelos genéticos, los epi-alelos no difieren en su secuencia de

ADN; la informacion epigenética reside en firmas moleculares, que pueden surgir de
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novo, y que se transmiten durante la division celular y proporcionan un recuerdo de los
estimulos previamente experimentados, sin cambios irreversibles en la informacion

genética (Bonasio et al., 2010).

Es habitual que la metilacion del ADN, las modificaciones de histonas y los
ARNNC sean descritos como mecanismos independientes, pero es importante notar que
existe una interaccién muy estrecha entre las diferentes marcas epigenéticas para regular
el estado de la cromatina y de la expresion génica. El proyecto ENCODE (ENCODE
Project Consortium), un gran esfuerzo colaborativo desarrollado para definir todos los
elementos funcionales en el genoma humano, recientemente ha publicado grandes sets
de datos de transcripcion, modificaciones de histonas y proteinas de unién. Estos datos
describen perfiles epigenéticos superpuestos tanto regional como globalmente, los
cuales se combinan para regular la expresion génica (Bernstein et al., 2012; ENCODE

Project Consortium., 2004).

1.1.1 Marcas epigenéticas

Metilacién del ADN

La metilacion del ADN es un proceso epigenético involucrado en muchos procesos
celulares incluyendo la expresién génica, impronta gendmica, inactivacion del
cromosoma X, silenciamiento de retrovirus y elementos transponibles, y organizacion

de la cromatina.

La metilacién del ADN consiste en la adicion covalente post-replicacion de un
grupo metilo (-CHs) en el carbono 5 del anillo de la citosina para generar 5-
metilcitosina (5mC). Esta reaccion enzimatica es catalizada por una familia de enzimas
ADN metiltransferasas (DNMTSs) que transfieren un grupo metilo desde la S-adenosil-
L-metionina (SAM) (Figura 1). La adicion del grupo metilo en la citosina no interfiere
estéricamente con el apareamiento de bases, pero si interfiere con la interaccion de
algunas proteinas de union al ADN debido a que se altera la estructura de la cromatina.
Citosinas metiladas estan presentes en el ADN de todos los vertebrados y plantas,

algunos hongos e invertebrados, y muchas especies de bacterias (Bird, 2002).
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Figura 1. llustracibn esquematica de la metilacibn del ADN catalizada por las ADN
metiltransferasas (DNMTSs) utilizando S-adenosil-L-metionina como donador del grupo metilo
(Modificado de Khan et al. 2012).

En mamiferos se han detectado 5 miembros de la familia DNMTs: DNMTL,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L, pero solo DNMT1, DNMT3A vy
DNMT3B poseen actividad metiltransferasa. Estas enzimas se clasifican en: DNTMs de
mantenimiento (DNTMZ1) que preservan los patrones de metilacion del ADN durante la
division celular, actuando especificamente sobre el ADN hemimetilado; y DNMTs de
novo que establecen los patrones de metilacion en secuencias especificas durante el
desarrollo embrionario (DNMT3A y DNMT3B) (Jin and Robertson, 2013). Las
DNMTs de novo tienen una alta expresion en células madres embrionarias y luego
disminuye su expresion en las células diferenciadas. DNMT3L, a pesar de ser
cataliticamente inactiva, es necesaria para el establecimiento del imprinting genémico
durante la gametogenesis (Bourc’his et al., 2001) y actia como factor estimulador de
DNMT3A y DNMT3B. La DNMT1 es la DNMT maés abundante en la célula y se
expresa mayormente durante la fase S del ciclo celular. Tiene alta preferencia por el
ADN hemimetilado que se generan durante la replicacion del ADN semiconservativa
(Denis et al., 2011).

La metilacion podria tener lugar en cualquier residuo de citosina del genoma. Sin
embargo, la transmision clonal de los patrones de metilacion esta restringida a citosinas
de secuencias simétricas CpG y CpNpG (N hace referencia a cualquier nucleétido), es
decir, en secuencias cuya lectura es palindrémica. La metilacién que tiene lugar en

trinucledtidos CpNpG se observa fundamentalmente en plantas.
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Los dinucleotidos CpG tienden a agruparse en regiones denominadas “islas CpG”,
definidas como regiones de méas de 200 pb con alto contenido en secuencias CG y con
relacion frecuencia observada/esperada de CpG > 0.6 (Portela and Esteller, 2010).

Hasta recientemente, la mayoria de los estudios de metilacion del ADN se
focalizaron en el andlisis de islas CpG asociadas a secuencias reguladoras. Sin embargo,
con el avance del estudio de la metilacion del ADN a nivel gendmico, como veremos a
continuacidn, se ha demostrado que no so6lo la metilacion en promotores estd modulada
durante los procesos fisioldgicos y las enfermedades, sino también las regiones

intragénicas e intergénicas (Irizarry et al., 2009).

Los dinucle6tidos CpG son usualmente raros en los genomas de mamiferos (~1%).
Sin embargo, el ADN de los tejidos somaticos de mamiferos esti metilado en el 70% de
los dinucledtidos CpGs. Las secuencias altamente metiladas incluyen ADN satélite,
elementos repetidos como transposones, ADN intergénico no repetido y exones de
genes. Evidencias experimentales indican que la metilacién del ADN sirve como un
mecanismo de defensa para silenciar elementos mdviles o invasivos del genoma,
transposones 'y secuencias virales, impidiendo la inestabilidad genomica,
translocaciones e inactivacién génica por reactivacion de secuencias endoparasitas
(Figura 2) (Eden et al., 2003). La excepcion a esta metilacion global del genoma de
mamiferos son las islas CpGs, regiones que habitualmente estan sin metilar en las
células germinales, en el embrion temprano y generalmente también en todos los tejidos
somaticos (Bird, 2002). La mayoria de estas islas se solapan con los promotores
génicos, los potenciadores y elementos silenciadores, dando lugar a una estructura
abierta de la cromatina permitiendo la expresion génica por encontrarse desmetiladas.
Alrededor del 60% de los genes codificadores de proteinas en mamiferos presentan islas
CpG en sus regiones promotoras y usualmente estan desmetilados en células normales,
aunque algunos promotores (~6%) se metilan de manera tejido-especifico durante el

desarrollo temprano o en tejidos diferenciados (Straussman et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Patrones de metilacién del ADN en diferentes regiones del genoma y consecuencias
en la regulacion. a) Islas CpG en promotores génicos; b) CpG shores, localizado a 2 kb de las
islas CpG; c) Secuencias repetidas. Modificado de Portela & Esteller 2010.

Recientemente ha surgido el término CpG shores, refiriéndose a regiones de menor
densidad CpG ubicadas a gran proximidad (~2 kb) de las islas CpG. La metilacién en
estas regiones estd asociada con inactivacion transcripcional (Figura 2). La mayoria de
la metilacion del ADN tejido-especifica parece que ocurre no en islas CpG sino en CpG
shores (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009).

En los ultimos afios se ha demostrado la importancia de la metilacion de CpG en el
cuerpo génico o “gene body” sobre la expresion génica, entendiendo como cuerpo
génico los exones (excluyendo el exon 1), intrones y region 3" no traducida (Lister et
al., 2009). La metilacién intragénica en el genoma humano tiene un potencial papel en
el uso de promotores alternativos, regulacién de ARNnNc, procesamiento alternativo del
ARN asi como en la actividad de potenciadores (revisado en Kulis et al. 2013) (Figura
3).

Aunque la metilacion del ADN ocurre principalmente en un contexto de
dinucleotidos CpG en mamiferos, se ha descrito recientemente en humanos metilacion
en sitios no CG, especificamente en sitios CHG y CHH (donde Hes A, C o T) (Lee et
al., 2010). La metilacion en CHG y CHH ha sido encontrada en células madres y
pareceria estar enriquecida en los cuerpos génicos y ausente en sitios de union de
proteinas y potenciadores (Lister et al., 2009). Los niveles de la metilacion no-CpG
disminuyen durante la diferenciacion y son restaurados en las células madres

pluripotentes inducidas, sugiriendo un rol clave en el origen y mantenimiento del estado
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pluripotente; aunque los mecanismos de metilacion no-CpG aun no son claros (Laurent
et al., 2010; Lister et al., 2009, 2011).
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Figura 3. Metilacion del ADN en regiones intragénicas. A) Regulacién de promotores
intragénicos alternativos. La metilacion de un promotor alternativo (P2) resulta en el
silenciamiento de este promotor por union de proteinas de unién al ADN metilado (MBD) o por
bloqgueo de factores de transcripcion (TF). La desmetilacién resulta en la activacion del
promotor P2, facilitando la unién de TFs o mediante accion de un potenciador distal (indicado
en azul). B) Regulacion de la actividad en potenciadores. La metilacién de un potenciador
intragénico (indicado en azul) resulta en inactivacion transcripcional de su correspondiente gen.
La desmetilacion de este potenciador resulta en la union de TFs, el curvado del ADN y/o
expresion de un ARN no codificante regulador (eRNA). C) Regulacion génica via splicing
alternativo. La metilacién en un exén alternativo (E2) bloquea la uniéon de la proteina CTCF y la
ARNpol Il no permite que el spliceosoma se ensamble y el E2 es salteado. La desmetilacién del
sitio de splicing en E2 resulta de la union de CTCF, pausando la ARNpol Il, el ensamblado del
spliceosoma y por lo tanto la inclusién de E2 en el ARNm. D) Regulacién de ARN no
codificantes (ARNnNCc) intragénicos. La desmetilacion de promotores de ARNnNc resulta en su
expresioén y regulacion de los genes blancos. La regulacién puede ser en cis, afectando el gen
huésped o en trans, regulando genes distantes. Los circulos negros y blancos representan
CpG metilados y no metilados, respectivamente. Modificado de Kulis et al. 2013.

A pesar de que la metilacién del ADN es el proceso epigenético mas estudiado, una
de las preguntas mas intrigantes aun no respondida es como la maquinaria de metilacion
es dirigida a secuencias especificas en el genoma. Se han propuestos varios
mecanismos, principalmente sugiriendo la interaccion de DNMTs con otros factores
epigenéticos. Mas recientemente se ha descrito en plantas la metilacion del ADN
dirigida por ARN, en la que participarian pequefios ARNSs inhibitorios (SIRNA) (He et
al.,, 2011). Aunque este proceso estd bien estudiado en plantas y algunos de los
componentes de la metilacion del ADN dirigida por ARN estdn conservados en
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mamiferos, no esta claro si en animales estan involucrados procesos similares en la

regulacion de la metilacion del ADN (He et al., 2011).

Modificaciones post-traduccionales de histonas

El segundo jugador clave en la conformacion de la cromatina y la regulacion génica
son las modificaciones covalentes de las colas de las histonas. Las histonas H2A, H2B,
H3 y H4 se agrupan en dos dimeros H2A-H2B y un tetramero H3-H4 para formar el
nucleosoma. Un segmento de 147 pb de ADN se enrolla en 1.65 vueltas alrededor del
octamero de histonas y los nucleosomas vecinos estan separados por, en promedio, ~50
pb de ADN libre. Las histonas nucleosomicas son predominantemente globulares
excepto por sus colas N-terminales, las cuales no tienen estructura secundaria. La
histona H1 se denomina histona linker, ya que no forma parte del nucleosoma pero
mantiene al octamero en su lugar uniéndose al ADN en el sitio de entrada y salida del
nucleosoma. Las colas de todas las histonas son susceptibles de modificaciones post-
traduccionales: acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacién, sumolacién y ADP
ribosilacion, entre otras (Figura 4). Las modificaciones de las histonas tienen
importantes roles en la regulacion de la expresion génica, reparacion del ADN,
replicacion del ADN, splicing alternativo y condensacién de los cromosomas
(Kouzarides, 2007).
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Figura 4. Modificaciones de histonas. Las colas de todas las histonas son
susceptibles de modificaciones post-traduccionales en sus colas. Se marcan las
modificaciones principales: acetilacion (azul), metilacion (rojo), fosforilacién
(amarillo) y ubiquitinacion (verde). El ndmero en gris bajo cada aminoéacido
representa la posicion en la secuencia (Portela and Esteller, 2010).
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En relacién a su estado transcripcional, el genoma humano puede ser dividido en
eucromatina activa y heterocromatina inactiva. La eucromatina est4 caracterizada por
altos niveles de acetilacion en las histonas del nucleosoma, asi como por trimetilacion
en la lisina 4 de la histona H3 (mH3K4), lisia 36 de la histona H3 (mH3K36) y lisina 79
de la histona H3 (mH3K79). Por otra parte, la heterocromatina es caracterizada por
bajos niveles de acetilacion de histonas y altos niveles de metilacion en lisina 9 de la
histona H3 (mH3K9), lisina 27 de la histona H3 (mH3K27) y lisina 20 de la histona H4
(mH4K20) (Li et al., 2007). Asi, la acetilacién de histonas estd asociada con la
activacion de la transcripcion debido a que el grupo acetilo neutraliza las cargas
positivas de las histonas, reduce la afinidad por el ADN y contribuye a la expansion de
la estructura de la cromatina. Sin embargo, la metilacion de las histonas tiene como
resultado varias consecuencias transcripcionales dependiendo qué histona es afectada,
qué residuo es modificado y el nimero de grupos quimicos que se adicionan a cada

residuo.

Las histonas pueden ser modificadas en diferentes sitios simultdneamente, y existe
una comunicacion entre las marcas que ocurren en la misma cola de la histona y en
colas de diferentes histonas. Asi, una Unica marca no determina un cambio en la
cromatina; pero, la combinacion de todas las marcas en un nucleosoma o region si. De
esta manera surge el concepto de denominado “cédigo de histonas”, en las que varias
modificaciones de histonas actlan de modo secuencial y gradual a la hora de controlar
un determinado proceso biolégico (Jenuwein and Allis, 2001). Actualmente hay
descritos mas de 50 “estados de la cromatina” basados en la combinacion especifica de
modificaciones de histonas, para los cuales se sugiere un papel bioldgico particular
(Ernst and Kellis, 2010).

Como las modificaciones de las histonas son dindmicas, se han descrito tanto
enzimas que catalizan estas modificaciones como aquellas que las remueven. Las
metiltransferasas de histonas (HMTs), desmetilasas de histonas (HDMTS) y las quinasas
de histonas actGan sobre residuos y subunidades de histonas especificos. Mientras que la
mayoria de las acetiltransferasas (HATS) y las desacetilasas de histonas (HDACS) no
son tan especificas y modifican mas de un residuo e incluso sobre proteinas distintas de
histonas (Kouzarides, 2007).
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ARN no codificantes

Los ARNnc también juegan un papel fundamental en la regulacion epigenética de
la expresion génica. Aungue los genomas eucariotas transcriben hasta el 75% del ADN
gendémico, aproximadamente 3% de estos transcriptos codifican para proteinas; la
mayoria son ARNnNc, los cuales se clasifican de acuerdo a su tamafio y funcion
(Bernstein et al., 2012). Los ARNNc regulatorios como: ARN pequefios de interferencia
(siARN), microARNs (miARN), ARNnc largos (IncARN), actdan en la regulacion de la
expresion génica a distintos niveles: transcripcion, degradacion de ARNm, splicing y
traduccion (Kaikkonen et al., 2011).

Por ejemplo, los miARNSs son ARN regulatorios de 20-30 nucle6tidos de largo, que
hibridan perfectamente con las regiones 3"-no traducidas de los ARNm dianas,
resultando en su degradacion o inhibicion de la traduccion del ARNm (He and Hannon,
2004). Se ha estimado que los miARNS regulan la tasa de traduccion de méas del 60% de
los genes codificadores de proteinas, y por lo tanto participan en la regulacion de todos
los procesos celulares (Friedman et al., 2009).

Como veremos mas adelante, estos miARNSs estan masivamente desregulados en el
proceso tumoral. Al igual que los genes codificadores de proteinas, las expresion de las
secuencias codificantes de los miARNs pueden ser reguladas por metilacion de sus
promotores (Lujambio et al., 2008).

1.1.2 Regulacion de la expresion génica de manera cooperativa

La metilacion del ADN y las modificaciones de histonas son dos mecanismos que

interactGan juntos en la regulacion de la expresion génica.

La metilacion del ADN modula la expresion génica tanto de manera directa como
indirecta. EI modo mas simple implica que la metilacion de secuencias de ADN
especificas puede inhibir la transcripcion impidiendo la unién de algunos factores de
transcripcion a sus sitios blancos. Un mecanismo alternativo involucra una serie de
interacciones ADN-proteina y proteina-proteina, e implica cambios en la arquitectura de
los nucleosomas (Figura 5). Asi, la metilacion del ADN recluta proteinas de union al

ADN metilado (MBD), que preferencialmente se unen a metil-CpGs. Algunas de estas
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proteinas, como MeCP2, reconocen el ADN metilado y reclutan varias enzimas
modificadoras de histonas a la region. Un grupo importante de estas enzimas son las
HDACSs, las cuales promueven la condensacion de la cromatina e inactivacion
transcripcional al catalizar la remocion de los grupos acetilos del core de histonas. A su
vez, las HDACs pueden interactuar directamente con DNMTs (Robertson and Wolffe,
2000).

Transcription factors
RNA polymerase

Transcription t O Acetylation

Methy-CpG ) © Histone deacetylase
binding proteins
and associated
CO-repressors

Transcription © Deacetylation
Transcription factors

Chromatin compaction
Transcriptional silencing

Figura 5. Mecanismo mediante el cual la metilacion del
ADN vy la desacetilacion de histonas cooperan para
reprimir la transcripcién (Robertson and Wolffe, 2000).
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1.1.3 Reprogramacion epigenética durante el desarrollo embrionario y

mantenimiento de las marcas epigenéticas

Reprogramacion epigenética en el embridn temprano

La metilacion del ADN sufre cambios dinamicos durante la embriogénesis
temprana para inicialmente establecer un estado global desmetilado (borrado de los
patrones epigenéticos preestablecidos en los gametos) y luego, progresivamente una
ganancia de metilacion linaje-especifica que mantiene la identidad celular y la

estabilidad gendmica.

Los patrones de metilacion heredados de los gametos son globalmente borrados
luego de la fertilizacién desde las primeras etapas de clivaje hasta el blastocisto, antes
de restablecerles luego de la implantacion del embridn (Reik et al., 2001). Este proceso
ocurre via multiples mecanismos: el ADN paterno sufre una rapida pérdida activa de
5mC en el cigoto antes de la primera division celular por conversion de 5mC a 5-
hidroximetilcitosina (5hmC) por accién de la hidroxilasa TET3, mientras que el ADN
materno es desmetilado de manera pasiva en varias divisiones celulares, probablemente
como resultado de la pérdida de la actividad de la DMNTs de mantenimiento (Guibert
and Weber, 2013; Wossidlo et al., 2011). Esta reprogramacion de la metilacion del
ADN culmina con un genoma globalmente desmetilado en la masa celular interna
(ICM) en el embridn, y se correlaciona con el establecimiento de la pluripotencialidad
de las células. Asi, la reduccion de los niveles genomicos de 5mC en el embrién pre-
implantacion genera un estado epigenético propicio para la subsecuente especificacion
del linaje mediante metilacion de novo progresiva hasta establecer la identidad celular
(Hackett and Surani, 2013).

Luego de la implantacion del embrion, la metilacion del ADN se restablece
progresivamente en regiones pobres en CpG y en un pequefio grupo de islas CpG por
accion de la DNMT3A y DNMT3B. Sin embargo, hay secuencias que escapan a la
desmetilacién luego de la fertilizacién, en particular, loci improntados y secuencias
repetidas (Guibert and Weber, 2013).

Mientras la mayoria de los estudios sobre los patrones de metilacion durante el
desarrollo se han enfocado fundamentalmente en promotores, es probable que la

dindmica de 5mC en regiones intragénicas e intergénicas y elementos repetidos también
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contribuyan a la restriccion del linaje y los fenotipos observados en sistemas deficientes
de DNMTs. De hecho, solo un ndmero relativamente pequefio de promotores,
principalmente de densidad CpG intermedia, exhiben metilacion de novo linaje-
dependiente durante el desarrollo, sugiriendo que la metilacion del ADN en otros
contextos gendmicos también es relevante durante el desarrollo embrionario (Hackett
and Surani, 2013).

Una excepcidn al proceso anteriormente descrito ocurre en las células germinales
primordiales (PGCs) del embrion donde el proceso de reprogramacion epigenética es
diferente. Dado que las PGCs derivan de celulas somaticas deben borrar los perfiles de
metilacion, cambiar las modificaciones de histonas e intercambiar variantes de histonas.
Esto incluye el borrado de la impronta gendmica de origen parental y de la metilacion
en cuerpos de los genes, elementos mdviles asi como de promotores que se encuentran
metilados en el embrion temprano (Guibert and Weber, 2013). Asi, el borrado de la
metilacion en PGCs es mas completo que en el embridon preimplantado. Esta
desmetilacién global en PGCs es necesaria para restablecer el estado epigenético
compatible con la expresion del programa de la linea germinal y restablecer la impronta
gendmica en los gametos de acuerdo al sexo del embridn. Siguiendo la reprogramacion,
las PGCs entran en una fase de remetilacién global que resulta en gametos maduros que
presentan genomas altamente metilados (espermatozoides) y parcialmente metilado

(oocito).

Desrequlacién epigenética y enfermedades humanas

Siendo el desarrollo embrionario temprano la etapa de reprogramacion epigenética,
no cabe duda suponer que este es un periodo critico de susceptibilidad a desregulacion
epigenética. A su vez, luego de establecida la metilacion del ADN y otras marcas
epigenéticas tanto en la linea somatica como en la germinal, estas deben ser mantenidas
a lo largo del curso de las futuras divisiones celulares. La desregulacion epigenética
puede resultar de errores en los mecanismos de control epigenético o de alteraciones en
las propias marcas epigenéticas, tanto en genes improntados como no improntados.
Mutaciones germinales en las proteinas involucradas en el establecimiento, borrado, o

lectura de las marcas epigenéticas pueden afectar negativamente el desarrollo de
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multiples organos o tejidos, como se puede observar en una variedad de sindromes

genéticos humanos (Berdasco and Esteller, 2013; Huidobro et al., 2013).

Una alteracion epigenética o “epimutacion” se refiere a un patréon de metilacion o
modificacion de histona aberrante. Estas alteraciones pueden ocurrir en ausencia o
presencia de una mutacion o alteracion genética y se denominan epimutacion primaria o
secundaria, respectivamente. Una epimutacion primaria puede resultar de un borrado,
establecimiento 0 mantenimiento erroneo de las marcas epigenéticas (revisado en Inbar-
Feigenberg et al., 2013). En genes no improntados, las epimutaciones somaticas
causadas por errores mitoticos en el normal mantenimiento de las marcas epigenéticas
pueden resultar de una regulacion anormal del crecimiento celular. Como veremos a
continuacion, ejemplo de ello es el cancer, donde la combinacion de alteraciones

genéticas y epigenéticas conllevan el crecimiento incontrolado de la célula.
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1.2 Papel de la metilacion del ADN en el

desarrollo tumoral

El cancer es la consecuencia de cambios genéticos y epigenéticos combinados, en
muchos casos con factores ambientales, que inducen la activacion y/o inactivacion de
genes especificos que llevan a la transformacion neoplédsica. En tumores, la
hipermetilacion de genes supresores de tumores es tan frecuente como sus mutaciones.
En las células tumorales, cientos de genes estan hipermetilados (metilacion del ADN) o
con modificaciones de histonas aberrantes y la expresion de miARNs desregulada,
mientras que aproximadamente 10 genes estan afectados por mutaciones (Choi and Lee,

2013). Esto marca la importancia de las alteraciones epigenéticas en la tumorigénesis.

Si bien las alteraciones epigenéticas descritas en los distintos tipos de cancer
involucran todos los mecanismos epigenéticos: metilacion del ADN, modificaciones de
histonas, ARNnc y remodeladores de la cromatina, a continuacién nos centraremos
fundamentalmente en el papel que juega la metilacion del ADN en el desarrollo del

tumor, dado que es el tema en el que se centra el trabajo de tesis.

Las células malignas muestran importantes alteraciones en sus perfiles de
metilacion del ADN. Durante la carcinogénesis, el genoma simultaneamente procede a
una hipermetilacién restringida regionalmente de islas CpG, afectando asi las regiones
promotoras de genes (principalmente en genes de mantenimiento celular), y una
hipometilacion gendmica ampliamente distribuida. Estas alteraciones generan una
ventaja selectiva para la célula tumoral incipiente. Estos cambios epigenéticos pueden
provocar el silenciamiento de genes supresores de tumores y mMIARNs por
hipermetilacion, la pérdida de imprinting y, menos frecuente, la activacion de
oncogenes por desmetilacion, asi como el aumento de la inestabilidad gendmica y una
aumentada tasa de mutacion en dinucledtidos CpG metilados (Figura 6) (Ballestar and
Esteller, 2008).
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Figura 6. El cancer es el resultado de la combinaciéon de alteraciones genéticas y
epigenéticas. La hipermetilacion de promotores de genes supresores de tumores resulta
en una inactivacion estable. Este mecanismo también inactiva microARNSs, los cuales
regulan oncogenes. La hipometilacion global ha sido asociada con inestabilidad genémica.
Las mutaciones genéticas actlan tanto inactivando genes supresores de tumores como
activando oncogenes. Modificado de Ballestar and Esteller, 2008.

1.2.1 Hipermetilacion regional

Inactivacién de genes codificantes de proteinas

Al dia de hoy se han identificado muchos genes con hipermetilacion aberrante en
sus promotores en practicamente todas las formas de tumores. Algunos de estos genes
susceptibles incluyen reguladores del ciclo celular, genes de reparacion del ADN, genes
asociados a apoptosis, a regulacion hormonal, metastasis, y angiogénesis. Mientras que
algunos genes como pl6 estan metilados en muchos céanceres, otros genes estan
metilados en tipos especificos de tumores (Sadikovic et al., 2008). Con el surgimiento
de los dato de secuenciacion masiva y varias iniciativas en el campo de la epigeneética
como el “Human Epigenome Project”, la lista de genes alterados por mecanismos

epigenéticos aumenta rapidamente (Laird, 2010).

De acuerdo con la hipdtesis de Knudson de los 2 hits, la metilacion del promotor
puede ocurrir en un gen actuando en el alelo wild-type, mientras que el otro alelo esta
mutado, contribuyendo a la inactivacién bialélica de los genes supresores de tumores,

tanto como hit primario o secundario en las formas familiares y esporadicas de cancer
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(Herman and Baylin, 2003). En este caso, los cambios genéticos y epigenéticos
colaboran para inhibir la expresion funcional de un gen en las células tumorales.
Incluso, en algunos casos ambos alelos se encuentran hipermetilados (Daniel et al.,
2011; Herman and Baylin, 2003).

La hipermetilacion de promotores se observa frecuentemente en genes supresores
de tumores donde también se ha reportado mutaciones en canceres humanos. Cerca del
50% de los genes que causan formas familiares de canceres cuando estdn mutados en la
linea germinal, presentan silenciamiento génico asociado a metilacion en varias formas
esporadicas del mismo. Por ejemplo, los genes BRCA1 y serin/treonin quinasa 11, cuyas
mutaciones en la linea germinal causan forma familiar de céancer de mama y colon
respectivamente, estan a menudo silenciados epigenéticamente en las formas
esporadicas de estos mismos tipos de tumores. Se ha descrito que el 10-15% de las
mujeres con la forma no familiar de cancer de mama poseen tumores en los cuales el
gen BRCAL1 esté hipermetilado (Stefansson and Esteller, 2013). Por otro lado, los genes
CDKN2A (p16), CDH1, RARB2 y GSTP1 presentan hipermetilacion de sus promotores
en una frecuencia similar en cancer de mama de casos familiares (incluyendo portadores
de mutaciones en BRCALl y BRCA2) y en casos esporadicos. Asi, los cambios
epigenéticos son necesarios aun en canceres con alteracion de la reparacion del ADN
(como en los tumores de mama con mutacion en BRCA1). Esto resalta la importancia
del papel de los cambios epigenéticos en adicion a las mutaciones genéticas en la

contribucion al desarrollo tumoral.

El impacto del silenciamiento epigenético en el desarrollo tumoral depende de la
relevancia del gen blanco, pudiendo afectar a un gen supresor de tumor, a un factor de
transcripcion, a un gen involucrado en la reparaciéon del ADN o a un miARN. Por
ejemplo, el silenciamiento de factores de transcripcién inducido por hipermetilacion del
promotor, como RUNX3 en cancer de esofago y GATA-4 y GATA-5 en cancer gastrico y
colorrectal, conduce a la inactivacion de todos sus dianas (Sharma et al., 2010).

Hipermetilacion de miARNs

El silenciamiento de miARNSs puede impactar sobre diversos genes, contribuyendo
a la tumorigénesis y al fenotipo maligno (Lopez-Serra and Esteller, 2012). EI genoma

humano codifica mas de 1400 miARNS, los cuales frecuentemente tienen como diana
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genes relacionados con las funciones biolégicas muy variadas, incluyendo ciclo celular,
desarrollo, diferenciacion, apoptosis, entre otras. Con respecto a su relacion con el
cancer, los miARN han sido categorizado en: oncogénicos, supresores de tumores, 0
miARN contexto-dependiente. En la tumorigénesis, la pérdida de expresion de miARNSs
supresores de tumores promueve la expresion de los oncogenes blancos, y en muchos
casos este silenciamiento se debe a hipermetilacion de sus promotores o alteracion de
modificaciones de histonas. Por ejemplo, el silenciamiento del mir-124A conduce a la
activacion de su blanco, el gen oncogénico CDK®, resultando en la fosforilacion e

inactivacion del gen supresor de tumores RB1 (Lopez-Serra and Esteller, 2012).

“Drivers” vy “passengers’ epigenéticos

En un gran ndmero de loci, los cambios de metilacion del ADN influyen el
potencial transcripcional mas que el estatus transcripcional actual del gen. Por ejemplo,
la hipermetilacion del ADN asociada a cancer frecuentemente actlia sobre genes que ya
estan silenciados en células no tumorales por trimetilacién de H3K27. Asi, aunque es
cierto que algunos genes supresores de tumores presentan metilacion de novo y son
silenciados en cancer, la gran mayoria de los eventos de hipermetilacion afecta a genes
ya silenciados en células normales (Kulis et al., 2013; Sproul and Meehan, 2013).
Siguiendo la nomenclatura adoptada por los estudios de mutaciones en genomas de
cancer, aquellos genes silenciados de novo en el tumor se les denomina “drivers”

epigenéticos, mientras que los segundos son denominados “passengers”.

Mecanismos de hipermetilacién anormal en cncer

Aunque los mecanismos responsables de la hipermetilacion anormal observada en
el cancer no estan del todo claro, de los estudios genémicos de tejidos normales y
tumorales, surgen dos mecanismos posibles: un proceso activo mediado por la union de
factores especificos a las islas CpG, o un proceso pasivo resultante de la pérdida de

proteccién contra la metilacion de novo (Sproul and Meehan, 2013).

Una hipdtesis es que la hipermetilacion en cancer resulta de la sobre-expresion o
aumento de la actividad de las DNMTs. Un analisis reciente reporta que la

hipermetilacion de algunos genes se correlaciona con el incremento de los niveles de
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DNTMB3B en tumor colorrectal (Steine et al., 2011). Sin embargo, por otra parte se han
detectado mutaciones en DNMT3A en leucemia mieloide aguda y otros cénceres
hematoldgicos que reducen la actividad enziméatica de DNMT3A (Walter et al., 2011).
Otra hipotesis es que las histonas y otras marcas asociadas podrian jugar un papel en
proteger las islas CpG de hipermetilacion. Por ejemplo, en células normales la histona
H3K4 trimetilada se anti-correlaciona con la metilacién del ADN (Sproul and Meehan,
2013).

Por otro lado, los analisis de los metilomas tumorales han asociado también la
desmetilacién del ADN pasiva con la hipermetilacion anormal de islas CpG. Por accién
de las enzimas TET (ten-eleven translocation), las 5mC son convertidas a 5hmC (Dahl
et al., 2011). La reduccién de los niveles de 5hmC es frecuentemente observada en
tumores, como melanoma, y la funcion anormal de la enzima TET ha sido asociada a

hipermetilacion de islas CpG (Lian et al., 2012).

1.2.2 Hipometilacion global

Activacidn de retrotransposones, oncogenes y miARN

Una paradoja comunmente observada en cancer es que a pesar de la hipermetilacién
regional de genes supresores de tumores, el contenido global de 5mC disminuye en el
genoma tumoral. Menos frecuente que la hipermetilacion del ADN en regiones
codificantes, también ocurre hipometilacion gen especifica en algunos canceres,
resultando en la activacion de oncogenes potenciales (Veeck and Esteller, 2010). Asi, la
hipometilacion aberrante contribuye a la progresion tumoral por activacion de
oncogenes Yy retrotransposones, con el subsecuente aumento de la inestabilidad

cromosémica.

Entre los tumores sélidos, la hipometilacion global del ADN es mas evidente en
cancer de mama con un 50% de los casos con reduccién del contenido de 5mC

comparado con la contrapartida de tejido normal (Veeck and Esteller, 2010).

La hipometilacion en tumores se ha observado en secuencias altamente repetidas,
medianamente repetidas y de copia Unica. Sin embargo, acontece mas frecuentemente

en secuencias repetidas. Estas incluyen secuencias LINEs (long interspersed nucleotide
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element-1), secuencias moderadamente repetidas como el retrovirus endégeno humano
K (HERV-K) y satélites centroméricos (Wild and Flanagan, 2010). De manera
interesante, la secuencia altamente repetida SINE (short interspersed nuclear element),
que constituye el 10% del genoma humano, ha sido reportada en menor frecuencia
como hipometilada en tumores. Se propone que esto se debe a que existe una fuerte
asociacion entre los elementos Alu (SINE) y la metilacién intragénica, ya que hay un
mayor porcentaje de elementos SINEs dentro de los genes que los elementos LINES o
repetidos satélites (Wild and Flanagan, 2010).

La hipometilacion de retrotransposones en células tumorales puede causar su
activacion transcripcional, permitiendo su relocalizacion e integracion en otros sitios del
genoma, provocando mutagénesis insercional. A su vez, la alta homologia entre los
elementos repetidos puede aumentar la posibilidad de eventos de recombinacion
normalmente inhibidos por metilacién del ADN, contribuyendo asi a la inestabilidad
genomica (Garrick et al., 1998). Especificamente, las secuencias repetitivas en tdndem
en el centrdmero y sus cercanias juegan un papel en el mantenimiento del ADN
compactado como heterocromatina en el punto de asociacion de las cromatidas
hermanas, permitiendo la estabilidad cromosomica. La hipometilacion de estas regiones
puede llevar a la descondensacion de la cromatina y a reordenamientos cromosémicos

mediante translocaciones inestables (Eden et al., 2003).

En algunos tumores, como el cancer de ovario, la hipometilacion anormal de ADN
satélite esta asociada con la progresion tumoral. Sin embargo, en otros casos como el
cancer de mama, esta involucrada en el desarrollo temprano del tumor (Veeck and
Esteller, 2010). Como se ha mencionado previamente, aunque es un evento
relativamente raro, la hipometilaciéon del ADN puede afectar genes individuales y
activar oncogenes, promoviendo la disrupcién de procesos celulares normales. Esto se
observa fundamentalmente en regiones promotoras fueras de islas CpG de genes
normalmente reprimidos (Bird, 2002). Por ejemplo, los genes improntados tienen
normalmente una expresién monoalélica, sin embargo, la hipometilacion de los sitios
CpG de sus promotores conduce a una expresion bialélica y ha sido ligado a la
carcinogeénesis en cancer colorrectal (fenémeno conocido como pérdida de imprinting)
(Virani et al., 2012). Otros ejemplos son los genes de antigenos de melanoma (MAGE),
genes de diferenciacion celular normalmente expresados en las células germinales

masculinas; y en los que su expresion es reprimida por hipermetilacién del promotor en
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las células somaticas. En melanoma maligno, cancer de mama y varios otros tipos de
tumores, sin embargo, ocurre una expresion aberrante de los genes MAGE asociada a
hipometilacion de los promotores (van Doorn et al., 2005).

Tambien por hipometilacion de sus promotores, los miARN oncogénicos, los
cuales tienen como blanco las vias de inhibicion del crecimiento celular, se encuentra a
menudo desregulados en tumores. Por ejemplo, miR-21 cuya diana es PTEN, esta
sobreexpresado en glioblastoma; miRNA-155 esta activado en cancer de mama, pulmon

y varios canceres hematopoyeéticos (Sharma et al., 2010).

Mecanismos involucrados en la hipometilacién global del ADN

Los niveles de metilacion global del ADN son el producto de un balance entre los
mecanismos gque crean y mantienen las marcas y aquellos que las remueven. Un cambio
en este balance pude dar lugar a la pérdida de metilacion global como la observada en
cancer. Hay dos teorias sobre cdmo ocurre la desmetilacion en el proceso tumoral, y no
se descarta que ocurran ambas en el proceso tumoral. Una involucra una pérdida
“pasiva” del mantenimiento de la metilacion del ADN a lo largo de las divisiones
celulares y multiples replicaciones del ADN. La alternativa es una pérdida de la

metilacion del ADN “activa”, independiente a la replicacion del ADN.

