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Introduccioén. La cadherina E (CDH1) cumple un papel importante en la transicion epitelio-mesénquima
y esta relacionada con la invasion y las metastasis en varios tipos de carcinomas. Sin embargo, el efecto
de las mutaciones y ‘epimutaciones’ germinales en la propensién al cancer de mama no es claro.
Objetivo. Evaluar el polimorfismo rs5030625, los cambios en el patrén de metilacion del promotor y la
expresion en la transcripcion del gen CDH1 en pacientes con cancer de mama.

Materiales y métodos. Se tomaron muestras de sangre periférica de 102 pacientes con cancer de
mama y 102 mujeres de control. La genotipificacion del polimorfismo rs5030625 se hizo mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y andlisis de polimorfismos de longitud del fragmento de
restriccion; laPCR y el andlisis de disociacion de alta resolucion sensible a metilacion se emplearon para
determinar el estado y el nivel de metilacion del promotor del CDH1; por ultimo, el nivel de expresion en
la transcripcién del CDH1 se evalu6 mediante PCR cuantitativa con transcripcion inversa.
Resultados. Los resultados no evidenciaron asociacion entre el polimorfismo rs5030625 y el cancer de
mama. Se encontraron perfiles aberrantes de metilacion del promotor del CDH1 en las pacientes con
cancer de mama relacionados con las primeras etapas de desarrollo del cancer. La disminucién de la
expresion del CDH1 se asocid con la presencia de metéstasis y el estado de metilacién del promotor.
Conclusion. Las alteraciones en el CDHL1 se asociaron con la invasion y las metastasis en el cancer
de mama. Se proporciond evidencia adicional sobre la relevancia del CDH1 en el desarrollo y la
progresion del cancer de mama.

Palabras clave: neoplasias de la mama/genética; cadherinas; reaccion en cadena de la polimerasa;
polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion; reaccion en cadena de la polimerasa de
transcriptasa inversa.
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Effect of genetics, epigenetics and variations in the transcriptional expression of cadherin—E in
breast cancer susceptibility

Introduction: Cadherin-E (CDH1) is an important regulator of epithelial-mesenchymal transition,
invasion and metastasis in many carcinomas. However, germinal epimutations and mutations effect in
breast cancer susceptibility is not clear.

Objective: To evaluate rs334558 polymorphism, promoter methylation status and CDH1 expression
profile in breast cancer patients.

Materials and methods: We collected peripheral blood samples from 102 breast cancer patients and
102 healthy subjects. The identification of rs334558 polymorphism was performed using PCR-RFLP,
while methylation-specific PCR (MSP) and methylation-sensitive high-resolution melting (MS-HRM)
were used to explore CDH1 methylation status; finally, CDH1 transcriptional expression profile was
evaluated using RT-gPCR.

Results: We found no association between rs334558 polymorphism and breast cancer. Aberrant
promoter methylation profile was found in breast cancer patients and it was related with early cancer
stages. CDH1 down-regulation was significantly associated with metastasis and promoter methylation.

Contribucién de los autores:

Andrés Felipe Aristizdbal-Pachén: recoleccion de muestras, datos clinicos y de histopatologia, ejecucion de experimentos y
andlisis de datos

Los dos autores participaron en la concepcioén del estudio, el disefio de los experimentos y en la escritura del articulo.
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Conclusion: CDH1 alterations were associated with invasion and metastasis in breast cancer. Our
results offer further evidence of CDH1 relevance in breast cancer development and progression.

Key words: Breast neoplasms/genetics; cadherins; polymerase chain reaction; restriction fragment
length polymorphism; reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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La cadherina E es una glucoproteina de trans-
membrana codificada por el gen de la cadherina
(CDH1) localizado en el cromosoma 16g22.1; es la
proteina de adhesion mas importante del epitelio y
hace parte del tipo | de las cadherinas “clasicas”. Es
responsable por las uniones celulares dependientes
de Ca?, de la via de adhesién celular homofilica,
del desarrollo de la polaridad normal del epitelio
y de la arquitectura del tejido (1,2). Ademas, une
el entorno extracelular con el citoesqueleto v,
mediante su dominio intracelular, hace parte de
las vias de sefializacion celular con las cateninas,
particularmente la p120, la alfa y la beta (3,4).

