UMMARY

Multiple etiologic factors
participate in the
development of cancer,
including environmental
and genetic causes. The
molecular mechanisms of
genetic expression-control
have gained an important
role in the search for
understanding this
disease. Epigenetic
alterations are now known
to contribute to the
pathogenesis of cancer.
The newer studies have
identified molecular
patterns that predispose
or trigger tumorigenesis.
In this article we intend to
review the most relevant
aspects on cancer,
epigenetics and the new
targeted-therapies

directed at tumor
suppressor  gene  re-
expression with clinically
proven importance.
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'NTRODUCCION

Aunque el céncer es una
enfermedad en la que
predominan anormalidades
genéticas, los estudios mo-
leculares han demostrado
que alteraciones
epigenéticas comparten un
papel protagénico en su
desarrollo. La epigenética
abarca una serie de
alteraciones heredables en
la expresion génica que no
estan causadas directamente
por la alteracion en la
secuencia nucleotidica del
ADN, como son las altera-
ciones de la estructura de la
cromatina mediada por
metilacion de los residuos
de citosina en los di-
nucleotidos CpG, la
modificacion de histonas
mediante  acetilaciébn o
metilacion y los cambios en
la estructuracion jerarquica
de la cromatina de orden
mayor. Se ha observado que
una metilacion anormal en
sitios de transcripcién génica

puede dar como resultado un
silenciamiento epigenético de
los genes cuya funcion seria,
en circunstancias normales,
protegernos contra la
formacion de tumores o
reparar el ADN. En esta
revision veremos el resultado
de las investigaciones mas
recientes in vitro e in vivo en
terapia epigenética y sus
aplicaciones en oncologia.

La diferenciacion celular
y el efecto Epigenético
Durante el desarrollo de
organismos multicelulares,
un unico huevo fertilizado
da origen a miles de
subtipos celulares, que se
reinen y se diferencian en
tejidos. Como todas las
células del organismo tienen
virtualmente el mismo ge-
noma, existe un patron de
lectura discriminativo que
dicta quién se convierte en
neuronas, piel o musculo. El
programa de expresion
genética debe mantenerse,
asimismo, a lo largo de las
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generaciones celulares
subsiguientes, a través de la
division celular. Las inves-
tigaciones de los Gltimos afios
han dejado claro que el control
de la compactacion del ADN
gendémico para formar la
cromatina es fundamental para
mantener un gen en un estado
de expresién “encendido” o
“apagado”.(7) La compac-
tacion permite que el genoma
completo de un individuo, de
una longitud aproximada de 2
metros, alcance los 10 um de
didmetro de un nucleo celular
normal. De esta forma 147
pares de bases envuelven un
octamero de histonas 1.7
veces dando origen a una
estructura  conocida como
nucleosoma. Los nucleosomas
que se encuentra conectados a
través de 20 a 60 pares de
bases forman una configu-
racion similar a las cuentas de
un rosario, una estructura
conocida como la fibra de
30nm. Esta estructura puede
compactarse aln mas,
formando la fibra de 10 nm. A
pesar de que no Se conoce con
exactitud como se realizan
estos procesos, existen en la
actualidad algunas claves
sobre como se da esta
compactacion. El resultado,
sin  embargo, es una
disminucion en el espacio
fisico tridimensional del ADN,
haciendo imposible que los
factores de transcripcion reco-
nozcan zonas promotoras para
que asi los genes contenidos
se puedan expresar. Dos
grupos de proteinas, el grupo
Polycomb (PcG) de genes
represores y el grupo trithorax
(trxG) de genes activadores se
encargan de modular la
estructura de la cromatina

(Para una lectura mas
detallada revisar las referen-
cias(4) A su vez, diversos
factores que determinan la
interaccion histona-histona o
histona-ADN, como los
patrones de metilacion o
acetilacion, trabajan en
conjunto regulando los
patrones de expresion génica
claves durante el desarrollo y
la diferenciacion celular y por
lo tanto juegan un papel deter-
minante en la génesis de los
tumores.