Una disminucién de la metilacion del ADN se podria dar por una baja actividad de
la DNMT1, lo que llevaria a que se perdieran las marcas con las sucesivas divisiones
celulares. Sin embargo, tanto el aumento como la disminucion de la expresion de
DNMT1 han sido reportados en tumores con hipometilacion del ADN. También se ha
propuesto que la pérdida de la metilacién se daria de manera indirecta como resultado
de wuna cascada de alteraciones epigenéticas involucrando cambios en las
modificaciones de las histonas (revisado en Wild and Flanagan, 2010). Por Gltimo, se
plantea la hipotesis de la “actividad desviada de la metiltransferasa”. Esta hipotesis
sugiere que la hipometilacion global del ADN se debe a una alta afinidad de las DNMTs
hacia los sitios de dafio del ADN, lo que compromete el correcto mantenimiento de la
marca epigenética durante los ciclos de replicacion del ADN, provocando que el nivel
de metilacion disminuya en cada division celular (James et al., 2003). Esto implicaria

que el dafio del ADN precede a la hipometilacion del ADN.
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Por otro lado, hoy en dia se postula que la desmetilacion del ADN puede suceder a
través de la actividad de las enzimas TET las cuales convierten 5mC en 5hmC (Dahl et
al., 2011). En un modelo, las 5hmC no son mantenidas durante la division celular, ya
que son interpretadas por la maquinaria de replicacion como citosinas no metiladas y asi
son propagadas como tal dando lugar a desmetilacion pasiva. Otro modelo, sin
embargo, plantea que las 5hmC son uno de los intermediarios catalizados por las
enzimas TET y que estos intermediarios pueden ser reemplazados con citosinas no
metiladas sin la necesidad de division celular a travées de la actividad de los mecanismos
de reparacion del ADN conocidos como reparacion de escision de base (proceso de

desmetilacién activa) (Stefansson and Esteller, 2013).

1.2.3 Inactivacion mutacional de genes

Finalmente, otro mecanismos mediante el cual la metilacion del ADN aberrante
puede contribuir a la transformacion maligna estd relacionada con el hecho que la
citosinas metiladas son mas propensas a convertirse en timinas que las citosinas no
metiladas (Duncan and Miller, 1980), pudiendo provocar inactivacion mutacional de
genes. Asi, la metilacidn intragénica en células tumorales puede aumentar la tasa de
mutaciones no sinénimas, debido a la deaminacion espontanea de las 5mC en los
dinucleétidos CpG, la cual causa la transicion de C—T. Este fendmeno explica la alta
incidencia de mutaciones de transicion CpG a TpG observada en genes como el gen
supresor de tumores p53 y el receptor LDL humano (Rideout et al., 1990). El andlisis de
metilacién del ADN en las regiones codificantes de BRCAL, RB1 y NF1 mostré una
metilacion de CpG prevalente, especialmente de los CpG ubicados en los “hotspots”
mutacionales de esos genes (revisado en Sadikovic et al.,, 2008). También, el
silenciamiento epigenético de la enzima de reparacién del ADN O°-metilguanina DNA
metiltransferasa (0°>-MGMT) es otro ejemplo de cémo la metilacién anormal puede
aumentar las tasas de mutacién. La proteina O°-MGMT remueve los aductos
metilguanina inducidos por carcinogenos en el ADN, los cuales producen mutaciones
de transicion G—A si quedan sin reparar. Los tumores con los alelos 0°-MGMT

silenciados estan predispuestos a acumular mutaciones génicas (Esteller et al., 2000).
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1.3 Efecto de los factores ambientales sobre las

marcas epigenéticas

Las modificaciones epigenéticas del genoma proveen un mecanismo que permite la
propagacion estable de los estados de actividad génica de una generacion de células a la
siguiente. Debido a que los estados epigenéticos son reversibles, estos pueden ser
modificados por factores ambientales, estilos de vida o estimulos exdgenos,

contribuyendo al desarrollo de fenotipos anormales (Berdasco and Esteller, 2010).

Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado la implicancia de
varios factores ambientales y habitos alimenticios en el desarrollo de una gran variedad
de neoplasias (Peto, 2001). Los factores ambientales juegan un papel fundamental en la
etiologia del cancer humano incluyendo carcinégenos quimicos (como los encontrados
en el humo de cigarrillo), contaminantes en la dieta (como aflatoxina Bl), y
carcinogenos fisicos (radiacion UV). Algunos habitos de vida como fumar, consumir
alcohol, exceso de exposicion al sol, consumo de grasas y stress podrian también

contribuir al desarrollo tumoral (Herceg and Vaissiére, 2011; Peto, 2001).

Estudios epidemioldgicos sugieren una asociacion inversa entre la ingesta de folato
y el riesgo de cancer de pulmon, orofaringeo, de estdbmago, colorectal, de pancreas, de
ovario, prostata y mama (Dolinoy et al., 2007). Debido a que los donadores de grupos
metilos derivados de la dieta son necesarios para la sintesis de SAM, que provee los
grupos metilos requeridos para la metilacion del ADN, los factores ambientales que
alteran la nutricion temprana o durante largos periodos de la vida pueden
potencialmente influir en el fenotipo adulto mediante alteraciones en la metilacién de
CpG en regiones gendmicas labiles epigenéticamente. Por ejemplo, dietas deficientes en
folato y metionina, los cuales son necesarios para la normal biosintesis de SAM,
conducen a una hipometilacion del ADN y pérdida del imprinting en IGF-2 (Waterland
et al., 2006). Incluso, variantes genéticas particulares en las enzimas involucradas en el
metabolismo del folato y la metionina estdn asociadas con diferentes niveles de
metilacion del ADN (Paz et al., 2002). Los niveles de SAM pueden ser modulados por
la ingesta de acido folico, vitamina B12, asi como por el consumo de alcohol.
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Un hébito de vida que afecta los patrones de metilacion y la progresion del
desarrollo tumoral es el humo de cigarrillo, que estimula la hipometilacion de genes
metastasicos en células de cancer de pulmon mediante la inhibicion de la expresion de
la DNMT3b (Liu et al., 2007).

Por otro lado, la exposicion a metales, como el arsénico, cadmio, niquel y cromo,
esta ligada a cambios en la expresion de genes controlado epigenéticamente mediante la
interaccién con acetiltransferasas y desacetilasas de histonas. Entre los estimulos
exogenos, se describio la asociacion entre patrones de metilacion del ADN alterados
con la infeccion con Helicobacter pylori de células epiteliales gastricas, contribuyendo
asi al riesgo a cancer gastrico. Ademas, la inflamacion cronica se propuso como posible
inductor de metilacion aberrante en cancer de higado o colon. Sin embargo, el papel
causal de estos inductores en los perfiles de metilaciéon del ADN aln no son claros
(revisado en Berdasco and Esteller, 2010; Terry et al., 2011). Con respecto a esto, los
estudios realizados con individuos genéticamente idénticos son un excelente método

para entender la interaccion medioambiente-epigenoma.

34



1.4 Epidemiologia epigenética

Las marcas epigenéticas, mas que cambios heredables en la expresion geénica,
implican cambios heredables en el potencial de expresion de un gen (Jaenisch and Bird,
2003). Esta distincion es critica; la expresion génica de una célula no es aislada sino que
responde a varias sefiales extracelulares. Asi los mecanismos epigenéticos determinan
no solo la expresion génica constitutiva sino también el potencial de alterar

apropiadamente la expresion génica en respuesta a estimulos externos.

El campo de estudio de la “epidemiologia epigenética”, término propuesto por
Feinberg y su grupo de investigacion (Bjornsson et al., 2004) para describir las
variaciones epigenéticas dentro y entre las poblaciones y caracterizar la correlacion de
factores epigenéticos con el riesgo a enfermedades, esta en rapido crecimiento y se ha
vuelto mas relevante en el estudio de enfermedades complejas. En los Gltimos afios,
hubo un desarrollo tecnoldgico masivo en los estudios epigenéticos que facilito el
avance en esta area, como los analisis genémicos de asociacion (EWAS), plataformas
de microarreglos de metilacién del ADN y secuenciacion masiva. EI conocimiento en
este campo esta permitiendo a los investigadores descubrir modificaciones epigenéticas
que podrian servir de biomarcadores de enfermedad, mejorando el diagndstico,

prondstico y estratificacion de poblacion de riesgo.

Debido a las interacciones genética-epigenéticas, la epidemiologia epigenética no
puede ser completamente separada de la epidemiologia genética. Esta Gltima se focaliza
en el rol de los genes heredados en la etiologia de la enfermedad; excepto las
mutaciones de novo, toda la variacién genética es heredada. En cambio, la variacion
epigenética tiene varias fuentes: i) herencia genética y epigenética; ii) eventos
estocasticos durante el desarrollo embrionario; iii) efectos de factores ambientales
durante el desarrollo temprano y durante la vida del individuo; y iv) el envejecimiento
(Waterland and Michels, 2007).

Como veremos en detalle mas adelante y se esquematiza en la Figura 7, el proceso
de desarrollo esta gobernado por factores intrinsecos, pero factores ambientales afectan
también los patrones epigenéticos. La combinacion de diferentes modificaciones
epigenéticas se denomina cominmente epigenotipo. El epigenotipo influye sobre el

fenotipo al nacer. Estas modificaciones epigenéticas deben ser mantenidas durante todos
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los ciclos celulares, con el fin de no alterar el epigenotipo(s). Factores intrinsecos
juegan un papel importante. Sin embargo, factores ambientales y estilos de vida pueden
también tener un impacto en como los patrones epigenéticos son mantenidos durante la
vida. En caso de efectos ambientales aberrantes, o eventos estocasticos, el epigenotipo
puede alterarse. Esto da lugar a una expresion génica alterada y, por ende, en un
fenotipo alterado (Figura 7). Asi, el fenotipo es determinado por el epigenotipo, el cual
puede ser alterado durante el desarrollo embrionario o en la vida postnatal (Feil, 2006).

Fact. ambientales, dietq, Fact. ambientales, dieta
estilo de vida estilo de vida.

| l

GENOTIPO - EPIGENOTIPO - EPIGENOTIPO

Es_ioble'c.lm|enio de marcas Mantenimiento somdtico
epigenéticas en el desarrollo de marcas epigenéticas

FENOTIPO FENOTIPO
Origen - —
embrionario de las Pérdida de plasticidad
enfermedades fenotipica

Figura 7. Interaccion dindmica entre genotipo, epigenotipo y fenotipo. Los patrones
heredables de metilacion del ADN y otras modificaciones epigenéticas son establecidos
durante el desarrollo, en los diferentes linajes del embridn. Esto esta influido por el ambiente y
otros factores. El epigenotipo(s) resultante determina la expresion génica, y asi el fenotipo. El
medioambiente, factores nutricionales y estilo de vida impactan sobre el establecimiento y el
mantenimiento somatico de los patrones epigenéticos, pudiendo alterar el epigenotipo y asi
influir sobre el fenotipo (Modificado de Feil, 2006).

Mientras el punto de inicio para los estudios de epidemiologia genética es la
evidencia de heredabilidad del riesgo a una enfermedad, en la epidemiologia epigenética
es la evidencia de que la variacion epigenética interindividual afecta el riesgo a una
enfermedad. Los abordajes de estudio en la epidemiologia genética son los estudios de
ligamientos en familias que permiten escanear el genoma para asociaciones de
haplotipos especificos y la enfermedad, y estudios de asociacion poblacionales, en los

cuales la variacion genética en genes candidatos estd relacionada con la enfermedad.

36



Los estudios basados en familias no tienen tanta utilidad en epidemiologia epigenética.
La herencia epigenética transgeneracional es, en la mayoria de los casos, un
componente minoritario en la variacion epigenética interindividual, y aun cuando se
detecta agrupamiento familiar del epigenotipo y la variacion epigenética (Bjornsson et
al., 2008; Chan et al., 2006), es dificil de determinar si es causado por una interaccion

genotipo-epigenotipo, el ambiente compartido o herencia epigenética.

Los estudios de asociacion poblacionales junto con los estudios en gemelos son los
mas Utiles para caracterizar las relaciones entre la variabilidad epigenética y la
enfermedad. La discordancia entre pares de gemelos monocigéticos (MZ), los cuales
son genéticamente idénticos, permite detectar més facilmente la etiologia epigenética de
una enfermedad (Czyz et al., 2012; Waterland and Michels, 2007).

1.4.1 Variacién en la metilacion del ADN y enfermedades complejas

El espectro completo de marcas epigenéticas es aln desconocido, pero
potencialmente es enorme considerando que el epigenoma humano diploide contiene
més de 108 citosinas de las cuales aproximadamente 10° son CpGs, y mas de 10° colas
de histonas, que todas pueden variar. En la Figura 8 se muestra los patrones y contextos
mas comunes en que el ADN metilado puede variar. La variacién de metilacion del
ADN en un sitio CpG unico es conocida como posicion de metilacion variable (MVP),
la cual se puede considerar como el equivalente epigenético de un polimorfismo de
nucleotido simple (SNP). Con los hallazgos recientes de metilacion en sitios no CpG,
todas las citosinas podrian ser potenciales MVP. Siendo un evento menos frecuente, los
CpGs pueden ser metilados en solo una de las dos hebras del ADN por alelo. Esto se
conoce como hemimetilacion, y probablemente refleja un retraso en el mantenimiento
de la metilacion del ADN post-replicacion en células en proliferacion. Si la metilacion
es alterada en multiples sitios CpGs adyacentes, se denomina como region
diferencialmente metilada (DMR); los DMRs varian considerablemente en largo, siendo
tipicamente de < 1 kb pero pueden exceder 1Mb. Por otro lado, encontramos posiciones
0 regiones que varian en la metilacion del ADN dependiendo del origen parental, la
presencia de un polimorfismo o como resultado de un evento estocastico (metilacion

alelo-especifica, ASM). Y por ultimo, se distingue la metilacion haplotipo-especifica
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(HSM), que corresponden a una region diferencialmente metilada que esté definida por

un grupo de SNPs co-heredados (un haplotipo) (Rakyan et al., 2012).
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Figura 8. Diferentes tipos de variacion en la metilacion del ADN que pueden ser
identificados con EWAS (estudios de asociacién epigenéticos). Simplificando, los casos y
controles se asumen que tienen CpGs en estado metilado o desmetilado. Muestras reales
contienen poblaciones de células diferentes y asi niveles de metilacion mas heterogéneos a
lo largo de un rango dinamico entre 0-100%. MVP: posicién de metilacién variable; DMR:

region diferencialmente metilada; ASM: metilaciéon alelo-especifica; HSM: metilacion
haplotipo-especifica (Rakyan et al., 2012).

El papel de la variacion de la metilacién del ADN en enfermedades complejas ha
sido fundamentalmente estudiado en el contexto de cancer, ya desde los primeros
estudios EWAS (Figura 8). Esta variacion epigenética puede ser causal de la
enfermedad o consecuencia de la misma. Un punto importante es determinar si la
variacion esta presente antes de cualquier signo de la enfermedad. En este contexto, es
util considerar como la variacién epigenética puede surgir antes de la enfermedad.
Primero, puede ser heredada y asi estar presente en todos los tejidos incluyendo la linea
germinal (herencia epigenética transgeneracional). Segundo, puede surgir por azar y
estar presente en todo el soma si ocurre temprano en el desarrollo (in Gtero), o limitado
a uno o pocos tejidos si ocurre post-nacimiento o durante la vida adulta (Czyz et al.,
2012; Fraga et al., 2005). Tercero, puede ser inducida por el medio ambiente y estilo de
vida durante la vida del individuo o incluso influencias ambientales in utero
(Christensen et al., 2009). Es posible también que determinados genotipos influyan

sobre la variacion epigenética (Gibbs et al., 2010; Zhang et al., 2010). Finalmente,
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también hay que tener en cuenta la posibilidad de que en algunos casos la variacion
epigenética asociada a la enfermedad puede ocurrir antes de la manifestacion de la
enfermedad, pero aln no ser causante de la enfermedad per se. Este tipo de fendmeno
puede ser debido a confusores, cuando un factor ambiental como fumar, o una variante
genética, induce tanto el estado epigenetico aberrante como la enfermedad (Rakyan et
al., 2012).

1.4.2 Herencia epigenética transgeneracional

Aunque los estados epigenéticos normalmente son mantenidos durante la vida del
organismo, es raro que estas marcas epigenéticas pasen a la siguiente generacion. La
transmision de cualquier informacion tanto genética como epigenética entre
generaciones de individuos requiere la transmisiéon a través de la linea germinal y
alteraciones permanentes en la secuencia de ADN o el epigenoma, respectivamente.
Debido a la reprogramacion de la metilacion del ADN en la fertilizacion, los sitios
epigenéticos modificados necesitaran ser del tipo improntados para escapar del proceso
de desmetilacion (Skinner, 2011). Los fenotipos heredados epigenéticamente requieren
la pérdida de la exposicion directa a factores ambientales para ser considerada

transgeneracional.

La herencia transgeneracional de la metilacion del ADN ha sido descrita en plantas,
levaduras, Drosophila, y modelos murinos tanto para transgenes como alelos enddgenos
(revisado en Youngson and Whitelaw, 2008). Sin embargo, la herencia de metilacion
del ADN en humanos ha sido muy poco evidenciada y fundamentalmente evaluada en
familias con una historia de cancer. Las epimutaciones constitucionales en los genes de
reparacion MLH1 y MSH2 en el sindrome de Lynch, o cancer colorectal no poliposis
hereditario (HNPCC), representan ejemplos claros de este fendmeno. Mientras las
epimutaciones en MLH1 tipicamente ocurren espontaneamente y muestran un patrén de
herencia no mendeliano ya que existe en algunos casos reversion durante la
gametogeénesis, por el contrario, las epimutaciones en MSH2 ocurren secundariamente
debido a un defecto genético cercano en cis y asi presenta una herencia mendeliana.
Estas dos formas de epimutaciones representan las dos formas mas estudiadas en

enfermedades humanas (Hitchins, 2010). Estudios de familias con HNPCC han
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mostrado hipermetilacion de la regién promotora de los genes MSH2 y MLH1 en el caso

indice y sus hijos afectados (Hitchins et al., 2007).

1.4.3 Variacion epigenética durante el desarrollo

Estudios epidemiologicos humanos y datos de modelos animales sugieren que el
desarrollo temprano afecta el riesgo de desarrollo de enfermedades complejas en la edad
adulta como diabetes, enfermedades cardiovasculares, algunas formas de céancer, o
alergias, entre otras (Hanson et al., 2011), lo que llevé a postular la “Teoria del origen
temprano de las enfermedades”. Durante los periodos criticos del desarrollo prenatal y
posnatal de mamiferos, la nutricion y otros estimulos ambientales influyen las vias
normales de desarrollo e inducen asi cambios permanentes en el metabolismo y

susceptibilidad a enfermedades cronicas.

Los primeros datos empiricos provienen de experimentos en modelos animales, los
ratones agouti amarillos (Dolinoy, 2008; Waterland and Jirtle, 2003). Esta cepa agouti
surgié por la insercion de un elemento mdvil, el retrotransposén intracisternal A,
corriente arriba del gen agouti. ElI gen agouti salvaje codifica una molécula de
sefializacion que produce pigmentacion amarilla en el pelaje. La presencia del
retrotransposon transforma a la region gendmica sensible a la metilacion, aunque la
razén de esto no es clara. Cuando ratones agouti portadores del elemento movil son
expuestos prenatalmente a altos niveles de donadores de grupo metilo mediante la
alimentacion de sus madres con dietas ricas en acido félico, vitamina Bj, y betaina
durante la gestacion, esta condicién ambiental produce un nivel mayor de metilacion del
ADN en el locus agouti. Este cambio en la metilacion del ADN puede ser observada en
muchos tejidos sugiriendo que el cambio epigenético es propagado en todo el cuerpo
debido a la transmision de la metilacién del ADN durante la mitosis. Incluso, el cambio
epigenético es mantenido de manera estable ya que persiste en la adultez. Esta
alteracion epigenética en el gen agouti produce cambios en el color del pelaje de los
ratones portadores del transposon, y reduce la incidencia de obesidad, diabetes y cancer.
Asi, por primera vez, se asocio directamente el efecto de la dieta de la madre durante la
gestacion sobre el fenotipo adulto de su descendencia con cambios en la metilacion del

ADN. Esta observacion abridé las puertas al estudio del papel de los cambios
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epigenéticos debido al ambiente durante el desarrollo temprano en la etiologia de las
enfermedades del adulto (Jirtle and Skinner, 2007).

Las sefiales recibidas durante el desarrollo embrionario, fetal y en etapa postnatal
temprana inducen respuestas adaptativas que permiten el desarrollo de caracteristicas
fenotipicas apropiadas para el ambiente en el cual la descendencia predice que Vivira.
Estas respuestas, las cuales se han denominado respuestas adaptativas predictivas
(Gluckman et al., 2005), son causadas a través de los mecanismos de la plasticidad del
desarrollo, que incluyen procesos epigenéticos. Asi, el ambiente produce cambios
permanentes en el epigenoma que luego contindan a lo largo del desarrollo y resultan en
una modificacion del epigenoma y la actividad del genoma (transcriptoma) del adulto.
Dado que las respuestas adaptativas son dependientes de la historia de desarrollo y seran
diferentes en cada individuo, contribuyen a las diferencias en el riesgo a la enfermedad
entre los individuos que aparentemente tienen similar estilo de vida adulta (Hanson et
al., 2011).

Aunque las respuestas adaptativas predictivas tienen como objetivo conferir una
ventaja adaptativa, los cambios embrionarios que se hacen en base a predicciones en
etapas muy tempranas pueden volverse inapropiados para el futuro. Este fendmeno se
denomina “development mismatch” (Hanson et al., 2011). Ejemplo de ello es el
“Fenotipo Ahorrativo” (“Thrifty Phenotype”) propuesto por Hales y colaboradores
(1991). Ellos teorizaron que si un feto en crecimiento era mal alimentado durante su
gestacion debido a una mala nutricion de la madre, disfuncion placentaria, estrés u otros
factores, el feto se adaptard dentro del Gtero para aumentar sus chances de sobrevivir si
las condiciones de nutricion pobre continGan postnatalmente. El feto maximizara la
eficiencia metabolizadora con respecto al almacenaje y uso de nutrientes. Sin embargo,
si el ambiente nutricional pre y postnatal no coinciden, esta reprogramacion puede ser
perjudicial. Varios estudios posteriores han apoyado esta hipotesis, incluyendo estudios
de MZ discordantes para la presencia de enfermedades y estudios de nifios de madres
que vivieron la hambruna danesa durante la Segunda guerra mundial (revisado en
Barnes and Ozanne, 2011).

Sin embargo, la primera pregunta que se plantea es si la exposicién prenatal, por
ejemplo a hambruna, puede dar lugar a cambios persistentes en el epigenoma humano
adulto. Individuos que fueron expuestos a hambruna durante la gestacion temprana

tienen niveles de metilacion menor en IGF2 que los controles, seis décadas después de
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la exposicion (Heijmans et al., 2008). Luego se extendio esta observacion analizando un
grupo de 15 loci candidatos adicionales, implicados en crecimiento, metabolismo y
fenotipos cardiovasculares. La metilacion en seis de estos loci estaban asociados con la
exposicion prenatal a la hambruna (Tobi et al., 2009). Aunque las diferencias en la
metilacion del ADN luego de la hambruna son comunes, el tamafio de las diferencias
observadas puede considerarse relativamente pequefio. Este efecto pequefio podria
considerarse un fendémeno general ya que también fue observado en estudios
epigenéticos humanos de abuso en la nifiez temprana (McGowan et al., 2009) y
tecnologias de reproduccion asistida (Katari et al., 2009), pero los efectos combinados
de pequefios cambios epigenéticos podrian resultar en alteraciones en la regulacion fina

de vias metabdlicas, u otras vias implicadas.

Es también posible que no todas las variaciones epigenéticas ocurridas durante el
desarrollo embrionario se deban a la influencia del medio externo e interno. Como
discutiremos més extensamente en el Capitulo 3, también existe un efecto genético
sobre la variacion en la metilacion del ADN. Los loci que presentan variantes genéticas
que influyen el estado de metilacion se denominan “methylation quantitative trait loci”
0 methQTLs (Zhang et al., 2010). Un genotipo dado genera una mayor probabilidad de
metilacion. Feinberg e Irizarry (2010) recientemente reportaron la existencia de
variantes genéticas en el genoma humano y murino que no cambian el fenotipo medio
sino la variabilidad del fenotipo; y que seria mediado epigenéticamente mediante
regiones de metilacion variable. La existencia de methQTLs provee un fuerte
argumento para integrar GWAS/EWAS para descubrir genotipos que ejerzan su funcién

a través de la variacion epigenética.

Al contrario de los cambios que ocurren con la edad, los cambios embrionarios en
el epigenoma pueden afectar varios tejidos lo que aumenta las posibilidades de estudios
del papel de estos cambios en enfermedades humanas. Para algunos loci,
particularmente aquellos cuyo estado epigenético es independiente de la diferenciacion
celular, tejidos periféricos (como la sangre) pueden ser utilizados para estimar las
consecuencias de los cambios epigenéticos ocurridos durante en el desarrollo

involucrados en la patologia (Ally et al., 2009).
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1.4.4 Variacién epigenética durante el envejecimiento

Deriva epigenética

Los estudios en mellizos monocigo6ticos demostraron que los patrones de
modificaciones epigenéticas de individuos genéticamente idénticos divergen con la
edad, es decir con el paso del tiempo los patrones de metilacion de los mellizos
monocigoticos se diferencian determinando diferencias a nivel fenotipico (Fraga et al.,
2005). Estas diferencias en los patrones epigeneticos podrian explicarse por la
influencia de factores tanto externos como internos. Asi, individuos adultos
genéticamente idénticos que han pasado mas tiempo separados y han tenido estilos de
vida mas distintos presentan la mayor diferencia en los patrones de metilacion del ADN,
probablemente por haber estado sometidos a mayores diferencias del ambiente a lo
largo de sus vidas. Es posible que pequefios defectos en la transmisién de la
informacion epigenética a través de sucesivas divisiones celulares o en el
mantenimiento de esta informacion en células diferenciadas se acumulen a lo largo de
los afios en un proceso que podria ser considerado como una “deriva epigenética”
asociada con el proceso de envejecimiento (Fraga et al., 2005; Teschendorff et al.,
2013). La acumulacion de defectos epigenéticos ocurriria probablemente a una tasa méas
rapida que la correspondiente a las mutaciones genéticas debido a que sus
consecuencias son probablemente menos dramaticas y las células no han desarrollado
una cantidad de mecanismos comparables para corregirlos (Fraga et al., 2005). De esta
manera, resulta importante analizar si las condiciones ambientales a las que un
individuo ha estado expuesto a lo largo de su vida influyen en cambios en los patrones
de metilacién del ADN Yy si estas alteraciones epigenéticas predisponen a largo plazo a
los individuos a enfermedades como el cancer. El hallazgo de patrones de metilacién
diferenciales en el ADN de pacientes con cancer en comparacion con individuos sanos,
podria marcar una susceptibilidad a esta enfermedad debido a la acumulacién de errores
en los eventos epigenéticos normales. Sin embargo, no toda la variacion de la
metilacion del ADN observada durante la vida del individuo se debe a efecto del
medioambiente externo e interno. Algunas de las variaciones epigenéticas son
estocasticas durante el desarrollo y el envejecimiento. Cambios al azar en la cromatina o
en los patrones de metilacion durante la vida del individuo o de una generacion a la

siguiente, pueden contribuir enormemente a la variacion total en epigenotipos. El
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ejemplo mejor comprendido de eventos epigenéticos estocasticos es la inactivacion del

cromosoma X, en donde la eleccién del X inactivo es al azar (Bjornsson et al., 2004).

Pérdida de la plasticidad fenotipica

Un nuevo paradigma en la investigacion del envejecimiento surgio recientemente:
el envejecimiento podria también derivar de un decaimiento en la capacidad
multipotente de células madres adultas. Se han identificado células madres adultas en
diversos tejidos, y contribuyen a la homeostasis tisular tanto reparando células dafiadas
como promoviendo la plasticidad del tejido. Algunos tipos de tejidos que tienen una
tasa de recambio alta, como las células sanguineas o intestinales, presentan gran
cantidad de células madres adultas que contribuyen a la constante regeneracion de
células somaticas. Sin embargo, en tejidos con baja tasa de regeneracion, las células
madres adultas contribuyen también a la respuesta del organismo a factores ambientales
y a la plasticidad tisular (Berdasco and Esteller, 2012). EI compromiso de la funcion de
las células madres adultas causa la pérdida de la homeostasis tisular 'y,
consecuentemente peérdida de los fenotipos celulares normales. Nuevas evidencias
sostienen que la senescencia de las células madres adultas y el envejecimiento son

regulados por modificaciones epigenéticas especificas (Bocker et al., 2011).

Por un lado, se produce una disminucion global de la metilacion del ADN en
diferentes tejidos humanos durante el envejecimiento (Bjornsson et al., 2008). Esta
pérdida de metilacion esté atribuida a una pérdida progresiva en la metilacién del ADN
en secuencias repetidas, especialmente elementos Alu, localizadas a lo largo de todo el
genoma. Sin embargo, esta hipometilacién observada en tejidos envejecidos no puede
ser explicada por diferencias significativas en la expresion de DNMTs (Maegawa et al.,
2010). Paralelamente, y de manera similar a lo que ocurre en el cancer, ciertos genes
son hipermetilados. La hipermetilacion relacionada con la edad fue descrita en varios
genes regulados en el desarrollo embrionario y algunos de ellos pertenecientes a las vias
de senescencia y apoptosis (Bell et al., 2012; Berdasco and Esteller, 2012). Debido a
que el envejecimiento es uno de los factores de riesgo mas importantes para el cancer,
una predisposiciéon relacionada con la edad para alteraciones en los patrones de
metilacion del ADN podria ser uno de los factores que aumentarian el riesgo de

desarrollo de eventos malignos en algunos individuos.
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1.5 Biomarcadores epigenéticos en cancer de

mama y melanoma cutaneo

Los biomarcadores de cancer pueden ser divididos en: i) marcadores diagndsticos,
para el tamizaje inicial, ii) marcadores prondsticos, los cuales pueden ser usados una
vez que el cancer ha sido diagnosticado, y iii) marcadores predictivos, los cuales
predicen la probabilidad de respuesta a un tratamiento. Por otro lado, se encuentran los
biomarcadores de riesgo, los cuales permiten estratificar la poblacion en grupos de bajo
y alto riesgo para el desarrollo de determinado tipo de céancer. Los biomarcadores
implican la utilizacion de herramientas moleculares para su deteccidon, ya que incluyen
proteinas, péptidos, ADN, ARNm, miARN, que permiten medirlos de manera
cualitativa o cuantitativa. Estos marcadores pueden ser encontrados en el tejido

afectado, células sanas y/o fluidos corporales, dependiendo el caso.

Como veremos a lo largo de este trabajo, los biomarcadores epigenéticos han
demostrado tener potencial para la evaluacion de riesgos, la prevencién, la deteccion
precoz, diagndstico, respuesta al tratamiento, prondstico y recurrencia en la
epidemiologia del céancer. Estudios epidemioldgicos basados en biomarcadores
epigenéticos, comportamiento y estilo de vida son cruciales para predecir e identificar

poblaciones de alto riesgo al desarrollo de cada tipo de cancer.

1.5.1 Cdancer de mama

Epidemiologia y panorama actual en Uruguay

El cancer de mama es la causa mas comun de muertes relacionadas a cancer en
mujeres en la mayoria de los paises de América. Especificamente, en nuestro pais el
cancer constituye la tercera causa de muerte general luego de los accidentes de transito
y las patologias cardiovasculares; y el cancer de mama es el tipo de cancer mas
frecuente en mujeres uruguayas. De acuerdo a los datos mas recientes, en Uruguay la
tasa de mortalidad anual estandarizada por edad del cancer de mama alcanza 22/100.000

mujeres (Luciani et al., 2013) y la tasa de incidencia nacional es de 90,7/100.000
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mujeres por afio (Globocan 2012, www.globocan.iarc.fr). Estas tasas son las mas altas
en América Latina y se asemejan a las observadas en los paises occidentales
desarrollados (Ferlay et al., 2010). Las razones para esta alta frecuencia de cancer de
mama en Uruguay aun no han sido muy bien establecidas. Sin embargo, un nimero de
factores de riesgo ocurren frecuentemente en la poblacion uruguaya, algunos de los
cuales han sido implicados directamente en la epidemiologia del cancer de mama,
mientras que otros su asociacion ain no ha sido totalmente establecida. Dentro de los
factores de riesgo asociados a este tipo de cancer se incluyen la etnicidad, la edad
avanzada, historia familiar de cancer de mama, menarca temprana, menopausia tardia,
alimentacion, obesidad, y mutaciones en genes de alta penetrancia como BRCAL,
BRCA2 y p53, entre otros (Dumitrescu and Cotarla, 2005).

En Uruguay, los estudios de cancer de mama conducidos hasta hoy en dia se han
focalizado en identificar factores ambientales y habitos de riesgo (dieta, actividad fisica,
consumo de alcohol, entre otros) (Ronco et al., 2010, 2011, 2012; De Stefani et al.,
2012) asi como mutaciones altamente penetrantes en familias afectadas (Delgado et al.,
2002, 2011). Sin embargo, las mutaciones en genes de susceptibilidad al cancer de
mama, BRCA1 y BRCA2 y, menos frecuente CHEK2, TP53 y ATM, se observan solo en
el 25% de los tumores de mama familiar (Smith et al., 2006). El restante 75% de casos
con cancer de mama familiar y la mayoria de los tumores esporadicos no son atribuibles

a mutaciones conocidas en ninguno de estos genes.

Alteracion de la metilacién del ADN en cancer de mama

La importancia de los cambios epigenéticos en el desarrollo del cancer de mama
estd actualmente bien establecida. Las alteraciones en la metilacion del ADN han sido
extensamente descritas en tejidos de mama tumoral, mas recientemente mediante
analisis genomicos amplios que revelaron loci hipermetilados en comparacion con
tejidos adyacentes sanos (Huang et al., 2011). Se han reportado en la literatura mas de
100 genes candidatos con promotores hipermetilados con distintas frecuencias en cancer
de mama, incluyendo BRCA1, CDKN2A, RASSF1A, ERa, PR, RARS, CCND2 y PITX2
(Pubmeth, http://matrix.ugent.be/pubmeth/search.html).

Por otro lado, la hipometilacion genémica global en el tumor de mama se ha

correlacionado con algunas caracteristicas clinicas como etapa de la enfermedad,
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tamafo del tumor y grado histologico (Soares et al., 1999). Algunos protooncogenes
implicados en la proliferacion y metastasis o en la resistencia a la terapia hormonal se
encuentran sobreexpresados debido a la hipometilacion de sus promotores (Jovanovic et
al., 2010; Lo and Sukumar, 2008).

A pesar de que en la ultima década se han realizado progresos significativos en la
identificacion y caracterizacion de los patrones de metilacion del ADN alterados en el
desarrollo del cancer de mama y su progresion, el papel de los cambios epigenéticos
como mecanismo de aumento del riesgo de cancer aun no es claro. Determinar los
patrones de metilacion en el genoma de las células mamarias normales y tumorales, asi
como en células sanguineas normales es fundamental para el futuro desarrollo de
biomarcadores de deteccion temprana y clasificacion de los subtipos de cancer de mama

y pronostico, asi como indicadores de riesgo en la poblacion.

Si bien existen algunos datos de posibles marcadores epigenéticos asociados a
riesgo a cancer de mama, aun son limitados y fueron detectados en otras poblaciones.
Dada la alta incidencia de este tipo de cancer en Uruguay, es fundamental detectar
marcadores propios de nuestra poblacion, la cual tiene un contexto genético y ambiental

particular.

1.5.2 Melanoma cutdneo maligno

Epidemiologia y panorama actual en Uruguay

El melanoma es un tipo de cancer unico, altamente agresivo, el cual aumenta su
frecuencia con la edad, y tiene una contribucién significativa de factores ambientales en
su etiologia. Como uno de los canceres humanos maés agresivos, el melanoma es capaz
de dar metéstasis letales cuando el volumen del tumor primario es de apenas 1 mm?®
(Garbe and Leiter, 2009). A pesar de representar solo el 3% de todas las neoplasias de
piel, melanoma cutaneo es responsable del 65% de las muertes relacionadas con
canceres de piel, y la sobrevida a 5 afios de los pacientes con metastasis es de 7-19%
(Sigalotti et al., 2010).

El melanoma es una de las neoplasias que muestra una tasa de incidencia en

constante crecimiento a nivel mundial, de aproximadamente un 3 a 7% anual (Garbe
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and Leiter, 2009). Esto también se observa en Uruguay, donde hasta el afio 1996 la tasa
de incidencia era de 2,4 por 100.000 hombres y 2,1 en mujeres para aumentar hasta 4,1
y 3,3 respectivamente durante el periodo 2002-2005 (Comision Honoraria de Lucha

Contra el Cancer, www.urucan.org.uy) (Barrios et al., 2010)

Al igual que en otros tipos de cancer, el desarrollo de melanoma depende de una
interaccion entre la estructura del genoma de una persona y factores medio ambientales
y/o comportamentales de riesgo. Principalmente, una exposicion prolongada al sol sin
proteccion en forma intermitente, antecedentes de 3 0 mas quemaduras severas antes de
los 20 afios, antecedentes familiares de 1* o 2° grado, cabello pelirrojo o presencia de
lunares entre otros son considerados como los factores de riesgo mas importantes. En
particular, la exposicion solar prolongada e intermitente es sefialada como una de las

principales causas asociadas al aumento de melanoma en el mundo.

