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Resumen. El cáncer es un conjunto de trastornos que comparten la ca-
racterística común de un crecimiento celular descontrolado, teniendo la fa-
cultad de comenzar en las células, generando dos procesos sucesivos: el au-
mento de la proliferación celular (tumor o neoplasia) y la capacidad invasiva
de estas células, proliferando y colonizando otros tejidos (metástasis). La me-
tilación del DNA es un proceso epigenético que recurrentemente ha sido invo-
lucrado como un factor importante en la patogenia de esta enfermedad el
cual participa en la regulación de la expresión génica directamente al impedir
la unión de factores de trascripción, e indirectamente propiciando la estruc-
tura “cerrada” de la cromatina. El objetivo de este trabajo fue determinar re-
giones hipermetiladas en muestras de extendidos cromosómicos mediante la
utilización de la endonucleasa de restricción Alu I y relacionar estas regiones
con sitios de localización de genes supresores de tumores relacionados con el
cáncer de mama. Se analizaron 60 muestras de sangre periférica de mujeres
con diagnóstico de cáncer de mama a las cuales se les realizó cultivo celular;
los extendidos cromosómicos fueron teñidos con Giemsa previamente digeri-
dos con la enzima Alu I. Se observaron cromosomas con regiones centroméri-
cas y no centroméricas teñidas en el 37% de los casos, comprobándose que en
el 95,46% de los casos existen genes asociados descritos, como metilados en
cáncer de mama. Ejemplo de ellos son los localizados en los cromosomas 1q,
2q, 6q, y regiones centroméricas no teñidas usualmente como en los cromoso-
mas 3, 4, 8, 13, 14, 15, y 17. Se sugiere la importancia de esta técnica ya que
permite la visualización total del genoma, pudiendo localizar genes metilados
relacionados con cáncer de mama y, de esta manera dirigir la terapia de for-
ma específica, logrando una mejor respuesta terapéutica.
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Abstract. Cancer is a group of disorders characterized by uncontrolled
cell growth which is produced by two successive events: increased cell prolifer-
ation (tumor or neoplasia) and the invasive capacity of these cells (metasta-
sis). DNA methylation is an epigenetic process which has been involved as an
important pathogenic factor of cancer. DNA methylation participates in the
regulation of gene expression, directly, by preventing the union of transcrip-
tion factors, and indirectly, by promoting the “closed” structure of the
chromatine. The objectives of this study were to identify hypermethyled chro-
mosomal regions through the use of restriction Alu I endonuclease, and to re-
late cytogenetically these regions with tumor suppressive gene loci. Sixty pe-
ripheral blood samples of females with breast cancer were analyzed. Cell cul-
tures were performed and cytogenetic spreads, previously digested with Alu I
enzyme, were stained with Giemsa. Chromosomal centromeric and not
centromeric regions were stained in 37% of cases. About 96% of stained
hypermethyled chromosomal regions (1q, 2q, 6q) were linked with methyl-
ated genes associated with breast cancer. In addition, centromeric regions in
chromosomes 3, 4, 8, 13, 14, 15 and 17, usually unstained, were found posi-
tive to digestion with Alu I enzime and Giemsa staining. We suggest the im-
portance of this technique for the global visualization of the genome which
can find methylated genes related to breast cancer, and thus lead to a specific
therapy, and therefore a better therapeutic response.
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INTRODUCCIÓN

El cáncer de mama es la causa más co-
mún de mortalidad por cáncer en mujeres a
nivel mundial (1). En Venezuela constituye
la segunda causa de muerte por cáncer en
nuestras mujeres. (2). El cáncer de mama
al igual que muchos otros tiene un origen
multifactorial en el que intervienen, la acti-
vación de oncogenes, la inactivación de ge-
nes supresores tumorales, así como la dis-
función de los genes reparadores del DNA
(3). Sumado a las alteraciones genéticas, se
están evidenciando cambios en el DNA ge-

nómico tales como los patrones de metila-
ción anormal de citosinas que ocurren den-
tro de los dinucleótidos CpG; teniendo en
cuenta que aproximadamente el 50% de los
genes humanos presentan estos dinucleóti-
dos en sus secuencias reguladoras 5% las
cuales son conocidos como islas CpG, este
representa un fenómeno importante para la
aparición de los procesos cancerosos (4).

