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RESUMEN

La patogenia del cancer incluye mecanismos genéticos y epi-
genéticos. Se entiende por «epigenética» cualquier altera-
cion de la expresion génica, potencialmente hereditaria, que
no se acompaiia de ninguna modificacion en la secuencia del
ADN. Las consecuencias de los cambios epigenéticos inclu-
yen la alteraciéon de la transcripcion del ADN, la activacion
aberrante de determinados genes, la predisposicion a la
inestabilidad génica a través de la alteracién en el control de
la replicacion cromosomica y la silenciacion de genes impli-
cados en la cascada de iniciacion y progresion del cancer.
Entre las diversas alteraciones epigenéticas que comportan
una expresion génica alterada, la metilacion es el principal
mecanismo epigenémico implicado en el cancer, ya sea a tra-
vés de un fenémeno de hipometilacién global o de hipermeti-
lacion localizada en el promotor de determinados genes.

EPIGENETICS OF CANCER

The pathogenesis of cancer includes both genetic and epige-
netic mechanisms. The term «epigenetic» refers to any alte-
ration of gene expression, potentially hereditary, which is
not accompanied by a modification in the DNA sequence.
The effects of epigenetic changes include alteration of DNA
transcription, aberrant activation of specific genes, predis-
position of genetic instability through alteration of the con-
trol of chromosome replication and silencing of the genes
implicated in cancer initiation and progression. Among the
various epigenetic alterations that lead to altered gene ex-
pression, methylation is the main epigenomic mechanism
implicated in cancer, whether through a phenomenon of
overall hypomethylation or hypermethylation localized in
the promoters of specific genes.
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INTRODUCCION

Actualmente, el cancer supone hasta el 13% de las causas
de mortalidad mundial, y es la tercera tras las enfermeda-
des cardiovasculares y las enfermedades infecciosas
(Globocan, 2002)!. Sus miiltiples manifestaciones, com-
plicaciones e implicaciones con valor prondstico hacen
necesaria una exhaustiva y continua revaluacién de su
etiologia, fisiopatologia, diagndstico, tratamiento y pre-
vencion.

Desde hace afos se sabe que diferentes tipos de cancer
participan de diversos carcinégenos, exdgenos y enddge-
nos, y que comparten mecanismos moleculares comunes
cuya disfuncién permite la proliferacioén celular incontro-
lada, asi como la pérdida, la disregulacién o la mutacién
de genes que influyen positiva o negativamente en la re-
gulacién de la proliferacion, la migracién y la diferencia-
cion celular.

Obviando los mecanismos exdgenos, que no constituyen
el objetivo de la presente revision, los endégenos se divi-
den en genéticos y epigenéticos. En relacion con los pri-
meros, la naturaleza de las mutaciones es muy diversa,
aunque, a grandes rasgos, pueden dividirse en mutaciones
cromosomicas y alteraciones en la secuencia de nucledti-
dos de un gen. A su vez, las mutaciones cromosémicas
incluyen la pérdida de uno o mds cromosomas, alteracio-
nes en el ADN (translocacidn, inversion) o estructurales
(amplificacién, delecion). Respecto a las alteraciones de
nucledtidos, la sustitucion de un nucleétido por otro pue-
de dar lugar a un cambio de aminodcido en el cédigo ge-
nético (missense mutation) o a la formacién de un codén
stop en la secuencia de ADN, que generalmente no se
plasma en una proteina truncada por ser inestable el ARN
portador de esta mutacién (nonsense mutation). Si la mu-
tacion afecta a un grupo de bases, en forma de pequefias
inserciones o deleciones, segun el nimero, puede conlle-
var cambios significativos en el cédigo genético y, por
supuesto, en la sintesis de proteina. Es importante sefalar
que, si bien el término genético induce a pensar en el can-
cer como una enfermedad hereditaria, ello tan sélo ocurre
en un pequeio porcentaje. En la mayoria de tumores, las
alteraciones descritas son Unicamente somaticas y, por
tanto, no pueden ser transmitidas a la descendencia.
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Por otro lado, desde hace tiempo se sabe que estos meca-
nismos mutagénicos no explican la totalidad de los casos
de cédncer. Asi, desde el punto de vista etiopatogénico se
han visto implicados un segundo grupo de alteraciones
endégenas, denominadas epigenéticas, las cuales han
comportado un cambio radical en la forma de entender el
céncer.