Alrededor del 10% de los melanomas cutaneos ocurren de manera familiar con 2 o
mas parientes cercanos afectados, indicando la baja prevalencia pero con alta
penetrancia de los genes involucrados (Gandini et al., 2005). En el melanoma de tipo
familiar, se detectan mutaciones en los genes CCND1, CDKN2A, CDK4, PTEN, MITF y
MC1R que explican el desarrollo de la enfermedad, pero solo en el 40% de los casos
aproximadamente. Como ejemplo, mutaciones en CDKN2A se detectan en < 5% de las
familias en que al menos dos individuos, parientes de primer grado, presenten
melanoma. Esto aumenta hasta el 40% en los casos donde en la familia se detectan al
menos 3 individuos parientes en primer grado afectados. Mientras que 1% corresponde
a los genes CCDN1, CDK4, PTEN, MITF y MC1R (High and Robinson, 2007). En el

59% restante aun no han sido identificados los genes involucrados.

Los alelos de riesgo bajo o moderado con alta prevalencia y baja penetrancia son
frecuentes en los casos esporadicos de melanoma (Eggermont et al., 2013). Muchas
variantes mutacionales del gen MC1R, que influyen el fototipo, estan asociadas con un
aumento de riesgo de melanoma, dependiendo del SNP (Williams et al., 2011).

En nuestro pais pocos estudios se han reportado sobre los mecanismos involucrados
en el desarrollo de melanoma cutaneo y su base genética, y la mayoria se han centrado
en determinar las frecuencias de mutaciones en genes previamente reportados como
asociados a melanoma. Asi se determind que en la mayoria de las familias uruguayas
afectadas por melanoma cutaneo, el gen mutado es CDKN2A (Larre Borges et al.,
2009). Otro estudio uruguayo reportd una alta frecuencia de mutaciones en el gen BRAF
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en individuos con melanoma cutaneo (Mazzei et al., 2013). Con un abordaje mas
amplio, nuestro grupo de investigacion esté trabajando en la identificacion de regiones
gendmicas asociadas a melanoma esporadico, mediante mapeo por mestizaje
(Hochmann, 2012; Hochmann et al., 2010).

Avances en estudios epigenéticos en melanoma

Recientemente a nivel mundial, ha habido un gran énfasis en identificar y analizar
los eventos epigenéticos involucrados en la progresion y metastasis de melanoma. Al
dia de hoy, se han identificado al menos 50 genes que se encuentran especificamente
silenciados por hipermetilacion de la regién promotora en melanoma comparado con
melanocitos normales (Sigalotti et al., 2010). Muchos de los genes que se encontraron
metilados en melanoma raramente son blancos de mutaciones (Dahl and Guldberg,
2007). De manera interesante, se ha observado una incidencia muy alta de metilacion en
promotores de genes involucrados en la activacion metabdlica de drogas
quimioterapéuticas, lo cual contribuye a la resistencia de las células de melanoma

cutaneo a la quimioterapia convencional (Muthusamy et al., 2006).

Por otro lado, también se detectd hipometilacion global del ADN en muestras de
melanoma. Sin embargo, si el grado de hipometilacion es suficiente para distinguir los
nevos benignos de melanoma aun no es claro (Lian et al., 2012). La hipermetilacion gen
especifica es un mejor discriminador como indican estudios donde perfiles de
metilacién del ADN multi-locus pueden diferenciar melanomas de nevos (Tellez et al.,
2009). Més recientemente, se ha identificado la pérdida de 5-hmC como un evento
epigenético clave en melanoma, con implicancias en el diagnéstico y pronéstico, debido
a la baja expresién de las enzimas isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) y familia TET
(Lian et al., 2012).

Entre los tipos de cancer de piel, sin duda que melanoma es el méas discutido desde
el punto de vista epigenético debido a su agresividad y su probada resistencia a las
terapias convencionales. Se han desarrollado varias patentes y ensayos clinicos para el
uso de drogas epigenéticas en el tratamiento de melanoma. Sin embargo, a diferencia de
otros tipos de cancer, practicamente no existen estudios de busqueda de marcadores de

riesgo de base epigenética asociados a melanoma cutaneo.
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1.5.3 Aportes del trabajo de tesis en la bisqueda de biomarcadores de

riesgo en cdncer de mama y melanoma cutdneo

En este trabajo de tesis queremos demostrar la existencia de metilacion del ADN
diferencial en células sanguineas de pacientes con cancer. Esto sugiere que la variacion
en la metilacion del ADN observada en cancer es un mecanismo sistémico que, aun
cuando el tejido afectado presente perfiles de metilacion particulares necesarios para el
desarrollo del fenotipo tumoral, existen marcas epigenéticas en otros tejidos no
afectados (en nuestro caso, células sanguineas) que podrian ser indicadoras de la
patologia. Estas marcas, aunque no estén relacionadas directamente con el proceso
tumoral y expliquen totalmente el fenotipo, podrian aportar informaciéon para la
identificacion de posibles causas y podrian utilizarse como biomarcadores de riesgo.
Con el fin de detectar marcadores de susceptibilidad para el desarrollo de melanoma
cutaneo y céncer de mama esporaddico en la poblacion uruguaya, integramos la

informacion genética y epigenética de los individuos.
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Hipotesis, objetivos
y estrategia general

de trabajo

2.1 Hipotesis de trabajo

En base a lo expuesto en el capitulo anterior, nuestra hipotesis de trabajo plantea la
existencia de cambios epigenéticos en los individuos con cancer, heredados o
adquiridos en etapas tempranas del desarrollo o a lo largo de sus vidas, que dejan una
impronta en el ADN de células que no estan necesariamente relacionadas con el tumor
primario. El estudio de epimutaciones en los tejidos y células que no estan afectadas por
el proceso de la enfermedad permitiria determinar una asociacion causal. Estos cambios
epigenéticos sistémicos sucederian en regiones susceptibles que asociados a la
ocurrencia de otras alteraciones genéticas y/o epigenéticas en determinado tejido
conllevarian al desarrollo tumoral, por lo que pueden ser asociados a una predisposicion

al cancer.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Evaluar la existencia de metilacién diferencial del ADN en leucocitos de pacientes
con cancer de mama y melanoma esporadico y su localizacion en el genoma, como

posibles biomarcadores de riesgo en la poblacion uruguaya.
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2.2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el nivel de metilacién global del ADN gendmico en leucocitos de
pacientes con cancer de mama y pacientes con melanoma en comparacion a un

grupo control no afectado.

2. ldentificar secuencias especificas diferencialmente metiladas en leucocitos de

pacientes con cancer de mama y pacientes con melanoma.

3. Analizar el efecto de caracteristicas epidemioldgicas, genéticas y clinicas de
los individuos sobre los niveles de metilacion global y niveles de metilacion

loci-especificas.

4. Caracterizar los sitios loci-especificos con metilacion diferencial en los
pacientes con cancer, y evaluar dichos sitios mediante meta-andlisis utilizando

bases de datos publicas de expresion génica.

5. Validar los perfiles de metilacion de los sitios diferencialmente metilados
detectados en pacientes con cancer en tejidos normales, tejidos tumorales y
lineas celulares en una cohorte independiente correspondiente a poblacion

europea.

6. Seleccionar un grupo de sitios diferencialmente metilados en pacientes con
cancer como posibles candidatos de biomarcadores de riesgo.

2.3 Estrategia a seguir

2.3.1 Abordajes de andlisis

La estrategia de trabajo fue realizar un estudio de asociacion entre patrones globales
de metilacion del ADN y dos tipos de canceres esporadicos en la poblacién uruguaya,
integrando el analisis epigenético y genetico. Especificamente el trabajo se centra en
cancer de mama y melanoma cutaneo maligno. Se realizaron dos abordajes distintos que

comprenden dos grandes hitos o etapas de este trabajo:
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1)  Nivel de estudio Global. Deteccion de metilacion global del ADN
mediante cuantificacion relativa de citosinas metiladas a lo largo de todo el genoma,
con el fin de elucidar si era posible detectar metilacion diferencial del ADN genomico

en células sanguineas entre pacientes con cancer esporadico y su respectivo control.

2) Nivel de estudio Genomico y sitio-especifico. Una vez que
comprobamos la existencia de diferencias en la metilacién del ADN gendmico a nivel
global en pacientes con cancer, nos centramos en intentar ubicar la localizacién
gendmica de dichas diferencias epigenéticas. Para ello, se estudiaron los perfiles
obtenidos mediante Amplificacién entre sitios metilados (AIMS) en el estudio de
melanoma, y los perfiles de microarreglos de metilacion para el estudio de cancer de

mama.

2.3.2 Poblacion de estudio

Estudio en cdncer de mama esporadico

Se selecciond ADN procedente de muestras de pacientes con cancer de mama
esporédico y controles no afectados (sanos) de 500 individuos que participaron del
proyecto de investigacion “Genetic ancestry and breast cancer risk in an admixed latin
american population from Uruguay” (financiado por Susan Komen Foundation,
POP0601362), donde participé nuestro grupo de investigacion (Bonilla et al., 2010).
Dichas muestras fueron recolectadas en Hospital de Clinicas, Hospital Pereira Rossell,
Hospital Militar, Instituto de Oncologia y Casa de Galicia en Montevideo, y cuatro
hospitales en el interior del pais: Asistencial del Sanatorio Cantegril (Maldonado),
Hospital Regional de Tacuarembd (Tacuarembd), Cooperativa Médica de Paysandu

(Paysandu) y Hospital Regional de Soriano (Soriano).

Todos los casos fueron seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios: mujeres
con cancer de mama mayores de 35 afios, sin antecedentes personales de cancer y sin
antecedentes familiares de primer grado de cancer de mama y/o ovario, y sin padres

consanguineos. Todas las pacientes habian sido diagnosticadas con cancer de mama un
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afio 0 menos antes de incluirse en el estudio, y no estaban sometidas recientemente a

radio o quimioterapia en el momento de la toma de la muestra.

El grupo control se confeccioné tomando una muestra entre mujeres sanas mayores
de 35 afos, sin historial familiar de primer y segundo grado de cancer, con estudio
mamografico normal de menos de 1 afio de antigliedad, no emparentados con ningun
otro participante del proyecto. Los controles fueron seleccionados en los mismos

hospitales y clinicas que los pacientes.

Estudio en melanoma cutdneo maligno esporéadico

Se seleccionaron muestras de pacientes con melanoma esporadico e individuos
controles no afectados, de un pool de 220 individuos que participaron del proyecto de
investigacion “Identificacion y mapeo de regiones del genoma asociadas al desarrollo
de melanomas esporadicos” (Proyecto CSIC I+D 2008) llevado a cabo por el Dpto.
Genética y la Catedra de Dermatologia del Hospital de Clinicas. Tanto las muestras de
pacientes como de los controles de melanoma fueron recolectadas en el Hospital de
Clinicas “Manuel Quintela”. EI grupo control se confeccioné tomando una muestra de
entre individuos sanos que no tenian una historia familiar de cancer, ni estuvieran
emparentados con las personas de la muestra de pacientes. El grupo de pacientes estaba

pareado con el grupo control por edad y sexo.

Aspectos bioéticos

Todos los datos y muestras fueron tratados en forma totalmente andnima
Unicamente identificados por un codigo que no identifica a la persona participante.
Todas las personas fueron informadas de los alcances de los estudios y autorizaron la
utilizacion de su muestra y datos para posteriores estudios asociados a la tematica del
cancer. Este proyecto, asi como los estudios anteriores con las mismas muestras y el
consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina (Exp. N° 071140-000303-12, resolucion del Consejo de Fac. Medicina de
fecha 11 de abril de 2012; Exp.N° 071140-000439-06, resolucion del Consejo de Fac.
Medicina de fecha 27 de diciembre de 2006, Exp. N° 071140-000847-07, resolucion del
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Consejo de Fac. Medicina de fecha 7 de noviembre de 2007, y Exp. N°071140-000569-
08, resolucion del Consejo de Fac. Medicina de fecha 18 de junio de 2008).

Datos epidemiolégicos

Con la aprobacion de los participantes de ambos estudios se realizd una encuesta en
persona sobre datos clinicos, familiares y epidemioldgicos, y la extraccion de una

muestra de sangre periférica.

Para este estudio contamos con informacion epidemiolédgica exhaustiva obtenida
del extensivo cuestionario que fue aplicado a todos los participantes, recabandose
informacion sobre antecedentes médicos, historia personal, historia familiar, habitos de
vida (habitos alimenticios, fumar, actividad fisica, consumo de alcohol, etc.), factores

ambientales, culturales y sociodemograficos desde su nifiez hasta la actualidad.

Soélo algunas variables fueron analizadas para el trabajo de esta tesis: edad, sexo,
indice de masa corporal (IMC), estatus de fumador y estadio tumoral. El IMC fue
calculado como peso medido (kg) dividido por la altura medida (m) al cuadrado. La
edad se analiz6 como variable continua, mientras que los restantes parametros del
estudio se consideraron como variables cualitativas. El IMC se clasificié en 3 rangos:
<25; 25-29,9; >30, mientras que el estatus de fumador se clasific6 como si/no
considerando al individuo como fumador tanto si lo era en el momento de la toma de la
muestra como en el pasado. La obtencion de todos los datos no fue posible para todos

los individuos incluidos en el estudio.

Muestras bioldgicas utilizadas

Todos los ensayos de laboratorio descritos en este trabajo se realizaron con
muestras de ADN genémico almacenadas previamente a -20°C. Dichas muestras fueron
extraidas a partir de sangre periférica mediante separacion previa de células blancas
(leucocitos) y extraccion del ADN mediante métodos convencionales. Antes de ser
almacenadas se midi6 su concentracion a 260 nm de absorbancia por NanoDrop 1000
(ThermoScientific) y se determind la relacion Absorbancia 260nm/280 nm como

medida de su pureza.
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Datos de metilacion de tejidos v lineas celulares

Los datos de metilacion de sitios CpG de tejidos y lineas celulares fueron cedidos
gentilmente por el Dr. Manel Esteller y su grupo de investigacion. Se utilizaron los
datos obtenidos mediante la plataforma Illumina 450k HumanMehtylation BeadChip de
la coleccidn de tejidos del Programa de Epigenética y Biologia del Cancer (PEBC) del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de Bellvitge (Barcelona). De esta manera,
contamos con datos de metilacion de méas de 450.000 sitios CpG en las siguientes
muestras: 16 nevos benignos, 37 tumores primarios de melanoma cutaneo maligno, 36
tumores metastasicos de melanoma, 19 lineas celulares de melanoma comerciales, 67
tumores primarios de cancer de mama, 18 tejidos sanos de mama y 11 lineas celulares
de mama comerciales. En este grupo de tejidos se incluyen tejidos pareados de tumor de
mama y tejido mamario sano de 14 pacientes. Todas las muestras de tejidos pertenecen
a individuos europeos. Las lineas celulares analizas se detallan en la Tabla

Suplementaria 1.
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Metilacion global del ADN
en leucocitos de pacientes
con cancer de mama vy
melanoma esporadico

3.1 Antecedentes

Como se ha descrito ampliamente en el Capitulo 1, alteraciones en los patrones de
metilacién del ADN, tanto a nivel gendémico global como loci especifico, han sido
observadas en practicamente todos los tipos de cancer. Las alteraciones descritas en
tejido tumoral incluyen: hipermetilacién en promotores de genes y una reduccion del
nivel global de 5mC (Berdasco and Esteller, 2010; Taby and Issa, 2010) . Ya que la
carcinogénesis induce numerosos cambios genéticos y epigenéticos, el estudio
unicamente de células tumorales no puede distinguir si un cambio epigenético es una

causa o consecuencia del proceso neoplasico (Baylin and Bestor, 2002).

3.1.1 Metilacion global del ADN genémico como marcador de riesgo

Aunque los perfiles de metilacion del ADN son en general tejido especificos, datos
recientes indican que las marcas epigenéticas en leucocitos de sangre periférica (PBL)
son marcadores fenotipicos de inestabilidad genomica y marcadores de riesgo
candidatos para varios tipos de tumores solidos como carcinoma de célula escamosa de
cabeza y cuello (Hsiung et al., 2007), cancer de vejiga (Cash et al., 2011; Moore et al.,
2008; Wilhelm et al., 2010), cancer de mama (Choi et al., 2009), de estémago (Gao et
al., 2012; Hou et al., 2010), higado (Guerrero-Preston et al., 2007) y adenoma y cancer
colorrectal (Lim et al., 2008; Pufulete et al., 2003), ain luego de ajustar los resultados
por factores de riesgo a cancer conocidos (Pedersen et al., 2011; Teschendorff et al.,
2009; Woo and Kim, 2012; Zhu et al., 2011) (Figura 9). La mayoria de estos trabajos
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encontraron un riesgo elevado para cancer entre los individuos en el cuantil mas bajo de
metilacion global del ADN gendmico comparado con aquellos en el cuantil mas alto,
independientemente del método utilizado para medir la metilacion gendmica global.
Esta hipometilacion global detectada en células sanguineas de los pacientes con cancer
en comparacion a un grupo control no afectado, indicaria que los pacientes con cancer
presentarian una disminucion sistémica de la metilacion del ADN global. Incluso, Friso
y colaboradores (2013) también observaron que la metilacion global en PBL al
momento de la toma de la muestra fue menor en individuos que desarrollaron cancer en
el periodo posterior de seguimiento de 8 afios cuando se lo compar6é con aquellos
individuos que no habian desarrollado cancer durante el mismo periodo. Los resultados
del trabajo de Friso apoyan la hip6tesis de que la disminucion de la metilacion global
del ADN indica una condicion sistemica de susceptibilidad al desarrollo tumoral en

lugar de un efecto directo del cancer (Friso et al., 2013).

Author (Year) Methods Cancer site OR/RR (95% CI)

Putulete (2003) Methyl Colorectum - ! 10.27 (2.06-51.23)
Pufulete (2003) Methyl Coclorectum - 4.90 (0.84-28.59)
Hsiung (2007) LINE-1 HNSCC - 1.60 {1.10-2.32)
Lim (2008) %5-mC Colorectum - | — 5.88 (2.04-16.94)
Moore (2008) %5-mC Bladder C—F— 2.67 (1.77-4.03)
Choi (2009) %5-mC Breast + 2.86 (1.65-4.95)
Hou (2010) LINE-1 Stomach e 1.40 (0.89-2.20)
Wilhelm (2010) LINE-1 Bladder —'{— 1.80 (1.12-2.88)
Cash (2011) LINE-1 Bladder o 1.28 (0.95-1.72)
Gao(2011) LINE-1 Stomach —}— 0.89 (0.54-1.45)
Liao(2011) LINE-1 Renalcell H 0.49 (0.32-0.73)
Zhu(2011) LINE-1 Al —‘—5— 3.00 (1.29-6.97)

Combined Heterogeneity: | <> 1.48 (1.28-1.70)F

p <0.001 (17 = 83%) 5 1 1*0 1.82 (1.26-2.65)R

Figura 9. Gréafico de Forest de asociacién entre riesgos a cancer ea hipometilacion
global del ADN en leucocitos de sangre periférica. Methyl: Methyl acceptance assay, F:
Modelo de efectos fijos, R: Modelo de efectos aleatorios. Las lineas horizontales a través
de los boxes representan intervalos de confianza 95%. El centro de los boxes estan
situados en el punto estimado (OR/RR) (Woo and Kim, 2012).

Asi, el nivel de metilacion del ADN gendmico de leucocitos podria ser un
marcador potencial para establecer el estatus sistémico de metilacion del genoma
abriendo nuevas posibilidades para generar biomarcadores de susceptibilidad asi como
en la deteccion temprana de cancer (Mulero-Navarro and Esteller, 2008). A diferencia

del ADN tumoral que requiere para su obtencién una biopsia mediante técnicas
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agresivas/invasivas para el paciente, el ADN de leucocitos puede ser obtenido en

grandes cantidades de manera no invasiva y a bajo costo.

3.1.2 Variabilidad entre las poblaciones

Sin embargo, los resultados de estos estudios epigenéticos-epidemioldgicos no
pueden ser extrapolados directamente a otras poblaciones, ya que cada poblacion tiene

un contexto genético y ambiental particular.

Existen evidencias que varios grupos étnicos difieren en términos de sus patrones
de metilacion en tejidos sanos como células sanguineas, piel, colon y prostata
(Figueiredo et al., 2009; Heyn et al., 2013a; Kwabi-Addo et al., 2010; Terry et al., 2008;
Winnefeld et al., 2012). Por ejemplo, se ha detectado niveles globales de metilacion del
ADN de PBL mas bajo en mujeres afroamericanas sanas de edad media en comparacién
a mujeres americanas con ascendencia europea (Terry et al., 2008). Resultados similares
fueron reportados también por Zhang y colaboradores (2011) quienes detectaron niveles
de metilacion global significativamente menores en afrodescendientes no hispanos
comparado con caucasicos no hispanos. Aln mas interesante, el trabajo de Adkins
(2011) sugiere que pequefias diferencias étnicas en la metilacion del ADN existen

incluso desde el nacimiento en células de la sangre.

Por otro lado, varios estudios han demostrado la existencia de diferencias en los
patrones de metilacion también en el ADN tumoral de pacientes con diferente
ancestralidad (Das et al., 2006; Wang et al., 2012).

Las tasas de incidencia en algunas enfermedades asociadas a alteraciones
epigenéticas, como el cancer, difieren entre los grupos étnicos y estas diferencias
pueden ser explicadas por diferentes exposiciones ambientales, estilos de vida, y/o
diferencias intrinsecas en las frecuencias de variantes genéticas o epigenéticas. Ejemplo

de ello son el cancer de mama y melanoma maligno cutaneo.

Con respecto al cancer de mama, su incidencia varia sustancialmente a lo largo de
las distintas poblaciones y grupos étnicos. Este hecho ha sido ampliamente estudiado en
Estados Unidos (USA). Especificamente, la ancestria genética esta asociada con el

riesgo a cancer de mama en mujeres latinas y mexicanas de USA, donde mayor
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ancestria europea fue asociada con un aumento del riesgo y una mayor ancestria nativo
americana fue asociada con un riesgo menor a cancer de mama (Fejerman et al., 2008,
2010, 2012).

Por otro lado, la incidencia global de melanoma cutaneo maligno ha estado
aumentando continuamente durante las ultimas cuatro décadas en poblaciones europeas
y descendientes de europeos (Garbe and Leiter, 2009). Al igual que el cancer de mama,
la ancestria europea fue asociada con un mayor riesgo a melanoma cutaneo en Brasil
(Luiz et al., 2012). La poblacién uruguaya ha sido descrita fundamentalmente como de
origen europeo. Sin embargo, analisis de mestizaje genético demostraron que es una
poblacion tri-hibrida con una contribucién genética también de nativo americanos y
africanos (Hidalgo et al., 2005; Sans et al., 1997). Nuestro grupo de investigacion
previamente ha detectado un exceso de ancestria europea en pacientes con melanoma
uruguayos (Hochmann et al, manuscrito en preparacién); sin embargo, muy poco se ha

publicado sobre melanoma cutaneo en otras poblaciones mestizadas.

Pocos estudios han analizado la asociacion entre etnicidad y metilacion del ADN en
pacientes con cancer, y todos ellos fueron basados en datos de ancestria por auto-
denominacion de los individuos. A su vez, la mayoria de los trabajos han investigado
cambios de la metilacion del ADN que ocurren a nivel del tejido en estado sano y
tumoral (revisado en Mohammed et al. 2012).

Con el objetivo de detectar marcadores de susceptibilidad para el desarrollo de
melanoma cuténeo y cancer de mama esporadico en la poblacién uruguaya, integramos
la informacion genética y epigenética de los individuos. Como se describe en este
capitulo, analizamos la metilacion global del ADN en leucocitos de sangre periférica
como posible marcador de riesgo de cancer esporadico y su asociacion con la ancestria

genética individual y variantes genéticas en genes candidatos de cancer
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3.2 Metodologia

3.2.1 Cuantificacion de metilacion global del ADN gendémico

Los niveles de metilacion global del ADN gendémico proveniente de leucocitos de
sangre periférica fueron evaluados mediante cuantificacion de 2"-desoxi-nucledsidos
(Berdasco et al., 2009). EI DNA fue hidrolizado con Nucleasa P1 y fosfatasa alcalina
para producir 2'-desoximononucledsidos, que fueron separados por cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC) y detectados por UV.

Brevemente, 1 pug de ADN gendmico (en 10 ul de agua ultra pura) de cada muestra
fue desnaturalizado a 94 °C durante 10 min y rapidamente enfriado en hielo por 5 min.
Luego se adicion6 1 pl de ZnSO, 10 mM y 1,5 ul de nucleasa P1 (Sigma-Aldrich, 200
U/ml en C,H30,Na 30 mM) y se incubd a 37 °C durante 16 h. EI ADN hidrolizado se
incuba con FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) durante 1 h.
adicional a 37 °C y 10 min a 75 °C segun indicaciones del proveedor, en una reaccion de

50 pl de volumen final.

Para la separacion de los nucleésidos tras la hidrolisis genomica se utiliz6 HPLC
(Agilent serie 1100 HPLC system). 50 pl de ADN hidrolizado fueron inyectado en una
columna dC18 Atlantis (Waters) de fase reversa (2.1 x 20 mm; 5 mm de tamafio de
particula) protegida por una precolumna (2.1 x 20 mm; 5 mm de tamafio de particula;
Agilent) a un flujo constante de 0.150 ml/min. Se utilizaron 2 buffers: acido férmico
0.1% en agua (solvente A) y acido formico 0.1% en agua (50%): metanol (50%)
(solvente B); en un gradiente isocratico de 95% del solvente A y 5 % del solvente B
durante 25 minutos. Se utilizaron como estandares una mezcla a 5mM de los
mononucleosidos siguientes: deoxiadenina (dA), deoxitimidina (dT), deoxiguanosina
(dG), deoxicitidina (dC), 5-metil-2"-deoxicitidina (5mdC) y deoxiuridina (dU) (Sigma-
Aldrich).
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La identificacion de dC y 5mdC fue obtenida por deteccion UV a A254 y A280
(Figura 10). La cuantificacion de 5mdC y dC se obtiene directamente del area de los
picos visualizados en el HPLC. El nivel de metilacion global del ADN gendmico se
expresa como la cantidad relativa de 5mdC en el total de residuos citidinas, es decir que,

el porcentaje de metilacion global del ADN gendmico es: [mdC / (mdC + dC)] x100.
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Figura 10. Separacion de los deoxinucledsidos por HPLC. Cromatogramas
obtenidos por deteccion UV a una absorbancia a 254 nm y 280 nm.

Todas las muestras fueron analizadas en el HPLC por duplicado, y se eliminaron las
muestras cuya diferencia en contenido mdC entre los duplicados fue mayor del 3%. Se
calcul6 la media para cada muestra. En cada experimento se tomo el cuidado de analizar
muestras del grupo de pacientes y del grupo control, para minimizar el efecto del error
experimental entre los grupos. Los resultados dudosos fueron verificados por

espectrometria de masas (ionizacion por electrospray; ESI-MS).

3.2.2 Genotipado de SNPs y determinacion de ancestralidad individual

Se utilizé los datos de ancestria individual obtenidos a partir de un grupo de 59
marcadores informativos de ancestralidad (MIAs). Estos MIAs son SNPs bialélicos
seleccionados de un panel descrito por Fejerman et al. (2010) (Tabla Suplementaria 2).
La seleccion de MIAs se baso en los célculos de diferencias de frecuencias alélicas entre
europeos, africanos y nativo americanos. Los SNPs seleccionados maximizan la
informacién de apareamiento de mas de una poblacion ancestral, con una gran
diferencia en frecuencia alélica entre las poblaciones ancestrales (>0.5). Los MIAs

utilizados estan distribuidos a lo largo de todo el genoma.
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Los datos genotipicos de las poblaciones ancestrales utilizados para estimar las
proporciones de mestizaje fueron cedidos gentilmente por la Dra. Laura Fejerman
(UCSF).

El mestizaje individual fue estimado mediante el programa informatico Structure
v2.3.4 (Falush et al., 2007). La ancestria genética media fue estimada como el
porcentaje de ancestria genética individual dentro de cada grupo. Todos los MIAs

estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Por otro lado, se analizaron 147 SNPs seleccionados de un panel de genes
candidatos y regiones intergénicas asociadas a cancer disefiado por la Dra. Carolina
Bonilla (Oxford University). Luego del genotipado, seis SNPs presentaban un Gnico
genotipo en todas las muestras analizadas o presentaron un éxito de genotipado menor
al 80%, por lo cual fueron eliminados de los posteriores analisis del estudio. Por otra
parte, se eliminaron aquellas muestras en las que no pudo ser genotipado el 10% de los
SNPs del panel seleccionado. Se verifico la localizacion gendmica y las frecuencias de
los genotipos en las distintas poblaciones utilizando dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) y UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/).

Los ensayos de genotipado de los MIAs y algunos de los SNPs en genes candidatos
fueron genotipados por KASPar SNP Genotyping System en KBioscience
(Hertfordshire, UK). Los restantes SNPs fueron genotipados por la Dra. Carolina

Bonilla en Oxford University.

3.2.3 Anadlisis estadisticos

Una vez obtenido los datos de metilacion gendmica global, se verificod si tanto en
pacientes como en controles presentaban una distribucion normal mediante prueba
estadistica Shapiro-Wilk. La variable metilacion fue transformada en logaritmo natural
y potencia para lograr ajuste a la distribucion normal. En ninguno de los casos los
valores de metilacion en ambos grupos de muestras presentaron distribucion normal,

por lo que los siguientes analisis estadisticos se basaron en pruebas no paramétricas.

Para determinar la significancia estadistica entre las diferencias encontradas en los
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conjuntos de datos de metilacion correspondientes a pacientes y controles aplicamos la
prueba de Wilcoxon Rank Sum. Dicho prueba permite comparar una variable continua
en dos grupos de muestras sin asumir distribucion normal. La identificacion de
independencia entre muestras de individuos afectados e individuos controles para

factores de mas de 2 estados se realiz6 aplicando la prueba de Kruskall-Wallis.

Se analizaron los efectos de algunas caracteristicas propias de los individuos como
edad, sexo, ancestria genética, IMC y fumar. Para comparar las caracteristicas de los
casos y controles, utilizamos las pruebas de t de Student para variables continuas y de

Fisher para variables categoricas.

Por otro lado, utilizamos regresion logistica para los datos de metilacion global
ajustados por edad y ancestria. La asociacion entre metilacion del ADN y ancestria fue
medida mediante correlacion de Kendall Rank. Para visualizar la relacién entre
ancestria genética y metilacion del ADN aplicamos arboles de clasificacion y regresion

(CART) (Breiman et al., 1984).

La asociacién entre los valores de metilacion global del ADN de leucocitos y SNPs
en genes candidatos de cancer se estudié mediante prueba Kruskal-Wallis y modelo de
regresion lineal. Se aplicd la prueba de Cochran-Armitage, que permite estudiar la
asociacion entre un locus bialélico y una variable binaria, para analizar la existencia de
asociacion entre los genotipos de los SNPs y el estatus de la muestra. La comparacioén
de los niveles de metilacion entre los distintos genotipos de un SNP determinado fue
realizada aplicando prueba de Wilcoxon Rank sum. P valores < 0.05 sin corregir por

multiples ensayos fueron considerados estadisticamente significativos.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando R environment for
statistical computing version 2.15.3 (www.R-project.org) (R Development Core Team,

2013).
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3.3 Resultados

3.3.1 Hipometilacion del ADN gendémico de leucocitos en pacientes con

cancer de mama y melanoma

Con el fin de investigar el nivel de metilacion global del ADN genomico de
leucocitos en pacientes con melanoma cutaneo y cancer de mama en comparacion a
individuos controles no afectados, medimos los niveles de metilaciébn gendmica en

leucocitos mediante cuantificacion relativa de 5mdC.

Se midio la concentracion relativa de 5mdC en un total de 335 muestras de ADN
extraido de leucocitos correspondientes a: 92 pacientes y 113 mujeres controles para el
estudio de cancer de mama, y 65 pacientes y 65 controles para el estudio de melanoma.
Luego de eliminar las muestras cuya calidad no fue suficiente para obtener buena
resolucion en el HPLC o cuyos duplicados diferian en contenido 5mdC mas del 3%, se
obtuvieron datos de metilacion global del ADN en 86/92 (pacientes y controles,
respectivamente) en el estudio de cancer de mama, asi como en 42/46 (pacientes y

controles, respectivamente) en el estudio de melanoma.

Como se observa en la Tabla 1, al analizar las caracteristicas epidemioldgicas
evaluadas en los individuos con datos de metilacion global del ADN, detectamos un
sesgo en el valor medio de la edad entre pacientes y controles en ambos estudios. En el
caso de melanoma, los pacientes son en promedio mas jovenes que los controles. Lo
contrario sucede en el estudio de cancer de mama. Estas diferencias significativas con
respecto a la edad deben ser consideradas como posibles confusores en los analisis de
metilacién del ADN. Con respecto al IMC vy el estatus de fumador evaluados en el
estudio de cancer de mama, no existen diferencias significativas entre pacientes y
controles. En el estudio de melanoma no se analizaron los datos de IMC ni el estatus de
fumador ya que estas dos variables no estaban incluidas en la encuesta realizada a los
participantes por no estar descritos como factores importantes de riesgo para la

patologia.
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Tabla 1. Caracteristicas epidemiolégicas evaluadas en los pacientes con cancer y los
individuos controles con datos de metilacion global del ADN genémico. Se muestran los
valores medios obtenidos en cada categoria.

N Casos N Controles p valor
Edad
Melanoma 42 57 (24-82) 46 65 (31-82) 0.0110°
Céancer de mama 86 58 (36-85) 92 53 (36-72) 0.0007¢
Sexo (%) ? 41 45
Femenino 537 64.4 0.3811¢
Masculino 46.3 35.6
IMC (%) ° 69 87
<25 36.2 39.1 0.9186°
25-29,9 34.8 32.2
>30 29.0 28.7
Estatus fumador (%)° 81 89
Fumadora 42.0 50.5 0.4599°
No fumadora 58.0 49.5

& Estudio caso-control en melanoma

® indice de masa corporal y status de fumador solo evaluado en estudio de cancer de mama.
°Prueba de Student p-valor

4Prueba de Fisher p-valor

Con respecto al analisis de metilacion global del ADN, tanto en el estudio de cancer
de mama como de melanoma cutaneo encontramos una diferencia significativa en la
metilacion global del ADN genémico de leucocitos entre individuos con cancer y sus
correspondientes controles no afectados (prueba Wilcoxon Rank Sum, p<0.001; Figura
11 y Tabla 2). El nivel medio de metilacion en pacientes con melanoma y cancer de
mama fue significativamente menor (2.54 + 0.37% y 2.33 + 0.48%, respectivamente)
que el nivel medio en los controles (2.79 £ 0.27% y 2.76 + 0.77%, respectivamente).
Esta diferencia continto siendo significativa cuando los datos fueron ajustados por edad
y ancestralidad genética mediante regresion logistica (melanoma: p=7.10 x 10™*; cancer
de mama: p=5.47 x 10). Al comparar la distribucién individual de la metilacién del
ADN gendmico, se observé diferencia en las distribuciones de los valores de metilacién
en los pacientes y en los controles (Figura 12). En el estudio de cancer de mama, en el
grupo de pacientes practicamente no se detectan niveles de metilacion superiores a 3%,

mientras que los controles presentan una distribucion hacia niveles mas elevados. De la
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misma manera, en el estudio de melanoma el grupo control presenta mayor frecuencia

de niveles elevados de metilacion global que el grupo de pacientes.
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Figura 11. Comparacion de los niveles de metilacion global del ADN gendmico en leucocitos de
pacientes con cancer e individuos controles. El estudio caso-control de cancer de mama se
muestra en rojo, el estudio caso-control de melanoma cutdneo se muestra en azul. Los “boxes”
representan el rango intercuartil y la linea horizontal indica la media. Las diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes con cancer y controles fueron determinadas
utilizando la prueba Wilcoxon Rank Sum (* = p<0.001).

Tabla 2. Media de la metilacién global del ADN gendmico de leucocitos en pacientes con
cancer y controles.

N Casos N Controles p valor

Metilacién global del ADN

Melanoma® 42 2542% 46 2.794 % 9.96 x 10™
Cancer de mama® 86 2330 % 92 2.769 % 596 x 10°

Metilacién global del ADN-Sexo

Melanoma
Mujeres 22 2480% 29 2.793 % 0.269°
Hombres 20 2628% 17 2.805 % 0.198°

2 Regresién logistica para melanoma p=7.10 x 10 y cancer de mama p=5.47 x 10™ ajustado por
ancestralidad y edad.

b Comparacién entre mujeres y hombres en los casos.

¢ Comparacion entre mujeres y hombres en los controles.



Esta forma de visualizar los datos, corrobora nuevamente la presencia de
hipometilacion global del ADN de leucocitos en los grupos de pacientes con cancer en
comparacion a sus respectivos grupos controles, donde la condicion tumoral tiende a

minimizar incluso las diferencias intrapoblacionales.
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Figura 12. Distribucion de los niveles de metilacion global del ADN en
cada individuo del estudio. Frecuencia de los niveles de metilacion a lo
largo de (A) 86 pacientes con cancer de mama y 92 controles, y (B) 42
pacientes con melanoma cutaneo y 46 controles.