Metilacion del ADN y el
Silenciamiento Génico
Los  cuatro bases  de
nucledtidos de ADN —
citosina (C), adenina (A),
guanina (G) y timina (T)—
forman un total de 16 posibles
pares de dinucle6tidos. En uno
de estos casos, una citosina
esta junto a una guanosina en
direccion 5°, el dinucledtido
CpG. Este dinucledtido se
encuentra a una frecuencia
menor de lo esperado a lo
largo de la mayor parte del
genoma, pero se encuentra en
una frecuencia mas alta de lo
normal en unas porciones del
ADN que se conocen como
islotes CpG.(7) Es curioso
destacar que estos islotes CpG
se encuentran usualmente
concentrados cerca de los
sitios de inicio de Ia
transcripcion génica, las regio-
nes promotoras, donde la
transcripcion de ADN a ARN
comienza.(7) La metilacién
del ADN ocurre en sitios
especificos. La ausencia de
metilacion en un islote CpG es
un indicador de que el sitio de
transcripcion estd activado y
que es capaz de ser transcrito
de ADN a ARN. En las

células cancerosas se pierde el
patron de metilacion normal:
los islotes CpG de algunos
genes muestran un patrén de
metilacion inusualmente
elevado en las regiones
promotoras, pero no en las
regiones fuera de estas. Estas
modificaciones interactlian
con factores que modifican la
estructura de la cromatina,
dando como resultado el
silenciamiento del gen. El
silenciamiento transcripcional
de genes que tienen actividad
antitumoral puede resultar en
eventos celulares anormales,
que contribuyen a la
progresion del fenotipo celular
tumoral.(11) Por ende, el
silenciamiento epigenético de
los genes es otro mecanismo
mediante el cual se altera la
produccién efectiva de genes
supresores de tumores.(11)
Aunque la pérdida de dos
alelos donde se encuentren
genes supresores de tumores
es un evento desastroso para la
célula, sea cual sea su causa,
esto es relativamente infre-
cuente: la inactivacion de
ambos alelos mediante
hipermetilacién es, en cambio,
un evento bastante mas
frecuente.(7;11) Estudios re-
cientes han encontrado una
lista creciente de genes
relacionados con el desarrollo
del cancer en los cuales se ha
identificado un patron de
metilacion del ADN que
conlleva al silenciamiento de
los mismos (7;11) Los genes
afectados pueden participar en
multiples vias del desarrollo
celular, controlando procesos
como migracién,
reconocimiento del entorno
tisular, diferenciacion celular
y el balance entre division



celular 'y apoptosis. Por
ejemplo, uno de los genes
supresores de tumores mas
cominmente afectados en
canceres epiteliales y linfomas
es el gen P161NK4a, el cual al
ser silenciado permite la
acumulacion de anormalidades
cromosdémicas y mutaciones
genéticas, perdiendo asi su
capacidad caracteristica de
desencadenar la senescencia
replicativa o la muerte celular
por apoptosis .(5)

El patron de transcripcion
genético es aberrante en el
cancer
En algunas formas esporadicas
de cancer de colon, mama y
renal, los genes STK11,

BRCA1l y VHL,
respectivamente, se
encuentran silenciados
epigenéticamente.(11) El

silenciamiento epigenético
puede ocurrir en lesiones
premalignas involucrando
genes de reparacion del ADN
y por lo tanto predisponiendo
a alteraciones en la secuencia
del ADN. La pérdida de un
gen reparador de ADN, el 06-
metilguanina-ADN-
metiltransferasa, que previene
la transicion de una G por una
A, ocurre muy temprano en el
curso de la aparicion del
cancer de colon y desencadena
la subsiguiente acumulacion
de este tipo de transiciones en
genes regulatorios importantes
como el KRAS y el P53.(11)
Del 10% a 15% de los
pacientes con cancer de colon
que  tienen inestabilidad
microsatelital
aproximadamente el 70% a
80% muestran silenciamiento
epigenético de un gen que
procura reparar los errores por
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incompatibilidad entre bases,
el MLH1 .(8;12) Ademas, la
citosina metilada es
directamente mutagénica, y
sufre transformacion C>T de
forma espontanea.(3)