Se define como epigenética a toda alteracién de la expre-
sién génica, potencialmente hereditaria, que no se acom-
paiia de ninguna modificacién en la secuencia del ADNZ,
La potencial heredabilidad de estos cambios implica que
pueden participar en el desarrollo del cdncer y sufrir los
mismos procesos selectivos que las alteraciones genéti-
cas. En este sentido, estd bien establecido que las altera-
ciones epigenéticas aparecen en estadios precoces del
céncer?® sin necesidad de mutaciones previas a su desarro-
llo, aunque tampoco es incompatible la existencia de am-
bos procesos simultdneamente.

Las consecuencias de los cambios epigenéticos incluyen
la alteracién de la transcripcion del ADN, la activacion
aberrante de determinados genes®, la predisposicion a la
inestabilidad génica a través de la alteracién en el control
de la replicacion cromosémica’ y la silenciacién de ge-
nes cuyo papel es importante en la cascada de iniciacion y
progresion del cdncer!'!"'3, Esta dltima consecuencia tiene
una especial relevancia, ya que puede afectar a multiples
genes entre los que destacan los supresores de tumor, los
factores de transcripcién, los genes encargados de la re-
modelacién de tejidos, los reparadores del ADN, los que
controlan el ciclo celular, los antiapoptéticos y los que
previenen la activacién andmala del desarrollo tumoral.
Entre las diversas alteraciones epigenéticas que compor-
tan una expresion génica alterada, la metilacién estd con-
siderada por muchos autores como el principal mecanis-
mo epigendmico implicado en el cdncer, ya sea a través
de un fendmeno de hipometilacién global o de hipermeti-
lacién localizada en el promotor de determinados ge-
nesl4,15'

METILACION

La metilacién representa una unién covalente entre un
grupo metilo y una citosina (fig. 1), habitualmente ubica-
da en regiones del ADN ricas en este nucledtido: islas
CpG, es decir, citosinas seguidas de guaninas. Estas islas
CpG estan incluidas o cercanas al 40% de los promotores
de genes de mamiferos, y en el 70% en el caso de promo-
tores de genes humanos. Esta unién covalente entre un
grupo metilo y una citosina estd catalizada por unas enzi-
mas denominadas metiltranferasas. La mayoria de las is-
las CpG estan localizadas en secuencias repetitivas del
ADN, que incluyen regiones centroméricas, secuencias
satélite y genes repetidos, generalmente en el extremo 5’
de los genes implicados'. Sin embargo, la metilacién no
s6lo afecta al ADN, sino que engloba una multitud de
procesos, como la modificacién de histonas, la formacién
de ARN no codificante y los cambios en el nucleosoma, y
constituye lo que actualmente se conoce como «c6digo

38  Gastroenterol Hepatol. 2008;31(1):37-45

Cromatina

%

ADN doble
cadena

Cromosoma

ADN citosinas
metiladas

Fig. 1. Organizacion estructural del material genético. El ADN que
contiene regiones CpG metiladas estd envuelto en histonas, formando
parte de la cromatina que compone la estructura del cromosoma.

epigenético». Se denomina cédigo por su potencial here-
dabilidad y capacidad de transmisién de célula a célula, y
epigenético dado que se modifica la estructura del ADN
sin alterar su secuencia'’.

Bioquimica de la metilacion

Tras el conjunto de modificaciones covalentes que se da
en las histonas de cada nucleosoma tiene lugar la metila-
cion de algunas CpG localizadas en las regiones promoto-
ras de determinados genes. Esto ocurre mayoritariamente
en posiciéon 5°-CG-3’ y, en ocasiones, en 5’-CA-3’ o
5’-CT-3’. El producto resultante, la metilcitosina, es rela-
tivamente inestable y a través de una pérdida espontdnea
del grupo amina se convierte en timina; desde este punto
de vista, la metilacién actia como un agente mutagénico
enddégeno'.

El 70% de las CpG dispersas por todo el genoma humano
estan metiladas. El 30% restante se encuentra en lo que
previamente hemos definido como islas CpG, secuencias
de aproximadamente 200 pares de bases (pb) ricas en ci-
tosinas seguidas de guaninas, no metiladas, que mayorita-
riamente se encuentran en la regién promotora de mas del
60% de los genes humanos.