Para evaluar el efecto de potenciales confusores sobre la metilacion global del ADN
de leucocitos, examinamos la asociacion del estatus de la enfermedad (paciente/control)
con la edad, sexo, estatus de fumador e IMC. Dado que encontramos evidencias de
diferencias significativas solo en la edad entre casos y controles (Tabla 1), analizamos
la correlacion entre los niveles de metilacién global del ADN gendmico de leucocitos y
la edad tanto en el estudio de melanoma como en el de cancer de mama, y no
detectamos una asociacion significativa (Prueba de correlacion Kendall, p > 0.05, Tabla

4). Tampoco evidenciamos asociacion entre el porcentaje de metilacion del ADN
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genémico e IMC o estatus de fumador en el estudio de cancer de mama (Kruskal
Wallis, p >0.1). En el caso de melanoma, no detectamos diferencias significativas en los
niveles de metilacion global del ADN en funcion del género en casos y controles
(Wilcoxon Rank Sum, p > 0.05) (Tabla 2).

La hipometilacion global del ADN genomico detectada en leucocitos de los
pacientes con cancer con respecto a los individuos libres de patologia demuestra la
existencia de marcas diferenciales y sugiere que los patrones de metilacion del ADN
analizados en sangre periférica tienen el potencial de ser biomarcadores informativos de

riesgo a melanoma y cancer de mama.

3.3.2 Ancestria genética en la metilacion global del ADN genémico de

leucocitos de pacientes con cancer

Debido a que Uruguay tiene una poblacion mestizada y tanto el cancer de mama
como melanoma presentan altas incidencias en europeos (Globocan 2012,
www.globocan.iarc.fr), decidimos investigar la influencia de la ancestria genética en los
niveles de metilacion global del ADN de leucocitos en pacientes de ambos tipos de

canceres.

Previamente en nuestro laboratorio contabamos con los datos de mestizaje
individual de todos los participantes de ambos estudios caso-control. ElI grado de
mestizaje de todos los individuos fue determinado analizando un grupo de 59 SNPs que
pueden identificar ancestralidad nativo americana, africana y europea. En el andlisis de
mestizaje, primero estudiamos la distribucion de la ancestria genética a lo largo de los
individuos de cada categoria a comparar (pacientes versus controles), no encontrandose
diferencias significativas en la contribucion ancestral individual tanto en el estudio de

melanoma como de cancer de mama (Tabla 3).

Sin embargo, si consideramos todos los individuos como un Gnico conjunto,
detectamos mayores porcentajes de contribucion ancestral europea en el estudio de
melanoma que en el estudio de cancer de mama. Este sesgo entre ambos estudios podria
ser atribuido a diferencias en los lugares de muestreo, ya que en el caso de melanoma

todas las muestras participantes del proyecto fueron recolectadas Unicamente en
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Montevideo, mientras que en el proyecto de cancer de mama el muestreo cubre varias

regiones del pais (ver seccién 2.3.2).

Tabla 3. Comparacién del componente genético ancestral individual entre pacientes con cancer
y controles no afectados. Se indican los valores medios de cada categoria.

N Casos N Controles p valor

Melanoma 49 73

Europeo 95.04 % 93.32% 0.184

Nativo Americano 3.33 % 494 % 0.211

Africano 1.16 % 174 % 0.120
Cancer de mama 179 209

Europeo 76.89 % 76.49 % 0.927

Nativo Americano 12.86 % 13.85% 0.229

Africano 10.25 % 9.66 % 0.420

Con el objetivo de determinar si la ancestria individual tiene influencia en los
niveles de metilacion gendmica global, llevamos adelante un analisis de correlacion
entre el porcentaje de contribucion africana, europea y nativa americana, y el de
metilacion global del ADN en leucocitos. Como se muestra en la Tabla 4, el analisis de
correlacion de Kendall revela una asociacion inversa significativa entre el componente
ancestral africano y el porcentaje de metilacion global del ADN de leucocitos en
pacientes con céancer de mama (t = -0.199, p<0.01). Por otro lado, no observamos
asociacion significativa entre la metilacion y la ancestria genética en pacientes con
melanoma, probablemente debido al tamafio reducido de la muestra con ambos tipos de
datos. Sin embargo, cuando consideramos todos los pacientes de cancer de mama y
melanoma juntos, observamos que la correlacién negativa con el componente ancestral
africano se vuelve mas fuerte (t = -0.187; p < 0.005; Tabla 4 y Figura 13a). De igual
modo, también encontramos una correlacién positiva significativa con el componente
ancestral europeo (t = 0.169; p < 0.01; Tabla 4 y Figura 13b). Contrariamente a estos
resultados, no pudimos detectar ninguna correlacion entre el nivel de metilacion del

ADN vy la ancestria genética en los controles.
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Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Kendall y sus significancias estadisticas entre
metilacion global del ADN de leucocitos, edad y componentes individuales ancestrales.

N® Edad N?® Europeo Nativo Africano
americano
Melanoma 86 -0,023
Casos 41 -0.140 28 0.184 -0.204 -0.132
Controles 45 -0.034 39 -0.125 0.153 0.000
Cancer de mama 169 -0.028
Casos 80 -0.008 78 0.124 -0.062 -0.199 °
Controles 89 0.064 89 -0.024 0.080 -0.074
Muestreo total
Casos 121 -0.049 106 0.169° -0.127 -0.187 ¢
Controles 134 0.072 128 0.017 0.045 -0.098
®Los individuos sin datos de edad y/o ancestria fueron removidos de este analisis.
®n <0.01
°p <0.005
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Figura 13. Correlacion entre la ancestria genética individual y la metilacion global del ADN en
leucocitos de pacientes con cancer. (a) El componente ancestral africano se correlaciona
negativamente con la metilacién del ADN (r = -0.187, p<0.005). (b) El componente ancestral
europeo se correlaciona positivamente con la metilacion del ADN (r = 0.169, p<0.01).

La influencia de la ancestria genética en los niveles de metilacion del ADN
gendémico de leucocitos de pacientes con cancer puede ser claramente visualizada
mediante un arbol de regresion y clasificacion (CART) del estatus de la enfermedad en
los niveles de metilacion del ADN ajustado por edad. Esta representacion muestra los
valores o porcentajes predictivos de metilacion del ADN dependiendo de la frecuencia

de los componentes africano y europeo en cada paciente con cancer (Figura 14). Como
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se visualiza en la figura, cuanto mayor es el componente genético africano, menor es el

porcentaje de metilacion del ADN de leucocitos detectado en el paciente con cancer.
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Figura 14. Andlisis de &rboles de clasificacién y regresion (CART) de metilacion global del
ADN de leucocitos y componente genético ancestral en pacientes con cancer. La ancestria se
muestra como frecuencia, y los porcentajes predictivos de metilacion global del ADN se
muestran en los extremos de las ramas.

3.3.3 Asociacion de genotipos en genes candidatos y metilacion global

del ADN genémico en pacientes con cancer de mama

Habiendo demostrado que el contexto genético del paciente con cancer, dado por su
componente genético ancestral, influye en los niveles de metilacion global en sangre,

decidimos continuar integrando la informacidn epigenética y genética de los individuos.

En nuestro laboratorio se realizaron estudios de asociacién de genes candidatos de
cancer y el riesgo a cancer de mama en nuestra poblacion. Se contaba con los datos
genotipicos de 141 SNPs en todos los pacientes con cancer de mama y sus respectivos
controles. Utilizando estos datos nos planteamos estudiar polimorfismos genéticos en
genes candidatos de cancer y su posible asociacion con el nivel de metilacion gendmica

global. Varios de los polimorfismos analizados fueron reportados previamente no solo
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asociados a cancer sino también involucrados directa o indirectamente en alteraciones
de los procesos de metilacién del ADN (por ejemplo: MTHFR, DNMT3A, BRCAL,
DNMT3B) (Tabla 5).

En el estudio de cancer de mama esporadico se estudio la asociacion entre los
valores de metilacién global del ADN de leucocitos y los genotipos de 141 SNPs
ubicados en 95 genes candidatos de cancer y 3 regiones intergénicas, distribuidos en los
22 cromosomas autosomicos. El andlisis inicial se realiz6 sin tener en cuenta el estatus
de las muestras (paciente/control), detectdndose asociacion significativa entre el
porcentaje de metilacion global y los genotipos de los siguientes 8 SNPs (prueba
Kruskal Wallis, p < 0.05) (Tabla 5): rs3819954 (gen TP73), rs1801270 (gen CDKN1A),
rs7781370 (gen FLJ42280), rs3817198 (gen LSP1), rs1007738 (gen CKAPS5), rs545500
(gen MUS81), rs7191944 (gen TUBB3) y rs1006899 (region intergénica en cromosoma
21).

Tabla 5. Asociacién entre SNPs en genes candidatos de cancer y niveles de metilacién
gendmica global en leucocitos de individuos del estudio caso-control de cdncer de mama. En
rojo se indican las asociaciones significativas. Cr: cromosoma.

SNPs Cr Gen p valor SNPs Cr Gen p valor
rs3819954 1 TP73 0.02972 rs3130340 6 MHC/C60rf10 0.07447
rs1801133 1 MTHFR 0.9819 rs3176336 6 CDKN1A 0.3908
rs6426749 1 ZBTB40 0.6382 rs1801270 6 CDKN1A 0.02668
rs1430742 1 GPR177 0.3873 rs2479717 6 CCND3 0.402
rs2297138 1 CYR61 0.8085 rs4870044 6 C6orf97 0.917
rs1571549 1 CYR61 0.5446 rs2941740 6 ESR1 0.3783
rs17131547 1 TGFBR3 0.4773 rs1999805 6 ESR1 0.7389
rs1047840 1 EXO1 0.07019 rs1514347 6 ESR1 0.9258
rs4665777 2 DNMT3A 0.1652 rs1062577 6 ESR1 0.6489
rs87938 3 CTNNB1 0.7301 rs2273206 6 ESR1 0.5676
rs4858795 3 ATRIP/ISCOTIN 0.5471 12982712 6 ESR1 0.6043
rs13059232 3 NR1I2 0.565 rs6912184 6 ESR1 0.0631
rs361072 3 PIK3CB 0.1209 rs827423 6 ESR1 0.7244
rs28897764 3 ATR 0.7787 rs1524058 7 STARD3NL 0.4053
rs2056116 4 0.9254 rs2708861 7 HUS1 0.5402
rs3736599 4 SULT1EL 0.4664 rs7781370 7 FLJ42280 0.04131
rs1471403 4 MEPE 0.2034 rs884716 7 DSS1/SHFML 0.3882
rs13123099 4 ADH1A 0.1727 rs2214681 7 CNTNAP2 0.6686
rs2255137 4 hCDCA/FBXW7 0.3408 rs1805794 8 NBS1/NBN 0.3828
rs981782 5 HCN 0.1842 rs1805841 8 NBS1/NBN 0.07861
rs16886165 5 MAP3K1 0.4129 rs2073618 8 TNFRSF11B 0.8172
rs889312 5 MAP3K1 0.7696 rs6993813 8 OPG 0.644
rs1366594 5 MEF2C 0.3323 rs3731239 9 CDKN2A 0.739
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Tabla 5. Continuacién

SNPs Cr Gen p valor SNPs Cr Gen p valor
rs2855192 9 ABL1 0.3034 rs175080 14 MLH3 0.533
rs12762549 10 CYP2D6 0.4719 rs1885602 14 GTF2A1 0.252
rs1219648 10 FGFR2 0.7203 rs4899786 14 GTF2A1 0.4287
rs2981582 10 FGFR2 0.5415 rs1952585 14 ESR2 0.2516
rs3817198 11 LSP1 0.04193 rs3020449 14 ESR2 0.6361
rs7117858 11 SOX6 0.3396 rs7154455 14 ESR2 0.4052
rs7932354 11 ARHGAP1L 0.539 rs2412546 15 RAD51 0.6535
rs1007738 11 CKAPS 0.03424 rs1876206 15 FBN1 0.4801
rs1503185 11 PTPRJ 0.3213 rs951715 15 IGF1IR 0.1079
rs545500 11 MUS81 0.01336 rs3803662 16  TOX3/LOC643714 0.09807
rs599083 11 LRP5 0.2355 rs16260 16 CDH1 0.1952
rs9344 11 CCND1 0.7052 rs9929218 16 CDH1 0.1789
rs556477 11 MRE11A 0.1720 rs11649550 16 FXBO31 0.6035
rs1799750 11 MMPL 0.2651 rs4843599 16 FXBO31 0.3180
rs3218707 11 ATM 0.1757 rs9937099 16 FXBO31 0.4494
rs4987945 11 ATM 0.751 rs3212363 16 MC1R 0.4554
rs1800056 11 ATM 0.3515 rs7191944 16 TUBB3 0.04560
rs3217901 12 CCND2 0.8562 rs1799941 17 SHBG 0.4734
rs1042725 12 HMGA2 0.6947 rs16942 17 BRCA1 0.7334
rs2172881 12 GRIP1 0.843 rs1799950 17 BRCA1 0.731
rs2279744 12 MDM2 0.3911 rs8176092 17 BRCA1 0.6725
rs8176882 12 PAWR 0.7766 rsg8176193 17 BRCA1 0.5706
rs12827748 12 PAWR/LOC100133105 0.3745 rs1513670 17 SOST 0.7034
rs7136446 12 IGF1 0.6528 rs9303521 17 CRHR1 0.3608
rs35009941 12 TXNRD1 0.953 rs1042522 17 TP53 0.1758
rs7136874 12 BRAP 0.3651 rs2078486 17 TP53 0.8292
rs649406 12 BRAP2/ACAD10 0.7366 rs8064946 17 TP53 0.8769
rs747443 12 NCOR2 0.4876 rs1978503 18 0.1976
rs864503 12 NCOR2 0.4632 rs884205 18 TNFRSF11A 0.05167
rs2238136 12 VDR 0.606 rs3018362 18 RANK 0.3228
rs2239179 12 VDR 0.7627 rs2279115 18 BCL2 0.8223
rs2239182 12 VDR 0.6415 rs713041 19 GPX4 0.5366
rs4237855 12 VDR 0.4569 rs1056538 19 ICAM5 0.793
rs7299460 12 VDR 0.5096 rs11670365 19 CARM1 0.3820
rs7975232 12 VDR 0.3149 rs997669 19 CCNEL 0.4625
rs731236 12 VDR 0.1006 rs406193 20 DNMT3B 0.4472
rs1544410 12 VDR 0.07125 rs3918242 20 MMP9 0.5219
rs206143 13 BRCA2/LOC646799 0.6912 rs8183919 20 PTGIS 0.7249
rs9533090 13 AKAP11 0.7876 rs6064389 20 CSTF1 0.1101
rs9594759 13 RANKL 0.3945 rs1006899 21 0.01253
rs2854344 13 RB1 0.6579 rs926184 21 NRIPL 0.481
rs766173 13 BRCA2 0.7399 rs458685 21 GRIK1 0.9895
rs4987117 13 BRCA2 0.5942 rs17881274 21 SOD1 0.609
rs1799954 13 BRCA2 0.1056 rs4680 22 COMT 0.8577
rs144848 13 BRCA2 0.2373 rs933226 22 YWHAH 0.4430
rs206081 13 BRCA2 0.7668 rs20551 22 EP300 0.8881
rs4942505 13 BRCA2 0.4954 rs11571787 22 CYP2D26 0.3815
rs9534174 13 BRCA2 0.2854

Se verifico que estos SNPs no tenian asociacién entre sus genotipos y la
pertenencia de las muestras al grupo de pacientes o controles, descartando la posibilidad

de que la asociacién con los niveles de metilacion se deba a diferencias en la
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distribucion de los genotipos entre pacientes y controles.

Con el fin de evaluar el efecto potencial de los polimorfismos en la metilacion
global del ADN, comparamos los niveles de metilacion global del ADN entre los
diferentes genotipos de los 8 SNPs de manera independiente mediante andlisis de
regresion lineal ajustado por estatus de la muestras (paciente/control) y edad. Se
observaron diferencias significativas en los niveles de metilacion global entre los
genotipos de los SNPs en 7P73 (p = 0.0007), FLJ42280 (p = 0.0001), MUSS!I (p = 2.43
x 10%) y el rs1006899 en region intergénica del cromosoma 21 (p = 0.0008).

El modelo de asociacion entre el SNPs rs545500 (MUSS!) y la metilacion global
fue el que se ajusté con mayor significancia estadistica (p = 2,43 x 10™*). Evaluamos el
cambio aminoacidico generado por este SNPs con los programas SIFT Human SNPs
(http://sift.jcvi.org/) vy PolyPhen-2 (//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), y no tendria
consecuencias sobre la estructura de la proteina. Sin embargo, como veremos mas adelante,
el gen MUSSI estd involucrado en los mecanismos de reparacion del ADN e
indirectamente podria estar también involucrado en mecanismos epigenéticos. Por ello,

continuamos evaluando este SNPs en mayor profundidad.

De acuerdo al anélisis de regresion, el efecto de los 3 genotipos del SNPs en
MUSB81 es diferente en pacientes y en controles (Tabla Suplementaria 3). Los individuos
controles con el genotipo CC del SNPs en MUS81 presentan niveles de metilacion
gendmica global més alto que los individuos con los genotipos alternativos CG/GG del
mismo locus (Wilcoxon test, p = 0,0018). Por el contrario, en los pacientes no se
observan diferencias significativas en los niveles de metilacién entre individuos con
genotipo CC e individuos con genotipos CG/GG (Wilcoxon test, p > 0,05), aunque en el
modelo predictivo del analisis de regresion se marca una tendencia a valores mayores de

metilacidn global en pacientes homocigota para el alelo C (Tabla Suplementaria 3).

Cabe destacar que no encontramos asociacion con SNPs ubicados en los genes
codificadores de la ADN metiltransferasas o de genes involucrados en el metabolismo
de los grupos dadores de metilos, los cuales estan directamente involucrados en los

mecanismos epigenéticos.
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3.4 Discusion

Hemos demostrado la existencia de hipometilacion global del ADN en leucocitos y
una correlacion negativa entre la ancestria genética individual africana y la metilacion
global del ADN en pacientes con cancer esporadico. Hasta el momento, no existen
estudios previos que hayan investigado la influencia de la ancestria genética individual

en la metilacion global del ADN de leucocitos en pacientes con cancer.

3.4.1 Hipometilacion global del ADN de leucocitos como biomarcador de

melanoma y cancer de mama esporddico

Se ha propuesto que la hipometilaciébn gendémica global tiene un importante
impacto en la biologia tumoral mediante la generacion de inestabilidad cromosomica,
reactivacion de elementos transponibles, y pérdida de impronta genémica (Esteller,
2008). Existe evidencia creciente de que los leucocitos son un modelo celular Gtil para
evaluar cambios epigenéticos. De manera que las epimutaciones y la hipometilacion
global del ADN, asociada a un aumento del riesgo a cancer, podrian ser detectadas en
sangre periférica en lugar del tejido afectado (Woo and Kim, 2012). Esto es de gran
importancia ya que las muestras de sangre son faciles de obtener mediante técnicas no
invasivas, siendo muy util para estudios epidemioldgicos de gran escala (Li et al.,
2012).

En este trabajo por primera vez se demuestra una asociacion significativa de
hipometilacion global del ADN de leucocitos con melanoma cutdneo maligno
esporadico. Nuestros resultados son contrarios a un trabajo previo en melanoma donde
no se encontrd asociacion entre la metilacion global o CpG especifica de LINE-1 en
sangre periférica y melanoma cutaneo maligno familiar (Hyland et al., 2013). Sin
embargo, existen dos grandes diferencias entre ambos estudios. Primero, los niveles de
metilaciébn en un elemento repetitivo (LINE-1) no necesariamente representa el
contenido de 5-metilcitosina a lo largo de todo el genoma, ya que existen muchos otros
contextos genomicos que se encuentran metilados (secuencias Alu, SINE, genes

improntados). Segundo, el trabajo de Hyland y colaboradores (2013) examina la

76



asociacion entre metilacion del ADN y melanoma cutaneo en familias tendientes a este
tipo de céncer, sugiriendo que en este caso el mecanismo genético es mas importante
que el efecto epigenético. De manera interesante, varios trabajos han demostrado una
hipometilacion global en lineas celulares de melanoma (Tellez et al., 2009), cultivos in
vitro de tumores de melanoma cutaneo extirpados quirurgicamente (Sigalotti et al.,
2011) y tumores primarios de melanoma (Ecsedi et al., 2013). Pero todos ellos
evaluando la metilacién global en CpG de secuencias repetidas LINE-1 y sobre el tejido
afectado o lineas celulares, demostrandose la importancia de hipometilacién en LINE-1
como marcador pronéstico y la asociacion de su estatus de metilacién con la capacidad

de metastasis del tumor.

Por otro lado, en el estudio caso control de cancer de mama corroboramos los
hallazgos de otros autores en relacion a la asociacion de la hipometilacion del ADN en
sangre periférica con el riesgo a cancer de mama (Choi et al., 2009; Delgado-Cruzata et
al., 2012; Deroo et al., 2014). Por ejemplo, un estudio basado en casos-controles
hospitalarios de 180 pacientes con cancer de mama y 180 controles no afectados
muestra una disminucién de 5mdC, medida por espectrometria de masa, en el ADN de
leucocitos de los casos con cancer (Choi et al., 2009). El nivel de metilacion global del
ADN encontrado en nuestro estudio es levemente menor que lo reportado en el estudio
de Choi y colaboradores (2009). Esta diferencia podria deberse al uso de diferentes
protocolos y métodos con distinta sensibilidad para medir la metilacion genémica
global. Por ello, un desafio para que la hipometilacién global sea un marcador clinico
util seré definir y normalizar las metodologias para su determinacion en gran nimero de
pacientes. Ademas, hay que tener en cuenta que el nivel global de metilacién del ADN
reportado previamente en muestras de sangre varia sustancialmente (2,3 a 6 %)
dependiendo de la enfermedad estudiada o si es referida a una poblacion sana, del rango
de edad de las muestras y de los factores ambientales (Fraga et al. 2005; Lim et al.
2008; Moore et al. 2008; Fuke et al. 2004; Kok et al. 2007; Ma et al. 2009; Guerrero-
Preston et al. 2007). Como discutiremos mas adelante, la novedad de nuestro estudio
con respecto a los resultados obtenidos previamente por Choi y colaboradores (2009)
radica en que ademas analizamos la asociacién de los niveles de metilacion global del
ADN detectada en leucocitos con el contexto genético de los individuos: ancestralidad

genética individual y polimorfismos genéticos.
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Gran cantidad de evidencia apoya el hecho de que la metilacion del ADN a nivel
global, sobre todo en la sangre, cambia durante el envejecimiento, algunas
caracteristicas fenotipicas y estilos de vida, como la edad, sexo, indice de masa
corporal, la dieta y el tabaquismo (Terry et al., 2011; Zhu et al., 2012b). Sin embargo,
los niveles de metilacion gendmica global no se asociaron con ninguna de las variables
fenotipicas y de estilo de vida evaluados. En este trabajo la mayoria de los participantes
son de edad avanzada (media= 55.5 afios en cancer de mama; media= 61 afios en
melanoma). Esto puede explicar la pérdida de asociacion entre la metilacion del ADN y
la edad en nuestra poblacion de estudio, en contraste a otros estudios que incluyen
individuos con un rango de edad mas amplio (Fraga et al., 2005). Tampoco se analizé la
dieta ni todos los factores genéticos involucrados en el metabolismo del carbono-1
reportados como posibles modificadores de los patrones de metilacion del ADN. El
metabolismo de carbono-1 mediado por folato es una red de vias metabdlicas
interconectadas necesarias para la sintesis de nucledtidos de purina, la timidilato y la
remetilacion de la homocisteina a metionina. Las alteraciones en esta via, como
resultado de deficiencias nutricionales y variantes genéticas comunes, influyen en la
sintesis de ADN vy la estabilidad y metilacion de la cromatina (Stover, 2011). Por ello
analizamos la posible asociacion entre el SNPs rs1801133, correspondiente a la variante
C677T en el gen MTHFR (5,10-metilen tetrahidrofolato reductasa), y los niveles de
metilacién global en los individuos del estudio caso-control de cancer de mama. Esta
variante es la mutacion mas frecuente en la poblacién uruguaya en los genes
involucrados en el metabolismo del carbono-1, con una frecuencia de 8% de
homocigotas (Otero et al., 2004). Sin embargo, no encontramos ninguna asociacion de
dicha variante con la metilacion global en sangre. Si bien no se evalud la dieta ni el
resto de las variantes genéticas comunes en el metabolismo del carbono-1 como
modificadores en nuestro estudio, las asociaciones reportadas en estudios humanos con
respecto a estas variables y la metilacion global del ADN son aun inconsistentes
(Gomes et al., 2012; Moore et al., 2008; Narayanan et al., 2004; Terry et al., 2011).
Tampoco podemos descartar el efecto que ejerce la condicién tumoral. En situaciones
normales (individuos sanos) factores como la edad o la dieta pueden contribuir a
cambios pequefios en los perfiles de metilacion del ADN. EI cancer es una situacion
patoldgica que genera un gran namero de alteraciones en el individuo, que mas alla de
la acumulacion de mutaciones genéticas y epigenéticas en el tejido tumoral, también se

producen cambios en el metabolismo general del individuo, procesos inflamatorios,
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entre otros. Por ello, es probable que el efecto de la patologia enmascare los otros

efectos ambientales.

Aun no hay evidencias claras si existe correlacion entre la metilacion del ADN en
sangre periférica y el tejido tumoral, por lo que sigue siendo controversial en cuanto a si
la metilacion del ADN de leucocitos de sangre periférica refleja la metilacion del tejido
diana (Brennan and Flanagan, 2012). Se ha sugerido que los procesos inmunolégicos
relacionados con la inflamacion en el desarrollo del cancer conducen a cambios en las
subpoblaciones de leucocitos, que pudiera alterar las firmas epigenéticas en el ADN de
sangre periférica (Teschendorff et al., 2009). Otra posible explicacién es que el cambio
epigenético debido a la metilacion se asocia con las variantes genéticas de canceres
especificos (Pedersen et al. 2011; Teschendorff et al. 2009).

Estudios recientes sobre la heredabilidad de los patrones de metilacion del ADN
apoyan el postulado de que los factores genéticos son determinantes importantes. En un
estudio de adultos sanos examinados en dos momentos con mas de una década de
diferencia, algunos individuos perdieron pero otros ganaron metilacion del ADN vy los
patrones de cambio se agruparon en familias, lo que sugiere que la variacion genética

puede influir en los patrones de metilacion (Bjornsson et al., 2008).

En resumen, detectamos metilacion global del ADN genémico en los leucocitos de
sangre periférica significativamente diferente entre los controles sanos y pacientes con
cancer de mama y pacientes con melanoma. Estos resultados apoyan nuestra hipétesis
de que algunos cambios epigenéticos sistémicos pueden ser detectados en el ADN de

sangre periférica en pacientes con cancer esporadico.

Es necesario incrementar el conocimiento del origen y la naturaleza de la
metilacién del ADN en leucocitos de sangre periférica para determinar si la metilacion
del ADN en estas células puede servir como biomarcador informativo de susceptibilidad

al desarrollo tumoral o incluso como marcador temprano de inicio del cancer.
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3.4.2 EI contexto genético sobre la variabilidad de la metilacion global

del ADN

Ancestria genética individual de pacientes con cancer

Las poblaciones de los distintos continentes varian considerablemente en su
predisposicion a las enfermedades, probablemente como resultado de procesos
adaptativos a factores selectivos ambientales locales y posterior cambio de hébitos de
vida. Ejemplo de ello son el cancer de mama y el melanoma cutaneo maligno, los cuales
presentan diferencias étnicas en cuanto a su incidencia y mortalidad (Globocan 2012,

www.globocan.iarc.fr).

Estudiamos por primera vez el efecto de la ancestria genética individual en la
metilacion global del ADN en leucocitos en pacientes con cancer de mama o melanoma
cutaneo esporadico de una poblacién mestizada. La poblacion uruguaya, dado su
calidad de poblacién mestizada tri-hibrida, es idénea para el estudio de los efectos de
los distintos componentes genéticos ancestrales en una enfermedad compleja como el

cancer.

Recientemente se plantea que los patrones de metilacion del ADN varian entre las
distintas poblaciones, incluso entre los distintos grupos étnicos de una misma region. Se
ha detectado la existencia de diferencias étnicas leves al nacer en sitios CpGs
especificos, y el patron predominante es el de menores niveles de metilacion en CpG en
nifios recién nacidos afroamericanos (Adkins et al., 2011). De manera similar, se
describido menor nivel de metilacion del ADN en mujeres adultas afroamericanas en
relacion a mujeres europeo americanas (Terry et al., 2008). En el presente trabajo
encontramos una correlacion negativa entre el componente ancestral africano y la
metilacién gendmica global en leucocitos de pacientes con cancer. Asimismo, no
detectamos diferencia entre los pacientes y los controles con respecto a la ascendencia
genética individual. Por lo tanto, la hipometilacion del ADN observada en los pacientes
no se podria atribuir a las diferencias en la ascendencia genética entre los afectados y

controles.

Somos conscientes que dado el tamafio muestral relativamente pequefio de nuestros
grupos caso-control, estos resultados deben ser confirmados con estudios mayores y en

otras poblaciones mestizadas. Debemos de notar que en ambos estudios los controles
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pueden no ser representativos de la poblacion general ya que son controles muestreados
en hospitales. No tuvimos acceso a la informacion del grado tumoral o etapa de la
enfermedad en todos los pacientes, por lo que estudios adicionales se requeriran para
clarificar si la influencia de la ancestria genética en los niveles de metilacion del ADN
en los pacientes con cancer podria tener consecuencias en la agresividad del tumor o en

el pronostico en pacientes con diferente componente ancestral.

Los niveles de metilacion en sitios CpG individuales pueden estar fuertemente
asociados con variacion en secuencias génicas locales y distantes (Gibbs et al. 2010;
Zhang et al. 2010). Por otro lado, las frecuencias de los alelos de SNP pueden diferir
sustancialmente entre poblaciones con diferentes ascendencias geogréficas (Altshuler et
al., 2010). Por lo tanto, es posible que las diferencias étnicas observadas en la
metilacién del ADN puedan deberse a diferencias a nivel de secuencias de regiones
cromosomicas que influyen en los niveles de metilacion global y CpG especifica, y que
identificamos por la diferencia de alelos de SNP o haplotipos entre los individuos. Aun
sin existir diferencias en ancestria entre los controles y pacientes analizados en nuestro
estudio, los Gltimos tendrian secuencias africanas exclusivas asociadas a hipometilacién
gendmica global en leucocitos. Asi, la ancestria genética individual podria contribuir a

la variacion interindividual de la metilacién del ADN entre pacientes con cancer.

Lo que es mas, la frecuencia de las variantes en los genes cuyos productos estan
implicados en la metilacion de ADN difiere entre los grupos étnicos, tales como las
variantes en los genes que codifican para ADN metiltransferasa 2 y 3B (Franchina &
Kay 2001; Zhao et al. 2009; Zhu et al. 2012). Por ejemplo, la variante 579G>T en el
promotor de DNMT3B presenta una distribucion diferente entre las poblaciones chinas,
coreanas y americanas (Zhao et al., 2009). Algunas de las variantes en las DNMTSs
podrian alterar la expresiéon y funcion de las enzimas implicadas en los mecanismos
epigenéticos y ayudarian a explicar las diferencias en el grado de metilacion observado
entre las poblaciones.

Fraser y colaboradores (2012) sugirieron que la metilacion del ADN es altamente
divergente entre las poblaciones, y que esta divergencia podria deberse en parte a la
combinacion de diferencias en frecuencias alélicas y epistasis complejas o interacciones
genoma-ambiente. De esta manera, una variante que estd presente en dos poblaciones,
podria afectar a la metilacion del ADN unicamente en una de ellas (Fraser et al., 2012).

Por otra parte, Heyn y colaboradores (2013) identificaron diferencias en la metilacion
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del ADN que son capaces de distinguir tres grandes grupos étnicos humanos
(eurodescendientes, afrodescendientes y asiaticos) y QTL (quantitative trait loci)-CpG
especificos asociados con la variacion natural humana, contribuyendo a determinar
caracteristicas fenotipicas diferentes entre las poblaciones humanas. Por lo tanto, la
estructura tri-hibrida de la poblacion mestiza uruguaya podria estar parcialmente
explicando el patron de metilacion. La ancestria genética afrodescendiente jugaria un rol
particular en la susceptibilidad o etiologia de estos canceres, promoviendo una
hipometilacion gendmica sistémica, no necesariamente de la misma manera que en otras

poblaciones del mundo.

En conclusion, nuestros hallazgos claramente indican la influencia de la ancestria
genética individual en el nivel de metilacion global del ADN de leucocitos en pacientes
con cancer de Uruguay, la cual podria resultar en patrones alterados de expresion génica
y diferencias en el desarrollo clinico y pronostico de la enfermedad. Estos resultados
resaltan la importancia de tomar en cuenta la ancestria genética cuando se analizan
datos epigenéticos a nivel poblacional. Ain méas importante, la posibilidad de que la
ancestria genética pudiera estar asociada a regiones cromosomicas propensas a la
metilacién del ADN (o propensas a estar desmetiladas) sugiere que la técnica de mapeo
génico por mestizaje (Winkler et al., 2010) podria extenderse a relacionar un segmento
cromosOmico ancestral, el estado de metilacion y la susceptibilidad a la enfermedad.
Asi, la prevalencia de alteraciones epigenéticas puede proporcionar una base para la
comprension de las diferencias en el inicio temprano del cancer, su agresividad, y malos
pronosticos observados en varias poblaciones étnicas. La identificacion de estas
diferencias en los procesos epigenéticos en diversas poblaciones podria contribuir al
desarrollo de biomarcadores de riesgo de la enfermedad y a un mejor disefio de las

intervenciones terapéuticas.

Variabilidad genética en genes candidatos de cancer

La investigacion de polimorfismos genéticos que pudieran estar asociados a la
metilacién global del ADN puede ayudar a dilucidar la diferencia en los niveles de
metilacién global observados de acuerdo a la ancestria de los individuos. Ejemplos
claros de ello son los polimorfismos en los genes codificadores de metiltransferasas del

ADN y MTHFR, que como se discutio anteriormente, tienen una distribucion de
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frecuencias alélicas distintas segun los grupos étnicos o poblaciones y estan
directamente asociados a los mecanismos de metilacion del ADN. Sin embargo, no
detectamos asociacion de los polimorfismos analizados en estos genes con los niveles
de metilacién global del ADN detectados en pacientes con cancer de mama ni en su
grupo control. Por lo que las frecuencias diferenciales de estas variantes génicas entre
los individuos no pueden explicar la variacion interindividual en la metilacion global

del ADN observada en este estudio.

Por otro lado, al analizar otros SNPs en regiones candidatas previamente asociadas
a cancer, detectamos una asociacion positiva altamente significativa de la variante CC
del SNPs rs545500 en el gen MUSB81 con el nivel de metilacion global del ADN en los
individuos controles de nuestro estudio de cancer de mama. También detectamos
asociacion de los genotipos con el nivel de metilacion del ADN, sin considerar el
estatus de la muestra, en otros 3 SNPs (ubicados en TP73, FLJ42280 y region
intergénica en cromosoma 21). Sin embargo, el efecto de los distintos alelos de TP73 si
bien es significativo, las diferencias sobre la metilacion del ADN son muy leves. Los
SNPs en el gen putativo FLJ42280 y en la region intergénica del cromosoma 21 fueron
previamente asociados a baja densidad 6sea mineral, un factor de riesgo asociado a
cancer de mama (Styrkarsdottir et al., 2009). Pero dado que estos SNPs no se
encuentran en genes con funcidn conocida, establecer una relacion causal de dicha

asociacion es dificultosa.

Sin embargo, el SNPs rs545500 es un SNPs no sinénimo localizado en la region
codificante del gen MUSS1. Dicho gen codifica una nucleasa especifica de la estructura
del ADN que juega un rol importante en la reparacion del ADN por recombinacién
homologa (Osman and Whitby, 2007). Este polimorfismo resulta en un cambio de
aminoacido de arginina (residuo hidrofébico cargado positivamente) a prolina (residuo
hidrofobico sin carga) en la posicion 180 de la proteina, que no tendria consecuencias
sobre la estructura de la proteina. Sin embargo, no podemos descartar que se afecte la
interaccion proteina-proteina fundamental para la correcta funciéon de MUS81 (Nakken

et al., 2007).

El rol del gen MUSS1 en el cancer de mama aun no se ha investigado. Sin embargo,
se ha detectado una baja expresion de este gen en tumor gastrico y carcinoma
colorrectal (Wu et al. 2010; Wu et al. 2011). Ademas, se ha demostrado que los ratones

knockout homocigotos y heterocigotos para MUSS! tienen una predisposicion a
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desarrollar cancer (McPherson et al., 2004). La correcta expresion bialélica de MUSS1
es critica para el mantenimiento de la integridad gendmica y supresion tumoral. La
pérdida de un alelo de MUS81 produce acumulacion de horquillas de replicacion
aberrantes e intermediarios de recombinacion (McPherson et al., 2004). La posible
asociacion del gen MUSS8I con los mecanismos epigenéticos podria deberse a que la
desregulacion de los proceso de reparacion del ADN y la acumulacion del horquillas de
replicacion llevaria al reclutamiento y retencion de las ADN metiltransferasas, ya que
estas enzimas tienen una alta afinidad por sitios de ADN dafiado (James et al., 2003).
Asi, el mantenimiento normal de la metilacion durante la replicacion del ADN se veria
comprometido, induciendo una hipometilacion global pasiva con cada ciclo de division
celular (Lee et al. 2012; revisado en Wild & Flanagan 2010). Si bien todo indicaria el
potencial rol de MUSS81 en el desarrollo tumoral, son necesarios estudios funcionales

con el fin de identificar el rol de este SNPs particular en la carcinogénesis.

