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INTRODUCCION

CANCER

Ei cancer es una enfermedad genética tal como lo definen DeVita' y Holland?, en
la frase inicial de sus tratados. Ya que las anormalidades en genes que controlan
la proliferacion celular, condicionan un crecimiento desenfrenado lo que
caracteriza a la célula mallgna También refiere Holland? que los oncélogos deben
comenzar a entender las raices moleculares de la enfermedad: genes, RNA
mensajero y las proteinas que ellos producen. “En resumen, los oncologos deben
ser un entendido con las herramientas de la biologia molecular”

CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino es uno de los canceres mas frecuentes entre las mujeres.
A nivel mundial es la segunda topografia mas frecuente, solo detras del cancer de
mama. La incidencia mundial es de ~471,000 casos por ano, la mayoria de los
casos se presenta en paises desfavorecidos econdmicamente.

En México es la neoplasia mas frecuente, teniendo una incidencia de ~20,000
casos afo y mortalidad de ~4,500 casos por ano. En los Estados Unidos es la
segunda neoplasia en cuanto a frecuencia ya que corresponde al 6% de todos los
canceres en mujeres, con una incidencia de ~16,000 casos y mortalidad ~5,000

casos por ano.

La utilizacién de programas de tamizaje (screening) ha disminuido tanto la
incidencia y mortalidad del cancer cervicouterino’.

El tipo histologico predominante del cancer cervicouterino es el epidermoide, que
alcanza hasta el 85 a 90% de los casos, seguido del adenocarcinoma y el
adenoescamoso, comprendlendo 10y 5% respectlvamente Aun cuando varlos
informes reportan que en Suecia®, Estados Unidos®*, Canada® y Australia®
demuestran que estos dos ultlmos subtipos han aumentado su incidencia.

El prondstico de los pacientes con cancer cervicouterino se afecta de manera
importante dependiendo de la extension de la enfermedad al momento del
diagnostico. En los paises desarrollados, la gran mayoria de los casos se
diagnostican en etapas tempranas (>90%)’ dado el uso extensivo de el
papanicolaou. Desgraciadamente en México, a pesar de los esfuerzos por el uso
generalizado del papanicolaou, no se ha logrado abatir la incidencia de etapas

avanzadas.



Los tratamientos estandar para el CaCu, en etapas tempranas consiste ya sea en
cirugia o radioterapia con supervivencia a 5 anos de hasta el 80%; mientras que
para las etapas avanzadas el tratamiento estandar consiste en quimiorradioterapia

concomitante

Virus del Papiloma humano

El virus del papiloma humano es agente etiopatogénico mas importante del cancer
cervicouterino. Desde hace mas de treinta anos, Kremsdorf® describié los primeros
tipos de VPH y los relaciond iniciaimente con lesiones benignas. Mientras que
crum? relaciond el virus con lesiones invasoras, lo confirmoé en su trabajo
Munger'®. Se ha estimado que mas del 75% de los pacientes con cancer
cervicouterino tienen presencia del genoma del VPH"".

E! VPH es uno de los virus mas frecuentemente transmitidos por via sexual. De
Villiers'? ha confirmado que de los mas de ochenta tipos de virus de ?apiloma
humano, solamente cuarenta infectan el tracto genitourinario. Kjaer'? ha confirmo
que la infeccion por VPH es comun en las mujeres jovenes, pero estas infecciones
son transitorias, y existen altas tasas de adquisicion y eliminacién del virus.

AuUn cuando la mayoria de las infecciones son transitorias, los tipos de virus de
papiloma humano se han dividido, en virus de alto y bajo grado para el desarrollo
de cancer. Dentro virus de alto riesgo se han incluido entre 13 a 19 tipos, siendo
los tipo mas importantes el 16 y el 18, pero también los tipos 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, y 58'%1516.77 ge encuentran dentro de los de alto riesgo.

La infeccion del VPH precede el desarrolio tanto de lesiones intraepiteliales de
bajo y alto grado, asi como la infeccion por VPH de aito grado es un excelente
predictor de lesiones de alto grado subsecuentes en mujeres jévenes
principalmente.