La cadherina E contiene un solo dominio transmem-
brana, cinco dominios extracelulares, de los cuales
el mas préximo a la membrana se caracteriza
por presentar cuatro cisteinas conservadas que
estabilizan la formacion de un fuerte contacto celular
mediante enlaces disulfuro, y un dominio citoplas-
mico que puede dividirse en dos subdominios: uno
conservado proximal, generalmente denominado
dominio yuxtamembrana, y el otro, el dominio de
union a beta catenina (5). ElI dominio citoplasmico
se une a las cateninas (6). La catenina alfa es una
proteina homologa a la vinculina que se une a la
actina. Las interacciones de la cadherina E y la
catenina alfa forman la regién adherente; estas
interacciones son mediadas por la catenina beta,
la cual actiia como un adaptador entre ellas (7).

La pérdida de la funcion adhesiva de la cadherina
E es un paso critico en la progresion de las células
epiteliales hacia un fenotipo méas agresivo. La
cadherina E se reconoce ampliamente como un
gen supresor de factores de invasion, ya que su
inactivacion o la diminucion de su funcién debido
a mutaciones, deleciones alélicas o alteraciones
epigenéticas (por ejemplo, la hipermetilacion del
promotor), se asocian con la transicion epitelio-
mesénquima, lo que conlleva una mayor agresividad

Correspondencia:

Andrés Felipe Aristizabal-Pachon, Departamento de Genética,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidad de Séo
Paulo, Avenida Bandeirantes, 3900, 14049-900 Ribeirdo Preto,
Séo Paulo, Brasil

Teléfono: (5516) 2101-9368; fax: (5516) 3315-3761
sagipe07@gmail.com y afaristizabal@udca.edu.co

Recibido: 23/11/15; aceptado: 03/05/16

594

del tumor y un mayor potencial metastasico. La
funcién de la cadherina E se pierde frecuentemente
durante el desarrollo del cancer epitelial humano
(8); ademas, se asocia con la diferenciacion y la
invasion del tumor, y la metastasis en ganglios
linfaticos (2,9). Las alteraciones genéticas y epige-
néticas, y los cambios en el nivel de transcripcién
de la cadherina E, se han asociado con el desarrollo
del cancer de mama (10-13), pero dichos resultados
no son concluyentes y, en algunos casos han sido
contradictorios.

El cancer de mama se cuenta entre las enfer-
medades mas comunes en las mujeres de todo
el mundo; aproximadamente, 23 % de todos los
casos diagnosticados de cancer se relacionan
con la mama. En 2012, su incidencia anual era de
1.677 millones de casos nuevos y 522.000 muertes
(14,15). En Brasil, el cancer de mama ha sido una
de las principales causas de muerte desde 1979
(16,17), con 57.120 casos nuevos en el 2014, y un
riesgo estimado de 56,1 casos por cada 100.000
mujeres; es el mas comun en la poblacion femenina
y representa el 20,8 % de todos los tipos de cancer
diagnosticados en las mujeres. Este cancer es la
séptima causa de muerte en Brasil, después de
las enfermedades cerebrovasculares y la diabetes,
supera los otros tipos de cancer y fue la causa de
muerte de 13.345 pacientes en el 2012 (17).

En este contexto, la importancia de una mejor
compresién de los mecanismos moleculares invo-
lucrados en el desarrollo y la progresion del cancer
de mama es evidente, ya que contribuye a mejorar
el diagnéstico y el prondéstico en términos de tiempo
y seguridad.

El objetivo del presente estudio fue evaluar
la asociacion de las alteraciones genéticas y
epigenéticas, y los cambios en la expresién en
la transcripcion del CDH1, con el desarrollo del
cancer de mama en un grupo de casos y un grupo
de control.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

Se tomaron muestras de sangre periférica de 204
mujeres de los hospitales Santa Casa y Hospital
de las Clinicas de la ciudad de Ribeirdo Preto (SP),
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Brasil. Del total, 102 correspondieron a pacientes
con cancer de mama sin importar su edad o la
etapa de la enfermedad. La informacién sobre
el estado de los receptores hormonales, el tipo
histolégico, la edad en el momento del diagndstico
y el estadio segun el método de estadificacion
TNM se obtuvieron de la historia clinica de cada
paciente (cuadro 1). El grupo de control estuvo
conformado por 102 mujeres sanas, sin historia
familiar de cancer. La informacidn sobre el nimero
de gestaciones, la edad de la menopausia y la
menarquia, el tabaquismo, el uso de anticonceptivos
y el tratamiento de reemplazo hormonal, se recopilo
mediante un cuestionario especifico (cuadro 2).

Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN gendmico de cada muestra con el
kit de purificacion Wizard Genomic DNA (Promega,
Madison, WI, USA), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Cada muestra extraida se cuantificd
por espectrofotometria en el equipo NanoVue (GE,
Fairfield, CT, USA). Se evaluaron la pureza con
las razones 260/230 y 260/280, y la integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de las pacientes con cancer
de mama y las del grupo de control

Cadherina E y propension al cancer de mama
Genotipificacion

La region promotora del gen CDH1 presenta
el polimorfismo de un solo nucledtido (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) rs5030625, el
cual se evalué mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y andlisis de polimorfismos de
longitud del fragmento de restriccion (Restriction
Fragment Length Polymorphism, RFLP), usando
iniciadores que amplifican regiones especificas
del promotor del CDH1.