Mecanismos implicados en la metilacion del ADN

La unidad bdsica de la cromatina es el nucleosoma, que
consta de una hebra de ADN de 146 pb rodeada de un oc-
tamero de histonas. Las modificaciones covalentes (aceti-
lacién, metilacién, fosforilizacién y ubiquitinilacién) de
ciertos aminodcidos en estas histonas alteran el estado de
la cromatina, desde heterocromatina compacta e inactiva
a eucromatina laxa y accesible, y viceversa, lo que permi-
te la aparicion de modificaciones en el ADN de las que se
deriva una expresion génica positiva o negativa (fig. 2).

Diversas enzimas regulan este proceso bajo lo que se cono-
ce como «cAdigo de histonas», cada una con una estrategia
determinada, de la que se deriva una consecuencia diferen-
te sobre el ADN. Asi, las histona-acetiltransferasas (HAT)
actdan acetilando lisina, sobre todo las histonas
3y 4, lo que facilita el acceso de factores de transcripcion a
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regiones promotoras de la cromatina, y se plasma en una
mayor expresiéon génica!®. Las histona-deacetilasas
(HDAC) producen una represion en la transcripcién génica
mediante un complicado mecanismo en el que interactian
otras enzimas denominadas histona-metiltranferasas, prote-
inas de uni6n a islas CpG y enzimas de fosforilizacién®*?!,
La metilacién y la deacetilacién son mecanismos mutua-
mente excluyentes en un mismo aminodcido de una histo-
na. La relacién entre metilacion, fosforilizacién y deaceti-
lacién de histonas estd bien establecida en el céancer
colorrectal (CCR). Asi, la metilacion de los residuos 4,
14, 36 0 79 de lisina de la histona 3, junto con la fosforili-
zacion del residuo 10 de la serina de la histona 3, tienen
un efecto positivo en la transcripcién génica, mientras
que la metilacién del residuo 9 y 27 de la histona 3 y del
residuo 20 de la histona 4 se asocian a silenciacién
génica?>,

Efecto de la metilacion del ADN en la expresion
génica

La expresién génica estd controlada epigenéticamente
por el cédigo de histonas, pequefas secuencias de ARN
no codificante?, proteinas de unién a islas CpG y metila-
cion del ADN. Como se ha comentado anteriormente,
este Ultimo proceso estd regulado por las ADN metil-
transferasas. Se han descrito 5 subtipos, pero sélo se co-
nocen con exactitud tres de ellas: DNMT1, cuya funcién
es mantener el estado de metilacién del ADN en la fase S
del ciclo celular®®, y DNMT3A y DNMT3B, cuya fun-
cion es la metilacion del ADN durante la embriogéne-
sis?”?8, Las proteinas de unién a islas CpG (MBD) inter-
pretan las marcas de metilaciéon en las histonas,
encargdndose fundamentalmente de silenciar la trans-
cripcién génica.

Cuando se examina un gen silenciado y metilado en su
promotor se observa una acumulacién de las modificacio-

TABLA 1. Genes implicados en el cancer colorrectal
silenciados por metilaciéon de su promotor

Gen Funcién F“"?“e‘.‘? ia de
metilacion (%)
APC Transduccion de sefal, mediado 10-50
por B-catenina
CDKN2A  Regulacién ciclo celular 15-30
HPPI Antagonista de TGF-3 80
MGMT Reparador de adhesion de grupos 30-40
alquilo al ADN
MLHI Reparador de los errores de replicacion 10-20
del ADN
pl4 Regulacién del ciclo celular 20-30
RASSFIA  Regulacion del ciclo celular y reparador 50
del ADN
SOCS1 Sefializacion intercelular 5-10
THBSI Angiogénesis 10-20
TIMP3 Remodelador de la matriz, relacionado 10-30
con la invasion tisular

Modificado de Wong et al'”.

nes descritas anteriormente como «inactivadoras» en las
histonas de la cromatina (tablas I y II). Sin embargo, no
se conoce con exactitud la jerarquia mediante la cual ocu-
rre esta silenciacién y metilacién del promotor del gen.
Asi, hay la posibilidad de que las MBD, proteinas de
unién a regiones CpG, sean las efectoras de las modifica-
ciones de las histonas, silenciando la expresién de este
gen y, posteriormente, dando una orden de metilacién de
su promotor a través de las ADN metiltransferasas®®. No
obstante, también podria ser que la metilaciéon del ADN
fuese la que iniciara el resto de la cascada que conlleva la
silenciacion del gen.