En nuestro andlisis detectamos una asociacion positiva del genotipo CC del SNPs
en MUSS8I con el nivel de metilacion global del ADN, en el grupo de controles no
afectados con cdncer de mama. De manera, que el genotipo CC tendria un papel
protector contra la inestabilidad gendmica al estar asociado a mayores niveles de
metilacion gendmica global en sangre. Sin embargo, este resultado no es concordante al
descrito por Loizidou y colaboradores (2010) quienes encontraron que mujeres
portadoras del alelo C presentaban un mayor riesgo para el cancer de mama en la
poblacion de Chipre. Estas evidencias conflictivas para la asociacion podrian deberse a
diferencias especificas de las poblaciones u otros factores que podrian estar
interviniendo en esta asociacion. El efecto protector del SNPs rs545500 MUSS! en los
controles observado en nuestro estudio, podria ser atribuido al mismo SNPs o al

desequilibrio de ligamiento con otra variante génica.

Estos resultados sugieren nuevamente la importancia del efecto de las variantes
genéticas en la variabilidad de la metilacion global del ADN de leucocitos de los
individuos, y la necesidad de integrar la informacioén genética y epigenética de los
individuos en el estudio de enfermedades complejas como el cancer. Mientras cambios
en la metilaciéon del ADN como resultado de una enfermedad pueden ser marcadores
utiles para diagnostico temprano, variaciones en la metilacion debido a influencia
genética podrian ser potenciales marcadores para asignacion de riesgo entre los

individuos de una poblacion.
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3.4.3 Conclusiones

En esta primera etapa del trabajo, demostramos la existencia de metilacion
diferencial en el ADN de leucocitos de pacientes con cancer esporadico en comparacion
a un grupo control no afectado, reportandose por primera vez en un estudio caso-control
en melanoma cutaneo maligno. Especificamente describimos la ocurrencia de
hipometilacion global del ADN en sangre periférica y una correlacion negativa entre la
ancestria genética africana y la metilacion del ADN en leucocitos de pacientes con
cancer esporadico. A su vez, detectamos una asociacion positiva del genotipo CC del
SNPs en MUS81 con el nivel de metilacion global del ADN en los individuos controles
no afectados con céncer de mama. De manera, que el genotipo CC tendria un papel
protector contra la inestabilidad gendmica al estar asociado a mayores niveles de

metilacién gendmica global en sangre.

Estos resultados indican un efecto del contexto genético sobre la variabilidad
epigenética en nuestra poblacion, dada por la ancestria genética de los individuos y/o
variantes genéticas en genes asociados directa o indirectamente con los mecanismos

epigenéticos.

Si bien no cuantificamos el riesgo a cancer que se asocia a la hipometilacion global
del ADN gendmico observada, estos hallazgos abren la puerta para plantear nuevos
estudios para intentar ubicar en el genoma estas diferencias epigenéticas observadas en
sangre mediante el estudio de perfiles de metilacion del ADN a través de un abordaje

gendmico Y sitio-especifico.
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Patrones de metilacion

del ADN en melanoma

cutaneo esporadico

4.1 Antecedentes

Al encontrar diferencias en la metilacién global del ADN gendmico entre pacientes
con cancer y controles no afectados a nivel de células normales como los leucocitos, es
importante en esta etapa identificar la localizacion de estas diferencias de metilacion en
el genoma y estudiar su asociacion con el cancer. Los andlisis de metilacion global no
proveen informacion sobre la posicion gendmica en la cual la metilacion del ADN esta
alterada, por lo que es necesario recurrir a técnicas de mayor resolucion para relacionar

estos cambios epigenéticos con posibles cambios funcionales.

Tradicionalmente, los andlisis de metilacién del ADN eran realizados por técnicas
de hibridacion como Southern blot, las cuales permitian estudiar unos pocos sitios de
restriccion sensibles a la metilacién dentro de secuencia de genes conocidos. Con el
desarrollo de ensayos mas sensibles, como la secuenciacion del ADN pretratado con
bisulfito y la PCR metilacion-especifica, se ha podido analizar en detalle multiples sitios
CpG a lo largo de secuencias de interés. Estos estudios reduccionistas han aportado
importante informacion sobre el control local de la metilacion en genes individuales
(Zilberman and Henikoff, 2007). Sin embargo, hoy en dia podemos sustituir los analisis
a pequeiia escala de genes candidatos por metodologias basadas en la deteccion de
grandes conjuntos de marcadores anonimos seleccionados al azar, las cuales pueden
proveer informacion valiosa a nivel tanto global como especifica. Esto aumenta la

probabilidad de detectar nuevos biomarcadores asociados a una patologia.
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4.1.1 Marcadores de riesgo en melanoma cutdneo

El melanoma cutaneo es un cancer altamente curable si es descubierto y tratado a
tiempo. El pronostico de los pacientes con melanoma varia significativamente de
acuerdo al estadio tumoral. La identificacion de pacientes de alto riesgo guiando la
aplicacion de cuidados preventivos puede significativamente reducir la mortalidad en
los casos de melanoma. De esta manera, son necesarias herramientas de evaluacion de
riesgo efectivas que ayuden a los profesionales de atencion médica primaria a

identificar los individuos con alto riesgo a desarrollar un melanoma.

Los factores de riesgo para melanoma incluyen: historia familiar de la enfermedad,
pigmentacion clara de piel, presencia de multiples nevos, exposicion intermitente a la
radiacion ultravioleta y determinantes genéticos (Fang et al., 2013; Garbe and Leiter,
2009). Descontando los genes de efecto mayor como CDKN2A, se han descrito varias
variantes genéticas, en genes como receptor 1 de melanocortina (MC1R), albinismo
oculocutaneo tipo Il (OCA2), tirosinasa (TYR); proteina 1 relacionada a tirosinasa
(TYRP1), familia de transportadores de soluto 45 miembro 2 (SLC45A2); y familia de
trasportadores de soluto 24 miembro 4 (SLC24A4), entre otros. Sin embargo, estas
variantes comunes identificadas en estudios previos de asociacion de genes candidatos
(GWAS) generalmente solo afectan levemente el riesgo a melanoma (odds ratios < 1.3)
(Amos et al., 2011; Barrett et al., 2012; Duffy et al., 2013; Fang et al., 2013). Por ello,
todas las herramientas adicionales que puedan predecir el riesgo a cancer en los
individuos, como los marcadores epigenéticos, mejorara nuestra habilidad para
identificar la poblacién de riesgo. Los marcadores basados en la deteccion de MVPs en
el ADN pueden ser mas utiles, ya que tienen varias ventajas con respecto a otros
biomarcadores candidatos como el ARN o proteinas. Es una molécula muy estable, y
puede amplificarse facilmente por técnicas moleculares convencionales. Esto permite
que la tomas de muestras puedan ser mas pequefias y por ende menos invasivas para el
paciente. Si bien el ARN también puede ser amplificado, es una molécula muy labil y se

limita el tiempo desde la toma de las muestras hasta la deteccion en el laboratorio.
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4.1.2 Alteraciones de la metilacion del ADN asociadas a prondstico y

progresiéon en melanoma

La transformacion maligna de melanocitos sanos requiere no solo cambios
genéticos estructurales sino también alteraciones epigenéticas. La deteccion de
metilacion aberrante de genes asociados a cancer sirve como marcadores de diagnostico
temprano, evaluacion de la progresién asi como indicador prondstico de respuesta a la
terapia en pacientes con melanoma. Por ejemplo, niveles altos de metilacion en
RASSF1A en el tejido tumoral se correlaciona positivamente con el avance del estadio
tumoral, sugiriendo que RASSF1A seria un buen marcador de la progresion de
melanoma (Tanemura et al., 2009). Asi se han descrito gran cantidad de alteraciones
epigenéticas en genes involucrados en vias de sefializacion asociadas a crecimiento,

proliferacion celular y apoptosis, y metastasis (Conway et al., 2011; Li et al., 2013).

También hay un gran esfuerzo en detectar marcadores epigenéticos en ADN
circulando en plasma o en células tumorales circulando en la sangre periférica, con el
fin de detectar metéastasis subclinica y monitorear respuesta al tratamiento (Greenberg et
al., 2012; Khoja et al., 2013; Koyanagi et al., 2010). Esto ha permitido describir algunos
genes metilados en las células tumorales circulantes asociados a etapas avanzadas de
melanoma y a un mal pronéstico. Sin embargo, no hay estudios reportados de deteccion
de alteracion de la metilacién del ADN a nivel global en genes o regiones del genoma
en leucocitos de pacientes con melanoma que pudieran servir como marcadores de
riesgo, y que en combinacion con los factores de riesgos fenotipicos y genéticos,

pudieran mejorar los actuales modelos de riesgo de melanoma cutaneo esporadico.

En este capitulo se describe la busqueda de sitios CpG diferencialmente metilados
en leucocitos de pacientes con melanoma cutaneo maligno esporadico en comparacién a
un grupo control. Para ello, utilizamos un disefio de dos etapas. Una primera etapa de
identificacion de MVPs en el ADN genomico de leucocitos de pacientes con melanoma;
seguida de una segunda etapa de validacion de dichas posiciones variables empleando
tejidos de una cohorte independiente de pacientes con melanoma. Esta segunda cohorte,
compuesta por individuos pertenecientes a poblacion europea, nos permitird descartar
efectos intrinsecos a la poblacion de estudio y validar la asociacion entre el estado de

metilacién de las MVPs y la presencia de células tumorales.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Muestras de ADN utilizadas en el estudio

Se seleccionaron al azar 43 muestras de pacientes con melanoma y 43 muestras de
controles no afectados de la poblacion general de estudio (seccién 2.3.2) que
cumplieran los siguientes requisitos: i) tuvieran la medida de metilacion global del
ADN, vy ii) cuya concentracion de ADN fuera suficientemente alta para los analisis de

AIMS, cuya reaccion inicial se realiza en un volumen de nicamente 10 pl.

4.2.2 Amplificacion entre sitios metilados (AIMS)

En la Figura 15 se muestra un diagrama esquematico de la metodologia de la
amplificacion entre sitios metilados descrita por Frigola y colaboradores (2002). Como
se describe a continuacion, utilizamos una modificacion de esta técnica sustituyendo el

uso de radiactividad.

Se digiri6 1 pg de ADN gendmico con 20 U de la enzima de restriccion metilacion-
sensible Smal (New England Biolabs) durante toda la noche a 25 °C, la cual cliva
dejando extremos romos (CCC/GGG). La reaccidn se realiz6 en un volumen final de 10
pl siguiendo las recomendaciones del proveedor. Luego, el ADN es nuevamente
digerido con 4U del isoesquizdmero insensible a la metilacion Cfr9l (Fermentas) o
Xmal (New England Biolabs) durante 4 horas a 37 °C, la cual deja extremos cohesivos
(C/ICCGGG). Se agreg6 a la digestion previa la mezcla de reaccion completando un

volumen de reaccion final de 12 pl.

El adaptador fue previamente preparado mezclando en cantidades iguales los
oligonucleotidos: MCF 5’-CCCGGTCAGAGCTTTGCGAAT-3" y Blue 5’-
ATTCGCAAAGCTCTGA-3", ambos a una concentracion de 0.4 nmol/ul, e incubando
la mezcla a 65 °C durante 2 minutos, y luego dejandolos enfriar a temperatura ambiente
de 30 a 60 minutos. EI ADN previamente digerido fue ligado a 2 nmol de adaptador
utilizando T4 ADN ligasa (New England Biolabs) durante 2 horas a 16 °C y toda la
noche a 4 °C, con una posterior inactivacion de la enzima a 65 °C durante 10 minutos.
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Asi, a la doble digestion se agreg6: 5 ul de adaptador, 0.2 ul de T4 ADN ligasa
(400U/pl), 2.5 pl de buffer 10x y agua ultrapura hasta completar un volumen final de 25
pl. De esta manera, los adaptadores se ligan a los extremos cohesivos. Los productos de
ligacion fueron purificados mediante el Kit AxyPrep™ PCR Cleanup (Axygen
Biosciences) siguiendo las especificaciones del proveedor, removiendo asi los
oligonuclettidos de cadena doble o simple que quedaron sin ligarse (< 30 pares de
bases). EI ADN fue eluido en 25 pl de agua y guardado a -20 °C hasta su utilizacion.

Smal (CCC/GGG)

Xmal (C/CCGGQG)

Linker ligation

--
| = - e ™
Smal site i i
Smal site Purification
<D
= PCR amplification
cccoee  £CE0sa
Ggeece  GeGLCe =
Mo -
-
A - AG - AGC

Figura 15. Diagrama de la técnica de AIMS. ElI ADN gendmico es representado por 2 lineas
paralelas, con 7 sitios de reconocimiento CCCGGG mostrados como boxes. Se marcan sitios
no metilados (boxes vacios) y metilados (boxes llenos con circulos indicando las citosinas
metiladas). En el primer paso, la digestion de los sitios no metilados con Smal resulta en
extremos romos, mientras los restantes sitios metilados son cortados en un segundo paso con
la enzima Xmal, produciendo extremos cohesivos. La ligacion de un adaptador a los extremos
cohesivos y la amplificacién por PCR resultara en la amplificacion de fragmentos de ADN
flanqueados por 2 sitios metilados (Jorda et al., 2009).
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En una segunda etapa, los fragmentos flanqueados por dos adaptadores son
amplificados por PCR utilizando diferentes sets de cebadores que hibridan a la
secuencia del adaptador més el sitio de restriccién y uno o mas nucleétidos adicionales
que se seleccionan de manera arbitraria. De manera que estos cebadores corresponden al
oligonucleodtido Blue extendido con la secuencia CCGGG mas 1-4 nucledétidos elegidos.

Se combinaron 2 cebadores diferentes en cada reacciéon de PCR:

SETA BlueCTA 5- ATTCGCAAAGCTCTGA-CCGGG-CTA
BlueTGG 5°- ATTCGCAAAGCTCTGA-CCGGG-TGG

SETB  BlueCTG 5- ATTCGCAAAGCTCTGA-CCGGG-CTG
BlueTGG 5- ATTCGCAAAGCTCTGA-CCGGG-TGG

Los cebadores extendidos con 2-4 nucle6tidos arbitrarios producen un patrén de
fingerprints AIMS de complejidad moderada, amplificando un numero limitado de
secuencias en un rango de 200-2.000 pb (Frigola et al., 2002).

Todas las muestras fueron analizadas en dos experimentos de AIMS independientes
con los diferentes sets de cebadores (Set A y Set B). Dichas amplificaciones fueron
denominadas como PCR A y PCR B, respectivamente. Las reacciones de amplificacion
se realizaron en el termociclador Gene Amplification PCR System 9700 (Applied
Biosystems) utilizando 2 ul de ADN ligado como molde, 1.5U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen), buffer de reaccion 1X, 1.5 mM de cloruro de magnesio, 125 uM de dNTPs
y 1.1 pM de cada uno de los cebadores, en un volumen final de 25 pl. Para las
reacciones A y B se utiliz6 el mismo programa de ciclado: 30 ciclos de 15 segundos a
94 °C y 1 minuto 15 segundos a 74 °C, con una desnaturalizacion inicial de 3 minutos a
95 °C y una extension final de 5 minutos a 72 °C. Los productos de PCR fueron
almacenados a -20 °C hasta su utilizacion.
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4.2.3 Visualizacion de los resultados de AIMS

Electroforesis en gel de secuencia desnaturalizante

Los productos de PCR (10 pl) fueron desnaturalizados a 98 °C durante 5 minutos.
A continuacién, se les adicion6 10 pl de solucion stop (formamida 95 %, Na,EDTA 20
Mm pH=8, azul de bromofenol 0.05 %, xilencyanol 0.05%) y se mantuvieron en hielo
hasta su utilizacion. Las muestras desnaturalizadas (5 pl) fueron analizadas en geles de
secuencia desnaturalizantes de acrilamida 6 % con urea 8M, utilizando una cuba de
electroforesis vertical CSQ33 Cleaver Scientific Ltd y peine de 72 pocillos. Las corridas
electroforéticas se realizaron utilizando como buffer de corrida TBE 1x (90 mM Tris
base, 90 mM 4cido bérico, 2 mM EDTA pH8), con una precorrida de 30 minutos y una
corrida de 4-5 h a 55W constante.

El tratamiento de los vidrios es critico, ya que deben prepararse previamente para
asegurar la adhesion del gel a uno de los vidrios que facilite la posterior tincién del gel.
Los vidrios fueron limpiados con SDS 0.1%, agua ultrapura y finalmente con etanol
absoluto. Luego se extendié solucién de Silane (etanol 80%, acido acético 2%, Bind
Silane 0.1% en agua) en uno de los vidrios y silicona en aerosol en el otro, se dejé secar
durante 15 minutos y se volvio a limpiar con etanol absoluto en una sola direccion. Una

vez secos, fueron utilizados para armar el gel.

Los geles se prepararon con 50 ml de acrilamida:bisacrilamida 19:1 al 6% con urea
8M previamente preparada, 500ul de persulfato de amonio (APS) 10% y 50 ul de

tetrametilen, etilen diamina (TeMed).

Tincion con Nitrato de Plata

Luego de la electroforesis, los geles fueron tefiidos con nitrato de plata.
Brevemente, el gel fue incubado al menos 20 minutos (o toda la noche) en etanol 10%
(fijacién inicial), luego 5 minutos en solucion oxidante (acido nitrico 1.54%), y se
realizaba un lavado rapido (10-20 segundos) con agua destilada. Rapidamente se incubd
30 minutos en nitrato de plata 0.2%, se realizé otro lavado con agua destilada, y se
incubd en solucidén de revelado (carbonato de sodio 2.96%, formaldehido 0.02%) hasta

visualizar las bandas con claridad. Por altimo la reaccion de revelado fue detenida
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incubando el gel con etanol 10% y &cido acético 0.5% (fijador final) por 10-20 minutos.
Los geles, adheridos al vidrio, se secaron a temperatura ambiente y luego fueron

fotografiados.

Interpretacion de los resultados de AIMS

Las bandas de AIMS representan secuencias cortas de ADN (de hasta 2 kb de
largo) flanqueadas por 2 sitios Smal metilados (CCCGGG). La pérdida de metilacion en
alguno de los sitios impide la amplificacion de la banda. Por lo tanto, para ser
amplificada, una secuencia debe de cumplir 2 requerimientos: i) contener 2 sitios Smal
metilados cercanos, y ii) presentar homologia con los nucledtidos extendidos en el
extremos 3" de los cebadores. La amplificacion restringida de los AIMS permite obtener
fingerprinting de complejidad ajustable que pueda ser interpretable, con bandas en un
rango de tamafio de ~200 a ~2.000 pb. Como se muestra en la Figura 15, asumiendo un
apareamiento perfecto, cada nucle6tido adicional en los cebadores implica un reduccién
de la complejidad de los perfiles obtenidos (1/5 para GC y 3/10 para AT de acuerdo con

la frecuencia del nucleétido en el genoma humano) (Welsh and McClelland, 1990).

Las diferencias en la presencia o ausencia de bandas entre los perfiles de los
pacientes con melanoma y los individuos controles fue determinada mediante
inspeccion visual de los geles. No se consider6 necesario realizar analisis
densitométrico ya que Unicamente fueron tomadas en cuenta las bandas reproducibles
(en dos o méas amplificaciones independientes) y claramente distinguibles del
background del gel, y los cambios claros entre ambos grupos, considerandolos como
eventos cualitativos. La pérdida de una banda representa un evento de hipometilacion de

CpG, mientras que la aparicion de una nueva banda es indicativa de hipermetilacién.

Aunque la pérdida de homocigocidad y la amplificacion génica es una situacion
poco comun debe de ser considerada en la interpretacion de los resultados, ya que

podrian producir cambios dramaticos en la aparicion o ausencia de alguna banda.
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4.2.4 Caracterizacion de fragmentos de ADN con metilacién diferencial

Las bandas diferenciales entre pacientes y controles fueron cortadas de los geles de
poliacrilamida y purificadas mediante el kit QIAEX® Il Gel Extraction (Qiagen) de
acuerdo al protocolo recomendado por el proveedor. ElI fragmento aislado fue
reamplificado mediante PCR con los mismos cebadores y condiciones utilizadas en el
experimento de AIMS. Cuando fue necesario, el producto reamplificado fue visualizado
en electroforesis de poliacrilamida desnaturalizante de tamafio pequefio y reaislada la
banda repitiendo el proceso para obtener una banda Unica que pudiera ser secuenciada.

En la Figura 16 se muestra un ejemplo de aislamiento de una banda diferencial.

P1P2PMC1C2C- PM P1P2 C1C2 C- PM P1 P2C1 C2 C-

A C

- 4

Figura 16. Purificacion de banda de interés mediante varias rondas de extraccion de la banda
del gel y reamplificacién. A: Gel acrilamida 6%/urea 8M luego de la primera purificacion y
reamplificacion. B: Gel acrilamida 6%/urea 8M luego de la segunda ronda de purificacion y
reamplificacion. C: Gel agarosa 2% luego de la udltima purificacion. La flecha indica la banda
purificada. PM: marcador de peso molecular. P1/P2: pacientes con melanoma; C1/C2:
controles; C-: control negativo sin ADN.

Los fragmentos de ADN aislados diferencialmente metilados fueron secuenciados
de manera convencional (Sanger) en Macrogen (Korea). Las homologias de secuencia
fueron analizadas utilizando los softwares BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nig.gov/BLAST) y UCSC Human Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/).
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4.2.5 Validacion de las regiones diferencialmente metiladas

identificadas por AIMS en una cohorte muestral independiente

Se analizd los niveles de metilacion de sitios CpG en los fragmentos
diferencialmente metilados detectados por AIMS, asi como en sus cercanias, en
muestras de 16 nevos benignos, 37 tumores primarios de melanoma cutaneo maligno,
36 tumores metastasicos de melanoma y 19 lineas celulares de melanoma (Tabla
Suplementaria 1), utilizando la base de datos del PEBC (IDIBELL, Barcelona).

Para detectar las sondas de la plataforma HumanMethylation450 BeadChip
(Illumina) que hibridan en las inmediaciones gendmicas de los fragmentos de AIMS

aislados se utiliz6 Genome Browser.

Por otro lado se realizd un analisis de expresion in silico de los genes asociados a
los fragmentos de ADN aislados por AIMS utilizando datos publicos obtenidos de las
bases de datos NCBI Gene Expression Omnibus (Edgar et al., 2002) y EBI
ArrayExpress (Brazma et al., 2003). Se analizaron los datos de expresion génica de
tejidos de pacientes con melanoma cutaneo obtenidos del estudio GSE-15605 (Raskin et
al., 2013). Este set de datos analiza la expresidén génica en 46 tumores primarios de
melanoma, 12 tumores metastasicos y 16 muestras de piel normal adyacente e incluye
muestras de hombres y mujeres. Se utilizé la prueba estadistica Welch-t corregido por

FDR para determinar las diferencias de expresion entre los 3 grupos de muestras.

4.2.6 Anadlisis estadisticos

Las bandas variables entre los individuos resultado de AIMS fueron tratadas como
sistemas binarios (presencia/ausencia) y fueron identificadas por su posicion relativa en
los geles de secuencia y clasificadas en los grupos A o B, dependiendo si habian sido
analizadas en el PCR A o en el B, respectivamente. La presencia o ausencia de dichas
bandas en el grupo de pacientes y controles fueron anotadas en una tabla de
contingencia y la significancia de dichas diferencias entre ambos grupos fue estudiada

mediante el programa RxC, el cual emplea el algoritmo de Metropolis para obtener una
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estimacion objetiva del valor p exacto cuando se trabaja con bajo numero de muestras
(Roff and Bentzen, 1989).

Para analizar la presencia de agrupamientos en las muestra analizadas de acuerdo a
sus perfiles de metilacion del ADN, realizamos andlisis de agrupamientos jerarquicos
utilizando distancias Manhattan y método de aglomeracion completa. Unicamente se
incluyeron en este analisis las bandas andnimas variables entre los individuos detectadas

en cada reaccion de AIMS.

La comparacion de los niveles de metilacion de los sitios CpG seleccionados entre
las muestras de tejidos y lineas celulares se realiz6 mediante prueba de Wilcoxon Rank

Sum, considerandose diferencias significativas con p-valor <0,01.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando R environment for

statistical computing version 2.15.3 (R Development Core Team, 2013).
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4.3 Resultados

4.3.1 Perfiles de metilacion del ADN de pacientes con melanoma cutdneo

e individuos no afectados

Con el objetivo de detectar diferencias en los perfiles de metilacion del ADN y su
localizacion en el genoma en los pacientes con melanoma cutaneo en comparacion a los
individuos no afectados, utilizamos una técnica de fingerprinting de metilacion de ADN
global, mediante AIMS (Frigola et al., 2002). Esta técnica determina un patron de
metilacion constituido por maltiples bandas anénimas, que representan secuencias de
ADN flanqueadas por dos sitios metilados, las cuales pueden ser posteriormente

aisladas para la identificacion de su secuencia génica.

Se analizaron muestras de ADN de leucocitos de 43 pacientes con melanoma
cutaneo y 43 controles sanos mediante la amplificacion con dos juegos de cebadores
arbitrarios, cuyas reacciones de amplificacion fueron denominadas PCR-A y PCR-B,
respectivamente. Luego de analizar los patrones obtenidos con ambas reacciones de
PCR, las bandas que presentaban variacién en cuanto a su presencia o ausencia entre los
individuos fueron enumeradas y designadas como Al, A2, B1, etc., dependiendo del set
de cebadores utilizado. Unicamente se consideraron para el analisis estadistico, aquellas

bandas que fueron corroboradas en dos 0 mas amplificaciones independientes.

Algunas muestras de ADN no produjeron perfiles de AIMS consistentes y
reproducibles en ninguna de las reacciones de amplificacion (PCR-A y PCR-B),
eliminandose del analisis. El fracaso reiterado de amplificacion de una muestra fue
atribuido a la baja calidad del ADN. Debido al poder de resolucion variable de algunos
geles, el numero total de bandas informativas por muestra incluidas en los analisis
estadisticos es también variable. En este estudio, consideramos Unicamente cambios
dramaéticos en la intensidad de las bandas (presencia o ausencia), ya que probablemente

reflejen mejor eventos de metilacion diferencial entre pacientes y controles (Figura 17).

97



PM1 2 345 67 89 101112131415

500

400

300

Figura 17. Fingerprinting de metilacion obtenido mediante AIMS y visualizado
en gel de poliacrilamida desnaturalizante. Las muestras fueron analizadas en
triplicado, carriles: 1, 2 y 3 (muestra 1); 4, 5y 6 (muestra 2); 7, 8 y 9 (muestra
3); 10, 11 y 12 (muestra 4); 13, 14 y 15 (muestra 5). PM: marcador de peso
molecular. Se marcan en azul bandas variables entre las muestras.

Mediante la reaccion de PCR-A se obtuvo perfiles claros de metilacion genémica
en 35 pacientes con melanoma y 35 controles no afectados, mientras que 16 muestras no
amplificaron. Por otro lado, se obtuvieron perfiles de metilacion mediante AIMS con
PCR-B en 42 pacientes y 32 controles. Los perfiles de metilacion generados por AIMS
presentan aproximadamente entre 80-120 bandas informativas por caso y por reaccion

de amplificacion.

Al comparar los perfiles de metilacion de las dos reacciones de AIMS detectamos
13 bandas anénimas variables entre los individuos analizados: 9 con PCR-A, y 4 con
PCR-B. Estas bandas variables observadas en los geles de AIMS corresponderian a

MVPs, es decir posiciones de metilacion variable entre individuos. Sin embargo,
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ninguna de las bandas andnimas variables se detect6 exclusivamente en pacientes 0 en
controles. En la Figura 18 se muestra como ejemplo la ampliacion de un gel donde se
visualizan las bandas variables (denominadas Al y A2) entre las muestras analizadas, y

se marca la presencia de tres patrones claros al comparar las muestras.

abc Mdefghijk Imniopg rstuvw

= |l

Al — J—
A2 — —

Figura 18. Ejemplo de perfiles de metilacion obtenidos por AIMS con la reaccion PCR-A
en muestras de ADN de leucocitos de pacientes con melanoma y grupo control.
Amplificacién del gel mostrando ejemplos de los patrones de las bandas variables
denominadas Al y A2 detectados en el grupo de muestras analizadas. En letras
mindsculas se indican las muestras: pacientes con melanoma (q, s, t, v, w), controles
(restantes carriles). M: marcador de peso molecular.

A continuacion, estudiamos si los patrones comunes de metilacion de las 9 bandas
variables observadas con la reaccién PCR-A considerados como un conjunto podrian
ser usados para clasificar las muestras en dos grupos: pacientes y controles. Sin
embargo el andlisis de agrupamiento no separ6 a los pacientes del grupo de los
individuos controles (Figura 19). Esto nos llevé a analizar cada una de las bandas
variables de manera independiente, intentando identificar aquellas cuya presencia o
ausencia fuera diferencial entre los patrones de AIMS de leucocitos de pacientes con

melanoma en comparacion al grupo control.
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Figura 19. Dendograma basado en agrupamiento jerarquico de los pacientes con melanoma y
controles no afectados, considerando los perfiles de metilacion de las 9 bandas variables
obtenidas por la reaccion PCR-A de AIMS. Se utilizé el método de aglomeracion “completa”.
MM: pacientes con melanoma cutaneo maligno. MC: Controles.

De las 13 bandas con metilacion variable entre los individuos analizados,
unicamente 4 de ellas presentaban diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a su presencia o ausencia al comparar los perfiles de metilacion obtenidos por AIMS de
los pacientes con melanoma y los controles: bandas Al, A3, A4 y B2 (Tabla 6),

correspondiendo a secuencias diferencialmente metiladas entre ambos grupos.

Las bandas Al, A3 y A4 fueron detectadas en mayor porcentaje en pacientes que en
controles (88.6 vs 57.1%, 90 vs 48.4%, y 91.4 vs 57.7%, respectivamente) (Tabla 6),
indicando eventos de hipermetilacién en las secuencias de estas bandas anénimas y/o
secuencias flanqueantes en los leucocitos de pacientes con melanoma. Por el contrario,
la banda B2 se detect6 con mayor frecuencia en el grupo de controles no afectados por
cancer (14.4 vs 46.9%), sugiriendo eventos de hipometilacion en dicha secuencia en alto

porcentaje de los pacientes con cancer.
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Tabla 6. Comparacién de la presencia de las bandas
variables entre pacientes con melanoma y controles
no afectados. En rojo se marcan las bandas
estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Banda Pacientes (%) Controles (%) p valor

Al 88,6 57,1 0,0062
A2 82,9 74,3 0,5651
A3 90,0 48,4 0,0002
Ad 91,4 57,7 0,0047
A5 27,8 33,3 0,7811
A6 72,2 57,1 0,2944
A7 80,6 80,6 1,0000
A8 41,0 33,3 0,6109
A9 25,0 20,0 0,7604
B1 97,6 100,0 1,0000
B2 14,3 46,9 0,0042
B3 100,0 96,9 0,4328
B4 100,0 96,9 0,4341

4.3.2 Caracterizacion de los fragmentos de ADN con metilacion

diferencial entre pacientes y controles

Una vez identificados los fragmentos de ADN con metilacién diferencial entre
pacientes y controles, seleccionamos en una primera etapa las bandas Al y B2 para su
caracterizacion, mientras que las bandas A3 y A4 serdn caracterizadas en una etapa
posterior.

Se extrajeron ambos fragmentos (Al y A2) de los geles de 4 perfiles
correspondientes a dos pacientes con melanoma y dos controles sanos, se
reamplificaron mediante PCR (Figura 16) y posteriormente fueron secuenciados. La
busqueda de homologia mediante BLAST reveld la identidad de las secuencias de ADN
entre sitios CpG metilados. Se identificé el sitio de restriccibn CCCGGG vy los
nucledtidos adicionados arbitrariamente en el extremo 3 de los cebadores utilizados en
la amplificacion, y el tamafio de los fragmentos de ADN coincidieron con los obtenidos
originalmente en los experimentos de AIMS. Las secuencias correspondientes a las
bandas Al y B2 fueron, cada una de ellas, alineadas a un Gnico origen en el mapa del

genoma humano.
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El fragmento de ADN correspondiente a la banda Al (metilada en mayor
frecuencia en las muestras de pacientes con cancer) aislada del experimento de AIMS
esta localizado en el cromosoma 11.g25 (posicion 132115918-132116602), y mapea en
el cuerpo del gen de Neurotrimina (NTM) (Entrez Gene ID 50863). Este fragmento, de
~790 pb, incluye un elemento SINE de 111 pb dentro de su secuencia. La secuencia del
fragmento aislado tiene una media de contenido de GC~50% (Figura 20), no

encontrandose dentro o cercana a una isla CpG.
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Figura 20. Localizacibn cromosémica del fragmento correspondiente a la banda Al
diferencialmente metilada, aislada de los perfiles de AIMS. A) Localizacién de la
secuencia Al en el contexto de las regiones génicas codificantes cercanas e islas CpG
identificadas en Genome Browser. Linea vertical roja: secuencia de interés aislada.
Lineas verticales verdes: islas CpGs. B) Ampliacién del fragmento de 790 pb
correspondiente a la banda Al aislada. En barras verticales negras se indica los niveles
de contenido de GC (%) a lo largo de la secuencia, y en barra horizontal gris el elemento
SINE.

Por otro lado, el fragmento de ADN aislado a partir de la banda B2 (metilada en
mayor frecuencia en las muestras controles) mape6 en el cromosoma 7p22.3 (posicion
1597410-1597613), a ~1250 pb del extremo 5  del gen de proteina transmembrana
184A (TMEM184A) (Entrez Gene ID 202915). Tampoco se encuentra dentro o cercana
aislas CpG (Figura 21).
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Figura 21. Localizacion de la secuencia B2 en el contexto de las regiones génicas
codificantes cercanas e islas CpG identificadas en Genome Browser. Linea vertical roja:
secuencia de interés aislada. Boxes verdes: islas CpGs

4.3.3 Anadlisis en tejidos y lineas celulares de las MVPs detectada en los

genes NTMy TMEM184A

Para verificar si los sitios MVPs detectados por AIMS en sangre de pacientes con
melanoma podrian tener una relevancia biologica, analizamos los sitios CpG en dichas
regiones y en sus cercanias utilizando datos de metilacion del microarreglo 450K
HumanMethylation de muestras de nevos benignos, tumores primarios de melanoma,
tumores metastasicos y lineas celulares de melanoma. Estas muestras de tejidos
corresponden a un muestreo independiente de individuos europeos. Utilizando Genome
Browser detectamos las sondas que hibridan en los fragmentos aislados Al y B2 asi

como en las regiones génicas cercanas.

Reqidn de banda Al (gen NTM)

En el caso de la banda Al, que mapea en el gen NTM, detectamos 13 sondas del
microarreglo que evalGan la metilacion en esta region, incluyendo la sonda cg09364022
que evalua especificamente un sitio CpG a 37 pb del sitio Smal-CTA del extremo 5 del
fragmento Al, y 2 sondas internas al fragmento (cg27324823 y ¢g019557901) (Figura
22).
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Figura 22. Sondas evaluadas por la plataforma 450K HumanMethylation BeadChip
(lumina) dentro y en la cercania de la secuencia de la banda Al aislada por AIMS. Box
rojo: Ubicacién del fragmento Al. Figura obtenida del Genome Browser.

Comparamos entonces los valores de metilacion obtenidos de la base de datos de
muestras de tejidos correspondientes a la poblacion europea de estos 13 sitios CpG entre
muestras de nevos benignos, tumores primarios y tumores metastasicos de melanoma. 7
sondas presentaron metilacion diferencial entre nevos benignos y tumores primarios de
melanoma (prueba Wilcoxon, p < 0.01), incluida la sonda cercana al extremo 5 de la
banda Al (Figura 23A).

Especificamente se detecta una regién hipermetilada en los tumores primarios de
melanomas que se extiende 280 pb (entre ¢g16594910 y c¢g15159131) con diferencias
mayores al 10% en promedio con los tejidos de nevos benignos y alta significancia
estadistica. Por el contrario, la region de la secuencia Al no presentd diferencias claras
entre ambos tipos de tejidos. Sin embargo, el sitio CpG correspondiente al extremo 5
del fragmento A1l muestra una tendencia a la hipometilacion en tumores primarios
aunque la diferencia, siendo significativa, es menor del 10% en promedio entre ambos

grupos de tejidos (Figura 23B).

Si bien la secuencia A1 mapea en la region intragénica del gen NTM, con el fin de
evaluar el posible rol que podria cumplir este gen en el proceso tumoral decidimos
analizar los niveles de expresion de ARNm utilizando los datos publicos del estudio
GSE-15605, y detectamos una disminucion significativa de la expresion del gen NTM
en biopsias de metastasis de melanoma comparado con las biopsias de piel normal (p =
0.039), pero no se detecta diferencias significativas de expresion con las biopsias de

tumor primario.
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Reqidn de banda B2 (gen TMEM184A)

Analizando la region de la secuencia correspondiente a la banda B2, detectamos
dos sondas del microarreglo (cg16443926 y cg04899361) que evaltan la metilacion en
el interior del fragmento aislado, y otras seis en las cercanias del extremo 5  del gen
TEMEM184A y su sitio de inicio de la transcripcién (TSS) (Figura 24).
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Figura 24. Sondas evaluadas por la plataforma 450K HumanMethylation BeadChip
(lumina) dentro y en la cercania de la secuencia de la banda B2 aislada por AIMS. Box
rojo: Ubicacion del fragmento B2. Figura obtenida del Genome Browser.
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Comparamos los valores de metilacion de los 2 sitios CpG internos al fragmento B2
y los CpG correspondientes a las sondas cercanas al TSS de TMEM184A entre los
distintos tejidos (Figura 25). Unicamente uno de los sitios CpG del fragmento B2
presentd metilacion diferencial entre nevos benignos y tumores primarios de melanoma

(prueba Wilcoxon, p < 0.05) aunque la diferencia del promedio de metilacion es < 10%.