El VPH tipo 16 ha sido ampliamente relacionado con el cancer cervicouterino,
Durst'® encontré que este virus se encontraba en el 61% de las biopsias de CaCU
de pacientes alemanas, pero solamente en el 35% de gacientes provenientes de
Brasil y de Kenia. En un estudio mas reciente, Murfioz"™ demostré en un estudio
multicéntrico que el VPH 16 se encontro en el 54% de los pacientes seguido del
VPH 18 con un 11%.

GEN Y EXPRESION DE GENES

El gen es la unidad fundamental de herencia y “determinante” de todos los
fenotipos. Inicialmente se consideraba que el ADN de una célula humana normal



contenia entre 50,000%° y 90,000%" genes. Pero actualmente se ha estimado que
solamente pudieran ser ~30, 00022 genes, esta disminucion en el estlmado total de
genes, se basa el conocimiento de la secuencia total del cromosoma 2223, y del
cromosoma 212%*; ademas Ewing?® hizo un modelo estadistico mediante el que
estimaron que existen ~35,000 genes, Crollius2® encontré mediante un modelo
similar al de Ewing que pudiera haber entre 28,000 y 34,000 genes. Y solamente
una fraccion de éstos se usa (0 se encuentra expresado) Finalmente la
secuenciacion del genoma revelo que existen —~30,000 27

Existe un concepto denominado “Dogma central de la biologia molecular’ descrito
desde la década de los setentas por Crick?®, el cual se refiere a que un gen ejerce
sus efectos mediante la transcripcion de su ADN hacia un ARN mensajero
(mRNA), el cual, es traducido en una proteina, y esta es el efector final de la
accion de gen.

Es por ello, que en biologia molecular se investiga la "expresion” o la “activacion”
del gen. Pero esto es muy complejo ya que pueden existir alteraciones en el
proceso de transcribir el ADN en ARN, o en la traduccion de ARN en proteina

(Figura 1).

Este dogma central deriva de principios muy importantes:
1. El ADN debe estar en el nucieo protegido del citoplasma
2. Se pueden obtener muchas copias de ARN a partir de una sola de ADN
3. La regulacion de la expresion del gen puede ser realizada por controles
especificos, de cada elemento en la senda entre el ADN y proteinas.

En su descripcion inicial, Crick postulo varios tipos de transferencias de la
informacién, la mas importante es la que se describio arriba, pero existen dos
grupos de transferencia mas.

En resumen las propuestas de Crick son:

GRUPO| GRUPO Il GRUPO Il
ADN a ADN ARN a ADN PROTEINA a PROTEINA
ADN a ARN ADN a PROTEINA PROTEINA a ARN
ARN a PROTEINA PROTEINA a ADN
ARN a ARN

En 1970, Temin y Mizutani?® propusieron las posibilidad de obtener ADN a partir
del ARN, los cual se ha confirmado al demostrarse con los retrovirus. Y la
transferencia proteina-proteina se ha propuesto como mecanismo de los priones.

LOS COMPONENTES FUNCIONALES DEL GEN

Cada gen se compone de varios componentes estructurales y funcionales, que se
encuentran implicados en una faceta diferente del proceso de la expresion de gen.




Existen dos unidades funcionales principales: la region del promotor y la region de
codificacion.

La region del promotor, descrita desde 19813, controla cuando y en qué tejido que
un gen se debe de expresar. Por ejemplo, el promotor del gen de la hemoglobina
permite la expresion de la region de codificacidon en los eritrocitos, mientras que en
las células del cerebro no lo permite.

En el ADN de la region del promotor del gen, hay elementos estructurales
especificos, que permiten que el gen para sea expresado solo en una célula
apropiada. Estos son los elementos, que indican al eritrocito a transcribir ARNm a
partir del gen de la hemoglobina. Estas estructuras son elementos "cis" (cerca) ya
que ellos residen en la misma molécula del ADN que el gen.

En algunos otros, existen otros elementos "cis" especificos al tipo tejido, llamados
"enhancers"®' 32 (potenciadores), y estos residen en la misma molécula del ADN,
pero en distancias magnificas de la region de la codificacion del gen.