Las secuencias de los iniciadores se presentan
en el cuadro 3. La PCR se hizo en un volumen
total de 20 ul que contenian 100 ng de ADN
gendmico, 10 pmol de cada iniciador, 4 nmol de
cada dNTP (GE, Fairfield, CT, USA), 2 mM de MgCI2
y 1 U de Taq polimerasa Platinum en solucién
tampén 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Las condiciones de la amplificacion fueron las
siguientes: un ciclo a 95 °C durante dos minutos,
seguido de 35 ciclos a 94 °C durante un minuto,
a 64 °C durante un minuto y a 72 °C durante
un minuto, finalizando con uno a 72 °C durante
cinco minutos.

Cuadro 2. Caracteristicas clinicas del grupo de pacientes con
cancer de mama (N=102)

PCM Controles p
(N=102) (N=102)
n % n %
o . 58,16 £ 53,51 + a
Edad (afios) (media + DE) 12,83 1152 0,407
Fumadores
Si 23 225 24 235 0,868°
No 79 775 78 76,5
Edad de menarquia©
<13 71 696 78 765 0,269°
>13 31 304 24 235
Estado de menopausia
Si 86 76,1 75 82,4 0,059°
No 16 239 27 17,6
ACO
Si 39 38,2 57 545 0,012°
No 63 61,8 45 455
TRH
Si 22 21,6 17 16,7 0,373°"
No 80 784 85 833
Gestaciones®
<30 32 31,4 46 451 0,075°
>30 50 49,0 35 343
Nulipara 20 196 21 20,6

PCM: pacientes con cancer de mama

¢ edad en afios

ACO: anticonceptivos orales; TRH: tratamiento de reemplazo hormonal
Los valores de p se calcularon mediante: #, test de t de Student y *, test
de ji al cuadrado; los valores de p<0,05 se consideraron significativos
y se destacan en negrilla.

Variable n (%)
Tipo histolégico

CDI 80 (78,4)

Otros 22 (19,6)
Grado del tumor

| 33(32,3)

Il 40 (39,2)

I 18 (17,7)

v 11 (10,8)
Tamafo del tumor

T1 45 (44,1)

T2 40 (39,2)

T3 17 (16,7)
Estado de ganglios linfaticos

Positivo 57 (36,7)

Negativo 48 (47,1)
Estado del receptor de estrogeno

Positivo 90 (88,2)

Negativo 9 (8,8)

Sin informacién 3 (2,9
Estado del receptor de progesterona

Positivo 84 (82,4)

Negativo 15 (14,7)

Sin informacién 3 (2,9
Estado de HER2/neu

Positivo 22 (21,6)

Negativo 69 (67,6)

Sin informacién 11 (10,8)

CDI: carcinoma ductal invasivo; HER2neu: receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano
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Cuadro 3. Secuencias de los iniciadores y tamafio de los productos de amplificacion para la evaluacion del polimorfismo rs5030625

y el estado de metilacion del gen CDH1

Secuencia Producto

Reaccion en cadena de la polimerasa y andlisis de polimorfismos de longitud del fragmento de restriccion (PCR-RFLP)

rs5030625 F —-5-CCCCGACTTGTCTCTCTAC - 3 448 — pb
R —5'- GGCCACAGCCAATCAGCA -3’

PCR especifica para metilacién (MSP)

Metilado F—-5"- TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT - 3’ 115 - pb
R —5'- TAACTAAAAATTCACCTACCGAC - 3'

No metilado F-5-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATIGT - 3' 97 —pb
R —5'- CACAACCAATCAACAACACA - 3

MS-HRM
F -5 - GAGTTTGCGGAAGTTAGTTTAGATTTTAG - 3
R —5'- CGACTCCAAAAACCCATAACTAACC -3

Control de conversion

Beta actina F—-5'- TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT - 3' 133 -pb

R - 5'- AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA - 3

Las diferencias entre las secuencias de los iniciadores y del ADN modificado se muestran en negrilla. Las diferencias entre las secuencias metiladas
y no metiladas estan subrayadas. F: iniciador directo; R: iniciador inverso; pb: pares de bases

El producto amplificado fue de 447 pb y su diges-
tion se hizo con la enzima de restriccion Banll
(Fermentas, Waltham, MA, USA), la cual hace cortes
en dos posiciones en ausencia del polimorfismo,
generando tres fragmentos de 263, 116 y 68 pb, y
un corte en presencia del polimorfismo, generando
dos fragmentos de 331y 116 pb. Los productos de
la PCR y del analisis de RFLP se visualizaron en
gel de agarosa al 2,5 %.