La reversibilidad de la
metilacion aberrante del
ADN
Muy en contraste con las
mutaciones  genéticas, el
silenciamiento epigenético es
potencialmente reversible.(11)
La evidencia experimental
sugiere que es posible
reactivar genes silenciados
epigenéticamente. Algunas
drogas que inducen la
desmetilacion del ADN como
la 5-aza-2’-deoxicitidina
(Decitabine®), pueden
conducir a la reexpresion de
genes silenciados,
recuperandose asi su funcién
original (7; 11). Estos agentes
se incorporan al ADN de las
células con alto indice
mitdtico inhibiendo
irreversiblemente la actividad
de las ADN metiltransferasas
(DNMT) y asi previenen la
hipermetilacion de los islotes
CpG. Las DNMT son enzimas
altamente conservadas en la
evoluciéon que transfieren
grupos metilo provenientes de
la S-Adenosil-Metionina al
quinto carbono de anillo piri-
midinico de la citosina.(7)
Desgraciadamente, la 5-aza-
2’-deoxicitidina tiene limitada
solubilidad acuosa y efecto
mielosupresor. Otros
inhibidores de las ADN me-
tiltransferasas (DNMTi)estan
en constante desarrollo. En
algunos de los estudios mas
actualizados se han
combinado con inhibidores de
la desacetilasa de histonas

(HDAC) con  resultados
importantes ~ (Véase  mas
adelante).  Aungue  estos
hallazgos apuntan a que e€s
posible restaurar el estado
transcripcional, también se ha
observado que las células en
las que la expresion génica es
reactivada por agentes
desmetiladores pueden
eventualmente retornar a su
estado de silenciamiento
génico una vez que el
tratamiento se descontinta.(7;
11) La azacitidina (Vidaza®)
fue el primer farmaco apro-
vado por la FDA para el trata-
miento del Sindrome
Mielodisplasico (MDS). El
MDS se caracteriza por una
hematopoyesis deficiente que
cursa con varios tipos de
citopenias incluyendo anemia,
leucopenia y trombocitopenia.
En un 40% la enfermedad
progresa a Leucemia Mieloide
Aguda (LMA). Hasta hace
poco los pacientes con MDS
debian recibir un tratamiento
basado en  transfusiones
multiples de plaquetas y GRE
mas antibioticos. La
metilacion de genes
promotores se ha identificado
en el 68% de las LMA y en el
35% de los MDS, pero en este
altimo, la densidad de la
mutilacion aumenta conforme
la enfermedad progresa. El
tratamiento con DNMTi solo o
en combinacion con HDACI
como el fenibutirato sodico se
ha estudiado en MDS y en
otros desordenes donde se ha
demostrado que existe
metilacion del ADN vy
silenciamiento  génico. En
estos ensayos clinicos se ha
documentado una mejoria en
los pardmetros hematoldgicos
y un retraso en la progresion
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de la MDS. En un estudio
controlado aleatorizado
reciente se obtuvo una
respuesta total de un 60% con
Azacitidina vs. el cuidado
estandar 'y los resultados
fueron altamente significativos
(p<0.0001). En la actualidad
los DNMTi son los mejores
agentes activos, como terapia
Unica, para el tratamiento del
MDS.

El codigo de histonas y los
patrones de acetilacion y
metilacion
Los extremos  amino-
terminales de cada una de
las cuatro histonas que se
encuentran en pares en los
nucleosomas, estan
altamente conservadas en su
secuencia de aminoacidos y
realizan una funcion crucial
en la regulacion de la
estructura de la cromatina.
Estos aminoacidos sufren
modificaciones covalentes
por acetilacion, metilacién
y fosforilacion de sus
residuos mediante enzimas
claramente establecidas,
entre  otros tipos de
modificaciones posibles. La
metilacion y acetilacion de
residuos  especificos de
histonas parece conferir un
cédigo de histonas que
indica si un gen se en-
cuentra en estado activo de
transcripcion. Las acetilasas
de histonas (HAT) forman
parte de un complejo
coactivador que son re-
clutadas en regiones
promotoras por factores de
transcripcion  especificos
para ciertas secuencias du-

rante la activacion de genes.
En contraste, las
desacetilasas de histonas
(HDAC) son reclutadas por
represores de transcripcion
y previenen el inicio de la
transcripcion génica. Los
residuos  metilados  de
citosina en las regiones
promotoras se asocian con
Proteinas de Union a
Metilcitosinas (MBP) que
reclutan otros complejos
con actividad HDAC. El
balance entre una estructura
cromatinica permisiva
(encendida) y una
inhibitoria (apagada) es
ampliamente  determinada
por la actividad de factores
de transcripcion que regulan
el codigo de histonas y el
status de metilacion de los
elementos  de  control
genético.(7;11) En el caso
particular del cancer, se ha
observado que la acetilacion
de los extremos amino
terminales de las histonas,
en especial la H3 y la H4,
inducen un cambio
conformacional en la
estructura jerdrquica de la
cromatina cuyo resultado fi-
nal es la promocion del
inicio de la transcripcion de
genes supresores de
tumores.(7;11) Uno de los
cédigos mas importantes es
la acetilacion de la lisina 9
en la histona 3. Este cambio
previene la  metilacion
subsiguiente de esta misma
lisina, lo que se traduciria
en una sefal de
silenciamiento  transcrip-
cional. La lisina 4 de la H3