En algunas ceélulas, los elementos “cis” se unen a proteinas, responsables de
transcribir el gen. A estas proteinas se llama factores "trans” (lejos), ya que ellos
residen en el ndcleo de la célula, separados del ADN que contiene al gen,

La estructura de las proteinas es especificada por Ia region de "codificacion"” de
gen. LLa region de la codificacion contiene la informacion que dirige a un eritrocito
para armar los aminoacidos en orden apropiado para hacer la proteina de
hemoglobina. En la regiéon de la codificacion de un gen, la sucesion lineal de
nucledtidos "codifica” al aminoacido de la proteina. Este codigo genético esta en la
forma de! triplete, para que cada grupo de tres nucledtidos codifique un solo
aminoacido. Los 64 tripletes que pueden ser formados por cuatro nucleétidos,
exceden el numero de aminoacidos usados para hacer las proteinas; esto hace
que el codigo permita que algunos aminoacidos sean codificados por varios
tripletes®?, asi mismo existen tripletes de inicio y de paro de codificacién.
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GENES SUPRESORES DE TUMOR

La base genética para el desarrollo del cancer, ha sido a partir de una hipotesis
que se ha formulado con el apoyo del conocimiento médico a través de un siglo.
Pero en los ultimos 25 anos solamente es cuando se ha podido determinar que
existen bases que sustenten tal hipotesis. Se han identificado dos tipos de genes
de gran importancia para el desarrollo del cancer.

Se han identificado mas de 50 diferentes protooncogenes (por diversas técnicas).
En términos generales, los protooncogenes tienen papeles importantes en varias
de las vias reguladoras del crecimiento, y sus productos proteicos se distribuyen
virtualmente en todos los espacios subcelulares. El encogen es una variante del
protooncogén que resulta en ganancia de funcion, producto de mutaciones
puntuales, rearreglo de cromosomas o amplificacion del gen en las sucesiones del
protooncogén. En la gran mayoria de los canceres, las mutaciones en los
protooncogenes, surgen en las células somaticas; aun cuando mutaciones en
células germline también son factibles (p.ejem. RET)

Los Genes Supresores de Tumor (GST) son definidos por su capacidad de
inactivar el desarrollo del cancer. Existen en la actualidad mas de treinta GST
descritos e implicados directa y claramente en el desarrollo del cancer.

Al igual que con los oncogenes y protooncogenes; las funciones de los GST son
muliltiples, existe un grupo especial, el cual es el encargado de la via de reparacion
del ADN; alteraciones en este grupo son las mas relacionadas con un gran grupo
de canceres.

Mientras que los productos proteicos de varios GST, son probablemente
implicados de forma directa en la inhibicion del crecimiento o de la diferenciacion.
Las proteinas reparadoras del ADN pareciera que tienen un papel pasivo, pero la
inactivacion de estas, da como resuitado una tasa aumentada de mutaciones en
otros genes celulares, inclusive en protooncogenes y otros GST.

METILACION

La metilacion del DNA es un proceso complejo en el cual alguna de las tres DNA
metiltransferasas (Dnmts) cataliza la adiccion de un grupo metilo al carbono 5 de
la citosina, obteniendo este grupo metilo del donador universal (de grupos metilos)
la S-Adenosil-L-Metionina (SAM)34.
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Figura 2. Metilacion del ADN

Esta modificacion ocurre predominantemente en el dinucléotido formado por
Citosina y Guanina (CpG), y de manera predominante entre el genoma de los

mamiferos.

Actualmente se conocen tres Dmnts cataliticamente activas en el humano, a saber
Dnmt1, Dnmt3a y Dnmt3b. Aparentemente cada una de ellas juega un papel
distinto y critico en la metilacion del ADN. 3%

La metilacion del DNA influye profundamente en muchos procesos, entre los
cuales se incluyen entre otros: regulacion transcripcional (incluida la inactivacion
parental o imprinting), estabilidad genomica, modulacion de la estructura de la
cromatina e inactivacion del cromosoma X, 363738

Estos diferentes procesos, aparentemente comparten algunas caracteristicas en
comun; lo gue se puede incluir dentro de lo que se ha definido como epigenética.
Lo que corresponde a modificar la expresion del DNA, pero sin modificar la

secuencia del DNA.