Conversion con bisulfuro

El ADN extraido se sometid a conversion de las
citosinas no metiladas en uracilos con el estuche
Cells-to-CpG™ Bisulfite Conversion Kit (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA), aplicando el
siguiente protocolo. EI ADN se someti6é a desna-
turalizacion y se mezcld con bisulfito de sodio, y
después, a ciclos a temperaturas de 95 °Cy 65 °C
durante dos horas, lo cual permitié que el grupo
amino (-NH,) de todas las citosinas se convirtiera
en grupo cetona (=0) vy, asi, las primeras se
convirtieran en uracilos; solo las 5’metilcitosinas
no se convirtieron por interferencia electrénica del
grupo metilo. Por ultimo, la muestra de ADN se
purificd en columnas de separacion para retirar
la sal y el bisulfito. Como control positivo de la
conversion, se amplificé un fragmento de 133 pb
del gen de la beta actina usando un conjunto de
iniciadores especificos para ADN modificado, los
cuales amplifican independientemente del estado
de metilacién de la muestra.

PCR especifica para metilacion (MSP)

Para evaluar el estado de la metilacion del gen
CDHL1, se analizaron cinco islas CpG de la region
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promotora en las posiciones 913, 852, 846, 838 y
836. Esta region especifica se amplifico dos veces
mediante PCR convencional usando iniciadores
especificos para las islas CpG metiladas y las no
metiladas, segin descripcién previa (18).

Las secuencias de los iniciadores se presentan en
el cuadro 3. La PCR se hizo en un volumen total
de 20 pl que contenian 100 ng de ADN convertido
con bisulfito, 0,5 uM de cada iniciador, 0,2 mM de
la mezcla de los ANTP (GE, Fairfield, CT, USA),
2 mM de cloruro de magnesio y 1 U de Taq poli-
merasa Platinum en solucién tampdén 1X (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Como control positivo de
la amplificacién del estado metilado y del no
metilado, se hizo una reaccion usando el estuche
Cells-to-CpG™ Methylated & Unmethylated gDNA
Control Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) para cada conjunto de iniciadores, en
las siguientes condiciones: 95 °C durante 10
minutos, seguido de 40 ciclos a 94 °C durante 30
segundos, 57 °C y 53 °C (metilado y no metilado,
respectivamente) durante 30 segundos y 72 °C
durante 30 segundos, finalizando con 72 °C durante
10 minutos.

Andlisis de la disociacién de alta resoluciéon
sensible a la metilacion

La disociacion de alta resolucién sensible a la
metilacion (Methylation-Sensitive High Resolution
Melting, MS-HRM) se hizo para semicuantificar el
grado de metilacion del promotor del CDH1. Se
disefiaron iniciadores especificos para la region
promotora del CDH1, usando el programa Methyl
Primer Express™ (Applied Biosystems, Carlsbad,
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CA, USA), cuyas secuencias se presentan en el
cuadro 3. La disociacion se hizo en un volumen
final de 20 pl, usando la mezcla MeltDoctor™ HRM
Master Mix 1X (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA), 0,5 uM de cada iniciador y 80 ng de
ADN convertido con bisulfito en las siguientes
condiciones: un ciclo de 10 minutos a 95 °C, 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C y uno de un minuto
a 60 °C. Por ultimo, el analisis de disociacion de
alta resolucién se hizo a partir de 60 °C durante un
minuto, con aumento progresivo de temperatura
de 0,3 % cada 15 segundos hasta alcanzar los
95 °C. Se utilizaron diluciones del estuche Cells-to-
CpG™ Methylated & Unmethylated gDNA Control
Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) para
elaborar las curvas de los patrones de metilacién
a 100, 10,5,2,1y 0 %.

Todos los experimentos se hicieron en el equipo
Applied Biosystems Step One plus Real-Time PCR
System. Con la comparacién de las curvas de
los patrones de metilacion mediante el programa
HRM™ v3.0.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), se determind el porcentaje de metilacion de
las regiones promotoras del gen CDHL1 en el grupo
de estudio.