Los mecanismos efectores de silenciacion de un gen me-
tilado son dos. Por un lado, la inhibicién directa de la in-
teraccion entre promotor y factores transcripcionales
como AP-2, CREB, E2F, NF-kB y c-Myc. Por otro lado,
la adhesion al complejo ADN-enzimas MBP de factores
de transcripcién con propiedades supresoras, como
MeCP2 o MBD 13
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TABLA I1. Genes supresores de tumor con expresion silenciada por metilacion de su promotor

Gen Nombre del gen Tipo de tumor Funcién Referencias
pl4 Inhibidor de cinasa 2a dependiente Céncer colorrectal Inhibidor de ciclina dependiente Esteller 2000;
de ciclina (CDKN2A), beta de cinasa Fulda 2001
pl5 Inhibidor de cinasa 2b dependiente Hematologicos Inhibidor de ciclina dependiente Li 1995; Tien 2001
de ciclina de cinasa
pl6 Inhibidor de cinasa 2a dependiente Tumores sélidos Inhibidor de ciclina dependiente Belinsky 1998;
de ciclina (CDKN2A), alfa de cinasa Garcia 1999;
Shim 2000
BRCA-1 Gen del cancer de mama 1 Mama, ovario Reparador del ADN Magdinier 1998;
Catteau 1999
E-Cad Cadherina epitelial Mama, géstrico Adhesion intercelular Zochbauer-Muller
2001; Garinis
2002
APC Poliposis adenomatosa Céncer colorrectal, gdstrico  Interacciona con betacatenina Esteller 2000
MLH1 Homélogo humano de MutL. de Céncer colorrectal, gastrico  Reparador del ADN Myohannen1998
Escherichia coli.
VHL Von Piel Lindau Renal Angiogénesis Prowse 1997
p73 Proteina tumoral p73 Linfoma Ciclo celular Ping Siu 2002
MGMT O-6-metilguanina-ADN Cancer colorrectal, gastrico, Reparador del dafio de ADN Oue 2001
metiltransferasa linfoma
PRD Retinoblastoma Glioblastoma? Ciclo celular Nakamura 2001
TIMP3 Inhibidor tisular de Céncer colorrectal, renal Inhibe las metaloproteinasas Esteller 2001
metaloproteinasa 3 de tejido
DAPK1 Proteincinasa asociada a muerte Cérvix Apoptosis por IFN Dong 2001
celular
ER Receptor de estrégenos Vejiga urinaria Receptor Habichi 2001
p53 Proteina tumoral p53 Higado Inhibidor del ciclo celular Pogribny 2002
RASSFIA Ras association domain family Nasofaringeo, ovario, riién ~ Homélogo del efector RAS Kwong 2002
protein 1
RARB2 Receptor del 4cido retinoico beta 2 Nasofaringeo R de 4cido retinoico Kwong 2002
COX-2 Ciclooxigenasa 2 Gastrointestinal Sintesis de prostaglandinas Kikuchi 2002
CASP 8 Caspasa 8 Meduloblastoma Proteasa proapoptética Zuzak 2002
EDNI Endotelina 1 Pulmén Vasoconstrictor Takai 2001

Modificado de Garinis et al®.

EL PARADIGMA HIPOMETILACION-
HIPERMETILACION

Hipometilacion del ADN

Desde los afios setenta se conoce el fendmeno de hipome-
tilacién como una disminucién en el nimero de citosinas
metiladas que afecta a las secuencias repetitivas satélite, o
regiones pericentroméricas, sobre todo en las neoplasias
benignas o malignas. Esto confiere un riesgo de rotura al
cromosoma, conduciendo directamente a una inestabili-
dad génica*>*. De forma andloga, la hipometilacién pue-
de afectar a la estructura de un gen, reorganizandola vy,
por tanto, modificando su funcién, activando el que esta-
ba silenciado, o viceversa. Ademads, a través del fendOme-
no de interferencia transcripcional, puede influir en la
metilacion de genes vecinos.

Entre otras, la hipometilaciéon génica es responsable de la
activacion de oncogenes, como S/00A4 en el CCR o ci-
clina D2 en el carcinoma gdstrico*, y del fenémeno de
pérdida de la impronta gendmica (loss of imprinting), res-
ponsable del desarrollo de cdncer tras la hipometilacién
de una determinada regién génica como, por ejemplo, la
del gen IGF2A en el CCR®.