al ser metilada se ha
asociado, en cambio, con la
activacion del gen.(7) A su
vez, estos cambios se ven
influenciados por la
metilacion de la secuencia
del ADN en los islotes
CpG. La evidencia actual
apunta hacia que los
HDACi no son tan
importantes en revertir el
silenciamiento génico,
como los inhibidores de la
DNMT, pero un efecto
aditivo podria verse al
combinarlos. (7;11)

El rol de la acetilacion en
la fisiologia celular y su
relacion con el cancer
El grupo de proteinas que
sufre alteraciones
postranscripcionales por
acetilacion dio origen al térmi-
no acetiloma. Las HDAC
forman una familia con tres
clases relevantes identificadas,
cuya homologia y
conservacion no indican otra
cosa mas que tienen un rol no
redundante  en procesos
biolégicos béasicos. La
experimentacién con ratones
knocked-out de HDAC1 (clase
1) dio como resultado un fe-
notipo embrionario letal en su
mayor parte debido al arresto
celular asociado con un
aumento en inhibidores de las
CDK, P21 y P27kipl. Las
HDAC ayudan a controlar la
estabilidad proteica ya que las
lisinas también son sefali-
zadas por ubiquitinizacién
para luego ser degradadas por
la via del proteasoma,
reduciendo asi la vida media
de la proteina. La acetilacion
del factor inducible por



hipoxia (HIF-1) por la ARD1
HAT aparentemente produce
un aumento en del complejo
ubiquitinado del von Hippel
Lindau (VHL) y la
degradacion mediada por el
proteasoma, que juega un rol
determinante en la respuesta a

los cambios en la
disponibilidad del oxigeno y la
angiongeénesis.(1;9) La

importacion y exportacion de
proteinas a través de las
importinas en la membrana
nuclear estd regulada por la
acetilacion. Chaperonas im-
portantes en el cancer como la
HSP-90 se sabe que se ven
afectadas por acetilacion.
Ademés la acetilacion
participa en otros procesos
para la formacion de los mi-
crotUbulos, controlar el estrés
interno y externo y participan
en las vias de inflamacion,
apoptosis y necrosis. No son
exclusivas de proteinas
histonas, en cambio, se cree
gue evolucionaron antes que
éstas por lo que algunas de las
actuales HDAC no actian
sobre histonas, ni siquiera
actuarian en el nlcleo celular,
sino que se encuentran en el
citoplasma y la mitocondria,
donde no hay histonas.(6) La
leucemia promielocitica aguda
(LPA) fue el primer modelo
de enfermedad en el que el rol
de las HDAC se logr6 demos-
trar. En la LPA se forma un
complejo
heterocromatinizante en el que
participan HDACs, las ADN
metiltranferasas DNMT1 vy
DNMT3a y las
metiltransferasas de la K9-H3,
SUV39H1 y SUV39H2.

Los genes silenciados
intervienen en la
diferenciacion mieloide

LAGOS, SOTO: EPIGENETICA Y C

dando como resultado un
bloqueo en la diferenciacion
y un aumento la
proliferacion celular. En
cancer de prostata se ha
observado un patrén
especifico de
acetilacion/metilacién  en
las histonas H3/H4 que
confiere un riesgo elevado
de recurrencia de cancer de
préstata de bajo grado. A la
fecha, sin embargo, la
evidencia mas convincente
de que las HDAC se
comportan de forma
anormal en las células tu-
morales deriva de la
manipulacion de las HDAC
por inhibidores de las
HDAC (HDACI).