Extraccion de ARN

En cada muestra de sangre se separaron las
células mononucleares (Peripheral Blood Mono
nuclear Cell, PBMC) con el medio Histopaque
1077 (St. Louis, MO, USA). ElI ARN total se
extrajo usando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Las muestras de ARN se cuantificaron
en el equipo NanoVue (GE, Fairfield, CT, USA).
Las razones 260 a 230 y 260 a 280 sirvieron
para determinar la pureza, y la integridad de las
moléculas se evalué con la inmunoprecipitacion
de cromatina (ChIP) del estuche RNA 6000 Nano
Kit en un bioanalizador 2100 (Agilent, Santa Clara,
CA, USA).

PCR cuantitativa en tiempo real

El ARN fue convertido en ADN complemen-
tario usando ADNasa | y transcriptasa inversa
(SuperSript 1ll Transcriptase Reverse, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). La expresion génica se evalué
cuantitativamente usando la mezcla Tagman
Universal PCR Master Mix y las sondas Tagman
predisefiadas del CDH1 (Hs00254446 _m1l), y
del GAPDH (Hs02758991_g1) usado como gen
constitutivo, (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), segun el protocolo del proveedor.

Cadherina E y propension al cancer de mama

Todos los experimentos se hicieron en el equipo
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
y se analizaron con el programa DataAssist
v3.01™. El nivel de expresion de la transcripcion
(Fold change, FC) se calculdé con la ecuacion
FC=2¢ segun recomendacion de Schmittgen,
et al. (19), comparando el grupo de casos con el
de control. Cada experimento se hizo por triplicado
con cada muestra.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa estadistico
SPSS®, version 22 para Windows (Chicago, IL,
USA). Las pruebas t de Student y U de Mann-
Whitney se usaron para comparar los datos de
expresion génica entre los grupos. La regresién
logistica incondicional se usé para calcular la razén
de probabilidades (odds ratio, OR), con un intervalo
de confianza de 95 % (IC,,, ), de la relacion de los
genotipos con el cancer de mama.

Para evaluar la relaciéon de los genotipos y los
perfiles de metilacién con las caracteristicas histo-
patolégicas, se hicieron la prueba de ji al cuadrado
y la exacta de Fisher, en tanto que, con el andlisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de Kruskal-Wallis,
se hizo el analisis multivariado. Los valores de
probabilidad (p) menores de 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Para el analisis de los resultados de expresion
génica, el valor de p se ajustd mediante el método
de Benjamini-Hochberg para establecer la tasa de
falsos descubiertos.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos de este estudio fueron
aprobados por el Comité Nacional de Etica em
Pesquisa, bajo el nimero de aprobacion CAAE:
01779812.9.0000.5440, y por el Comité de Etica
en Investigacion del Hospital das Clinicas de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sao
Paulo. El consentimiento informado fue firmado
por todos los participantes en el estudio.

Resultados

Asociacion del polimorfismo rs5030625 y el
riesgo de cancer de mama

La variante rs5030625 del gen CDH1 se analiz6
en 102 pacientes con cancer de mama y en 102
mujeres sanas que hacian parte del grupo de
control. Las frecuencias genotipicas se calcularon y
se comprob6 si se mantenia el equilibrio de Hardy-
Weimberg (p>0,05), con lo cual se evidencio la falta

597



Aristizabal-Pachon AF, Satie-Takahashi C

de estratificacion poblacional. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de los genotipos G/G, G/IGA y GA/GA
entre el grupo de pacientes y el grupo de control
(x?=0,329; gl=2; p=0,848). El andlisis de asociacién
hecho mediante regresion logistica incondicional
para evaluar el posible efecto de la variante en el
riesgo de desarrollar cancer de mama, indicé que
no hubo asociacion significativa entre la presencia
del polimorfismo y el desarrollo de la enfermedad.
En cuanto a las otras variables y factores de riesgo
analizados en este estudio, ho se encontraron
diferencias significativas en la distribucion de las
frecuencias genotipicas entre el grupo de casos y
el de control.

Estado de la metilacidn de las islas CpG en las
regiones promotoras del CDH1 y el desarrollo
del cancer de mama

El estado de la metilacion de las islas CpG de la
region promotora del gen CDH1 se evalué mediante
PCR especifica para metilacion (Methylation-
Specific PCR, MSP) y MS-HRM. Los resultados
obtenidos evidenciaron la existencia de perfiles de
metilacion aberrantes en el promotor del CDH1.
Segun el andlisis por MSP del grupo de casos,
en 59 (57,8 %) pacientes se encontré el promotor
metilado. Debe resaltarse que no se observd
meti-lacion del promotor en los individuos del
grupo de control. Después del analisis mediante
MSP, las muestras se sometieron a MS-HRM
para semicuantificar su nivel de metilacion, y se
comprobd6 de nuevo que en el grupo de control no
hubo metilacion (0 %) en la regién promotora del
CDH1. Con respecto al grupo de casos, el andlisis
de MS-HRM mostro niveles de metilacién inferiores
al 1 % en los individuos que habian presentado el
promotor metilado en la MSP.