Los patrones de metilacion del DNA, no son eventos distribuidos aleatoriamente,
sino por el contrario se encuentran perfectamente controlados. Existen regiones
que generalmente se encuentran hipometiladas o hipermetiladas33.

Por ejemplo, los patrones de metilacion cambian dramaticamente durante el
desarroillo del embrion. La mayoria del genoma es desmetilado después de la

13



fecundacion; y es seguido por metilacion de novo hasta que se logra la
implantacion del embrion. Mas sin embargo no todas las secuencias del genoma
se desmetilan posterior a la fecundacion, ni todas las secuencias posteriormente
sufren metilacion de novo. Esto enfatiza que la metilacion es un proceso

especifico y bien controlado.

El patron de metilacion es exquisitamente controlado durante el desarrolio
temprano dando como resultado diferentes patrones de metilacion. El control
estricto de la metilacion del DNA es liberado en las células malignas, las que se
caracterizan por estados de metilacion invertidos, Los genes asociados a islas de
CpG, en particular los genes supresores de tumor (o genes relacionados),
frecuentemente se encuentra hipermetilados y esto se asocia con silenciamiento
de estos genes. Ademas, la metilacion comunmente es involucrada como un
evento causal critico en el silenciamiento de los GST.

Morula Blastocisto

Celulas 1 2 4 8

Metilacion
global del
ADN

Promotores

ADN Repetitivo

Genes tejido
especificos

Alelos inactivados
parentalmente

. Metilacion D Desmetilacion

Figura 3. Cambios en el patrén de metilacion durante el desarrolio embrionario

La importancia de la metilacion se ha evaluado en modelos in vivo. Iniciaimente se
vio que la inhibicion de la metilacion en embriones de raton conducia a la muerte
de los mismos “°*'. Mas recientemente, se ha demostrado el papel de la
metilacion en los humanos; se han descrito unos sindromes en los cuales el
proceso de la metilacion esta comprometido, estos sindromes son: X fragil, ATRX,

Rett e ICF.*?
La alteracion en los patrones de metilacion, es uno de los hallazgos mas comunes

de las células transformadas, e inclusive algunos estudios han demostrado que los
cambios en la metilacion son eventos tempranos en el proceso de la
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tumorigénesis y contribuyen directamente a la transformacion. Ademas la
maquinaria encargada de mantener la metilacion se encuentra totalmente alterada
y disfuncional, lo que condiciona que los patrones de metilacion sean revertidos,
dando como resultado hipometilacion gliobal del DNA e hipermetilacion de las islas
CpG DNA. 36,37.38.

Existe informacion reciente, que permite conocer como los patrones de metilacion
son establecidos durante el desarrolio de los mamiferos y mantenidos en las

células somaticas.

ADN Metiltransferasas

Las Dnmts cataliticamente activas interactuan con las desacetilasas de histonas, y
el uso de inhibidores de cada uno de estos procesos, revelan que ambos procesos
actuan de manera conjunta para reprimir la transcripcion.

Varios estudios en plantas, ratones y humanos, usando modelos con mutaciones
en la ingenieria de la remodelacion de la cromatina, demuestran que la estructura
de la cromatina puede modificar los patrones de metilacion.”

La ADN metiltransferasa 1 (Dnmt1) fue la primer enzima de su grupo, aislada en
los mamiferos. En la década de los ochentas, Bestor?®47484935 gegcribio esta
Dnmt en ratones; y algunos afos mas tarde, Yen®° describié su homélogo humano
y codificado en 19p13.2. Mas importantemente, Dnmt1 es la Gnica en la cual se ha

estudiado y establecido su funcionamiento.>'"

De manera general se considera que las Dnmts estan compuestas de dos partes,
una region variable amino terminal y una regién relativamente constante carboxi
terminai. Dnmt1 tiene la region amino terminal mas larga de todas las Dnmts

humanas.