Hipermetilacion del ADN

En la dltima década ha sido posible establecer dos tipos di-
ferentes de hipermetilacién en el genoma humano*. La me-
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tilacién llamada tipo A es la que existe de forma fisiol6gica
a lo largo de todo el genoma, sin asociarse estrictamente
con la aparicién de cancer y, por tanto, estando presente en
el tejido sano. Caracteristicamente, aumenta con la edad y,
en algiin momento, puede volverse aberrante y afectar a ge-
nes que intervienen en el ciclo celular, conduciendo al de-
sarrollo de cancer. Se desconoce el mecanismo desencade-
nante, pero se postula que estd relacionado con progresivos
ciclos de replicacién del ADN. El maximo exponente de
ello es la metilacién de la regién promotora del gen que co-
difica para el receptor de estrégenos, ERY, aunque afecta a
otros, como MyoD, CSPG2, IGF2, N33 o PAX6.

La metilacién considerada como especifica del céncer, o
tipo C, es la que afecta selectivamente a genes implicados
en la carcinogénesis, por lo que no estd presente en el te-
jido sano y es menos frecuente. Este fendmeno se relacio-
na con el fenotipo metilador, o CIMP (CpG island methy-
lator phenotype)™.

IMPLICACIONES DE LA HIPERMETILACION
DEL PROMOTOR DE UN GEN

La silenciacién de un gen se da a través de la inactivacion
de sus dos alelos. Hasta hace unos afios se creia que el tni-
co mecanismo inactivador era la presencia de mutaciones
en ambos alelos del gen. Sin embargo, los conocimientos
alcanzados en el campo de la metilacién han permitido es-
tablecer con claridad la implicacién de los dos mecanis-
mos, el mutador y el metilador, en la silenciacién génica.
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Por frecuencia, la primera opcién que cabe considerar es
la que contempla los mecanismos epigenéticos como
eventos secundarios, no responsables de iniciar la silen-
ciacién de la transcripcion de un determinado gen. De
esta manera, muchos de los genes silenciados portarian
una mutacién en un alelo, heredada de alguno de los pro-
genitores en los casos hereditarios, o adquirida con el
paso del tiempo en los casos esporddicos, previa a la me-
tilaciéon del segundo. En esta eventualidad, la metilacion
afecta al alelo no mutado, o wild type®$.

La segunda opcién contempla la inactivacién del gen me-
diante mecanismos exclusivamente epigenéticos. Esto
ocurre en la inactivacién del gen MLHI en el CCR espo-
radico con inestabilidad de microsatélites (IMS), en el
cual, la metilacién de los 2 alelos, separadamente o no en
el tiempo, comporta la silenciacién de este gen y la con-
secuente cascada de eventos mutagénicos propios de la
via mutadora (alteracién del mecanismo de reparacién del
ADN)*4! De esta forma, en la teoria cldsica del rwo-hit
de Knudson, se sustituirfa una o 2 de las mutaciones por
la metilacién de uno o los 2 alelos (fig. 3).

METILACION Y CANCER COLORRECTAL

Inestabilidad de microsatélites

La IMS se define como un fendmeno de insercién o dele-
cion aberrante de mononucleétidos o dinucleétidos repe-
titivos en la secuencia de ADN*. La reparacién de este
ADN estd a cargo de un conjunto de genes, principalmen-

te MLHI y MSH2, cuya mutacién germinal es la respon-
sable del CCR hereditario no polipdsico o sindrome de
Lynch*'. Muy recientemente, se ha descubierto la existen-
cia de alteraciones epigenéticas germinales («epimutacio-
nes») en el gen MLHI, las cuales podrian transmitirse a la
descendencia de igual forma que ocurre con las mutacio-
nes germinales convencionales®?.

La mutaciéon somdtica de estos genes reparadores del
ADN, mds concretamente del gen MLH]I, s6lo justifica
un 10% de las formas esporadicas de CCR con IMS, y es
mucho mds frecuente la silenciacién de este gen por hi-
permetilacion de su promotor. La silenciaciéon de MLHI
por hipermetilacién de su promotor puede llegar a repre-
sentar el 10-15% del total de casos de CCR.