La detección de esta malignidad en
etapas tempranas de su desarrollo es la cla-
ve para que los tratamientos que se apli-
quen sean más eficaces. Sin embargo, un
30% de las mujeres con cáncer de mama lo-
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calizado desarrollan enfermedad metastási-
ca y, por otro lado, alrededor de 15% de los
tumores invasivos, no son diagnosticados
utilizando la mamografía, principal herra-
mienta diagnóstica para etapas iniciales
(5-6). Otras herramientas pronósticas utili-
zadas incluyen los marcadores como el CAE
y el CAE 15,30, utilizados para el monito-
reo del cáncer de mama, sin embargo hoy
en día menos utilizados por su baja sensibi-
lidad y especificidad (7-8).

Nuevas investigaciones apuntan hacia
la aparición de promotores de genes hiper-
metilados que asoman como una herra-
mienta moderna para la identificación de
marcadores genéticos que, en un futuro po-
drán ser utilizados como blancos terapéuti-
cos para la resolución de este tipo de enfer-
medad. Un ejemplo de ellos son los genes
supresores p16, APC, y el RASSF1A, en los
cuales se han encontrado frecuencias de
metilación similares entre un 40 y un 53%,
constituyéndose en un elemento importan-
te en la detección molecular de este tipo de
tumor (9-13). La metilación del DNA es el
mecanismo epigenético conocido más anti-
guo y más estable que se correlaciona con
la represión génica. Esta modificación con-
siste en la adición enzimática de un grupo
metilo al residuo de citosina de la cadena
del DNA. Esta reacción es mediada por las
DNA-metiltransferasas (DNMTs) en presen-
cia del donador de metilos (S-adenosilme-
tionina, SAM), resultando 5-metilcitosina.
En los mamíferos la metilación ocurre en
los dinucleótidos CpG (citosinas que son in-
mediátamente seguidas de una guanina).
En el genoma humano existen 2.8 × 107 di-
nucleótidos CG susceptibles de ser metila-
dos y de ellos 70-80% normalmente se en-
cuentran metilados. Fisiológicamente se
observa una densa metilación en regiones
específicas cromosómicas (secuencias repe-
titivas inter o intragénicas, satelitales y
centrosómicas) que contienen gran canti-
dad de dinucleótidos CG, mientras que la

metilación es nula en las islas de CpG (zo-
nas ricas en CG) de las secuencias de los
promotores génicos. Muchos genes pueden
ser inactivados en un solo tipo de cáncer a
través de la metilación de estos promotores
(14). La enzima ALU I es una endonucleasa
de restricción la cual reconoce las secuen-
cias ALU, estas son secuencia de DNA alta-
mente repetidas que cubren aproximada-
mente el 10% del genoma humano siendo
su distribución heterogénea; están presen-
tes en aproximadamente 300.000-600.000
copias, representando un 3%-6% del geno-
ma, encontrándose principalmente en la re-
giones promotoras de los genes relaciona-
dos con cáncer. La enzima ALU I corta el
DNA cromosómico a lo largo de los ejes. En
citogenética, en los patrones de bandeo in-
ducido por esta enzima se observa la distri-
bución de los patrones de una secuencia al-
tamente repetitiva del DNA Satélite; su si-
tio específico de reconocimiento es en las
uniones citosina-guanina (15, 16), al cortar
la enzima se visualizarían, luego de la tin-
ción bloques claros, los cuales corresponde-
rían a áreas no metiladas (17-18); Xiang y
col. en 2011, caracterizaron la metilación
de las regiones ALU de pacientes con cán-
cer gástrico, observando más del 80% de
áreas metiladas (19). Aprovechando esta
propiedad, se planteó la utilización de la
enzima ALU I, colocada sobre una lámina
portaobjeto contentivo de una muestra cro-
mosómica de pacientes con cáncer de
mama; al estar metilada, esta área se visua-
lizaría como zonas oscuras indicando la pre-
sencia de regiones hipermetiladas en el
genoma de pacientes con cáncer de mama.