La region amino terminal tiene varios papeles funcionales: regulacion de la
actividad del dominio catalitico de la region carboxi terminal, focalizacién nuclear,
union al zinc e intermediario entre las interacciones proteina — proteina. La region
carboxi terminal, comprende el dominio catalitico, el cual es comun a todas las

Dnmts. 3553

La actividad bioquimica asi como las propiedades enzimaticas de la Dnmt1 han
sido extensamente estudiadas. Dnmt1 tiene una gran preferencia hacia el ADN de
doble cadena hemimetilado, sobre el ADN doble cadena desmetilado. Es por ello
que gracias a esta caracteristica Dnmt1 es co?siderada comunmente como

metiltransferasa de mantenimiento. 54.55:56.57.5
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Existe diferencia en la localizacion celular de la Dnmt1 durante las diferentes

etapas del ciclo celular; por lo general su localizacion es subnuclear, pero durante
G1 y G2 se demuestra una distribucion nucleoplasmica difusa, y durante la fase S
se asocia con los sitios de sintesis del ADN (focos de replicacion).59€° Esto apoya
el hecho de que Dnmt1 sea considerada como metiltransferasa de mantenimiento.

La expresion de Dnmt1 deberia de correlacionarse perfectamente con el estado
replicativo de las células; se ha demostrado que los niveles de Dnmt1 se
encuentran muy elevados tanto en la placenta como en el puimon. Pero se
supondria que en tejidos con tasas replicativas bajas estos niveles deberian asi
mismo ser bajos, pero en tejidos con estas caracteristicas (v. Gr. Corazén y
cerebro) muestran niveles muy elevados 50 esto sugiere que la Dnmt1 tiene otros
papeles ademas de mantener la metilacion.

Islas CpG

Las islas CpG tienen una alta frecuencia de di nucleétidos CpG, aproximadamente
cinco veces mayor que el resto del genoma, y corresponden del 1 al 2% del
mismo. Estas islas miden desde ~ 200 pb hasta algunos miles de Iongitud‘s’.

Se ha estimado que existen ~ 29 000 islas CpG en el genoma y aproximadamente
del 50 al 60% de todos los genes contienen una isla asociada al promotor®2.

Aun cuando la mayoria de las islas CpG se encuentran protegidas de la metilacion
en la etapa embridnica, algunas islas CpG son sometidas a metilacion de
diferenciacion alélica, v. gr. Las islas del cromosoma X inactivo.

METILACION Y SILENCIAMIENTO DE GENES

Clarck y Melki %3, arguyen que la metilacion no es el evento inicial, que ocasiona el
silenciamiento del gen en cancer; sino mas bien la metilacion es una consecuencia
de un silenciamiento inicial del gen; un papel similar ocurre en mantener apagado

el cromosoma X inactivo.

Dentro de los cambios en la metilacion global del ADN que ocurren en el
desarrollo temprano existen diferencias regionales especificas. De hecho no todas
fas islas CpG son susceptibles de metilacion, aparentemente existe una
segmentacion respecto la metilacion de las islas CpG %4, Los compartimentos
aparentemente coinciden con regiones de inactividad genética, mientras que los
compartimentos desmetilados coinciden con regiones de actividad génica.
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Secuencias que comprenden hasta el 35% del genoma generalmente se
encuentra hipermetilados, son promotores y regiones de genes tejido especifico®.

Uno de los papeles mas importantes de la metilacion en los mamiferos esta
relacionado con el control de la expresion génica. Esto debido a que la metilacion
dentro del gen (promotores y enhancers) suprime su funcion.

La metilacion induce supresion del gen g)or varios mecanismos: 1) Bloqueando los
factores de transcripcion giguras 4y5) 6.67 2) Formacién de un estado inactivo de
la cromatina (figura 6) %85°. A pesar de ello permanece poco claro el mecanismo
mediante el cual la metilacion produce inactivacion genética.