El 90% de los tumores con IMS no asociados al sindrome
de Lynch presentan metilacién de los 2 alelos del gen
MLH], la cual se acompaia de mutaciones somdticas en
diversos genes, entre los que destacan BRAF, BAX y
TGFBRII. Esta circunstancia demuestra la interrelacion
entre las vias genética y epigenética, aunque la cronologia
exacta en que ocurren estos dos fendmenos no estd bien
establecida*“. Estos tumores presentan un fenotipo muy
parecido a los que acontecen en el contexto del sindrome
de Lynch®.

Fenotipo metilador en el cancer colorrectal

En 1999, Toyota et al* realizaron un estudio de 30 se-
cuencias CpG metiladas (MINT 1-33) y 3 genes (pl6,
THBSI y MLHI) en 50 muestras de CCR y 15 muestras
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de adenoma, mediante dos técnicas, una cualitativa y otra
cuantitativa, cuya concordancia fue del 98%. Al estudiar
la metilaciéon en las muestras de cdncer y adenomas, se
distingui6 entre metilacién tipo A y C. La metilaciéon A
englobaba genes metilados en las muestras de céncer,
pero también en la mucosa sana circundante, en una pro-
porcién variable segin la muestra, siguiendo el patrén
descrito anteriormente para genes como ERa, MyoD y
N33. La metilacién tipo C se referia a genes Unicamente
metilados en el tumor.

En el estudio de la metilacién tipo C se observaron clara-
mente 2 grupos: un grupo con una elevada proporcion de
metilacion de este tipo en el que todas las muestras de tu-
mor tenian metilados 3 o mds loci de forma simultanea, y
otro grupo donde la metilacién tipo C era extremadamen-
te rara. En ninguno de estos 2 grupos se observé metila-
cién en la mucosa sana. Este patrén también se observo
en el 50% de los adenomas, lo que sugiere que la metila-
cién es un evento precoz en el proceso de carcinogénesis
colorrectal.

Al fenémeno descrito en el primer grupo con metilacién
tipo C en 3 o mds loci de los genes descritos se le denomi-
n6 fenotipo metilador de secuencias CpG (CIMP), el cual
también se ha observado en otras neoplasias: ovario™,
péncreas®', higado®, estémago®, cerebro y neoplasias he-
matopoyéticas. Dentro de este grupo con fenotipo metila-
dor, se subclasificé arbitrariamente en funcién del nimero
de genes metilados en CIMP-low (metilacién de menos
del 50% de los genes del panel CIMP) y CIMP-high (me-
tilacién del 50% o mads de los genes del panel CIMP)>*,

En el estudio mencionado de Toyota et al, los tumores
que mostraban este fenotipo CIMP no parecian estar rela-
cionados con la edad, el sexo o el estadio evolutivo, pero
si parecian tener una localizacién comin en el colon as-
cendente o el ciego (82%). Posteriormente, se relaciond,
hasta en un 70% de los casos, el fenotipo metilador con la
IMS secundaria a metilacién del gen MLH1,y se observé
que los tumores CIMP y con IMS compartian caracteristi-
cas comunes: localizacion en el colon derecho, bajo grado
de diferenciacidn, presencia de mucina y elevada inciden-
cia en mujeres de edad avanzada®’,

A pesar de que Toyota et al relacionaban el fenotipo me-
tilador con la metilacién especifica de cancer, indepen-
diente de factores como la edad, algunos estudios poste-
riores han hallado una gran relaciéon entre ésta y la
metilacion de estos loci. Por ello, algunos autores descar-
tan la diferencia entre metilacién tipo A y tipo C, y la
asociacion de esta ultima con el fenotipo metilador, argu-
mentando que las caracteristicas biolégicas y clinicas de
los tumores pertenecientes a este grupo se debian a la me-
tilacién debida al azar de unos loci concretos™.

Por otro lado, a partir de un estudio que evaluaba los an-
tecedentes familiares de cancer en individuos con fenoti-
po metilador® se ha relacionado este fenotipo con un me-
canismo epigenético de origen hereditario. Sin embargo,
estos resultados no han podido reproducirse en un estudio
posterior con participacién de mds de 500 pacientes®.