MATERIALES Y MÉTODO

Se analizaron 60 muestras de sangre
periférica, de pacientes con diagnostico de
cáncer de mama, referidas del Servicio de
Oncología Quirúrgica del Servicio Autóno-
mo Hospital Universitario de Maracaibo, Ve-
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nezuela y 30 pacientes sanos como control
para el bandeo con la enzima ALU I. El pro-
yecto fue aprobado por el comité de ética
del Instituto de Investigaciones Genéticas
de la Universidad del Zulia, y se obtuvo el
consentimiento informado de cada uno de
los pacientes. La muestra utilizada fue de 2
mL de sangre periférica. Como criterio de
inclusión se estableció el que las pacientes
no hubiesen recibido quimioterapia, ni ra-
dioterapia. Las muestras de sangre periféri-
ca se procesaron para cultivo cromosómico,
siguiendo la técnica de Yunis descrita en
1981(20). Se utilizó técnica de bandeo G
(21) y con la enzima ALU I, siguiendo el
protocolo de preparación de la enzima reco-
mendado por la casa fabricante (Promega);
la técnica de bandeo utilizada para ALU I,
fue la descrita por Kaelbling y col. y Verman
y Babu en 1995 (22-23). Se analizaron 20
metafases por pacientes en ambas técnicas;
los cariotipos fueron descritos de acuerdo a
la versión referida en el ISCN 2005 (24).
Las regiones hipermetiladas localizadas en
los cromosomas, según la región teñida,
fueron llevadas a la base de datos del Gen-
Bank (25) para identificar los genes com-
prometidos en la región metilada.

RESULTADOS

Se analizaron los cariotipos de sangre
periférica de las 60 pacientes con diagnósti-
co de cáncer de mama, de los cuales en
45(75%) se clasificaron como carcinoma in
situ, el resto como carcinoma infiltrante,
histológicamente fueron definidos en un
86% como carcinoma ductal y 14% como lo-
bulillares. La edad promedio de la muestra
de la población fue 51,13 años. Se compro-
bó la presencia de anomalías numéricas y
estructurales en 23 de los casos (38,33%),
19 de los casos (20,94%), correspondieron
a anomalías numéricas y en 4 de ellos se
presentó una combinación de anomalías nu-
méricas y estructurales que correspondie-

ron a una deleción del brazo largo del cro-
mosoma 11, traslocaciones cromosómicas
que involucraron al cromosoma 1 con el
cromosoma 18 y el 20, y una traslocación
17,20 (17,39%). Los restantes 37 casos
(61,67%) resultaron normales. Las anoma-
lías numéricas correspondieron a monoso-
mías de los cromosomas X, 1, 6, 7, 9, 11,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21 y 22; dentro
de las trisomías estas correspondieron a los
cromosomas 11 y 18 (Tabla I).

Se realizó la digestión de las muestras
cromosómicas de los casos y los controles,
observándose en los controles patrones nor-
males de digestión, los cuales coinciden
con la presencia de regiones centroméricas
teñidas en los cromosomas 1, 9 y 16. En las
pacientes con cáncer de mama se observó
que 22 de ellas (36,66%) presentaron regio-
nes anormalmente teñidas, solo en una de
las regiones metiladas observadas no se en-
contró asociación en la literatura con genes
metilados en cáncer de mama (Tabla II), lo
que resultó altamente significativo. Ejem-
plo de ellas se observan en los cromosomas
2 (2q23-2q32.2) (Fig. 1a); así como tam-
bién se observaron cromosomas con una
banda Centromérica heterocromática muy
pronunciada en los cromosomas 3 y 8
(Fig. 1b y 1c).