Sitenciamiento por metilacion

Factores de transcripcion sensibles a metilacion: AP2, E2F, NFkB

Factores de transcripcién NO ser av ilacion: Sp1

Figura 4. Silenciamiento por bloqueo de factores de transcripcion
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Silenciamiento por interacciéon con proteinas MeCP

Figura 5. Silenciamiento por bloqueo de MeCP

Alteraciéon en la estructura de la cromatina

Figura 6. Silenciamiento por alteracion de la estructura de la cromatina
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CAMBIOS DE LA METILACION EN CANCER

En contraste a las ceélulas normales, el patron de metilacion en las ceéluias
malignas presenta grandes cambios.”®"'72 El grueso del genoma en las células
malignas se encuentra hipometilado, en especial las regiones que normalmente se
encuentra hipermetiladas; de manera contrastante, las islas CpG que
normalmente se encuentran desmetiladas, en el cancer generalmente se

hipermetilan y silencian.

E! mecanismo mediante el cual se da la hipometilacion en el cancer, es poco claro;
pero se han propuesto miuiitiples posibilidades:

1) Dieta insuficiente en folatos. Esto en base a que se ha demostrado que los
higados de ratones deficientes en folatos presentan hipometilacion del
genoma e incremento del rompimiento del ADN; ademas estas ratas
desarrollan cancer hepatico.”®

2) Desregulacion de las demetilasas. Se ha propuesto que puede existir una
desregulacion de las enzimas encargadas de la desmetilacion o falta de
actividad de las ADN metiltransferasas (enzimas encargadas de la

metilacion)’.

A pesar de que la via que conduce a la hipometilacion es desconocida, es claro
que un sello distintivo de la mayoria de los canceres es la hipometilacion. Ademas,
se ha propuesto que la hieometilacién en el cancer da como resultado la
activacion de oncogenes,’”: 7% 79 activacion de retrotransponsones®® y/o

inestabilidad cromosoémica®’ 82,

La evidencia de la activaciéon de oncogenes, por desmetiiaciéon gen especifica en
cancer es pobre, pero se ha reportado hipometitaciéon de algunos oncogenes como

cMYC y H-RAS®,

La hipometilacion se ha reportado como responsable de la activacion de MAGE y
genes relacionados®®. Estos genes son especificos de células germinales y los
promotores de estos genes normalmente se encuentran metilados y por ende
silenciados en todos los tejidos somaticos de los adultos, pero se puede activar de
manera aberrante en algunos tumores. Un ejemplo se detalla en la figura 7.
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Activacién de protooncogenes

FdT ‘

v. Gr. Bcl2, K-ras

Figura 7. Activacion de protooncogenes por desmetilacion.

La relacion entre inestabilidad cromosdmica y la hipometilacion genémica en
cancer, se ha propuesto en base a algunos estudios en células ES de ratén que
tienen delecion homocigoto de la Dnmt185; estas células tienen una tasa
incrementada de mutaciones que involucran principalmente delecion gendmica.
Ademas la inestabilidad cromosomica es un hallazgo de los pacientes con el
sindrome ICF, el cual es un desorden genético en humanos, causado por
mutaciones génicas que impiden la expresion de Dnmt3b%6.

A pesar de que el evento mas importante en cuanto a frecuencia en cancer es la
hipometilacion, también la hipermetilacion de areas especificas. La hipermetilacion
puede contribuir a la progresion del cancer produciendo metilacion de genes
supresores de tumor (figura 8), ademas debido a las modificaciones en los
patrones de metilacion se pueden inducir mutaciones puntuales por la
deaminacion (figura 9). .
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Inactivacion de Genes Supresores de Tumor

Transcripcion

v. Gr. Rb FHIT APC MGMT, etc.

Figura 8. Metilacion de genes supresores de tumor

Mutacion por deaminacion

Figura 9. Mutacion por deaminacion

Las regiones que frecuentemente se hipermetilan, son regiones de las islas CpG
que contienen genes constitutivos (house-keeping) y GST. Actualmente esta bien




establecido que miltiples genes se encuentran metilados en un lineas celulares
Genes involucrados en: la regulaciéon del ciclo celular, reparacion del ADN,
resistencia a drogas, destoxificacion, apoptosis, angiogénesis y metastasis; han
sido identificados como susceptibles de ser hipermetilados en diferentes
canceres®®

Mas de la mitad de esos genes causan formas de cancer familiar cuando se
encuentran mutados en germhne y por ende la ventaja de la pérdida de la funcion
de dichos genes es muy clara®®. Pero muchos de los genes hipermetilados no son
GST, y para algunos de estos genes la metilacion del promotor es la gnica forma
conocida de mactlvacnon del gen en canceres, debido a que no se conocen

mutaciones®®

Desde que la metilacion de las islas CpG se ha asociado con inactivacion de
genes en tumores, la hipermetilacion se ha propuesto como un mecanismo alterno
de silenciamiento genético de los alelos de los GST, ademas del silenciamiento

causado por mutacién y/o delecion génica®’

Es claro que |la hipermetilacidon es una alteracién muy importante en el genoma del
cancer, pero desgraciadamente, el mecanismo responsable de realizar este
cambio, actualmente no es bien conocido.