Los inhibidores de las
deacetilasas de histonas y
los resultados obtenidos
en estudios clinicos
Una consideracion conciente
del efecto generalizado
resultante tras inhibir las
HDAC podria indicar que no
son los mejores agentes te-
rapéuticos para investigar, ya
gue podrian intervenir con
funciones celulares especificas
de suprema importancia. Un
creciente ndmero de
estructuras quimicas tienen
actividad inhibitoria contra las
HDAC clases 1, 2y 4, las mas
relevantes para los mamiferos.
Todavia méas importante es
destacar el hecho de que no
existe evidencia de que alguno
de estos compuestos sea
superior inhibiendo
preferentemente una clase
especifica de HDACIi, como
tampoco se ha conferido
caracteristicas  especiales a

alguna de las HDACi en
especial. Algunos HDACI se
originan de fuentes naturales
como el Tricostatin A (TSA) y
otros pueden ser obtenidos por
sintesis en laboratorios.

Los HDACI inducen en grado
variable arresto del
crecimiento celular, arresto de
la diferenciacion e inducen
apoptosis tanto en modelos in
vitro e in vivo. Sorprenden-
temente, las células de tejidos
normales con
considerablemente mas
resistente al efecto de las
HDACi que las células
tumorales.  Ademas, los
HDACI podrian aumentar la
sensibilidad de las células
tumorales a la quimioterapia y
a la radioterapia.(10) Otro de
los efectos que se le asocia
con su actividad selectiva a
células tumorales es el hecho
de que los HDACI trunca la
activacién de dos puntos de
chequeo del ciclo celular. Co-
mo el ADN de estas células
continuaria su replicacién sin
ser reparado la acumulacion
de defectos llevaria a un
desenlace celular catastréfico.
Por otro lado, los HDACI
también inducen apoptosis a
través de vias dependientes e
independientes de caspasas,
procesos que estdn adn por
esclarecerse.(19) Los
resultados  obtenidos  de
estudios fase I/l en pacientes
con céncer indican que la toxi-
cidad de estos farmacos es
debida primordialmente a las
caracteristicas especificas de
los agentes utilizados y no del
efecto inhibitorio generalizado
producido por los HDACI.(19)
Un problema grave de estos
agentes es que se conoce muy
poco sobre las propiedades
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farmacocinéticas y
farmacodindmicas vy su
relacion con la toxicidad
observada. Estudios en mo-
delos preclinicos en tumores
cuya patogénesis se sabe que
esta intrinsecamente
relacionada con patrones de
hiperacetilacion (como en
algunas leucemias) no han da-
do resultados tan alentadores.
Aunque se observa una
respuesta clinica los animales
no se curan y tan pronto se
termina el tratamiento la
enfermedad termina siendo la
causa de muerte en un 100%
de los casos. Los resultados
han sido especialmente buenos
para el linfoma cutaneo de
células T en el que se
documentaron respuestas
parciales y completas de hasta
un 57% .(2)

NCLUSION

Desde hace mucho tiempo se
conoce que en la
fisiopatologia  del  céncer
interviene la inactivacion de
genes supresores de tumores,
los cuales, en condiciones
normales trabajarian evitando
gue las células acumulen
errores. La evidencia
actualizada apunta a que en
alguna medida la inactivacion
de estos genes se da mediante
un proceso complejo de
silenciamiento epigenético. En
éste, participan la metilacion
de dinucleétidos CpG en
regiones promotas acompafia-
das de acetilacion y metilacion
de residuos de amino &cidos
especificos de ciertas
proteinas histonas. Ademas,
algunos novedosos agentes
dirigidos especificamente
contra estos procesos
anémalos podrian

eventualmente  ampliar la
bateria de tratamientos
oncolégicos  actuales.  El
estudio de las modificaciones
postranscripcionales de las
proteinas no histonicas
permitira a un mediano plazo
esclarecer los mecanismos
moleculares que finalmente
conducen a un fenotipo
tumoral, para asi poder
enfrentarla haciendo uso de te-
rapias dirigidas, de baja
toxicidad, con efectos
secundarios minimos y con
elevadas tasas de respuesta.

B esuven

En la etiologia del céncer
participan multiples
factores, tanto ambientales
como  genéticos. Los
mecanismos moleculares de
control de la expresion
genética han ganado terreno
en la busqueda por explicar
las causas de la enfermedad.
Ahora se sabe que las
alteraciones  epigenéticas
contribuyen a la patogénesis
del cancer. Los estudios
mas recientes han identifi-
cado patrones moleculares
que predisponen 0
desencadenan los tumores.
En esta revision veremos
algunos aspectos relevantes
sobre la epigenética, el
cancer y las nuevas terapias
dirigidas a la re-expresion
de genes supresores de
tumores con importancia
clinica demostrada.
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