El primer consenso respecto al fenotipo metilador, des-
pués de todas las controversias, fue plasmado por Issa, en
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2004°!. En este consenso quedd establecido que no todos
los genes eran igualmente susceptibles a ser metilados en
el cancer; que la metilacién, en ocasiones, iba precedida
de la silenciacién del gen por otros mecanismos; que la
seleccion natural desempefia un papel en la predisposi-
ciéon a metilar genes supresores de tumor e hipometilar
oncogenes y, por dltimo, que otros eventos, como la in-
flamacién crénica o los factores ambientales, pueden
influir en la activacién de la maquinaria metiladora de de-
terminados genes.

Issa® también propuso una explicacién de la relacién en-
tre el fenotipo metilador y la edad, teniendo en cuenta que
el fenotipo CIMP incluye una serie de genes metilados
dnicamente en el cancer, diferenciandose de la metilacion
tipo A por el hecho de que no estd presente en tejido sano
ni distribuido por todo el genoma. Asi, durante el desarro-
llo embrionario tendria lugar diferentes grados de la de-
nominada metilacion de novo, la cual controlaria la ex-
presién génica seglin las necesidades del desarrollo
tisular. Esta metilacién, probablemente de tipo A, se ex-
tiende hasta las zonas CpG préximas al promotor de un
gen, donde se encuentran las islas CpG. El acceso a estas
regiones promotoras estaria protegido por determinadas
estructuras, como los complejos proteicos PcG (polycomb
group protein complexes) o por la expresion de otros ge-
nes relacionados. Esta proteccién se puede perder o debi-
litar con la edad, intrinsecamente o por la disminucién de
la expresion de genes que controlan esta barrera. En otros
genes (metilacién de tipo C) esta proteccion es mds sélida
y precisa algin mecanismo que rompa esta barrera, pro-
bablemente una alteracién genética (mutacién), no pre-
sente en el tejido sano. De esta forma, estos genes se hari-
an accesibles a la metilacion de las islas CpG de su
promotor, fenémeno observado en el cancer asociado al
fenotipo CIMP. Por tltimo, el mecanismo genético que
rompe la barrera de proteccion podria ser sustituido por
mecanismos exdgenos, como los virus, una dieta pobre en
acido félico o una inflamacidn crénica.

En el afio 2006 se publicé el mayor estudio sobre meti-
lacién realizado hasta ahora. En €l se estudiaron 195 ge-
nes en muestras de cdncer y tejido sano, lo que permitié
establecer un nuevo panel para definir el fenotipo CIMP,
y relaciond este fenotipo con la mutacién BRAF V600 E.
En este sentido, los marcadores pl6, MLHI, MINTI,
MINT2 y MINT31, empleados por Toyota e Issa, fueron
sustituidos por los marcadores propuestos por Weisenber-
ger (CACNAIG, IGF2, NEUROGI, RUNX3 y SOCSI).
Esta publicacién abrié un debate interesante entre los di-
versos grupos en relaciéon con los diferentes marcadores
utilizados para definir el fenotipo CIMP®3.

NUEVAS TECNICAS PARA LA DETECCION
DE METILACION

Las técnicas cualitativas de deteccién de metilacidon géni-
ca (methylation specific PCR [MSP]) han quedado relega-
das desde hace unos afios en beneficio de técnicas basa-
das en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
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TABLA I1I. Estrategias de terapia epigenética

Primera estrategia terapéutica Gen desmetilado

Segunda estrategia terapéutica

Consecuencia

Inhibicion de histona deacetilasas p21 -

Inhibiciéon de ADN metiltransferasas pl6, MLHI

Inhibiciéon de ADN metiltransferasas p21, pl6, MLHI -
y histona deacetilasas y micro-ARN

Quimioterapia -

Quimioterapia o inmunoterapia

Inhibicién de ADN metiltransferasas

Inhibe el crecimiento del tumor

Estimula la apoptosis

Estimula la apoptosis. Los micro-ARN
regulan negativamente la expresion de
oncogenes

Diferenciacién células madre

Modificado de Jones y Baylin®.

tiempo real y tecnologia TagMan®. Estas técnicas tienen
una alta sensibilidad y especificidad, y permiten una
cuantificacion precisa de la metilacién. En ellas, el ADN
obtenido de tejido se trata con bisulfito sédico, de forma
que las citosinas no metiladas se convierten en uracilos®,
los cuales se convierten a timidinas durante el proceso de
PCR, mientras que permanecen intactas las citosinas me-
tiladas. Esta diferencia generada en la secuencia del ADN
permite discriminar el ADN metilado del no metilado en
el proceso posterior de PCR a tiempo real mediante son-
das fluorescentes especificas para las regiones promoto-
ras de cada uno de los genes evaluados, y cuantificar la
cantidad de cada una de ellas.