La banda B2 fue detectada como region con metilacion diferencial en leucocitos de
pacientes con melanoma asociado a un posible evento de hipometilacién en un alto
porcentaje de los pacientes. También se detectd esta metilacion diferencial entre tejido

sano y tumoral.

Por otro lado, cuando analizamos los niveles de expresion de ARNm de
TMEM184A utilizando los datos publicos del estudio GSE-15605, detectamos una
disminucion significativa de su expresion en biopsias de tumores primarios de
melanoma y metastasis comparado con las biopsias de piel normal (p =3.1x 10°yp =

0.0089, respectivamente).
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Figura 25. Comparacion de los niveles de metilacion de sitios CpG en la regién de la
secuencia B2 en tejidos de nevos normales, tumores primarios de melanoma vy
tumores metastasicos y lineas celulares, analizados en la plataforma
HumanMethylation4d50 BeadChip. A) Significancia estadistica (p valor) de las
diferencias observadas entre los distintos tejidos por prueba Wilcoxon. En rojo se
marcan las diferencias significativas. B) Gréafico del promedio de nivel de metilacion
(valor ) de cada grupo de tejidos para cada sitio CpG.
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4.3.4 Seleccion de sitios CpG candidatos para su futura validacion en

muestreo independiente correspondiente a nuestra poblacion

Para establecer si los sitios diferencialmente metilados detectados por AIMS
asociados a los genes NTM y TMEMI18A podrian ser considerados nuevos
biomarcadores epigenéticos candidatos para riesgo a melanoma cutaneo, se requiere

validarlos en un set independiente de pacientes con melanoma y controles no afectados.

Con respecto al analisis de la banda A1, seleccionamos para validar primero los
sitios CpG ubicados en los extremos de la region hipermetilada de 280 pb del gen NTM
detectada en tumores primarios. De este modo, se incluyeron en el analisis la misma
region estudiada en los microarreglos (sondas ¢g16594910 y cg15159131). Esta region,
si bien cercana a la banda A1, no fue detectada por AIMS en muestras de leucocitos,
por lo que decidimos incluirlas en la validacion para analizar estos sitios en sangre
periférica de pacientes con melanoma y grupo control, y asi asegurar la validez de las
comparaciones. Segundo, se seleccionaron los sitios CpG flanqueantes al sitio Smal-
CTA del fragmento A1, incluyendo el sitio correspondiente a la sonda cg09364022 a 37

pb del sitio de restriccion.

Por otro lado, se seleccionaron para validar en mas muestras y obtener resultados
con mayor fuerza estadistica, los sitios CpG internos a la secuencia B2 aislada por
AIMS, ubicados hacia la posicion 5° de dicha secuencia (sondas cgl16443926 y
cg04899361 del microarreglo). Aunque no observamos diferencias en los niveles de
metilacion entre nevos benignos y tumores primarios en los sitios CpG cercanos al TSS
del gen TMEM184A, dado que la secuencia B2 se encuentra dentro de la region
reguladora de este gen, decidimos ampliar el analisis evaluando los sitios CpG
flanqueantes al TSS en muestras de sangre de pacientes con melanoma e individuos

Sanos.
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4.4 Discusion

Una vez confirmada la presencia de diferencias en los niveles globales de
metilacion del ADN de leucocitos entre los pacientes con melanoma y el grupo control
mediante la técnica de HPLC (descrita en el Capitulo 3), era necesario intentar detectar

estas diferencias epigenéticas a nivel de secuencia.

En este trabajo, por primera vez se describe la busqueda y caracterizacion de
regiones con metilacion diferencial en el ADN gendémico de leucocitos de pacientes con
melanoma cutaneo maligno, mediante la aplicacion de una técnica sencilla y de bajo
costo como AIMS. De esta forma, pudimos detectar variabilidad en los patrones de
metilacion del ADN en sangre periférica entre los individuos, y caracterizar dos
regiones gendmicas con metilacion diferencial en los pacientes con melanoma en

comparacion al grupo control no afectado.

4.4.1 Aplicacion de la técnica de AIMS en estudios poblacionales

Implementamos en el laboratorio una modificacion de la técnica de AIMS, que
permite analizar perfiles de metilacion del ADN genémico de manera sencilla y en un
gran numero de muestras, detectando al mismo tiempo eventos de hipermetilacion e

hipometilacion del ADN.

Hasta hoy en dia, las aplicaciones de la técnica de AIMS para investigar los
cambios epigenéticos en cancer incluyen la identificacion de hipermetilacion recurrente
asociada con silenciamiento génico (Frigola et al., 2005a, 2006); la busqueda tanto de
hipometilacion como hipermetilacién en lineas celulares tumorales con una funcion de
la metilacion del ADN alterada (Paz et al., 2003; Sadikovic et al., 2004); y estimacion
del grado de metilacion del ADN alterado en cancer (Frigola et al., 2005b; Rodriguez et
al., 2006). Esta técnica también ha sido aplicada para identificar diferencias epigenéticas
surgidas durante la vida de mellizos monocig6ticos (Fraga et al., 2005). En todos los
casos, los estudios se realizaron sobre muestras pareadas de tejidos correspondientes a
dos situaciones a ser evaluadas (por ejemplo: tejido normal/tejido sano del mismo

individuo, par de mellizos).
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De acuerdo a nuestro conocimiento, nuestro trabajo describe por primera vez la
aplicacion de la tecnica de AIMS en un estudio de asociacion a nivel poblacional, donde
no se comparan muestras de tejidos pareados, sino dos grupos de muestras
correspondientes a pacientes y controles. De esta manera hemos distinguido variacion
interindividual de la metilacion del ADN genomico de leucocitos de los individuos

analizados.

Hay que tener en cuenta que la utilizacion de enzimas de restriccion metilacion-
sensibles para analizar metilacion implica que no se analizan todos los sitios CpG del
genoma, sino solo los CpG en secuencias CCCGGG, lo que corresponde a menos del
8% del total de sitios CpG gendémico. A su vez, al utilizar cebadores arbitrarios con
adicién de nucledtidos en su extremo 3", se disminuye el nimero de secuencias
amplificadas reduciendo aun mas el nimero de sitios CpG analizados; y se pierde

sensibilidad en el proceso de tincion de los geles de secuencia.

A pesar de esta reduccion de la informacion, los sitos analizados se encuentran
distribuidos en todos los cromosomas ya que la distribucion de los sitios CCCGGG a lo
largo del genoma humano es azarosa, aunque el genoma mitocondrial carece de sitios
CCCGGG (Tanas et al., 2010). Al reducir la complejidad de la informacion obtenida,
permite ser una técnica facil de implementar en el laboratorio y de rapido analisis, sin
perder la representacion de todo el genoma nuclear y con suficiente informacion como
para evaluar la existencia de metilacion variable en un gran nimero de secuencias. Esto
hace que la relacion costo-beneficio de la técnica sea muy favorable para evaluar gran

namero de muestras en simultaneo en estudios epidemiol6gicos.

Un anélisis cualitativos de la representacion gendémica de las secuencias posibles de
ser evaluadas por AIMS reveld su enriquecimiento con secuencias repetidas, en su
mayoria entre 100-1000 pb, que incluyen varias clases de repetidos en tandem y
dispersos, como Alu, LTR, repetidos periteloméricos, entre otros (Tanas et al., 2010).
Por otro lado, la representacion de islas CpG es lo suficientemente frecuente ya que
alrededor del 70-80% de las islas CpG contienen al menos dos sitios de restriccién Smal
separados por < 1 kb (Huang et al., 2010), lo que hace que esta metodologia permita

estudiar también variabilidad de metilacion en islas CpG.

En este trabajo buscabamos detectar procesos de metilacion sistémicos que puedan
afectar a todo el organismo o varios tejidos, al ser heredados o surgir en etapas
embrionarias y/o posteriores al nacimiento. Los efectos podrian dar lugar a cambios en
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regiones 0 genes que aunque no estén directamente involucrados con el desarrollo de la

enfermedad son marcadores diferenciales.

De esta manera, analizamos por AIMS los perfiles de metilacion en el ADN de
leucocitos de 43 pacientes con melanoma y 43 controles. La primera conclusion que
podemos sacar de los resultados crudos es que los perfiles de metilacion del ADN
genoémico de leucocitos es variable entre los individuos, detectandose 13 bandas
polimérficas. La variabilidad correspondiente a la presencia o ausencia de estas bandas
no agrupan a pacientes y controles en andlisis de agrupamientos jerarquicos, lo que
indica que la variabilidad observada en los perfiles no se debe Unicamente a la
condicion de la patologia (paciente/control). Estos resultados van en concordancia con
otros estudios epigendmicos poblacionales que han demostrado que los patrones de
metilacion del ADN varian entre los individuos y las regiones gendmicas (Johnson and
Tricker, 2010). En este contexto, existen fuertes evidencias del rol directo y la
relevancia de la epigenética sobre la variabilidad fenotipica humana (Czyz et al., 2012).
Actualmente es un desafio determinar la casualidad y la contribucion relativa del
medioambiente, los factores genéticos, y los factores estocasticos sobre la variabilidad
epigenética. Fraga y colaboradores (Fraga et al., 2005) proponen que el epigenoma es
heredado en gran medida al nacimiento pero epimutaciones ocurren y se acumulan a lo
largo de la vida, y sus origenes surgen como resultado de una combinacion de factores
externos y una deriva epigenética produciendo cambios en la metilacién. Por otro lado,
Kaminsky (2009) compara la variacion epigenética inducida estocasticamente con la
inducida por el medioambiente, considerando los eventos estocasticos como la
explicacion més importante en la discordancia fenotipica de mellizos monocigéticos.
Recientemente, también se ha demostrado la existencia de variacion epigenética natural
en poblaciones vegetales, donde la mayoria de las MVPs no estarian ligadas al genotipo
(Schmitz et al., 2013).

Si bien la gran mayoria de las bandas polimorficas detectadas en el analisis de
AIMS corresponden a variacion natural en los patrones de metilacion entre los
individuos, 4 de las bandas detectadas son diferenciales entre pacientes con melanoma y
controles, indicando en este caso su posible asociacion con el cancer. De manera
interesante, al igual de lo que sucede en el tejido tumoral, detectamos eventos de

hipermetilacion asi como hipometilacion del ADN en leucocitos de pacientes en
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comparacion a los controles. Esto confirma la utilidad de la técnica de AIMS tanto para
el estudio de variabilidad interindividual en poblaciones, asi como para estudios
epidemioldgicos en cancer permitiendo deteccion de MVPs en células sanguineas de

pacientes con cancer que pudieran estar asociadas al desarrollo tumoral.

Es importante resaltar que, dado que no tenemos los datos de los estadios tumorales
ni el seguimiento clinico luego de la toma de la muestra de los pacientes con melanoma,
no podemos descartar que la variabilidad epigenética observada en células sanguineas
de los pacientes se deba en parte a la presencia de células tumorales circulando en la
sangre en algunos pacientes. En pacientes con melanoma se han detectado células
tumorales viables circulando en sangre (Vereecken et al., 2012). Establecer si los
eventos de metilacion diferencial del ADN de leucocitos en los pacientes con melanoma
se produjeron a priori del desarrollo tumoral o como consecuencia de la patologia
requerira otros estudios. Aun no sabiendo su origen, la deteccidn de estas posiciones de
metilacion variable tienen un gran potencial como marcadores de riesgo (si son

detectados en individuos asintomaticos) o diagndstico temprano de la enfermedad.

Si bien en este trabajo se incluyeron Gnicamente los resultados obtenidos en la
deteccion de secuencias con metilacion diferencial en leucocitos de pacientes con
melanoma, en nuestro laboratorio se esta llevando a cabo el mismo abordaje para cancer
de mama. En este caso, se detectaron por AIMS 22 bandas polimorficas entre los
individuos analizados, siendo dos de ellas diferencialmente metiladas entre pacientes
con cancer de mama esporadico y su grupo control (p < 0.01), ambas correspondientes a
eventos de hipometilacion en pacientes con cancer (Da Silveira, 2012). Este trabajo se
encuentra en etapas iniciales, por lo que los resultados deben ser corroborados, e
comenzar la caracterizacion de estas regiones. Pero nuevamente demuestra el uso
potencial de esta técnica en la deteccion de posibles biomarcadores de cancer mediante

estudios caso-control.

4.4.2 Regiones con metilacion diferencial del ADN de leucocitos en

pacientes con melanoma cutdneo

En este estudio, identificamos cuatro regiones con metilacion diferencial en el ADN

de leucocitos de pacientes con melanoma cutaneo, caracterizando dos de ellas y
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validando los resultados en un grupo independiente de muestras de tejidos de pacientes
con melanoma de origen europeo. La deteccion de patrones de metilacion alterados en
sangre de los pacientes sugiere su potencial uso como marcador de riesgo o diagnostico

temprano de melanoma cutaneo esporadico.

Los estudios de busqueda de marcadores epigenéticos asociados a melanoma
realizados hasta hoy en dia en sangre periférica se basan en la deteccion de alteraciones
en la metilacién de ADN libre o de ADN de células tumorales circulantes. En estos
estudios, el abordaje de genes candidatos es mas frecuente que los analisis gendmicos,
posiblemente debido a la cantidad limitada de ADN disponible. Sin embargo, mediante
un abordaje gendémico en el ADN de leucocitos, varios marcadores de metilacion
potenciales fueron identificados en distintos tipos de cancer, incluyendo ovario,
pancreas, vejiga, mama y de pulmoén (Li et al., 2012). En melanoma cutaneo no hay
reportes de marcadores epigenéticos potenciales detectados en el ADN de leucocitos de

pacientes.

Mediante analisis gendmico detectamos dos secuencias de ADN con metilacion
diferencial en uno o ambos de sus extremos en leucocitos de pacientes con melanoma.
Uno de los fragmento de ~790 pb maped en la regidn intragénica del gen Neurotrimina
(NTM), mientras que el segundo fragmento mape6 a ~1.250 pb del extremo 5 del gen
TMEM184A.

Neurotrimina

El gen NTM codifica una proteina de 344 aminoacidos, de tipo IgLON, una
subfamilia de inmunoglobulina de moléculas de adhesién celular ancladas a
glicosilfosfatidilinositol. Esta familia comprende la proteina de unién a opioide
(OPCML), la proteina de membrana asociada al sistema limbico (LSAMP), neurotrimina
(NTM) vy el regulador del crecimiento neuronal 1 (NEGR1). Se sugiere que las IgLON
podrian tener un importante rol en la adhesion celular y reconocimiento celula-célula,
mediante agrupamiento de proteinas en la superficie celular (McNamee et al., 2002).
OPCML comparte la homologia mas alta con NTM entre los cuatro miembros de la
familia IgLON, compartiendo 92% de identidad en el primer dominio Ig, y en el
segundo y tercer dominio Ig 70% y 66% de identidad, respectivamente (Cui et al.,
2008). A su vez, los genes NTM y OPCML se localizan muy cercanos en la misma

112



region cromosémica en orientacion opuesta, donde el extremo 5° del gen OPCML se
encuentra a solo 80 kb del extremo 3" del gen NTM. Se han detectado una gran cantidad
de transcriptos alternativos NTM en distintas lineas celulares (UCSC Genome Browser).

Los estudios de la proteina NTM se centran sobre el sistema nervioso central,
donde tiene una alta expresion y ha sido asociada a una posible funcion en el desarrollo
neuronal, crecimiento del axon y funcidn sinéptica. La region 11925, donde se ubica el
gen de neurotrimina esta localizada en una region ligada a la enfermedad de Alzheimer,
desorden de déficit de atencion, autismo y depresion, y especificamente SNPs en el gen
NTM fueron asociados al coeficiente intelectual humano en estudios familiares (Pan et
al., 2011). La expresion y funcion de la neurotrimina en tejidos periféricos normales no
esta caracterizada, habiendo sido estudiada Unicamente en (tero donde esté regulada por
estrdgeno. Esto sugiere la idea que NTM participa en multiples procesos que gobiernan
dindmicamente la integridad de los blancos de inervacion simpatica periférica (Krizsan-
agbas et al., 2009).

Por otro lado, se describié la expresion de IgLONs en células de ovario y
carcinoma renal, y su expresion esta alterada en el cancer, sugiriendo que las IgLONSs
podrian actuar como genes supresores de tumores (Chen et al., 2003; Ntougkos et al.,
2005). Probablemente actiien como supresores de tumores mediante la interaccion entre
IgLON distintas formando heterodimeros involucrados en la transduccion de sefiales.
Especificamente, la expresion de todas las IgLON difiere significativamente entre
ovarios normales y cancer de ovario epitelial a nivel del ARN. Los niveles de expresion
de OPCML, LSAMP y NEGR1 estan reducidos en cancer de ovario, mientras que los de
NTM se encuentran aumentados (Ntougkos et al., 2005). Sin embargo, al analizar los
niveles de expresion de NTM en las bases de datos publicas, se detecté una disminucion
significativa en los niveles de ARNm de este gen en metastasis de melanoma en
comparacion a piel normal (Raskin et al., 2013), sin dejar claro el papel de la NTM en
la tumorigénesis. Existen suficiente evidencia de que los tumores solidos y menos
invasivos generalmente expresan altos niveles de proteinas de adhesion celular en
comparacion a los tumores altamente invasivos y diseminados como melanoma (Katto
and Mahlknecht, 2011). Dado que el cambio significativo de expresion génica de NTM
solo fue evidenciado en melanoma metastasico y no en el tumor primario, y que este
gen codifica una proteina de adhesion, podriamos sugerir que NTM podria jugar un rol

en la alta capacidad de metastasis de melanoma. NTM tendria un papel importante en la
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internalizacion de hedgehog, y recientemente se describi6 el involucramiento de la via

de sefializacion de hedgehog en la progresion de melanoma (O’Reilly et al., 2013).

La causa de la reduccién en expresion de OPCML descrita en cancer de ovario
epitelial, carcinoma de pulmon, carcinoma nasofaringeo, cancer de esofago, asi como en
maultiples lineas celulares de carcinomas es fundamentalmente epigenética, lo que hace
suponer un control epigenético alterado de estos genes durante el desarrollo tumoral
(Cui et al., 2008; Sellar et al., 2003), e indica que la metilacion de estos genes podria ser

un biomarcador epigenético para varios tipos de cancer.

Aunque se han reportado 13 mutaciones somaticas de cambio de sentido a lo largo
del gen NTM en tumores de melanoma cutaneo maligno (en comparacion a tejido
normal pareado de los mismos individuos) (The Cancer Genoma Atlas, 2013), la
importancia de estas mutaciones y la funcionalidad de este gen en la piel no ha sido

descrita.

Nosotros detectamos variacion en la metilacion del ADN de leucocitos de pacientes
con melanoma en el intron 4 del gen NTM. Al validar los resultados de AIMS en tejidos
normales y tumorales, ampliando la regién de analisis, detectamos también una regién
cercana hipermetilada de 280 pb dentro del mismo intrén en los tumores primarios de
melanoma. Las consecuencias de esta variacion en la metilacion en secuencias
intragénicas necesitan ser elucidadas, sin embargo en los Gltimos afios ha adquirido gran
importancia los eventos de metilacion intragénica como mecanismos de modulacion de
la expresion génica ya sea mediante la regulacion de promotores alternativos,
potenciadores, expresion de ARNm no codificantes intragénicos, asi como regulando
los sitos de splincing (Kulis et al., 2013; Shenker and Flanagan, 2012).

Ademas, tenemos que tener en cuenta que la secuencia detectada por AIMS en el
gen de NTM incluye un elemento SINE en su interior. Los SINEs son una clase de
retrotransposones que amplifican su ndmero de copias en el genoma huésped por
retrotransposicion. Mas de un millon de copias de SINEs estan presentes en el genoma
de mamiferos, contribuyendo al 10% del total de secuencias gendémicas. Los elementos
SINEs se transcriben por la ARNpol 1l y su transcripcion estd regulada por
mecanismos epigenéticos como la metilacion del ADN. Estudios recientes revelaron
que estos elementos juegan roles funcionales, por ejemplo como potenciadores distales,
bordes de eucromatina y heterocromatina, reposicionamiento de nucleosomas y sitios de
unién a factores de transcripcion (Ichiyanagi, 2013). Por lo que podria existir otros
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mecanismos involucrados en la asociacion de esta region diferencialmente metilada con

melanoma cutaneo.

La deteccion de metilacion diferencial en un elemento repetitivo intragénico en el
gen NTM es consistente con estudios previos en los cuales la mayoria de los sitios CpG
asociados a cancer fueron encontrados en secuencias intragenicas (Shenker and
Flanagan, 2012). Incluso, se ha demostrado que existe mayor variabilidad en la
metilacion del ADN dentro de los cuerpos génicos que dentro de promotores (Flanagan
et al., 2009). Asi, estos datos plantean la posibilidad que la susceptibilidad al cancer
podria ser influenciada tanto por la metilacion mas variable en elementos repetitivos

intragénicos como por la metilacion menos variable en islas CpG.

TMEM184A

La segunda secuencia diferencialmente metilada en leucocitos de pacientes con
melanoma y controles, y luego validada en tejidos mapea en la region promotora del
gen TMEM184A, que codifica una proteina transmembrana de 449 amino&cidos. Esta
proteina, estudiada Unicamente en ratdn, tiene funcion durante la determinacién sexual
en el desarrollo embrionario, y también se ha detectado su expresion en tejidos no
gonadales como estdmago, intestino, vejiga, prostata, pancreas, glandulas salivales y
glandulas mamarias (Best and Adams, 2009). Aunque se sugiri6é una actividad quinasa
para TMEM184A, su secuencia de aminoacidos no alinea con ningin dominio conocido,

por lo que su funcion es aun desconocida (Svingen et al., 2007).

Dado que esta proteina no ha sido caracterizada en humanos y muy poco se conoce
sobre su funcién en los distintos tejidos y su mecanismo de accion o interaccion con
otras proteinas, es dificil hipotizar sobre el papel que podria cumplir durante el
desarrollo tumoral. Sin embargo, en estudios gendmicos de expresion de ARNm
publicados en bases de datos disponibles, se detectd una disminucién significativa de la
expresion del gen TMEM184A en biopsias de tumores primarios y metastasis de
melanoma cutaneo en comparacién a piel normal (Raskin et al., 2013), lo que podria
abrirnos una pequefia ventana para seguir investigando este posible nuevo candidato.
Asi, de ser validado en un muestreo mayor e independiente, serd necesario realizar

estudios funcionales en lineas celulares para poder elucidar la implicancia de los
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cambios de expresion de este gen, asi como las consecuencias de la variacion de la

metilacion en su region promotora.

Siquiente paso en el estudio de NTM y TMEM184A como biomarcadores

Mediante la técnica de AIMS, identificamos dos regiones en los genes NTM vy
TMEM184A, con metilacion diferencial significativa en el ADN de leucocitos de
pacientes con melanoma cutaneo. Por si solo, estos resultados no son suficientes para
considerar estas regiones como biomarcadores de riesgo a melanoma, ya que ninguna de
las dos bandas detectadas en los perfiles de AIMS fueron exclusivas de los pacientes o
de los controles, existiendo un solapamiento entre ambos grupos. Ademas, como la
mayoria de los abordajes de tamizaje (screening), los resultados de AIMS requieren
confirmacion mediante el analisis con otra técnica en un mayor numero de muestras.
Con este fin, estamos implementando en nuestro laboratorio la cuantificacion de
metilacion del ADN mediante MS-HRM de las dos regiones de interés y sus cercanias.
Dado que los resultados de AIMS obtenidos son cualitativos (presencia o ausencia de la
banda) para cada individuo, con la validacion por MS-HRM no solo obtendremos datos
en un muestreo independiente y con mayor poder estadistico, sino también datos de
caracter cuantitativo para cada individuo. Esto nos permitira realizar analisis de curvas
ROC para cada uno de los marcadores candidatos, y asi determinar su poder de
clasificacion de pacientes y controles. A su vez, es posible aumentar la sensibilidad en
combinacion con otros biomarcadores de metilacion del ADN y/o factores de riesgos
epidemiol6gicos 0 genéticos, si estos marcadores proveen un efecto aditivo (Marsit et
al., 2011; Pedersen et al., 2011).

4.4.3 Conclusiones

En este trabajo por primera vez se identifica metilacion sitio-especifica en ADN de
leucocitos asociada a pacientes con melanoma cutaneo maligno. Mediante una técnica
de screening de un porcentaje del genoma, detectamos cuatro MVPs diferencialmente
metiladas en leucocitos de pacientes con melanoma cutdneo en comparacion a

individuos sanos. Dos de estas regiones, fueron caracterizadas y validadas en muestras
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de tejidos de individuos con melanoma cutaneo de origen europeo. Asi seleccionamos
los genes NTM y TMEM184A, ambos codificadores de proteinas transmembranas, para
su validacion en un muestreo mayor de nuestra poblacion. Las restantes dos MVPs

seran en un futuro caracterizadas siguiendo el mismo disefio experimental.

Finalmente, estos resultados también sugieren la necesidad de analizar epigenomas
completos, con enfoques no sesgados, para poder estudiar el complemento completo de
la variabilidad de la metilacién del ADN a lo largo del genoma, y asi poder detectar

nuevas regiones asociadas a cancer.

El alcance sin precedente del estudio de todo el genoma y la precision de nucle6tido
con lo que ahora podemos mapear epigenomas humanos fue posible gracias al avance
de las tecnologias de alta performance, como los microarreglos y la secuenciacion
masiva (NGS). Por lejos, la mayor ventaja de NGS es su capacidad de analizar todo el
genoma de manera imparcial y exhaustiva. Sin embargo, esta técnica requiere un alto
nivel de especializacion y son aun caras y consumen mucho tiempo (Rivera and Ren,
2013). Por eso, la nueva plataforma de microarreglos de Illumina de méas de 450.000

sitios CpG para estudios de metilacion es una herramienta promisoria.

De esta manera, luego de haber detectado diferencias en los niveles de metilacién
global del ADN de leucocitos de pacientes con cancer, y haber detectados de manera
especifica variaciones a nivel de secuencia con una estrategia de analisis del genoma
parcial, en el siguiente capitulo abordamos de manera mas amplia el estudio de sitos
CpG diferencialmente metilados en pacientes con cancer mediante microarreglos de

metilacion.
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Metilacion del ADN sitio-

especifica en cancer de

mama esporadico

5.1 Antecedentes

La mayoria de los estudios de metilacion del ADN como biomarcador potencial de
cancer utilizan tejido tumoral. Sin embargo, un nimero creciente de estudios han usado
fluidos corporales como orina, leche materna, plasma, suero y sangre periférica (Li et
al., 2012). Hasta hace 5 afios eran muy pocos los estudios publicados donde se investiga
la asociacion de metilacion loci-especifica en leucocitos y riesgo a cancer, por lo que los

datos son aun limitados y deben ser validados en cada poblacion (Terry et al., 2011).

Se reportd por primera vez metilacion diferencial loci-especifica en el ADN de
leucocitos de sangre periférica en cancer de pulmén (Woodson et al., 2001). En este
estudio caso-control (n=100), los investigadores sugirieron que el estado de metilacion
en el ADN extraido de sangre periférica reflejaria el estado del ADN del tejido
pulmonar. Ellos identificaron una correlacion entre hipometilacion del gen p53 en el
ADN de sangre y cancer de pulmén. En cancer de mama, la metilacion de loci
especificos en genes diana de ERa y genes diana del grupo Polycomb de ADN de
células de sangre periférica fue asociada con riesgo a cancer de mama (Widschwendter
et al., 2008). Flanagan y colaboradores (2009) compararon el patron de metilacion del
ADN de sangre periférica utilizando microarreglos de metilacion de disefio cubriendo 4
Mb con 51 genes candidatos, en 14 individuos con cancer de mama bilateral y 14
controles sanos. Los resultados validaron sus hallazgos iniciales en el gen ATM en 190
pares de casos y controles, asi como probaron la hipétesis de que algunos cambios
epigenéticos sistémicos podrian ser detectados en el ADN de sangre periférica en cancer

de mama. Afios después el mismo grupo de investigadores utilizaron muestras
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prediagndstico de pacientes con cancer de mama, excluyendo la posibilidad de que la
variabilidad en la metilacién en el ADN de sangre estuviera influenciada por la
presencia de células tumorales o tratamiento en los pacientes (Brennan et al., 2012).
Describieron una asociacion de la metilacion del gen ATM en sangre de pacientes
tomada hasta 11 afios antes del diagnostico. Estos datos sugieren que esta metilacion
diferencial en el ADN de células sanguineas representa un marcador estable de

predisposicion méas que un evento tumorigénico temprano.

Utilizando un abordaje de analisis de todo el genoma usando ADN de leucocitos, se
han identificado en los ultimos afios potenciales biomarcadores de metilacion en varios
tipos de cancer. La publicacion del primer articulo donde se utiliza la plataforma de
microarreglos Illumina Infinium HumanMethylation27 (27.578 sitios CpGs) para
diferenciar casos de cancer de ovario de un grupo control sugiere el potencial de este
abordaje como herramienta para detectar o predecir ciertos tipos de cancer
(Teschendorff et al., 2009). Posteriormente esto fue corroborado en un estudio de cancer
de vejiga donde demuestran, con alta exactitud, la capacidad de distinguir individuos
con cancer de vejiga de los controles utilizando un modelo que considera el patron de
metilacidn en sangre de 9 loci, edad, sexo, y estatus de fumador del individuo (Marsit et
al., 2011).

Con la validacién de la nueva plataforma de microarreglos de 485.577 sitios CpG
para estudios de metilacion (Illumina Infinium HumanMethylation450 BeadChip) se
amplian las posibilidades de deteccion de nuevos marcadores epigenéticos asociados a

enfermedades (Sandoval et al., 2011).

El objetivo del trabajo descrito en este capitulo es identificar nuevos marcadores
epigenéticos especificos de cancer de mama en sangre en la poblacion uruguaya. Para
ellos se analizo el perfil de metilacion utilizando ADN de leucocitos de pacientes con
cancer de mama esporadico y controles sanos, mediante la tecnologia Infinium DNA
Methylation BeadChip que cubre mas de 480.000 sitios CpG a lo largo de todo el

genoma.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Descripcion de la poblacion de estudio

Se seleccionaron 24 muestras de ADN de leucocitos de sangre periférica de
pacientes con cancer de mama y 11 muestras de controles no afectados de la poblacion
general de estudio (seccidn 2.3.2) que cumplieran los siguientes requisitos: i) tuvieran la
medida de metilacion global del ADN, ii) tuvieran datos de ancestria genética
individual, iii) pasaran los controles de calidad en cuanto a integridad, cantidad y pureza
necesaria para el andlisis de microarreglos, y iv) los individuos controles no fueran
fumadores. Se seleccionaron los pacientes y controles de tal manera que no hubiera
diferencias en cuanto a la edad y ancestria entre los grupos, y que la mayoria de los
pacientes seleccionados correspondiese a estadios tumorales iniciales (I y II). Las
mujeres con cancer de mama fueron codificadas como KP, mientras que las mujeres

controles como KC.

5.2.2 Infinium HumanMethylation450 BeadChip

Analizamos simultaneamente el estatus de metilacion de 485.577 sitios CpG
mediante tecnologia Infinium, utilizando el microarreglo HumanMethylation450K
BeadChip (Illumina, Inc. Utilizando este panel se obtiene informacidn cuantitativa de la
metilacion de los sitios CpG con una resolucion de un Unico nucleétido, cubriendo
361.766 CpGs en genes codificadores de ARNm, 4.168 CpGs en ARNSs no codificantes
(cuya mayoria corresponden a microARNs), y 119.830 CpGs no asociadas a
transcriptos anotados. Los ensayos de microarreglos fueron realizados en el Laboratorio
de Epigenética del cancer, Programa de Epigenética y Biologia del Cancer (PEBC,
www.pebc.cat), Instituto de Investigaciones Biomedicas de Bellvitge (Barcelona,

Espafia) bajo la supervision de la Dra. Maria Berdasco.

Todas las muestras fueron analizadas para su integridad, cantidad y pureza
mediante electroforesis en gel de agarosa, cuantificacion por fluorescencia utilizando

Picogreen® y por absorbancia en NanoDrop. Las muestras fueron distribuidas al azar en
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placas de 96 pocillos. Se realiz6 la conversion con bisulfito de 500 ng de ADN
genomico utilizando el EZ DNA Methylation kit (ZymoResearch) de acuerdo a las
indicaciones del proveedor. Las muestras de ADN convertido fueron amplificadas
mediante Whole Genome Amplification (Quiagen) seguido de una fragmentacion
enzimatica, precipitacion y resuspension. Las muestras resuspendidas fueron hibridadas
en HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) por 16 h a 48 °C, y luego lavadas. Se
realiz6 una extension de nucleétido simple con dideoxinucle6tidos marcados. Los datos
de los experimentos de hibridacion del microarreglo fueron procesados utilizando el
paquete lumi (Du et al., 2008) disponible para Bioconductor (Gentleman et al., 2004) en
el lenguaje estadistico R. Se realizaron ajustes de balance de color y normalizacién
quantil con el fin de normalizar las muestras entre los dos canales de color. El nivel de
metilacion del ADN se muestra como valores 3 (rango entre 0-1) y fueron calculados
como el cociente entre la sefial metilada y la suma de las sefiales metiladas y no
metiladas mas 100. Se determiné el p valor de deteccion para cada valor B, el cual
representa el poder estadistico para la diferencia entre la sefial de cada sonda con el
background (el promedio para todos los controles negativos). Los valores  con un p-
valor de deteccion > 0.01 fueron removidos de posteriores andlisis. A su vez, se
eliminaron del andlisis 1947 CpGs que tenian un p-valor >0.001 en més del 6% de las
muestras totales, y 23631 CpGs que presentaban SNP de una frecuencia > 1% (1000
Genomes Project Consortium 2010) en la secuencia de la sonda. Dado que todas las

muestras de ADN pertenecian a mujeres, no se eliminaron las sondas del cromosoma X.

5.2.3 Identificacion de CpG diferencialmente metilados entre pacientes y

controles

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el lenguaje R version
2.15.3 (R Development Core Team, 2013) y analisis no paramétricos. Todos los p-
valores presentados fueron corregidos por FDR (Tasa de falso descubrimiento) al menos

que se aclare lo contrario.

Para definir sitios CpG diferencialmente metilados entre pacientes con cancer de
mama y controles, excluimos las muestras “outliers” con un perfil de metilacion

genomica atipico, y comparamos cada uno de los CpGs del microarreglos entre
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pacientes con cancer de mama y controles no afectados aplicando la prueba de
Wilcoxon Rank sum para los valores p normalizados de cada grupo. Los p-valores
fueron ajustados utilizando FDR, y los CpGs con p-valor corregidos <0.05 fueron

seleccionados y denominados CpG diferencialmente metilados (CpGDM).

Las muestras fueron organizadas por agrupamiento jerarquico utilizando el método
de aglomeracion “completa” para distancias euclidianas, utilizando los CpG
diferencialmente metilados detectados. La fuerza estadistica del agrupamiento fue
evaluada mediante bootstrap de 10.000 remuestreos usando el paquete pvclust (Suzuki
and Shimodaira, 2006) disponible en el lenguaje estadistico R. También calculamos
10.000 agrupamientos usando 45.000 CpGs al azar para asegurar que el agrupamiento

no fue generado basado en diferencias genémicas entre las muestras.

Por otro lado, con el fin de explorar la similitud de los datos de metilacion entre el
grupo de pacientes y los controles no afectados, se realizé un analisis de escalamiento
multidimensional (MDS) tomando como variables los valores de metilacion (valor ) de
los CpG diferenciales detectados de cada individuo. De esta manera se representan de

manera parsimoniosa las distancias euclidianas entre los individuos en dos dimensiones.

Se evaluo el efecto de potenciales confusores en nuestro analisis al determinar las
CpGDM mediante modelo de regresion lineal generalizada. Para ello se consideré como
variables independientes la edad, IMC y estatus de fumadora. La edad se analiz6 como
variable continua, mientras que las restantes como variables cualitativas: se clasifico el
IMC en 3 rangos: < 25; 25-29,9; >30 y el estatus de fumadora como si/no considerando
al individuo como fumador tanto si lo era en el momento de la toma de la muestra como

en el pasado (Tabla Suplementaria 4).

5.2.4 Anotacion génica, andlisis de ontologia génica y enriquecimiento

de vias moleculares

Los sitios CpG diferencialmente metilados, cuando fue posible, se asignaron a su
correspondiente locus génico, usando la construccion HG19 del genoma humano
(Human Feb. 2009 (GRCh37/hgl9)), asi como a los distintos compartimentos
gendmicos: promotores (+ 2 kb alrededor del sitio de inicio de la transcripcion), exones,
intrones y regiones intergénicas. La asociacion de dichos genes a cancer fue analizada
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mediante analisis de anotacion genica en la base de datos Genes to Systems Breast
Cancer Database (G2SBC, www.itb.cnr.it/breastcancer/) (Mosca et al., 2010) y
basqueda en la base de datos de Cancer Gene Census (COSMIC,
http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/census/) (Forbes et al., 2011). Se
utilizé Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID v6.7)
(Huang et al., 2009) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG database)
para identificar enriquecimiento de vias moleculares y términos de ontologia génica. Se
usé los parametros establecido por defecto, y un p-valor < 0.05 sin corregir fue

considerado un enriquecimiento significativo.