DISCUSIÓN

Las anomalías cromosómicas en cán-
cer de mama han sido encontradas en más
de un 80% de los casos y ha constituido uno
de los hallazgos importantes reportados
con valor pronóstico en esta patología
(26-27). En este estudio se encontró que
solo el 38,33% de las pacientes presentó al-
gún tipo de anomalía cromosómica. Este
hecho se debe a que la muestra utilizada
para este trabajo fue sangre periférica y no
tejido tumoral, pudiendo corresponder es-
tas anomalías a células tumorales circulan-
tes en sangre periférica, relacionadas con la
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presencia de micrometastasis (28). Por otro
lado, una abrumadora cantidad de eviden-
cias recientemente publicadas han demos-
trado que la hipermetilación de islas CpG
está implicada en la perdida de expresión
de una gran cantidad de genes responsables
de la aparición de cánceres (29-33). Esta

metilación involucra principalmente a los
promotores de genes relacionados con pro-
cesos cancerosos, lo cual ofrece ventajas
cuando son comparados con otras alteracio-
nes del DNA; estos eventos podrían proveer
marcadores biológicos ideales para el diag-
nóstico molecular y detección temprana del
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TABLA I
ANOMALÍAS CROMOSÓMICAS ENCONTRADAS EN PACIENTES CON CÁNCER DE MAMA

Caso Edad Cariotipo

1 46 a 32~45, XX, -6, -7, -8, -9, -13, -14, -15, -16, -17, -19, -19 [8], 46, XX [2]

2 46 a 39~45, X, -X, -1, -2, -3, -5, -8, -12, -14, -15, -19, -21, -22, [5], 46, XX [7]

3 51 a 39, XX, -3, -6, -8, -8, -13, -14, -20 [1], 46, XX [21], poliploidía [2]

4 58 a 45~47, XX, -1, +8, +12, +19 [4], 46, XX [11]

5 35 a 43~45, X, -X, -2, -4, -8, -9, -10, 17, -19, -21, -22 [7], 46XX [2]

6 67 a 32~45, XX, -6, -7, -13, -17, -18, -21, -22, -22, +t(17q; 20q) [5] 46, XX [14]

7 57 a 39~52, XX, -1, -2, -4, -5, -7, -9, -11, -13, -15, -16, 18, -21, +1, +2, +5, +6, +9,
+12, +13, +14, +18, +20, +21 [5], 46, XX [8]

8 59 a 44, X, -X, -18, + t(1; 18)(q23:q21) [2], 46, XX [15]

9 45 a 29~45, X, - X, -1, -2, -3, -7, -9, -9, -13, -13 [4], 46, XX [15]

10 67 a 32~46, XX, -1, -2, -3, -7, -9, -11, -13, -14, -15, -16, -20, -21, -22, [8], 46, XX [14]

11 55 a 32~45, XX, -3, -9, -6, -7, -11, -12, -12, -20 [6], + t(1; 20)(q15, q17), 46, XX [14]

12 44 a 43~46, XX, -13, -16, -18, [3], 43, XX, -13, -16, -17, -19, + mar [1], 46, XX [16]

13 37 a 45, XX, -7, [3]/ 44, XX, +11, -17, -18 [4], 46, XX [13]

14 44 a 42, XX, -18, -20, -22, [3], 42, X, -X, -6, -7, -9 [2], 44, X, -X, -1 [2], 41, XX, -6, -13,
-14, -15, -21 [3], 46, XX [12]

15 85 a 45, XX, -11 [4], 44, XX, +18, -22, -22 [2], 46, XX [14]

16 57 a 43, XX, -18, -20, -22 [2], 46, XX, +18, -22 [3], 42, XX, -7, -11, -15, -16, [2], 42,
XX, -15, -22, -22, + del(11)(q23) [4], 46, XX [9]

17 73 a 45, XX, -20 [15]

18 59 a 38~46, XX, -1, -4, -12, -13, -16, -17, -20 [4], 43, XX, -13, -16, -17, -19, + mar, [1],
46, XX [10]

19 45 a 46, XX, del (16)(p23) [3], 46, XX [17]

20 62 a 41~45, XX, -5, -7, -8, -9, -21 [5], 46, XX [7]

21 47 a 43~45, XX, -7, -13, -14 [3], 47, XX, + mar [2], 46, XX [17]

22 68 a 43~45, XX, -8, -10, -11 [3], 46, XX [11], 39~45, X, -X, -4, -8, -11, -12, -14 [3], 46,
XX [10]

23 50 a 39~45, XX, -1, -3, -7, -14 [5], 46, XX [15]
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TABLA II
ÁREAS CROMOSÓMICAS METILADAS Y SU ASOCIACIÓN CON CÁNCER DE MAMA