En cuanto a los otros factores de riesgo consi-
derados en el estudio, como la edad de la
menarquia, la edad de la menopausia, la edad y el
numero de gestaciones, el uso de anticonceptivos
y el tratamiento de reemplazo hormonal, no
hubo asociacion de ninguno de ellos con el pefrfil
aberrante de metilacién (p>0,05).

Con respecto a las caracteristicas clinico-patoldgicas
del tumor, el estado de metilacion del promotor
del CDH1 presento6 diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la edad en el momento
del diagnéstico (y3%=12,57; gl=1; p<0,001). Se encon-
traron resultados similares en relacion con el tipo
histolégico, el tamafio del tumor y la presencia de
metéstasis (x?=14,185; gl=1; p<0,001; %?=13,123;

598

Biomédica 2016;36:593-602

gl=1; p<0,001, y %2=7,954; gl=1; p=0,005, res-
pectivamente). En el cuadro 4 se resumen los
resultados obtenidos y su distribucion segun
las caracteristicas clinico-patolégicas del tumor.
Cabe resaltar la tendencia del estado de la
metilacién con respecto a la progresion del cancer.
El porcentaje de pacientes que no presentaban
metilacion del promotor del CDH1 fue mayor en
aquellos individuos con etapas méas avanzadas de
la enfermedad (tumor de mayor tamafio y grado,
y metéastasis).

Los resultados del estado de la metilacion se
analizaron en relacién con la variante rs5030625
y no se encontraron diferencias en la distribucion
de los genotipos en cuanto al estado de la
metilacion del promotor del CDH1 (¢?=0,930; gl=2;
p=0,628). De igual manera, se encontré metilacion

Cuadro 4. Estado de metilacion de las regiones promotoras del
gen CDHL1 en el grupo de estudio

U (%) M (%) p
Todos
Control 102 (100) 0 (0,0) <0,001
PCM 43 (42,16) 59 (57,84)
<60 afios
Control 38 (48,7) 37 (47,4) 0,002
BC 11 (23,4) 36 (76,6)
>60 afos
Control 6 (25,0) 18 (75,0) 0,007
BC 32 (58,2) 23 (41,8)
Tipo histolégico
CDI 26 (32,5) 54 (67,5) <0,001
Otros 17 (77,3) 5(22,7)
Grado del tumor
I+I1 27 (37,0) 46 (63,0) 0,093
H+1V 16 (55,2) 13 (44,8)
Tamafio del tumoral
T1 10 (22,2) 35(77.8) <0,001
T2+T3 33 (57,9) 24 (42,1)
Estado de ganglios
linfaticos
Positivo 22 (38,6) 35(61,4) 0,412
Negativo 21 (46,7) 24 (53,3)
Metastasis
Positivo 34 (37,4) 57 (62,6) 0,005
Negativo 9 (81,8) 2 (18,2)
Estado del receptor
hormonal
RE+ 40 (44,4) 50 (55,6) 0,728
RE- 3 (33,3) 6 (66,7)
RP+ 39 (46,4) 45 (53,6) 0,155
RP- 4 (26,7) 11 (73,3)
HER- 29 (42,0) 40 (58,0) 0,926
HER+ 9 (40,9) 13 (59,1)

PCM: pacientes con cancer de mama; U: promotor no metilado; M:
promotor metilado; CDI: carcinoma ductal invasivo; RE: receptor de
estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER: receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; +: positivo; -: negativo

El valor de p<0,05 se considero significativo y se destaca en negrilla.
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del promotor en 42 de las 71 (59,2 %) pacientes
homocigotas para el alelo silvestre, en 14 de
las 27 (51,9 %) pacientes heterocigotas y en dos
de las cuatro (50 %) pacientes homocigotas para
la variante.

Perfil de expresion génicadel CDH1y su relacion
con el riesgo de cancer de mama

La expresion génica del CDH1 se evalud en todos
los individuos que participaron en el estudio.
Los resultados evidenciaron que en el grupo de
pacientes con cancer de mama habia una leve
disminucién de la expresion génica del CDH1, en
comparacion con el grupo de control; sin embargo,
esta no fue estadisticamente significativa (log2
fold change=— 0,168 + 0,13; p=0,506). En cuanto
a las caracteristicas histopatolégicas del tumor, la
presencia de metastasis distales se correlacion6
con alteraciones en la expresién génica del
CDH1 (figura 1). Los resultados mostraron una
disminucién estadisticamente significativa en las
pacientes que presentaban metastasis distales,
en comparacién con aquellas que no la presen-
taban (p=0,002). Otras caracteristicas tumorales
y el estado de los receptores hormonales de
estrégeno, de progesterona y del receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (Human
Epidermal Growth Factor Receptor, HER2), no
mostraron influencias significativas en la distribu-
cion de los resultados.