ADN Metiltransferasas y cancer

Ademas de los cambios en los patrones de metilacion; existen cambios en la
expresion de las ADN metiltransferasas, que se encuentran elevadas desde 25a
3.7 veces en tumores de colon®? y 4.2 veces en pacientes con leucemia®

La actividad de la DNMT1 aparentemente se incrementa de manera progresiva a
medida que avanza el tumor por sus etapas, en cancer de colon y pulmaon®%-95,

Las DNMT3A y DNMT3B muestran un mcremento mayor de su transcripcion, de
4.4 a 11.7 veces en leucemia mieloide aguda®. Asi mismo una elevacion de la
DNMT3B ha sido reportada en tumores soélidos

El incremento en la expresion de las DNMT 's, puede ser funcionaimente
importante en cancer. Un incremento de 2.2 veces la expresion de Dnmt1 produce

transformacion de fibroblastos NIH3T3.

Ademas la reduccion de la actividad de Dnmt1 en ratones predispuestos al
desarrollo de adenomas colénicos, disminuyen la frecuencia de tumores de

colon®8,
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Algunos estudios demuestran que miles de islas CpG pudieran estar metiladas en
las células tumorales®®

Es claro, que tanto en los estudios de metilacion global del genoma, Cada tipo de
cancer, puede ser clasificado de acuerdo a su patron de metilacion’ °°

Las diferencias de metilacion entre los diversos tipos de canceres, han sido bien
caracterizadas, v. gr. En cancer de prostata GSTP1 se encuentra metilado en mas
del 95% de Ios pacuentes . pero en leucemia mieloide aguda permanece
desmetilado®®. En contraste p15, E-caderina y calcitonina normalmente se
encuentra metilados en leucemia mieloide aguda, y rara vez en cancer de

prostata.

El gen de retinoblastoma rara vez se encuentra metilado en leucemia mieloide
aguda y en cancer de prostata; pero muy cominmente metilado en
retinoblastomas'%?. Las diferencias especificas en los genes metilados entre los

diversos tipos de canceres, sugieren multiples hipoétesis.

Es importante que las islas CpG que comunmente se encuentran en la region

promotora de los genes house-keeping , permanezcan transcripcionalmente
activas durante el desarrollo y la diferenciacion; es decir, ya que la metilacion de
las islas CpG esta asociada con silenciamiento de los genes, es importante que

estos genes se encuentran libres de metilacion.

Las islas CpG, que son sitios ricos de dinucledtidos CpG, son el blanco de las
ADN metiltransferasas, y durante el desarrollo temprano estas islas permanecen
desmetiladas, aun cuando el grueso del genoma es sometido a metilacién de
novo, incluyendo ias islas CpG que se encuentran en los genes del cromosoma X

o de los alelos inactivados parentalmente (imprinted).

MEDICION DE LA METILACION DEL DNA

Desde el reconocimiento de la metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN), se
han propuesto varios métodos para analizar la presencia de citosinas metiladas en

el carbono 5.

Frommer'%?, desarrolié una técnica mediante la cual el ADN gendémico es expuesto
a bisulfito, En el primer paso de la reaccion del bisulfito, las citosinas son
sulfonadas y deaminadas, convirtiéndolas en sulfonato de Uracilo. Mientras que
una desulfonacion subsecuente en un pH basico completa la conversion de las
citosinas a uracilos. La C5-metil-citosina no se modifica bajo las condiciones
descritas anteriormente. Después del tratamiento con bisulfito, la region det ADN



de interés es amplificada mediante PCR y los productos de PCR son
secuenciados. Solo las C5-metil-citosinas son detectadas como citosinas en la
secuenciacion, mientras que las citosinas no metiladas (convertidas en Uracilo)

aparecen como timidinas (figura 10).