Nº casos con
genes metilados

Área cromosómica
metilada

Gen comprometido Estudios relacionados con ca
de mama

2 2q23-q25 Factor de transcripción E2F,
N-myc interactor

Carcinogénesis. 2009 Feb;
30(2):269-74

1 2q32-qter Gen de diferenciación
neurogénica

British Journal of Cancer
(2005) 93, 1029-1037

1 3q12-q16 Subfamilia de receptores
nucleares

J Clin Invest. 2011 Aug;
121(8):3220-32.

3 6q15- q25 Proteína asociada a la caspasa
B mitógeno activador de

proteína kinasa

Exp Mol Med. 2012 Feb 15.
[Epub ahead of print]

5 6q25-qter Genes receptores de
estrógenos

Breast Cancer Res 2007; 94:
R57

1 1q25-1q32 Región promotora traslocada
para activar el oncogen MET

Br J Cancer. 2006 Nov 20;
95:1439-47

1 1q32-qter Subfamilia de genes receptores
nucleares

Cancer Research 1999; 59:
6091-6096

1 18q11-q25 Gen de la intefase microfibrilar
de la elastina y factor de

inducción de muerte celular

Molecular Cancer 2010, 9:51,
1-13

2 8p12-13 Receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos

BMC cancer 2006; 245:
1471-84

2 17q12-q23 Gen neurofibromatosis, Her 2
neu

Histol Histopathol. 2012 Mar;
27(3):377-85.

1 13q14-qter Receptor 6 del ácido
lisofosfatídico

Sin reporte asociación con ca
de mama

2 16q12-q22 Factor de transcripción 1
proteína dedos de zinc

Molecular Cancer 2010, 9:51,
1-13

a b c
Fig 1a. Cromosoma 2 (a) con bandas G. (b) Normal Alu I y (c) presencia de región no Centromérica

marcada 2q23q32.



cáncer (1). Por otro lado, la utilización re-
ciente de productos demetilantes en estos
pacientes podría convertirse en la terapia
más acertada y efectiva en estos estados de
hipermetilación de promotores de genes
implicados en cáncer (34-35). La utiliza-
ción de enzimas de restricción para la iden-
tificación de zonas metiladas comenzó a
utilizarse en la década de los 90. Mediante
esa técnica la combinación del tratamiento
con bisulfito y amplificación con PCR, re-
sultaba en la conversión de residuos de ci-
tosina no metilados a timina y residuos de
citosina metilados a citosina. Esta secuen-
cia de metilación lleva a la creación de nue-
vos sitios de restricción enzimática; en es-
tos casos se utilizó la enzima BstUI (CGCG)
(36, 37).

En este estudio se encontraron 22 re-
giones teñidas anormalmente luego de la
digestión con la enzima ALU I; con excep-
ción de uno de los casos, todos coincidieron
con genes responsables de la aparición de
cáncer de mama. Ejemplo de ello lo consti-
tuye la región heterocromática presente en
el cromosoma 2, en el cual se han descrito
una gran cantidad de genes asociados a al-
gunas enfermedades importantes y con fun-
ciones muy específicas. En el encontramos
genes para la anemia de Fanconi en el locus
(2q16.1) o la enfermedad de Parkinson en
el locus (2q22-q23); sin embargo, en la re-
gión del cromosoma 2 (2q23-q32.2) en la
que obtuvimos metilación, actualmente, se-
gún la base de datos del Genbank (23), se
ha encontrado un gen asociado con el cán-
cer de mama que pudieran estar siendo
afectado por dicha metilación (38). El gen
ATF-2 o Factor de Transcripción Activador
2 presente en el loci (2q31.1) es normal-
mente activado en respuesta a señales que
convergen en la proteína-quinasa de estrés
p38 y JNK. Este gen tiene diversos efectos
en el crecimiento y progresión de tumores
en mamíferos. (39) La ubicación del gen
ATF-2 coincide con la región oscura que
consideramos presenta metilación.