Por otro lado, se analiz6 el enriquecimiento de las CpGDM en cuanto a su
localizacion gendmica y contexto isla CpG en promotores. Para ello se comparo
mediante prueba de Fisher el nimero de CpGDM en cada categoria con lo esperado de
acuerdo a la representacion de la totalidad de los sitios CpG en el microarreglo 450K

HumanMethylation BeadChip utilizado.

5.2.5 Anadlisis de bases de datos de expresion génica

Se realiz6 un analisis de expresion génica in silico de los CoGDM utilizando datos
publicos obtenidos de las bases de datos NCBI Gene Expression Omnibus (Edgar et al.,
2002) y EBI ArrayExpress (Brazma et al., 2003). Se analiz6 los datos de expresion
génica de los genes asociados a los CoGDM en sangre de pacientes con cancer de mama
y grupo control con mamografias normales obtenidos del estudio GSE-27562
(LaBreche et al., 2011). Este set de datos analiza la expresion génica en 57 mujeres con
cancer de mama, 37 mujeres con tumor benigno de mama y 31 mujeres con mamografia
normal, y se utilizé la prueba estadistica Welch-t corregido por FDR para determinar las
diferencias de expresion entre los tres grupos. Por otro lado se realizdé un meta-analisis
en la plataforma NextBio Research® (Kupershmidt et al., 2010) considerando tres
estudios de expresion génica en muestras de tumores de mama y tejido mamario
normal: GSE3971 (Zhao et al., 2004), GSE7904 (Richardson et al., 2006) y E-
TABMZ276 (Cheng et al., 2008). De los tres estudios se seleccionaron 5 grupos de
muestras: (1) carcinomas ductal de mama vs. tejidos mamarios normales, (2)

carcinomas lobular de mama vs. tejidos mamarios normales, (3) carcinomas de mama
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vs. tejidos mamarios normales, (4) cancer de mama basal vs. tejidos mamarios sanos, y
(5) céancer de mama no basal vs. tejidos mamarios sanos. Se determind las diferencias
en expresion génica con significancia estadistica entre muestras de tejido tumoral y
tejido mamario sano, asi como la variacion en los niveles de expresion entre ambos

tipos de tejidos.

5.2.6 Validacion en muestras de tejidos y lineas celulares

Se analizo los niveles de metilacion de los CpGDM en muestras de tejido mamario
sano y tumoral asi como lineas celulares, utilizando la base de datos del PEBC
(IDIBELL). Especificamente se incluyeron: 67 tumores primarios de cancer de mama,
18 tejidos sanos de mama y 11 lineas celulares de mama (Tabla Suplementaria 1). En
este grupo de tejidos se incluyen tejidos pareados de tumor de mama y tejido mamario

sano de 14 pacientes (Tabla Suplementaria 5).

La comparacion de los niveles de metilacion de los sitios CpG entre los distintos
tipos de tejidos se realiz6 mediante prueba de Wilcoxon rank sum corregido por FDR.
Se realizaron andlisis de agrupamiento jerarquico de la misma manera que como fue
descrito para el estudio de metilaciébn en muestras de ADN de leucocitos (seccién
5.2.3).

5.2.7 Secuenciacion de ADN tratado con bisulfito

La validacion técnica del estatus de metilacion determinado por microarreglos fue
realizada mediante secuenciacion con bisulfito en los laboratorios del PEBC
(IDIBELL).

El tratamiento del DNA con bisulfito sédico permite detectar metilacion en CpGs
basandose en su estado de metilacion, ya que el bisulfito sédico deamina los residuos
citosina no metilados a uracilos, dejando las 5-metilcitosinas intactas (Clark et al.,
1994). En la posterior reaccion de PCR, las citosinas seran amplificadas como timinas o
citosinas de acuerdo a su estatus de metilacion. Esta reaccion permite diferenciar ADN

metilado del ADN no metilado.

124



Se amplificaron por PCR los sitios CpG seleccionados como biomarcadores
candidatos a partir de ADN de leucocitos tratado con bisulfito de cuatro pacientes con
cancer de mama y cuatro controles. Se utiliz6 el mismo ADN tratado con bisulfito

preparado anteriormente para los ensayos de microarreglos (seccion 5.2.2).

Las reacciones de amplificacion por PCR, en un volumen final de 15 ul, contenian:
buffer de PCR EcoStart 10x (Ecogen), MgCl, 50mM (Ecogen), dNTPs 2mM; 1 uM
cebadores especificos de la secuencia génica a amplificar y 3 U del enzima ADN
polimerasa (EcoStart DNA polimerasa, Ecogen). Los cebadores fueron disefiados para
amplificar secuencias de la region de los CoGDM seleccionados y secuencias cercanas
al inicio de la transcripciéon del correspondiente gen. La secuencia de los cebadores
empleados para la amplificacion de los genes candidatos se recoge en la Tabla 7. Cada
reaccion de PCR se analizO directamente en geles de agarosa al 2%, tefiidos con

bromuro de etidio y visualizados bajo iluminacion ultravioleta.

Tabla 7. Cebadores utilizados en la secuenciacion del ADN tratado con bisulfito.

Sonda Gen Region Cebadores Secuencia Producto PCR

BS_CYFIP1-F  5'TTGAGAGGAGAATTTGAGAG 3'
BS_CYFIP1-R 5'ACTAAACACCAAACATAACCTC3'
cg14024502 MAP3K6  promotor BS_MAPKEF 5 GTTTAGGGTGTAGG 3 309 pb
BS_MAP3K6-R 5' TAAAACTCAACCTCTCCCC 3!
cg01229567 BS_MIB2-F 5 TTGTAGGGAAATTTTTTAGGATT 3'
MIB2 promotor

cg19246761 BS_MIB2-R  5'TATCAACCTAAAAAAAAACCCA 3'

€g26568226 CYFIP1 5-UTR 263 pb

303 pb

Las secuencias génicas amplificadas por PCR fueron extraidas del gel de agarosa
mediante el empleo del Kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen). EI ADN extraido fue
clonado en bacterias competentes de Escherichia coli (NovaBlue Singles™) empleando
el vector pGEM-T®. La estimacion del estado de metilacién de cada sitio CpG se realizé
mediante secuenciacion automatica de 10 colonias de cada secuencia de estudio
(Applied Biosystems). Se comparé la media de metilacién de toda la region evaluada

para cada gen entre pacientes y controles mediante prueba de Student.

125



5.3 Resultados

5.3.1 Perfiles de metilacion del ADN de leucocitos

Luego de la validacion de las muestras, se utilizaron para los analisis estadisticos
los perfiles de metilacion del ADN de leucocitos de 22 mujeres con cancer de mama y
10 mujeres controles no afectadas utilizando la plataforma HumanMethylation450
Beadchip de Illumina, que analiza mas de 480.000 sitios CpG a lo largo de todo el
genoma dando una medida de metilacion cuantitativa (Dedeurwaerder et al. 2011;
Sandoval et al. 2011). Al filtrar las sondas con baja calidad y aquellas que contenian
SNPs en la secuencia de deteccion, de los 485.577 sitios CpG originalmente impresos

en el microarreglo, mantuvimos 459.999 en los andlisis subsecuentes.

Al analizar la distribucion de los patrones de metilacion a lo largo del genoma en
los 32 individuos estudiados observamos que la mayoria de los sitios CpG

representados en el microarreglo se encuentran metilados (valor > 0,7) (Figura 26).

Metilacion de sitios CpG
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Figura 26. Distribuciéon de frecuencia de los niveles de metilacion de los sitios CpG
representados en el array 450K HumanMethylation BeadChip en el ADN de leucocitos de
los 32 individuos analizados.
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Resultado similar se observa cuando se analizan los pacientes con cancer de mama
y los controles de manera independiente (Figura 27). Esto es concordante con la
representacion de los sitios CpG en el microarreglo utilizado (Tabla Suplementaria 6),
donde el 55% de los CpGs mapean fuera de regiones reguladoras génicas, con alta

frecuencia de secuencia repetitivas generalmente metiladas (Sandoval et al., 2011).

a Metilacion de sitios CpG en Controles b Metilacion de sitios CpG en Pacientes con cancer de mama
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Figura 27. Distribucion de frecuencia de los niveles de metilacion de los sitios CpG
representados en el array 450K HumanMethylation BeadChip en el ADN de leucocitos de: (a)
controles no afectados y (b) pacientes con cancer de mama.

La comparacion de los valores medios de metilacion de la totalidad de los sitios
CpGs analizados entre el grupo de pacientes y grupo control presentd una alta
correlacion (Spearman, r’=0.997, p < 2.2 x 10, Figura 28), lo que indica que a nivel
global los patrones de metilacion en muestras de pacientes y controles son muy

similares.
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Figura 28. Nivel de metilacion de los sitios CpGs identificados por el ensayo Infinium
450K HumanMethylation. Se representa la media de los valores beta normalizados para
cada CpG en pacientes con cancer de mama (eje x) y grupo control sano (eje y).
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A su vez, el agrupamiento de las muestras utilizando los valores de metilacion de
45.000 CpGs seleccionados al azar demuestra que no existen diferencias genémicas
entre los dos tipos de muestras que pudieran generar diferencias en CpGs especificos
entre pacientes y controles, ya que no son capaces de agrupar las muestras de acuerdo a

su status con respecto a la enfermedad (Figura 29).
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Figura 29. Agrupamiento jerarquico de 45.000 CpGs elegidos al azar en 22 pacientes
con cancer de mama (KP) y 10 controles sanos (KC) analizados en la plataforma
Infinium HumanMethylation450 BeadChip. Se utiliz6 el método de aglomeracion
“completo” usando distancias “Euclidianas”. El nivel de metilacion de los CpGs esta
codificado en colores (verde: menor nivel de metilacién; rojo: mayor nivel de
metilacion).
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5.3.2 Los andlisis de agrupamientos no supervisados revelan un perfil

de metilacion del ADN especifico de pacientes con cdncer de mama.

Al comparar los niveles de metilacion de los sitios CpGs entre pacientes con cancer
de mama e individuos controles, detectamos 77 posiciones CpGs diferencialmente
metiladas que permiten agrupar a los pacientes y controles de manera separada (Figuras
30, 31y 32). Estos sitios CpGs diferenciales fueron denominados CpGDM.

El grafico del analisis de escalamiento multidimensional (MDS) de los valores beta
de metilacion de los 77 CpGDMs claramente discrimina entra las muestras de pacientes

con céncer de mama y el grupo control en la dimension 1 (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de escalamiento multidimensional (MDS) de los valores de metilacion de los
CpGDMs en leucocitos de 22 pacientes con cancer de mama y 10 controles no afectadas. Las
pacientes con cancer estan representadas con color azul, y los controles con color rojo.

Por otro lado, el analisis de agrupamiento jerarquico de las muestras identifica dos
grupos principales, separando a las pacientes con cancer de las mujeres controles, y 3
subgrupos dentro de las muestras de las pacientes con cancer (Figuras 31 y 32). La
fuerza estadistica del agrupamiento de las muestras analizando los 77 CpGDMs fue
evaluada mediante bootstrap de 10.000 remuestreos (Figura 32). Estos resultados

indican la existencia de diferencias de metilacion CpG especificas entre las muestras de
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pacientes con cancer y controles a nivel de los leucocitos, que pueden ser visualizadas
facilmente mediante estas técnicas de clasificacion no supervisada. Dado que en el
grupo de pacientes se detecta 3 subagrupamientos definidos (Figuras 31 y 32),
analizamos si estos subgrupos estaban asociados a variables epidemioldgicas o
caracteristica tumoral (Tabla Suplementaria 4). Sin embargo, no encontramos
asociacion en las muestras de las pacientes con cancer entre la edad, estatus de fumador,
ancestralidad, estadio tumoral, tipo histolégico de tumor, receptores hormonales y los

subgrupos derivados del andlisis de agrupamiento.
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Figura 31. Agrupamiento jerarquico de los CpGDM en 22 pacientes con cancer de mama
(KP) y 10 controles sanos (KC) analizados en la plataforma Infinium HumanMethylation 450K
BeadChip. Se utiliz6 el método de aglomeraciéon “completo” y distancias euclidianas. Los
CpGDMs fueron ordenados por la diferencia de las medias de los valores betas entre
pacientes y controles. El nivel de metilacion de los CpGDMs esta codificado en colores (verde:
menor nivel de metilacién; rojo: mayor nivel de metilacion).
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Figura 32. Dendograma basado en agrupamiento jerarquico mediante boostrap de 10.000
remuestreos, para los valores de metilacion de los 77 CpGDM en pacientes con cancer de
mama (KP) y controles (KC). En los puntos de ramificacion se indican las probabilidades
asociadas AU/BP. La estructura del dendograma es igual al dispuesto en el heatmap de la
Figura 31.

Con el fin de demostrar que el agrupamiento entre pacientes y controles utilizando
los datos de metilacion de los 77 CpGDMs no se habia obtenido al azar, se realizd un
andlisis de agrupamiento jerarquico (método de aglomeracion “completo” y distancias
euclidianas) tomando remuestreos (n=500) de 77 CpGs al azar (del total de 459.999
sitios CpG incluidos inicialmente en los analisis). En ninguno de los clusters obtenidos
se observaron agrupamientos separados de los pacientes y los controles,

respectivamente.

A pesar de ser un nimero pequefio de muestras, evaluamos el efecto de potenciales
confusores en nuestro analisis. Para ello realizamos una regresion lineal para el estatus
de la enfermedad (paciente/control) y nivel de metilacion de cada CpGDMs ajustada
por edad, IMC y estatus de fumadora, y 48 de los CpGDMs continuaron siendo
diferenciales entre ambos grupos con significancia estadistica (p < 0,05) (Tabla 8).
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Todos los CpGDMs y sus caracteristicas se listan en la Tabla 8. El patron de
metilacion de los CpGDMs difiere levemente del presentado por la totalidad de los CpG
evaluados por el microarreglo 450K, ya que solo el 36,4% de los CpGDM estan
metilados (B > 0.7), mientras que la mayoria (58,4%) se encuentran hemi-metilados
(valores de metilacion entre 0,3 y 0,7) en las muestras analizadas (Tabla Suplementaria
7). EI 97% (75 de 77) de los CpGDMs presentan menor nivel de metilacion en los
pacientes con céancer, con solo el 3% ganando metilacion (Figura 33), y 7 CpGDMs
presentan una diferencia entre pacientes y controles de la media de los valores beta >
10%.
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Figura 33. Diferencias en la media de los valores betas entre pacientes
con cancer de mama y controles para los 77 sitios CpG diferencialmente
metilados identificados por prueba de Wilcoxon (p<0.05).

132



Tabla 8. Caracteristicas de los 77 CpG diferencialmente metilados entre pacientes con cancer de mama y grupo control no afectado. CG:
identificacion de la sonda, CHR: cromosoma, TSS1500: a 1500 pb del sitio de inicio de la transcripcion, TSS200: a 200 pb del sitio de inicio de la
transcripcion, UTR: region no traducida, BMI: indice de masa corporal.

ucsc Contexto Contexto Media Media Delta media Wilcoxon, FDR P valor corregido por
CG CHR REFGENE gendémico isla CpG pacientes  Controles  (pacientes-controles) P valor edad, BMI y fumar
¢cg01015663 1 TCEA3 body open sea 0,7431 0,8197 -0,0766 0,0494 0,0216
€g01229567 1 MIB2 TSS1500 shore 0,4977 0,6160 -0,1184 0,0494 0,9984
cg04400047 1 UBIAD1 TSS1500 shore 0,5763 0,6289 -0,0526 0,0494 0,0293
cg06432479 1 TALL body island 0,3252 0,3909 -0,0657 0,0494 0,0302
€g10159215 1 LPPR5 TSS200 island 0,4070 0,5084 -0,1014 0,0498 0,2749
€g14024502 1 MAP3K6 TSS1500 shore 0,9446 0,9526 -0,0080 0,0498 0,0400
€g15452381 1 HIVEP3 5'UTR open sea 0,9057 0,9254 -0,0196 0,0498 0,0120
cgl16727538 1 Clorf213 shore 0,3201 0,3915 -0,0714 0,0494 0,0188
€g19246761 1 MIB2 TSS1500 shore 0,4267 0,5383 -0,1116 0,0494 0,0482
€g26251270 1 GPX7 TSS1500 shore 0,2750 0,3321 -0,0571 0,0494 0,0135
€g26750487 1 CRI1L TSS200 island 0,3739 0,4587 -0,0848 0,0494 0,0359
€g02537909 2 COBLL1 body island 0,3697 0,4301 -0,0604 0,0494 0,0321
cg02738156 2 intergenic open sea 0,4604 0,5389 -0,0785 0,0494 0,0707
€g09408768 2 KCNJ3 TSS200 Island 0,5073 0,5694 -0,0621 0,0494 0,0355
cgl17165836 2 AFF3 body open sea 0,5426 0,6127 -0,0701 0,0494 0,0902
€g24130711 2 CCDC85A Body shore 0,3266 0,3807 -0,0541 0,0494 0,0679
€g26175971 2 CYP27A1 Body Island 0,4551 0,5070 -0,0520 0,0494 0,0390
Ccg26874367 2 intergenic open sea 0,3868 0,4773 -0,0904 0,0494 0,0219
cg01615258 3 intergenic shore 0,3520 0,4041 -0,0521 0,0494 0,0170
€g01814969 3 QARS Body shore 0,4735 0,5203 -0,0468 0,0498 0,0342
cg15450445 3 intergenic open sea 0,9192 0,9333 -0,0141 0,0143 0,9990
€g24840062 3 CDCP1 Body open sea 0,4984 0,6058 -0,1073 0,0494 0,0453
025616514 3 intergenic open sea 0,7304 0,7618 -0,0315 0,0498 0,0212
cg03002688 4 intergenic open sea 0,8100 0,8698 -0,0598 0,0498 0,0286
cg18860310 4 SLC10A6 Body open sea 0,8657 0,9157 -0,0500 0,0494 0,0519
€Qg26994377 4 intergenic open sea 0,3417 0,4003 -0,0587 0,0494 0,0727
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Tabla 8. Continuacién

ucsc Contexto ~ Contexto Media Media Delta media Wilcoxon, FDR P valor corregido por
CG CHR REFGENE genémico  isla CpG pacientes  Controles (pacientes-controles) P valor edad, BMI y fumar
¢cg00608540 5 TRIM7 Body open sea 0,8381 0,8769 -0,0388 0,0498 0,0368
cg01204911 5 ARHGAP26 Body open sea 0,8387 0,8793 -0,0406 0,0494 0,0202
cg06527989 5 UNC5A Body shore 0,3718 0,4453 -0,0735 0,0494 0,0382
cg07475151 5 LOC100268168 Body open sea 0,5440 0,6446 -0,1005 0,0494 0,0443
Q11953913 5 Cborf32 5UTR open sea 0,8184 0,8726 -0,0542 0,0494 0,0984
€g21550107 5 intergenic open sea 0,8096 0,8357 -0,0261 0,0494 0,2261
cg02174359 6 MRPS18A Body shore 0,5117 0,5611 -0,0494 0,0494 0,3319
cg04334016 6 CNKSR3 Body open sea 0,8170 0,8494 -0,0324 0,0494 0,1056
cg09639771 6 intergenic open sea 0,7424 0,7867 -0,0442 0,0494 0,0720
cg02377685 7 GBx1 TSS200 Island 0,3191 0,3836 -0,0645 0,0494 0,0534
cg03761471 7 ZYX TSS1500 shore 0,5038 0,5699 -0,0661 0,0494 0,0262
cg04153882 7  WIPI2 Body 0,8669 0,8010 0,0659 0,0494 0,0362
cg15602580 7 SDK1 Body shore 0,3081 0,3634 -0,0553 0,0494 0,1723
cg18967180 7 DENND2A Body 0,4151 0,4831 -0,0680 0,0494 0,1778
€g21252523 7 intergenic shore 0,8211 0,8605 -0,0394 0,0494 0,0721
€g27403098 7  KIAA1908 Body 0,9375 0,9493 -0,0119 0,0498 0,0435
cgl14681767 8 ARHGEF10 5'UTR Island 0,4175 0,5088 -0,0913 0,0494 0,0812
cg17588094 8 intergenic shelf 0,9289 0,9456 -0,0167 0,0498 0,0408
cg05616472 9 EHMT1 Body 0,5012 0,5487 -0,0475 0,0494 0,0474
cgl4223444 9 TSTD2 5'UTR shore 0,7831 0,8198 -0,0367 0,0498 0,0587
¢cg01311537 10 C10orfl28 Body open sea 0,9198 0,9457 -0,0260 0,0494 0,0341
cg08560387 10 TSPAN14 5'UTR 0,3783 0,4925 -0,1142 0,0498 0,0173
€g14770293 10 intergenic Island 0,5067 0,5830 -0,0763 0,0494 0,0726
€g24168991 10 ITPRIP 5'UTR shelf 0,8970 0,9277 -0,0308 0,0494 0,0353
cg03611487 11 LOC100126784 Body shelf 0,8187 0,8672 -0,0486 0,0494 0,0296
cg10141801 11 GUCY2E TSS200 open sea 0,3802 0,4259 -0,0456 0,0494 0,0533
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Tabla 8. Continuacién

ucsc Contexto Contexto Media Media Delta media Wilcoxon, FDR P valor corregido por
CG CHR REFGENE  genémico isla CpG pacientes  Controles (pacientes-controles) P valor edad, BMl y fumar
€g13100962 11 intergenic open sea 0,7837 0,8380 -0,0544 0,0498 0,0344
€cgl7679104 11 STKS33 TSS1500 Island 0,4025 0,4637 -0,0612 0,0494 0,0291
€g22623080 11  AMOTL1 TSS200 Island 0,3311 0,3748 -0,0437 0,0498 0,0328
€g23460961 11 intergenic open sea 0,6164 0,6916 -0,0752 0,0494 0,0168
€g04890607 12 HMGA2 Body open sea 0,5096 0,6427 -0,1331 0,0498 0,0538
€Q27292547 12 intergenic open sea 0,7935 0,8474 -0,0539 0,0498 0,0342
€g11398020 13 KLF5 Body Island 0,3214 0,3980 -0,0766 0,0494 0,0478
cg01972418 14 PAX9 TSS1500 Island 0,1656 0,2042 -0,0386 0,0498 0,0247
cg18581173 15 CT62 TSS1500 shore 0,4723 0,5396 -0,0673 0,0494 0,9982
€cg20172862 15 intergenic Island 0,0721 0,1030 -0,0309 0,0498 0,9975
Q24359188 15 BUB1B TSS200 0,5303 0,6061 -0,0758 0,0494 0,0542
Q26568226 15 CYFIP1 5'UTR Island 0,8514 0,7780 0,0733 0,0494 0,0967
cg04470044 16 WFDC1 Body shelf 0,8890 0,9149 -0,0259 0,0498 0,0371
cg10155261 16 Body open sea 0,4262 0,4762 -0,0499 0,0494 0,0316
Q26591162 16 SRL 3UTR open sea 0,9212 0,9362 -0,0149 0,0494 0,9975
cg07777703 17 TuBG2 Body shore 0,5594 0,6085 -0,0491 0,0498 0,1532
cg07848706 17 intergenic Island 0,3463 0,4184 -0,0722 0,0494 0,0290
cg08960549 17 intergenic open sea 0,9029 0,9227 -0,0198 0,0494 0,0599
cg09580608 17 GNA13 1stExon Island 0,3315 0,4167 -0,0852 0,0494 0,0206
Q22163463 17 PITPNM3 Body shore 0,2386 0,2945 -0,0560 0,0494 0,0186
cg01823541 19 GNG7 5UTR Island 0,4138 0,4882 -0,0744 0,0498 0,0381
cg03363633 19 TYROBP TSS1500 open sea 0,6487 0,7002 -0,0515 0,0494 0,0320
Q22313519 19 KIAA1683 TSS1500 0,7811 0,8196 -0,0386 0,0498 0,0194
cg20477147 20 Body shore 0,6525 0,7237 -0,0712 0,0494 0,0321
Q26468205 20 PCMTD2 TSS200 Island 0,0547 0,0697 -0,0150 0,0494 0,0270
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5.3.3 Descripcion de los CpGDM detectados

De los 77 sitios CpGDM identificados, 59 mapean en 56 genes distintos: 28 en
promotores génicos Yy los restantes en el cuerpo génico (Figura 34a, Tabla 8). De los 18
CpGDMs intergénicos, 3 de ellos se ubican en secuencias repetidas LINEs o LTRs.
Considerando la densidad y composicién regional de CpG, la mayoria (76.6%) de los
CpGDMs estan localizados fuera de las islas CpG, con un 24,7% localizados

flanqueando las islas (CpG shores) (Figura 34b).
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Figura 34. Distribucion gendmica de los 77 CpGDMs de acuerdo a su respectiva localizacion
génica (a) y contexto CpG (b).

Analizando separadamente la frecuencia de promotores, cuerpos génicos o regiones
intergénicas, no existe un enriquecimiento de los CpGDMs con respecto a su
representacion en la plataforma del microarreglo (prueba de Fisher, p-valor >0,05).
Tampoco existe un enriquecimiento de los CpGDMs ubicados en promotores con

respecto a su contexto en isla CpG (Figura 35, Tabla Suplementaria 6).

El analisis de Ontologia Génica de los CpGDM revelé un enriquecimiento
funcional en procesos bioldgicos asociados a la regulacion del citoesqueleto celular

(p<1.13 x 10'%) y regulacién positiva de la transcripcion (p<3.4 x 107?).
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Figura 35. Comparacién de los CpGDMs con la distribucion genémica y contexto CpG
esperado de acuerdo a los CpG impresos en el 450K HumanMethylation BeadChip. TSS1500:
1500 pb del sitio de inicio de la transcripcién; TSS200: 200 pb del sitio de inicio de la
transcripcion, UTR: region no traducida, body: cuerpo del gen.

Diez de los genes detectados con metilacion diferencial fueron reportados
previamente en G2SBC Database como asociados a susceptibilidad y/o patologia de
cancer de mama (TAL1, MAP3K6, KCNJ3, AFF3, CYP27AL, ZYX, DENND2A, KLF5,
CYFIP1 y TYROBP), y ampliando la busqueda de genes previamente asociados a otros
tipos de cancer en Cancer Gene Census, identificamos otros tres genes que se solapan
con sitios CpGs identificados como CpGDM (ARHGAP26, HMGA2 y BUB1B) (Tabla
9). Exceptuando CYFIP1, todos se encuentran en promedio hipometilados en leucocitos

de las pacientes con cancer de mama en comparacion a las mujeres no afectadas.

Tabla 9. CpGDMs en genes previamente asociados a cancer en Cancer Gene Census y

G2SBC Database.

Gen Tipo de cancer Direccion Localizacion Contexto CpG
TAL1 mama, ALL hipometilacion cuerpo génico isla
MAP3K6 mama, ovario hipometilacion promotor shore
KCNJ3 mama hipometilacién promotor isla
AFF3 mama, ALL, linfoma folicular hipometilacién cuerpo génico open sea
CYP27A1 mama, colorectal hipometilacion cuerpo génico Isla
ZYX mama, pulmon, prostata hipometilacion promotor Shore
DENND2A mama hipometilacion cuerpo génico open sea
KLF5 mama, esofago, AML, préstata hipometilacion cuerpo génico Isla
CYFIP1 mama hipermetilacion promotor Isla
TYROBP mama hipometilacién promotor open sea
ARHGAP26 AML, sindrome mieolodisplasia  hipometilacién cuerpo génico open sea
HMGA2 lipoma, adenoma gl. salival hipometilacién cuerpo génico open sea
BUB1B rhabdomyosarcoma hipometilacion promotor open sea
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Por otro lado, los 7 CpGDMs que presentan una diferencia media de metilacion

entre pacientes y controles >10% mapean en 5 genes distintos: MIB2, LPPR5, CDCP1,
TSPAN14 y HMGA2 (Tabla 8).

Anédlisis in silico de datos de expresidn génica disponibles publicamente

Se analizaron las bases de datos publicas de estudios de expresién de ARNm por
microarreglos en pacientes con cancer de mama en comparacién con grupo control,
tanto a nivel de expresion genica de muestras de sangre (fraccion PBMC) como tejido
mamario. De manera interesante, en el estudio GSE-27562 donde se presentan datos de
expresion génica de PBMC de pacientes con cancer de mama e individuos control con
mamografias normales, 7 de los 56 genes detectados por nosotros con CpGDM
presentan diferencias significativas de expresion entre ambos grupos de individuos
(Tabla 10).

De igual manera, realizando un meta-analisis en la plataforma NextBio Research
considerando tres estudios de expresién génica de muestras de tumores de mama
comparados con tejido mamario normal (GSE3971, GSE 7904, E-TABM276), 14 de los
genes con CpGDM presentan diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 11).

Tabla 10. Genes con CpGDMs que presentan diferencias significativas de expresion en PBMC
de pacientes con cancer de mama e individuos control con mamografias normales
(GSE27562).

Pacientes con tumor de mama benigno Pacientes con cancer de mama

vs controles Vs controles
p valor Incremento de expresién p valor Incremento de expresién
GNA13 0.0012 1.69 0.0048 1.47
ARHGAP26 0.0032 1.36 0.0037 1.35
MAP3K6 9x10° -1.22 6.8 x 10°® -1.23
GBX1 4.4x10° -1.23 5.1x10° -1.21
MIB2 2x10°® -1.34 4.1x10° -1.27
TAL1 0.0015 -1.28 0.0059 -1.21
KIAA1683 0.0072 -1.23 0.0047 -1.22
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Tabla 11. Meta-andlisis de expresion génica en muestras de tumores de mama vs tejido
mamario sano. Genes con CpGDMs que presentan diferencias significativas de expresion
entre muestras de tumores de mama y tejidos mamarios sanos. p valor corregido por FDR, +
aumento de expresion génica en tumores, - disminucion de la expresion génica en tumores
mamarios comparado a tejidos sanos.

Genes p valor Variacién de expresion
BUB1B <3x10* +
AMOTL1 <0.001 -
DENND2A <0.004 -
GNG7 <0.01 -
ARHGEF10 <9x10™ -
TSTD2 <0.02 -
KIAA1683 <2x10" -
KCNJ3 <0.01 +
MIB2 <0.007 -
EHMT1 <0.027 +
MAP3K6 <3x10" -
AFF3 <0.038 -
GNA13 <0.004 +
KLF5 <0.030 -

5.3.4 Validaciéon del panel de CpGDMs en tejidos de muestreo

independiente de origen europeo

Utilizando datos de metilacion de CpG obtenidos previamente con la plataforma
450K del banco de tejidos del PEBC correspondientes a poblacién europea, analizamos
los niveles de metilacion de los 77 CpGDM en tumores primarios de mama Yy tejidos
mamarios sanos. El estudio se completd con la inclusién de lineas celulares comerciales

de cancer de mama.

Al comparar el perfil de metilacion de los CpGDMs en las muestras de tejido
mamario sano con los observados en leucocitos tanto de pacientes con cancer de mama
como controles, observamos que existe una disminucion de los niveles de metilacion
(valor B) en el tejido de mama: el 57,1 % de los CpGDMs en tejido mamario sano se
encuentran desmetilados (B < 0,3) en comparacion al 5,2% de CpGDMs desmetilados

en leucocitos. Situacion similar se observa en las muestras de tumor primario de mama,
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aunque el porcentaje de CpGDMs desmetilados es levemente inferior al tejido sano
(Tabla Suplementaria 7). Si bien las muestras de tejidos no corresponden a los mismos
individuos que las muestras de sangre, estos resultados sugieren la especificidad de los

patrones de metilacion en cada tipo celular o tisular.

Sin embargo, a pesar de estas diferencias en los niveles de metilacion entre las
celulas sanguineas y el tejido mamario, los CoGDMs previamente identificadas agrupan
la mayoria de las muestras de tejido sano (TMN) diferenciandolas de las muestras
tumorales (TP) y lineas celulares (LC) utilizando un anélisis de agrupamiento jerarquico
(Figura 36).

Esto se visualiza més claramente cuando eliminamos del analisis los datos de las
lineas celulares, las cuales tienen caracteristicas particulares inherentes a su proceso de
cultivo y propagacion que no son comparables biologicamente desde el punto de vista
epigenético con las muestras de tejido mamario tanto sano como tumoral (Figura
Suplementaria 1). En la Tabla Suplementaria 8 se describen los valores de metilacion
promedio de cada uno de los 77 CpGDMs, y la comparacion entre tejidos mamarios

sanos y tumores primarios.

20

15

10

Height

Figura 36. Agrupamiento en dendograma con remuestreo boostrap (n = 10.000) de los 77
CpGDMs entre muestras de tejido mamario sano (TMN), tumores primarios de mama (TP) y
lineas celulares de mama (LC). Se utilizé el método de aglomeracion “completa”. En los puntos
de ramificacién se indican las probabilidades asociadas AU/BP.

140



A continuacién, analizamos los CpGDM en un grupo de tumores primarios de
mama con sus correspondientes tejidos mamarios normales pareados. Encontramos que
los 77 CpGDM identificadas eran capaces de separar las muestras de cancer de las de
tejidos sanos utilizando analisis de agrupamiento jerarquico (Figura 37). Unicamente
una muestra de tejido sano (N1) fue identificada en el agrupamiento de muestras

tumorales, aunque estrechamente cercana a su contrapartida de tejido tumoral. Dado que

las muestras de tejido mamario normal fueron extraidas de las inmediaciones cercanas
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Figura 37. Agrupamiento jerarquico de los 77 CpGDMs en 14 muestras pareadas de tejido
mamario normal (N) y tumor primario (T) analizados en la plataforma Infinium
HumanMethylation450 BeadChip. Se utiliz6 el método de aglomeracion “completo” usando
distancias euclidianas. El nivel de metilacién de los CpG esta codificado en colores (verde:
menor nivel de metilacién; rojo: mayor nivel de metilacién). El circulo azul indica una muestra
de tejido mamario normal dentro del agrupamiento de tejidos tumorales.

141



al tumor primario, sugiere suponer que esta muestra estuviera contaminada con células

tumorales.

Lo que es mas interesante, los niveles de metilacion de los 77 CpGDMs fueron
capaces de separar el tejido tumoral del tejido sano en pacientes con cancer de mama
familiar con mutacion en el gen BRCA2 (pares N5/T5, N6/T6 y N13/T13) (Tabla
Suplementaria 5).

De esta manera, validamos el panel de sitios CpG diferencialmente metilados
inicialmente detectados en sangre periférica de pacientes con cancer de mama, en

muestras de tejidos de mama provenientes de otra poblacion.

5.3.5 Seleccion de CpGDM candidatos para su validacion clinica

Tomando en cuenta todos los datos analizados en la caracterizacion de los 77
CpGDM detectados por el andlisis de microarreglos, se establecieron los siguientes
criterios de seleccion: i) CpoGDM ubicados en genes previamente asociados a cancer, ii)
CpGDM con mayor diferencias de metilacion entre pacientes y controles (Ap>10%),
iii) CoGDM hipermetilados en pacientes, iv) CpGDM diferencialmente metilados entre
tejido mamario tumoral y tejido mamario sano, y con mayor diferencia de metilacién

entre ambos grupos, v) CpGDM ubicados en regiones reguladoras del gen.

De esta manera, se seleccionaron un grupo de CpGDM que cumplian con varios de
los criterios de seleccion descritos mas arriba, siendo los primeros 4 CpGDMs
seleccionados para su validacion: cg26568226 en region promotora de CYFIPL,
€g14024502 en promotor del gen MAP3K6 y, cg01229567 y ¢g19246761 ambas en el
promotor de MIB2. En la Tabla Suplementaria 9 se resume los criterios que cumplen

cada uno de los CpGDMs seleccionados.

Para hacer la validacion técnica del estatus de metilacion determinado por
microarreglos, analizamos en 4 pacientes y 4 controles la metilacion de los CpGDMs
seleccionados y sus regiones flanqueantes mediante secuenciacion del ADN tratado con
bisulfito. Dado que las diferencias entre pacientes y controles observadas en el ensayo
de microarreglos son muy pequefias, es dificil visualizar estas mismas diferencias

analizando un numero limitado de clones por secuenciacion de bisulfito. A pesar de
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ello, cuando comparamos la metilacion en los sitios CpG en la region de los CpGDMs
seleccionados, se observan diferencias significativas entre pacientes y controles.
Evaluando una secuencia de 263 pb donde se incluye el sitio cg26568226 en la region
promotora de CYFIP1, se observo una clara hipermetilacion de esta secuencia en
pacientes con cancer de mama (p = 2.22 x 10™) (Figura 38). Los resultados para los
sitios ¢g14024502 en el promotor del gen MAP3KG6 y, cg01229567 y cg19246761
ambos en el promotor de MIB2 se muestran en las Figuras Suplementarias 2 y 3, donde

se corrobora una leve hipometilacion en ambos casos en los pacientes con cancer de

mama.
CYFIP1
263 bp

5II L Ll I-IICg 26582I26 l l | I3I

1 | LI LI 1 I 1 LI 1
KC203 i iiii ii i i |i 84.6% met
KC204 i iiii ii i I Ii 77.7% met
KP112 i illi |I i | i 90.8% met
KP173 i Iiii ii I i I 90.8% met

Figura 38. Secuenciacién con bisulfito de los clones individuales a las regiones
flanqueantes al sitio CpG evaluado por la sonda cg2658226 en el gen CYFIP1. Cada
cuadrado corresponde a un sitio CpG en el fragmento amplificado. KC: controles; KP:
pacientes. Cuadrados oscuros: metilados; cuadrados blancos: no metilados. Se indica
el porcentaje medio de metilacién de la region evaluada para cada individuo.
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5.4 Discusion

Los pacientes con cancer de mama localizado tienen una tasa de sobrevida a 5 afios
de 98%. Sin embargo, cuando son diagnosticados luego de que el tumor sufrio
metastasis, la tasa de sobrevida disminuye drasticamente a 27%. Estos resultados
marcan el beneficio del tamizaje y la deteccidén temprana. Dado que la sensibilidad de la
mamografia es baja (50% en algunos grupos de mujeres), se ha vuelto vital buscar
nuevos marcadores para complementar los resultados de la mamografia (Brooks et al.,
2009). La dificultad en encontrar marcadores genéticos de riesgo a cancer de mama se
ha ejemplificado recientemente por una serie de grandes estudios de caso-control que
han identificado aumentos de poca importancia en el riesgo de cancer de mama (Ahsan
et al., 2014; Campa et al., 2014; Easton et al., 2007; Hicks et al., 2013; Stephens et al.,
2012) .