TERAPIA EPIGENETICA

El objetivo principal de la terapia epigenética es revertir
la silenciacién génica provocada por la metilaciéon del
promotor. Respecto a las dianas sobre las que actuar, el
bloqueo de las ADN metiltransferasas ha sido hasta aho-
ra el mecanismo mds popular. Hace 30 afos fue des-
cubierto el primer inhibidor de ADN metiltransferasa
(5-azacitidina)®, pero tard6 varios afios en ser aceptado
para el tratamiento de los sindromes mielodispldsicos.
Otros inhibidores de nucledsidos, como el 5-fluoro-2’-
deoxicitidina y zebularina, se estan evaluando en estu-
dios en fase I.

La principal limitacién de los inhibidores de ADN metil-
transferasas es la toxicidad asociada. La mielosupresion
dependiente de la dosis es la mds importante, aunque se
intenta evitar disminuyendo la dosis, dado que el efecto
desmetilante se consigue a menor dosis que la citotdxica.
Tampoco es despreciable la aparicién de nduseas y vomi-
tos. Otras limitaciones son la baja estabilidad del farma-
co, la escasa biodisponibilidad por via oral y su rapida
eliminacién, que comportan frecuentes estancias hospita-
larias para su administracion. Si ademds se tiene en cuen-
ta que los genes desmetilados a través de este mecanismo
presentan una remetilacién en pocos dias®’ y que hay mu-
taciones de las ADN metiltransferasas que permiten esca-
par al efecto de estos farmacos, es evidente la necesidad
de hallar otras dianas sobre la que actuar para revertir la
metilacion.

En la actualidad se estan evaluando los inhibidores de las
histonas-deacetilasas®®®, entre los que destacan el dcido
hidroxdmico y sus derivados. Estos fairmacos inhiben in
vitro la proliferacién del tumor e inducen apoptosis, aun-
que su efecto varia segun la linea tumoral estudiada. Re-

cientemente la FDA ha aprobado el SAHA (suberoylani-
lide hydroxamic acid) para el tratamiento del linfoma cu-
tdneo de células T. Sin embargo, al igual que las ADN
metiltransferasas, no posee especificidad por un gen con-
creto.

Los inhibidores de las histona-metiltransferasas son otra
alternativa valida para reactivar los genes silenciados por
la metilacién, ya sea aisladamente o en combinacién con
otros inhibidores epigenéticos. No obstante, tampoco son
especificos, por lo que también podrian llegar a reactivar
genes de forma indiscriminada.

Los inhibidores no nucleésidos de ADN metiltransfera-
sas, como la procainamida, los polifenoles del té y, re-
cientemente, el RG101, no requieren ser incorporados al
ADN para ejercer su accién. Poseen una menor toxicidad
(mielosupresion) pero también tienen una menor potencia
terapéutica. Por ultimo, otras estrategias de reactivacion
basadas en micro-ARN de genes supresores de tumor po-
drian formar parte de la terapia epigenética en el futuro’,
pero de momento se dispone de muy poca informacién al
respecto.

Como se ha comentado anteriormente, la principal limita-
cion de los inhibidores conocidos es que no son especifi-
cos de gen, y pueden reactivar genes de forma indiscrimi-
nada. En contraposicion a esto, se ha sugerido que estos
inhibidores tnicamente actuarian sobre las células en di-
vision, lo que podria suponer una afinidad por los genes
anormalmente silenciados en el cancer. En este sentido,
parece que la cromatina que contiene genes silenciados
de forma aberrante es mds susceptible a la reactivaciéon
que la cromatina compacta inducida por una silenciacién
fisiolégica’ 7.

En la actualidad, se desconoce si el futuro esta en el con-
trol de la dosis de los inhibidores de nucledsidos, su com-
binacién o el uso de inhibidores de las histona-metiltrans-
ferasas, micro-ARN u otras alternativas terapéuticas
(tabla III). No obstante, hay pocas dudas acerca de que un
mayor conocimiento de la estructura global de la cromati-
na que contiene los genes silenciados abrird nuevos cam-
pos de investigacion que permitan establecer una terapia
epigenética segura y eficaz, con incuestionables implica-
ciones en la prevencion primaria del cdncer.
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