Otra de las zonas marcadas fue en el
cromosoma 6 en la región (6q15-q25.3); en
la región (6q25.1) se encuentra el gen ER�

(Estrogen Receptor �), el cual se ha asocia-
do en un 60-70% con el cáncer de mama
cuando se encuentra metilado, aun cuando
su promotor no se encuentra en la isla CpG
existe una buena correlación con la pérdida
de expresión del ER�, por lo cual podría-
mos sugerir que en este caso particular
existe una relación entre la región marca-
da, gen ER� afectado por la metilación y la
presencia del cáncer de mama en esta pa-
ciente. Teniendo en cuenta que el desarro-
llo y proliferación celular están reguladas
en la mama normal por hormonas esteroi-
deas (como estrógenos y progesterona) a
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Fig. 1b. Cromosoma 3 Con región metilada a ni-
vel de 3q12q13 (flecha).

Fig. 1c. Cromosoma 8 con región metilada en
8p12q13 (flecha).



través de receptores específicos en los epi-
telios ductales y lobulillares, no sorprende
que muchos tumores, en especial los de
cáncer de mama, mantengan característi-
cas de dependencia hormonal. Sin embar-
go, a medida que los tumores progresan ad-
quieren una independencia del aporte de
estas hormonas de modo que se alteran los
mecanismos de control del crecimiento.
Muchos tumores avanzados pierden la ex-
presión de los receptores de estrógenos ER
por la pérdida de heterocigosidad de la re-
gión (6q25). La pérdida de expresión de re-
ceptores hormonales, o su alteración, se
considera de mal pronóstico en el cáncer de
mama (11, 12, 40-42). En el presente estu-
dio se encontraron 5 pacientes con proba-
bles áreas metiladas que involucran este
gen (Tabla II). Así mismo, es importante se-
ñalar que a nivel de la región 1q24-q32, se
ha localizado genes asociados con diferen-
tes tipos de cáncer entre los cuales se en-
cuentra el cáncer de mama. Mención espe-
cial merece la región 1q32, donde han sido
localizados genes relacionados con la super-
familia de los genes RAS y genes responsa-
bles de otros tipos de cáncer como los glio-
mas malignos. (43). En cuanto al cáncer de
mama se han relacionado alrededor de 11
tipos de genes localizados en el cromosoma
1 relacionados con progresión de la enfer-
medad, principalmente en cánceres de
mama grado III (44-46).

Por otro lado, Letessier y col. en el
2006 (47), reportaron la asociación de ge-
nes localizados en los cromosomas 8p12,
8q24, 11q13, 12p13, 17q12, y 20q13 con
impacto pronóstico en cáncer de mama.
Más recientemente los cambios de metila-
ción en el DNA han sido asociados con pro-
gresión de la enfermedad (48). En este tra-
bajo se encontraron zonas hipermetiladas
en las regiones 8p12 (Fig. 1b) y 17q12. Re-
cientemente se han encontrado nuevos ge-
nes metilados relacionados con cáncer de
mama, EMELIN 2, (18p11.3), SALL 1

(16q12.1), DBCI (9q32-q33), FBLN2
(3p25.1), CIDE, (18p11.21) (41). En esta
investigación se encontraron dos casos con
área metilada en la región 16q12-q13 y un
caso con área metilada en la región
18p11.-p15 (49).

En base a estos hallazgos se asume que
el bandeo cromosómico con la enzima ALU
I podría resultar una herramienta valiosa
para la evaluación inicial de los pacientes
con cáncer de mama, ya que permitiría vi-
sualizar de una manera general el genoma
del individuo, observar las regiones metila-
das que se presenten y dirigir la confirma-
ción molecular de forma más específica. En
un futuro permitiría dirigir terapias especí-
ficas a cada uno de los pacientes. Se sugiere
la confirmación molecular de estas áreas
metiladas que permitan corroborar estos
hallazgos y, de esta manera, pueda ser utili-
zada como una técnica rutinaria en estos
pacientes. Por otro lado, la utilización re-
ciente de productos hipometilantes en la
terapéutica de pacientes con cáncer, permi-
tirá comprobar si son efectivos para elimi-
nar la situación de hipermetilación de ge-
nes promotores relacionados con cáncer.
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