Con respecto a la variante rs5030625, los analisis
no mostraron asociacion entre los genotipos y los
cambios en la expresion génica del CDH1, ni en el
grupo de casos ni en el de control. Por Gltimo, los
andalisis del estado de la metilacion del promotor del
CDH1 revelaron una disminucion significativa en
la expresién génica del CDH1 en cuanto al estado
de la metilaciéon del promotor (p=0,004), como se
muestra en la figura 2.

Discusidn

La cadherina E tiene un papel importante en la
regulacion de las concentraciones citoplasmaticas
de la beta catenina. En este estudio se analizé
la variante rs5030625 localizada en la region
promotora del gen CDHL1. Este polimorfismo es una
insercién del nucledtido adenina (A) en la posicion
347 de la secuencia promotora. Los SNP en la
region promotora pueden modular la eficiencia
de la transcripcion del gen y su funcion; Shin, et
al., en lineas celulares especificas, demostraron
gue el polimorfismo rs5030625 presenta un efecto
significativo en la actividad en la transcripcion, ya

Cadherina E y propension al cancer de mama

que en la proximidad del promotor se encuentran
dos cajas E, una caja CAAT y una caja rica en G-C
con sitio de unién en el factor de transcripcion SP1,
el cual interacttia con varios elementos reguladores
gue controlan la expresién especifica del epitelio
del CDH1 (20).

Hasta donde se pudo constatar, esta es la primera
vez que la variante rs5030625 se estudia en
poblacién brasilera. Estos resultados no mostraron
asociacion significativa entre la presencia del
polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de
mama; tampoco se encontré asociacion con los
cambios en el nivel de expresion de la transcripcién
del gen. Tipirisetti, et al., evaluaron este mismo
polimorfismo en las células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con cancer de mama
en poblacion de la India y no encontraron asociacién
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Figura 1. Nivel de expresion en la transcripcion relativa del
gen CDH1 en el grupo de pacientes con cancer de mama
estratificadas segun la presencia de metastasis

*Diferencias estadisticamente significativas: p<0,05
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de esta variante con el riesgo de desarrollar cancer
de mama, lo cual coincide con los resultados de
este estudio (10). En algunos estudios se ha
analizado la relacién de otro polimorfismo en esta
region del CDH1, la variante —160A, con el riesgo de
desarrollar cancer de mama y no se ha encontrado
asociacion (21,22), mientras que en algunos otros
estudios, se encontré6 un aumento significativo
del riesgo de desarrollar este cancer (10,23). Los
resultados concernientes al efecto de las variables
en la regién promotora del CDH1 y su asociacion
con el cancer de mama no fueron suficientemente
claros, por lo que es necesario determinar el efecto
real de estas mutaciones en el funcionamiento
de la proteina. Contrario a lo observado en este
estudio, en varias investigaciones se ha asociado
el polimorfismo rs5030625 con la endometriosis
(24,25) y el cancer colorrectal en poblacion china
(2), con una mayor agresividad del adenocarci-
noma esofagico en poblacion holandesa (26) y, del
cancer gastrico familiar, en Corea del Sur (20,27),
resultados que indican la importancia de estudiar
estos polimorfismos en diferentes poblaciones, pues
la variabilidad genética puede influir en su efecto
en la propension individual a desarrollar cancer.

El gen CDH1 frecuentemente se encuentra en
estado de metilacién en el tejido tumoral en el cancer
de la mama, mas no en el tejido mamario normal
(13). Los resultados que se presentan revelaron un
estado aberrante de metilacion en el promotor del
gen CDH1, y en el analisis mediante MS-HRM se
determind un porcentaje de metilacion bajo (inferior
a 1 %), pero diferente en casos y controles, lo
cual evidenci6 que los niveles de metilacion de los
promotores especificos en las PBMC de mujeres
con cancer de mama eran moderadamente mayores
que los de las mujeres sanas, y que podrian
servir de base para el desarrollo de marcadores
especificos de diagnéstico de esta enfermedad. En
este mismo sentido, Sebova, et al., encontraron
el promotor del CDH1 en estado de metilacion en
la sangre periférica de 20 de 92 pacientes con
cancer de mama.