Para cancer de mama esporadico, fueron detectados en tumores primarios una
variedad de cambios en la metilacion del ADN; sin embargo, los marcadores
epigenéticos en fluidos biolégicos previamente reportados pierden la sensibilidad y
especificidad observada en otros tipos de cancer (Brennan et al., 2012; Ito et al., 2008;
Korshunova et al., 2008; Wojdacz et al.,, 2011). Esto podria ser debido a las
aproximaciones de un solo gen y las tecnologias de baja resolucion utilizadas hasta la
fecha, que proporcionan visiones limitadas del genoma. Asi, recientemente los
metilomas de resolucidn de bases y las plataformas de microarreglos de alta resolucion
han incrementado nuestro conocimiento sobre del desarrollo embrionario (Doi et al.,
2009; Lister et al., 2011) y las enfermedades (Fernandez et al., 2011; Irizarry et al.,
2009; Javierre et al., 2010; Lange et al., 2012), incluyendo el cancer de mama (Heyn et
al., 2013b; Hon et al., 2012).

Para intentar sumar informacién a los esfuerzos anteriores y con el objetivo de
buscar diferencias epigenéticas en el ADN de leucocitos para identificar posibles
marcadores de riesgo a cancer de mama en la poblacion uruguaya, utilizamos en este
estudio la plataforma de alta resolucion Infinium HumanMethylation450 BeadChip.
Detectamos 77 sitios CpGs diferencialmente metilados en sangre de pacientes con

cancer de mama en comparacion a individuos controles. Este panel de 77 CpGs fue
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validado en un muestreo independiente de tejidos mamarios pertenecientes a pacientes

con céncer de mama de origen europeo.

5.4.1 Perfil de metilacion diferencial en pacientes con cancer de mama

En el panel de sitios CpGs diferencialmente metilados en pacientes con cancer de
mama, detectamos casi exclusivamente CpGDMs hipometilados en pacientes (75 de
77). Estos resultados estan en concordancia con la hipometilacion genomica global
detectada por HPLC en las mismas muestras de estos pacientes (Capitulo 3). De la
misma manera, Heyn y colaboradores (2013b) detectaron CpG diferencialmente
metilados en sangre de pares de mellizos discordantes para cancer de mama, los cuales
en su mayoria se encontraban hipometilados en los mellizos afectados por cancer. En el
mismo sentido, se reportd una pérdida global de metilacion del ADN en muestras de
tumores primarios de mama analizados a nivel de sitios CpGs (Hon et al., 2012). Estos
resultados apoyan la sensibilidad de nuestro abordaje basado en el analisis de sitios CpG

diferencialmente metilados en sangre.

A pesar que la mayoria de los CpGDM presentan diferencias promedio entre
pacientes y controles menores al 10%, estas diferencias son consistentes. La
identificacion de biomarcadores en sangre tiene el desafio de que no podemos excluir
eventos especificos de las células de la sangre, y que los niveles de metilacion del ADN
tumoral presente en la sangre pueden modificar levemente los perfiles de metilacién
especificos del ADN de células sanguineas. Por lo tanto, se espera que las alteraciones
presenten cambios de magnitud pequefia, pero consistentes entre pacientes con cancer y
controles. Incluso en el estudio de Heyn y colaboradores (2013b), donde remueven el
ruido genético y reducen otras fuentes de confusores al analizar pares de mellizos
idénticos discordantes para cancer de mama, detectan 403 sitios diferencialmente
metilados en el ADN de sangre entre mellizos discordantes, todos con diferencias
menores al 8% entre ambos grupos. Asi, aunque de magnitud pequefia, la integracion de
maultiples biomarcadores epigenéticos en firmas predictivas pueden ser de alto valor

translacional.

Es importante destacar que dentro del panel de CpGDMs detectados en leucocitos,

se describen sitios CpG ubicados en genes identificados previamente asociados a cancer
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de mama, lo que refuerza la utilidad de este abordaje en la busqueda de biomarcadores
asociados a cancer de mama en sangre periférica. Incluso, los genes donde mapean 59
CpGDM estan enriquecidos en procesos bioldgicos generalmente alterados durante el
desarrollo tumoral como la regulacién de la transcripcion y regulacion del citoesqueleto

celular.

El panel de 77 CpGDM detectado, no solo agrupa las muestras de ADN de
leucocitos en pacientes y controles, sino que los pacientes quedan subagrupados en 3
clusters bien definidos. Varios estudios de microarreglos demostraron que los tumores
de mama pueden ser divididos en al menos 5 subtipos moleculares basados en sus
perfiles de expresion génica (Hu et al., 2006; Sgrlie et al., 2001). Ademas, los subtipos
moleculares tipo basal, luminal-A y luminal-B presentan perfiles de metilacion del
ADN especificos (Holm et al., 2010). Con estos datos previos, evaluamos la posible
asociacion entre los distintos subtipos tumorales, grados y estadios con los perfiles de
metilacion de los 77 CpG que separaban a los pacientes en 3 subgrupos, esperando ver
reflejado lo que sucede en el tejido tumoral en las muestras de sangre. Sin embargo, no
detectamos ninguna asociacion significativa de estas variables clinicas que pudieran
explicar el agrupamiento, incluso tampoco otras variables epidemioldgicas como IMC,
edad y estatus de fumador.

Por otro lado, el panel de CpGDMs fue validado en un muestreo de tejidos de
tumores primarios de mama y sus correspondientes tejidos sanos pareados. Aun
detectando niveles méas bajo de metilacién de los CpGDMs tanto en el tejido mamario
sano como tumoral en comparacion a los niveles de los mismos sitios CpG en sangre, el
panel de 77 CpGDMs clasifica los tejidos sanos y sus contrapartidas tumorales en

grupos separados.

Cada tejido posee una firma epigenética Unica, que muchas veces refleja su
funciones diferenciales (Armstrong et al., 2014; Fernandez et al., 2011). A pesar de que
la mayor variacion en la metilacion del ADN se observa entre tejidos, las diferencias
interindividuales en la metilacion del ADN en tejidos internos se correlacionan con las
de las células sanguineas para un grupo de sitios CpG (Slieker et al., 2013). Esto
refuerza la teoria de la existencia de variacion en la metilacion del ADN a nivel
sisttmico que pudiera estar asociada a predisposicion a ciertas enfermedades. Debido a
gue en nuestro estudio las muestras de ADN de leucocitos no corresponden a las

mismas mujeres de quienes proceden las muestras de tejido mamario, no podemos
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afirmar que exista una correlacion en los niveles de metilacién de los CoGDM entre
ambos tejidos. Sin embargo, el panel de 77 CpGDMs detectados en leucocitos de
pacientes con cancer fue validado en tejidos mamarios de mujeres de origen europeo,
diferenciando el tejido sano del tumoral en cada caso. Esto sugiere el potencial de este

panel como marcador de cancer de mama.

Aln més importante, este panel de CpGDMs clasifica a los tejidos sanos y
tumorales incluso en pacientes con cancer de mama familiar, portadoras de mutacion en
el gen BRCA2. Actualmente es bien conocido que alteraciones epigenéticas ocurren
frecuentemente en el cancer de mama esporadico, pero poco se conoce sobre las
alteraciones epigenéticas asociadas a tumores de mama familiares. Un estudio previo
sugirié que los canceres de mama hereditarios poseian metilacion similar a los tumores
esporadico en 10 genes candidatos (Esteller et al., 2001). Sin embargo, un estudio mas
reciente sugirié que los tumores BRCA1 presentan menor nivel de metilacion que los
tumores de mama esporadicos en 11 genes candidatos (cinco superpuestos con el
estudio anterior) (Suijkerbuijk et al., 2008). Luego, Flanagan y colaboradores (2010)
demostraron, mediante un estudio gendmico, que los perfiles de metilacion de los
canceres de mama familiares estaban definidos por su estatus de metilacion, con niveles
menores de metilacion en tumores BRCAL. Esto es concordante con el papel que juega
BRCAL, conocido hoy en dia, en la metilacién global del ADN regulando la expresion
de DNMT1(Shukla et al., 2010). Sin embargo, aun es desconocido si los perfiles de
metilacion de tumores BRCA2 son iguales o diferentes al de los tumores de mama
esporéadicos. De esta manera, nuestros resultados sugieren la existencia de alteraciones
epigenéticas en los tumores BRCA2 ya que permiten distinguirlos de tejido normal
mediante la deteccidn de variabilidad a nivel de la metilacion del ADN, y plantea la
posible potencialidad del uso de nuestro panel de CoGDM tanto para diferenciar casos

de cancer de mama esporadico como tumores portadores de mutacion en BRCA2.

Cabe destacar que las muestras de ADN de leucocitos de pacientes y controles
estaban pareadas por ancestralidad, lo que se espera que no haya influencia de la
ancestria genética en los perfiles de metilacion de los individuos y por lo tanto en la
deteccion de sitios CpG diferencialmente metilados en pacientes con cancer. Al
eliminar el componente ancestral como confusor, facilita la validacion del panel de
CpGDM en muestras de otras poblaciones, como las utilizadas para la validacion en

tejidos.
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5.4.2 Sitios CpGDM seleccionados para su validacion técnica y clinica

Moviéndonos desde una estrategia de identificacion gendémica a una fase de
validacion gen especifica, seleccionamos 4 sitios CpGDMs para analizar en mas detalle,
que mapean en 3 genes: CYFIP1, MAP3K6 y MIB2. La seleccion se realizd utilizando
criterios basados en la caracterizacion previa realizada a todo el panel de CpGDMs en
cuanto a las diferencias en los perfiles de metilacién entre pacientes y controles,
contexto genético y contexto isla CpG, y anélisis in situ de datos obtenidos utilizando
bases de datos publicas en cuanto a su asociacion a cancer, niveles de expresion en
tejidos mamarios sanos y tumorales asi como en células sanguineas. La metilacion
diferencial en la region de los 4 CpGDM fue validada técnicamente por secuenciacion

con hisulfito de sodio.

Especificamente el sitio CoGDM en el gen CYFIP1 se ubica en una isla CpG en la
region 5° del gen, y es uno de los dos CpGDMs hipermetilados en leucocitos de
pacientes con cancer de mama. Este gen, que codifica una proteina citoplasmatica de
union a FMRP y cuya funcién estd asociada a la regulacién del citoesqueleto y
regulacion de la traduccion, se ubica en la region 15g911.2 adyacente a la region
improntada asociada al sindrome Prader-Willi/Angelman (Chai et al., 2003). Esta region
cromosOmica esta ligada a varios desérdenes neurologicos, incluyendo retardo mental,
autismo y esquizofrenia (De Rubeis et al., 2013). Por otro lado, este gen se encuentra
frecuentemente deleccionado en canceres epiteliales, y se ha reportado la reduccion de
su expresion durante la invasion tumoral, implicando un mal prondstico en tumores
epiteliales (Silva et al., 2009). Mediante analisis in situ, no detectamos diferencias en
los niveles de expresion de CYFIP1 al comparar tejidos mamarios sanos con tumores
primarios, lo que sugiere un papel de este gen en etapas méas avanzadas del desarrollo

tumoral.

Con respecto al segundo sitio CpGDMs seleccionado para su validacién, este
mapea en el promotor del gen MAP3K®, el cual codifica una quinasa involucrada en la
activacion de MAP quinasas. El sitio CpG diferencialmente metilado en leucocitos
detectado en el promotor del gen MAP3K6 en nuestro trabajo, se encuentra metilado
tanto en pacientes como en controles (f > 0.7), aunque con un nivel de metilacion

menor Yy significativo en pacientes con cancer de mama. MAP3K6 fue originalmente
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identificada como un miembro de la familia de serin/treonin quinasas por su interaccién
con MAP3KS5, una proteina que también activa c-Jun quinasa y p38 (Wang et al., 1998).
Afos después se demostro que MAP3K6 participa en la regulacion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual es un regulador critico en la
vascularizacion tumoral. Las células tumorales con baja expresion de MAP3K6
muestran una supresion significativa en el crecimiento tumoral in vivo, el cual esta
acompariado de una represion de la formacion de vasos sanguineos en los tumores (Eto
et al., 2009).

Los altimos dos sitios CpGDMs seleccionados para iniciar la validacion del panel
mapean ambos en el promotor del gen MIB2 (también conocido como skeletrophin).
MIB2 codifica una ubiquitin ligasa y esta localizado en una region cuya pérdida de
heterocigocidad esta asociada a la tumorigenicidad e invasion en melanoma maligno.
Especificamente, melanoma maligno invasivo no expresa esta proteina, mientras la
mayoria de los nevos benignos si lo hacen (Takeuchi et al., 2006). De manera opuesta,
el gen MIB2 se encuentra sobreexpresado en células plasmaticas malignas en mieloma
multiple y se especula que dicha sobreexpresion esta dirigida por hipometilacion de su
promotor (Takeuchi et al., 2005). En este contexto, los dos sitios CoGDMs detectados
en sangre en nuestro estudio presentaron niveles medios de metilacion (hemimetilados)
tanto en pacientes como controles. Sin embargo en las muestras de los pacientes con
cancer de mama se detectdé un hipometilacion significativa de méas del 10% en
comparacion a las muestras de los controles. Igualmente, el rol que juega el gen MIB2
en los distintos tipos de cancer tiene que ser elucidado ya que no es claro su papel en el

desarrollo tumoral.

5.4.3 Conclusiones

Estudiando ADN de leucocitos de 22 pacientes con cancer de mama y 10 controles
no afectados, el andlisis de metilacion del ADN de alta resolucion determin6 un grupo
de sitios CpGs diferencialmente metilados que incluia sitos en genes asociados a cancer
conocidos y nuevos candidatos con posibles implicancias en el riesgo al desarrollo

tumoral. Este panel de sitios CpGs fue validado en muestras de tejidos tumorales de una
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cohorte independiente de origen europeo. Actualmente en nuestro laboratorio estamos
comenzando la validacion de los CpGDMs seleccionados como candidatos en un

muestreo mayor e independiente mediante MS-HRM.

Por primera vez en nuestro pais, se describe la busqueda y deteccion de un panel de
posibles marcadores de metilacion del ADN en leucocitos asociados a riesgo a cancer

de mama en nuestra poblacion.
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Conclusiones finales

y perspectivas

6.1 Conclusiones finales

Al inicio del trabajo de tesis nos planteamos la pregunta de si era posible detectar
metilacion diferencial en el ADN de leucocitos que se pudiese asociar con la presencia
de cancer. La hipdtesis de partida se basa en la existencia de cambios epigenéticos a
nivel sistémico que pudieran predisponer al desarrollo tumoral. Teniendo esta pregunta
en mente, nos planteamos un disefio experimental utilizando dos acercamientos
metodologicos complementarios. En primer lugar, cuantificamos el nivel global de
citosinas metiladas por Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC-ESI/MS).
Confirmada la existencia de diferencias en los niveles genémicos de metilacion entre
pacientes y controles, realizamos estudios para localizar las regiones gendémicas con
metilacién diferencial sitio-especifica empleando un andlisis sesgado de una porcion del
genoma (Amplificacion entre sitios metilados), y un analisis de alta resolucion a nivel
de sitios CpG basado en tecnologia de microarreglos. De esta manera aplicamos un
abanico amplio de metodologias, incluyendo tecnologias innovadoras para este tipo de

estudios como los ensayos de microarreglos de metilacion de alta resolucion.

De los resultados descritos en esta tesis se desprenden las siguientes conclusiones

finales:

1) Detectamos la presencia de una hipometilaciébn genémica global en sangre

periférica de pacientes con cancer de mama y melanoma cutaneo esporadico.

2) El contexto genético de los individuos tiene un efecto sobre la variabilidad
epigenética a nivel global en nuestra poblacion, dada por la ancestria genética de
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los individuos y/o variantes genéticas en genes asociados directa o indirectamente

con los mecanismos epigenéticos.

3) Detectamos una asociacion inversa entre el componente genético ancestral
africano y el porcentaje de metilacion global del ADN de leucocitos en pacientes

con cancer de mama.

4) Detectamos una asociacion positiva entre el genotipo CC del polimorfismo de
nucledtido simple del gen MUS81 y los niveles de metilacion global en los
individuos controles no afectados por cancer de mama, sugiriendo un papel

protector contra la inestabilidad gendmica.

5) Identificamos por primera vez metilacion diferencial sitio-especifica en el ADN
gendmico de leucocitos de pacientes con melanoma cutaneo maligno, confirmando

el potencial de la técnica de AIMS para la deteccion de biomarcadores.

6) Validamos la metilacion diferencial asociada al cancer de melanoma en dos
regiones gendmicas correspondientes a los genes neurotrimina (NTM) y la proteina
transmembrana 184A (TMEMZ184A) en tejidos de una poblacién independiente
compuesta por individuos europeos, proponiendo el estudio de la metilacion de
NTM y TMEM184A para validar su potencial valor como biomarcador de riesgo de

desarrollo de cancer de melanoma.

7) Basado en el analisis de mas de 485.000 sitios de metilacién especifica a lo largo
de todo el genoma, proponemos un panel de 77 sitios CpG diferencialmente
metilados en una muestra de pacientes con cancer de mama esporadico para
estudiar su valor potencial como biomarcadores de riesgo de desarrollo de cancer

de mama.

8) Desde tres aproximaciones diferentes identificamos metilacion diferencial en el
ADN de leucocitos de pacientes con cancer de mama o melanoma esporadicos, que
permiten pensar en la existencia de variabilidad en la metilacion del ADN sistémica

que esta relacionada con la susceptibilidad al desarrollo tumoral.
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6.2 Perspectivas del trabajo

Este trabajo es solo el inicio en la busqueda de marcadores epigenéticos de riesgo al
cancer de mama y melanoma en la poblacion uruguaya. Aunque los resultados son
promisorios, serd necesaria mas investigacion para determinar las causas de las
diferencias de metilacion detectadas y si la metilacion diferencial en el ADN de
leucocitos de pacientes con cancer de mama y melanoma esporadico puede ser validado

como herramienta de tamizaje o diagnéstica en nuestra poblacion.

También seria importante evaluar si pacientes con lesiones precancerosas 0
benignas exhiben patrones de metilacion similares a los descritos tanto a nivel global

como sitio-especifico en pacientes con cancer de mama y melanoma.

Debido a que la metilacion del ADN se plantea como un predictor para el desarrollo
de cancer, la variabilidad epigenética observada en leucocitos implica que las
diferencias en la metilacion del ADN tanto a nivel global como secuencia especifica
colectivamente reflejan la condicién sistémica que puede favorecer el desarrollo
tumoral. En este sentido, seria de gran interés realizar un seguimiento a los individuos
por largos periodos de tiempo y ampliar el muestreo poblacional para poder evaluar la
variabilidad en la metilacion del ADN de acuerdo a diferentes tipos de cancer asi como
la capacidad de detectar la poblacién de riesgo antes de la manifestacion clinica de la
enfermedad.

En resumen, en este trabajo se describe por primera vez la busqueda de
biomarcadores epigenéticos candidatos en leucocitos de sangre periférica asociados a
tumores sélidos en la poblacion uruguaya. Confirmamos diferencias en la metilacion del
ADN entre pacientes con cancer de mama y melanoma cutineo e individuos no
afectados, y pudimos identificar un grupo de sitios CpG diferencialmente metilados que
parecen ser altamente indicativos de la presencia de cancer. La validacion de estos
resultados en un muestreo mayor e independiente en un futuro proximo, abrira las

puertas a la evaluacion de paneles de biomarcadores propios de nuestra poblacion.
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Anexos

8.1 Tablas suplementarias

Tabla Suplementaria 1. Lineas celulares comerciales utilizadas del banco de tejidos del
Programa de epigenética y biologia del cancer (PEBC) del IDIBELL.

Lineas celulares Tejido Tipo
IGR37 piel melanoma
WM155 piel melanoma
C32_TG piel melanoma
WM793 piel melanoma
IGR39 piel melanoma
Cc32 piel melanoma
WM_266 piel melanoma
UACC-257 piel melanoma
M14 piel melanoma
MALME-3M piel melanoma
UACC-62 piel melanoma
SK-MEL-28 piel melanoma
MDA-MB-435 piel melanoma
SK-MEL-2 piel melanoma
LOX_IMVI piel melanoma
SK-MEL-5 piel melanoma
ST_BRAF piel melanoma
MELST piel melanoma
STR piel melanoma
HCC-1143 mama cancer
HS_578T mama cancer
MDA-MB-231 mama cancer
MCF7 mama cancer
T-47D mama cancer
BT-549 mama cancer
MDA-MB-468 mama cancer
MDA-MB-231 mama cancer
HCC1143 mama cancer
HCC1937 mama cancer
UACC-812 mama cancer
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Tabla Suplementaria 2. Lista de marcadores informativos de ancestralidad (AIMs) utilizados
para determinar la ancestria genética individual, con la posicién cromosémica y los alelos.

AlMs Cromosoma Alelos AlIMs  Cromosoma Alelos
rs1934393 1 CIG rs879780 11 cT
rs2817611 1 AG rs948360 11 AG
rs3828121 1 CIT rs28931575 11 ALU/-
rs6684063 1 GIT rs4034627 12 CIT
rs10498255 2 CIT rs4076700 12 CIT
rs1470524 2 CIT rs4762106 12 AG
rs3860446 2 CIT rs10492585 13 CIT
rs842634 2 CIT rs2585901 13 CIT
rs868179 2 AG rs10131076 14 AG
rs1395771 3 AG rs1451928 14 GIT
rs1984473 3 CIT rs9323178 14 AG
rs6804094 3 AT rs10520678 15 CIT
rs9310888 3 AG rs9302185 15 CIT
rs1398829 4 AT rs1426654 15 AG
rs9307613 4 AT rs1004704 16 AG
rs10515535 5 AG rs10500505 16 AT
rs257748 5 AT rs30125 16 AG
rs10484578 6 AG rs3138523 16 ALU/-
rs6569792 6 AG rs4130513 16 (o72)
rs6911727 6 CIT rs10491097 17 AG
rs9320808 6 AG rs2253624 17 GIT
rs10214949 7 AG rs1013459 18 AG
rs10486576 7 CIT rs12953952 18 AG
rs4733652 8 CIT rs798887 19 AG
rs9325872 8 AG rs888861 19 AIG
rs10491654 9 CIT rs2208139 20 CIT
rs4013967 9 CIT rs708915 20 AIT
rs10508349 10 AG rs2829454 21 AIG
rs1397618 10 AT rs138022 22 AIG
rs10501474 11 CIT
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Tabla Suplementaria 3. Modelo predictivo de regresién de valores promedio de metilacion global
del ADN de acuerdo a los genotipos del rs545500 en gen MUS81.

Metilacion global (%)

Genotipo Controles Pacientes

CcC 3,556 2,437
CG 2,496 2,289
GG 2,705 2,250

Tabla Suplementaria 4. Caracteristicas epidemioldgicas y tumorales de las pacientes con
cancer de mama analizadas en la plataforma 450K HumanMethylation BeadChip.

Estadio Tipo Fumadora Periodo
ID Edad tumoral Tumor Histol?’)gico RE RP Her2 IMC (s/INO) fumadora

KP0O31 47 A infiltrante Ductal NEG POS POS > 30 Sl En el pasado
KP034 49 A infiltrante Ductal POS POS POS <25 NO Nunca
KP043 49 B infiltrante Papilar POS POS NEG > 30 NO Nunca
KP047 45 A infiltrante Ductal NEG NEG NEG > 30 NO Nunca
KPO73 68 A infiltrante Ductal POS NEG POS > 30 NO Nunca
KPO76 59 | infiltrante Ductal POS POS NEG > 30 NO Nunca
KP098 62 A infiltrante Ductal > 30 NO Nunca
KP103 58 | infiltrante Ductal POS POS NEG <25 NO Nunca
KP104 48 A infiltrante Ductal POS POS NEG <25 Sl Actual
KP111 70 NO Nunca
KP113 77 | infiltrante Ductal POS POS NEG 25-29,9 NO Nunca
KP120 52 A infiltrante Lobulillar POS NEG NEG 25-29,9 Sli Actual
KP129 73 Sl En el pasado
KP132 54 POS POS POS 25-29,9 NO Nunca
KP138 52 | infiltrante Ductal POS POS POS > 30 Sl En el pasado
KP155 58 A infiltrante Ductal Sl En el pasado
KP173 52 A infiltrante Ductal NEG NEG NEG 25-29,9 NO Nunca
KP182 67 A infiltrante Lobulillar POS POS NEG 25-29,9 NO Nunca
KP191 69 A infiltrante Ductal POS POS NEG <25 Sl En el pasado
KP202 63 A infiltrante Ductal POS POS NEG > 30 NO Nunca
KP210 63 | infiltrante Ductal NEG NEG POS <25 NO Nunca
KP214 63 A infiltrante Ductal POS NEG POS > 30 NO Nunca

KP: pacientes con cancer de mama, KC: controles no afectados, RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de
progesterona, IMC: indice de masa corporal. Los espacios en blanco significan que no se tiene el dato.
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Tabla Suplementaria 5. Caracteristicas de los tumores correspondientes a los pares de
tejidos mamarios (normal/tumoral) de pacientes con cancer de mama. TNP: Fenotipo triple

negativo, NA: sin datos.

Tejidos pareados Subtipo Grado Estadio Familiar
N1/T1 TNP 2 b No
N2/T2 Luminal A 1 lla No
N3/T3 Luminal A 1 [ No
N4/T4 Basal 2 lla No
N5/T5 Luminal B 3 Ila BRCA2 mut
N6/T6 TNP 3 lla BRCA2 mut
N7/T7 Basal 3 NA No
N8/T8 Basal NA NA No
N9/T9 Basal NA I No

N10/T10 Basal 3 I No
N11/T11 Luminal A NA b No
N12/T12 Basal 3 lla No
N13/T13 Basal 2 lla BRCA2 mut
N14/T14 Basal 3 b No
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Tabla Suplementaria 6. Comparacion de la distribucién genémica de los CpGDM con respecto
a la representacion de las CpG en la plataforma 450K HumanMethylation BeadChip. TSS1500:
regiéon a 1500 pb del sitio de inicio de la transcripcién; TSS200 regiéon a 200 pb del sitio de
inicio de la transcripcién. UTR: region no traducida

% CpG representadas
en el microarreglo

CpG

Region genomica esperadas (n)

CpGDM (n) Fisher p-valor

TSS1500 14,97 11 11,5 0,987
TSS200 11,13 8 8,6 0,988
5'UTR 11,41 8 8,8 0,983
ler exon 6,83 1 5,2 0,923
Cuerpo génico 31,61 30 24,3 0,688
3'UTR 3,44 1 2,6 0,971
Intergénica 20,59 18 15,8 0,936

Tabla Suplementaria 7. Comparacion de los perfiles de metilacién de los 77 CpGDMs en los
distintos tipos de muestras analizadas. Se indica el % de CpGDM desmetilados (media
3<0,3), hemimetilados (media B entre 0,3 y 0,7) y metilados (media > 0,7).

% de CpGDM por rango de metilacion

<0.3 0.3-0.7 >0.7

Sangre

Pacientes 6.5 57.1 36.4

Controles 5.2 55.8 39

Totales 5.2 58.4 36.4
Tejido mama

Tejidos sanos 57.1 29.9 13

Tumores primarios 49.3 36.4 14.3
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Tabla Suplementaria 8. Comparacién de los valores de metilacién de los 77 CpGDM entre
muestras de ADN de tumores primarios de mama y tejidos mamarios sanos. CHR: cromosoma.

CpPGDM ucsc Media Tejido Media Tejido Delta media Wilcoxon FDR

CHR REFGENE tumoral sano (tumoral-sano) p-valor
€g01015663 1 TCEA3 0,4470 0,3294 0,1176 0,0010
€g01229567 1 MIB2 0,2531 0,2694 -0,0164 0,2430
€g04400047 1 UBIAD1 0,1751 0,0993 0,0757 2.56e-05
€g06432479 1 TAL1 0,1328 0,1491 -0,0163 0,1130
€g10159215 1 LPPR5 0,2023 0,1574 0,0449 0,1020
€g14024502 1 MAP3K6 0,5722 0,4881 0,0841 0,0009
€g15452381 1 HIVEP3 0,7397 0,7552 -0,0155 0,4640
€g16727538 1 Clorf213 0,0591 0,0434 0,0157 0,0028
€g19246761 1 MIB2 0,1675 0,1825 -0,0151 0,1240
€g26251270 1 GPX7 0,1484 0,0499 0,0985 0,0014
€g26750487 1 CRIL 0,1844 0,1110 0,0733 0,0087
€g02537909 2 COBLL1 0,0857 0,0795 0,0063 0,2949
€g02738156 2 0,5256 0,5564 -0,0307 0,4646
€g09408768 2 KCNJ3 0,2183 0,1561 0,0623 0,0044
€g17165836 2 AFF3 0,3525 0,2267 0,1258 0,6386
€g24130711 2 CCDC85A 0,1422 0,1670 -0,0248 0,0094
€g26175971 2 CYP27A1 0,1396 0,0927 0,0469 0,0001
€g26874367 2 0,3149 0,4262 -0,1113 0,0014
€g01615258 3 0,1012 0,1674 -0,0662 2.26e-06
€g01814969 3  QARS 0,1267 0,1134 0,0133 0,0117
€g15450445 3 0,7343 0,6261 0,1081 3.31e-06
€g24840062 3 CDCP1 0,5728 0,5495 0,0233 0,3715
€g25616514 3 0,4697 0,5654 -0,0956 4.93e-05
€g03002688 4 0,7234 0,7741 -0,0507 0,0119
€g18860310 4  SLC10A6 0,3999 0,4241 -0,0242 0,3231
€g26994377 4 0,3062 0,2642 0,0421 0,2839
€g00608540 5 TRIM7 0,6270 0,6511 -0,0241 0,1248
€g01204911 5 ARHGAP26 0,7397 0,7720 -0,0323 0,0602
€g06527989 5 UNC5A 0,1532 0,0983 0,0550 0,0117
cg07475151 5 LOC100268168 0,1286 0,0822 0,0463 0,0046
€g11953913 5 Cborf32 0,7701 0,7915 -0,0213 0,0137
€g21550107 5 0,5409 0,3721 0,1688 3.31e-06
€g02174359 6 MRPS18A 0,1073 0,1038 0,0035 0,7942
€g04334016 6 CNKSR3 0,3798 0,2523 0,1274 4.96e-05
€g09639771 6 0,5994 0,6448 -0,0454 0,0087
€g02377685 7 GBX1 0,1541 0,0859 0,0682 0,0094
€g03761471 7 ZYX 0,2752 0,2054 0,0697 0,0717
€g04153882 7 WIPI2 0,8912 0,9222 -0,0310 0,2680
€g15602580 7 SDK1 0,0968 0,0775 0,0193 0,0837
€g18967180 7 DENND2A 0,1872 0,1069 0,0803 0,0029
€g21252523 7 0,6008 0,6667 -0,0659 0,0119
€g27403098 7  KIAA1908 0,4342 0,3523 0,0819 0,0005
€g14681767 8 ARHGEF10 0,1313 0,0896 0,0417 0,0025
€g17588094 8 0,7775 0,7487 0,0288 0,0770
€g05616472 9 EHMT1 0,1022 0,0883 0,0139 0,0729
©g14223444 9 TSTD2 0,3940 0,3573 0,0367 0,2067
€g01311537 10 C10orf128 0,8361 0,9221 -0,0860 1.38e-05
€g08560387 10 TSPAN14 0,5360 0,5584 -0,0224 0,4646
€g14770293 10 0,1998 0,1228 0,0770 0,0002
€g24168991 10 ITPRIP 0,7206 0,6143 0,1062 0,0002
€g03611487 11 LOC100126784 0,4983 0,4471 0,0512 0,1027
€g10141801 11 GUCY2E 0,0942 0,0774 0,0168 0,0008
€g13100962 11 0,3106 0,1414 0,1692 7.85e-06
cg17679104 11 STK33 0,2364 0,1590 0,0775 0,6457
€g22623080 11  AMOTL1 0,1180 0,0865 0,0315 0,0090
€g23460961 11 0,4496 0,5994 -0,1498 0,0001
€g04890607 12 HMGA2 0,6053 0,6526 -0,0472 0,3779
€g27292547 12 0,6016 0,6440 -0,0424 0,7645
€g11398020 13 KLF5 0,0799 0,0509 0,0290 0,0061
€g01972418 14 PAX9 0,3000 0,2011 0,0989 0,0837
€g18581173 15 CT62 0,2023 0,2606 -0,0583 3.45e-05
€g20172862 15 0,0598 0,0572 0,0026 0,7645
€g24359188 15 BUB1B 0,1917 0,1489 0,0427 0,0004
€g26568226 15 CYFIP1 0,8389 0,8959 -0,0570 0,0201
€g04470044 16 WFDC1 0,5511 0,5362 0,0149 0,3714
€g10155261 16 0,1138 0,1161 -0,0023 0,4646
€g26591162 16 SRL 0,7486 0,7025 0,0462 0,0094
cg07777703 17 TUBG2 0,1734 0,1219 0,0515 7.85e-06
cg07848706 17 0,1061 0,1171 -0,0110 0,5149
€g08960549 17 0,5824 0,7393 -0,1569 5.29e-05
€g09580608 17 GNA13 0,0750 0,0777 -0,0027 0,8761
€g22163463 17 PITPNM3 0,3987 0,4058 -0,0071 0,6528
€g01823541 19 GNG7 0,1044 0,0886 0,0157 0,0117
€g03363633 19 TYROBP 0,4796 0,4886 -0,0090 0,7645
€g22313519 19 KIAA1683 0,3069 0,1439 0,1630 3.31e-06
€g20477147 20 0,2508 0,2258 0,0250 0,5078
€g26468205 20 PCMTD2 0,0347 0,0327 0,0019 0,7878
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Tabla Suplementaria 9. Caracteristicas asociadas a los criterios de seleccion establecidos de
los CpGDM candidatos. TP: tumor primario, TNM: tumor normal de mama. Las X indican
cumplimiento del criterio. Las flechas indican disminucién del nivel evaluado. *algunas
publicaciones lo asocian a progresion en melanoma cutaneo.

CpGDM candidatas

cg01229567 ¢g19246761 ¢gl14024502 Q26568226

Ubicacién cromos6mica
UCSC REFGENE
Contexto génico

Gen asociados a cancer
Abeta >10%

CpG hipermetilada

Expresion diferencial en PBMC
(cancer de mama vs sanos)

Metilacién diferencial (TP vs TNM)
Expresién diferencial (TP vs TNM)

1p36.33 1p36.33 1p36.11 15g11.2
MIB2 MiB2 MAP3K6 CYFIP1
promotor promotor promotor 5"UTR
melanoma* melanoma* mama mama
X X
X
X! X! Xl
X X
X X X!
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8.2 Figuras suplementarias

Figura suplementaria 1. Agrupamiento jerarquico basado en los valores de metilacion de los
77 CpGDM de muestras de tumores primarios mamarios (TP) y tejidos mamarios sanos
(TMN). Se utilizé el método de aglomeracion “completo” usando distancias “euclidianas”. Los
CpGDM fueron ordenados por la diferencia de las medias de los valores betas entre tejidos
tumorales y tejidos sanos. El nivel de metilacion de los CpGDM esta codificado en colores
(verde: menor nivel de metilacion; rojo: mayor nivel de metilacién). Los circulos azules
identifican muestras de tejido mamario sano dentro del cluster de tejidos tumoral.
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Figura suplementaria 2. Secuenciacion con bisulfito de los clones individuales a las regiones
flanqueantes al sitio CpG evaluado por la sonda cg14024502 en el gen MAP3K6. Cada
cuadrado corresponde a un sitio CpG en el fragmento amplificado. KC: controles; KP:
pacientes. Cuadrados oscuros: metilados; cuadrados blancos: no metilados. Se indica el
promedio de metilacion de la regidén evaluada en cada individuo.
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Figura suplementaria 3. Secuenciacion con bisulfito de los clones individuales a las
regiones flanqueantes a los sitios CpGs evaluados por las sondas cgl19246761 y
€g01229567 en el gen MIB2. Cada cuadrado corresponde a un sitio CpG en el fragmento
amplificado. KC: controles; KP: pacientes. Cuadrados oscuros: metilados; cuadrados
blancos: no metilados. Se indica el promedio de metilacion de la regién evaluada en cada
individuo.
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