Al igual que en este estudio, el promotor metilado
del CDH1 no se encontré en el grupo de control,
y no se asocidé con ninguna caracteristica histo-
patoloégica del tumor (28). Contrario a lo aqui
reportado, en los estudios de Sturgeon, et al., y de
Zmetakova, et al., no se asoci6 la metilacion del
promotor del CDH1 con el cancer de mama (29,30).
En cuanto a las caracteristicas histopatoldgicas
del tumor, se observé una asociacion entre el
estado de la metilacion del promotor y los estados
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iniciales del tumor, caracterizados por ausencia de
metastasis y un menor tamafio del tumor, lo cual
evidenciaria la necesidad de la célula maligna de
inactivar la cadherina E en las primeras fases del
proceso de carcinogénesis. El gen CDH1 es un
importante supresor tumoral asociado previamente
con muchos tipos de cancer. En el caso del cancer
de mama, los resultados que se presentan ofrecen
evidencia adicional de que en el proceso de carci-
nogénesis ocurren epimutaciones en genes claves
del control celular, como el CDH1, que pueden
alterar la expresién en la transcripcion de sus
productos génicos y estimular la transformacioén y
aparicion del fenotipo maligno.

Existen varios estudios que sefialan el posible
papel de la metilacion constitutiva en el ADN
extraido de sangre periférica como factor de
predisposicién al cancer (31-33). Wong, et al.,
encontraron que la metilacion del promotor del gen
BRCA1 en sangre periférica era mas frecuente en
pacientes que habian desarrollado el cancer de
mama precozmente y, también, correlacionaron
estos resultados con altos niveles de metilacién del
BRCA1 en muestras de biopsia de tumores (32).

En la presente investigacion, los resultados evi-
denciaron un perfil diferencial de metilacion del
CDH1 en los grupos de estudio y se pudieron
separar con mucha especificidad los casos de
los controles; los datos sugieren la existencia
de diferencias reales, aunque pequefias, por
lo cual se precisa prestar mucha atencién y
validarlos para evitar posibles falsos positivos.
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren
gue la metilacion en sangre puede reflejar una
predisposicion al cancer. Sin embargo, dichos
cambios fueron relativamente pequefios y, ademas,
se registrd una gran superposicion entre casos
y controles, por lo cual la potencial utilidad de los
perfiles de metilacién del ADN en sangre periférica
para la detecciéon o como marcador de diagnéstico
para cancer puede ser limitada.

La expresion en la transcripcion del CDH1 mostro
una disminucion no significativa en los pacientes
con cancer de mama. En este mismo sentido,
en muchos estudios se ha encontrado una
disminucion significativa de la expresion génica del
CDHL1 en este tipo de cancer, independientemente
del tipo histolégico o molecular, lo cual sugiere
la importancia de este gen en la progresion del
cancer de mama (11,12). Con relacion a las carac-
teristicas histopatoldgicas del tumor, se encontré
una disminucion de la expresion en la transcripcion
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del CDH1 en presencia de metastasis. En este
estudio, se registré una clara diminucion de
los niveles de expresién en la transcripcion del
CDH1 en las pacientes con cancer metastasico,
lo cual concuerda con lo encontrado en estudios
anteriores, e indica la importancia de la cadherina
E en la adhesion celular y en el mantenimiento
normal del epitelio que relacionan estrechamente
esta molécula con el proceso de metastasis.
Asimismo, los altos niveles de expresion del CDH1
se relacionaron con tumores en las etapas iniciales
gue mantenian su adherencia celular y tenian
bajo poder metastasico, mientras que una menor
expresiéon se relacioné con mayores grados del
tumor, con la pérdida de la adhesién celular y con
un acentuado comportamiento invasivo (2,11,34).
Los niveles de expresion en la transcripcion del
CDH1 no se relacionaron con el estado de la
metilacion del promotor, posiblemente debido a que
otros mecanismos, como las mutaciones génicas,
la pérdida de heterocigosidad, los cambios en
la estructura de la cromatina y las alteraciones
especificas de la transcripcién, regulan la expresién
del CDH1 (11).

Puede concluirse que la cadherina E juega un papel
muy importante en el proceso de carcinogénesis,
especialmente relevante en la metastasis tumoral.
El polimorfismo rs5030625 en la regién promotora
del CDH1 no mostré asociacion con el desarrollo
del cancer de mama; sin embargo, los cambios
en los perfiles de metilacion y de expresion en la
transcripcion de este gen se relacionaron clara-
mente con caracteristicas histopatolégicas del
tumor, como la presencia de metastasis, y podrian
servir de base para el desarrollo de marcadores
especificos de diagnéstico de esta enfermedad.
Los resultados que aqui se presentan evidencian el
papel relevante de la cadherina-E en el desarrollo
y la progresién del cancer de mama.
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