A A A
G G G
N =—————— BT ¥
Cm Bisulfito C Amplificaciéon C
por PC
T T T
Secuenciacién
A A A
G G G
o : b o S o
A=) ===V — e e A>3
Cm Control C Ampilificacién C
por PCR
T T T
Secuenciacion

Figura 10. Resultados de la técnica de bisulfito.



OBJETIVOS

1. Determinar la incidencia de genes supresores de tumor metilados en
pacientes con cancer cervicouterino en etapas localmente avanzadas.

MGMT

GSTP1

FHIT

RAR-B

APC

p16

Receptor de estrogenos
DAPK

eCad

w



MATERIALES Y METODOS

CRITERIOS PARA ENTRAR EL ESTUDIO

Criterios de inclusion

1. Confirmacion histolégica de cancer cervicouterino de reciente diagnoéstico o
confirmacion histolégica de cancer cervicouterino recurrente. En cualquier
caso los pacientes deberan tener el tumor primario o recurrencia
susceptible de biopsia por sacabocado.
2. Edad entre 18 y 70 anos
3. Karnofsky mayor de 60%.

Criterios de exclusion
1. Enfermedad no susceptible de biopsiar (con pinza de sacabocado) o en
aquellas que se requiera cualquier maniobra invasiva para obtener tejido.

2. Tratamiento concomitante con otra droga.
3. Malignidad previa o concomitante excepto carcinoma de piel no melanoma

Violacion de criterios de entrada.
Los criterios deben ser seguidos puntualmente. Si sucediera que un paciente se
incluyera de manera inapropiada se descontinuara de! estudio.

TAMANO DE MUESTRA

Se incluiran 14 pacientes.

APOYO TECNICO REQUERIDO.
El Instituto Nacional de Cancerologia en donde se llevara a cabo el proyecto
cuenta con todos los recursos humanos y materiales necesarios para llevar a cabo

esta investigacion.

METODOS DE LABORATORIO.
La biopsia sera obtenida por el Dr. Lopez Graniel del Departamento de
Ginecologia. La biopsia sera inmediatamente colocada en hielo y procesada para

la extraccion de ADN: Kit Wizard Genomic Purification.
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ANALISIS DE METILACION.

Este analisis se llevara a cabo con PCR especifica de metilacion que brevemente,
consiste en la modificacion previa del DNA con bisulfito que se llevara a cabo con

el de CpG modification Kit Intergen.

El bisulfito convierte las citocinas no metiladas en uracilo y las citocinas metiladas
las deja sin modificar. Una vez realizada la modificacion del DNA, entonces se
lleva a cabo una amplificacion por PCR utilizando oligonucledtidos especificos
para la secuencias metiladas y no metiladas’® (tabla 11). Los productos seran
visualizados en geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio.
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RESULTADOS
El estado de la metilacion de nueve regiones promotoras de GST fue determinado
en biopsias de cancer de cérvix.

De los nueve promotores analizados, en ninguno se demostré que no hubiera
metilacién, mas sin embargo de los catorce pacientes, en uno de ellos se
demostré que no tenia ningun GST metilado (paciente 2). En la tabla namero 1 se

resumen los hallazgos.

Resultados de metilacidon

1 2 3 9 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14 | Total
MGMT M M 14%
GSTP1 M MMM |m M| M| 86%
FHIT M M N 14%
RARB M [ M : 43%
APC Gl M M M 36%
p16 M M 36%
RE M [V M 21%
DAPK M{iM|[M][M YRR M | 50%
ECAD M M | m YR E 29%
TOTAL% (44 | O {56 (44 |56 |44 |11 |33 (33 (56 (3333 (44| 22

46 GENES METILADOS DE 126 POSIBLES (37%)
Tabla 1. Hallazgos de metilacion

En total encontramos que de los 126 genes analizados solamente 46 (37%) de
ellos se encontraban metilados.
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DISCUSION

Muchos estudios previos han descrito la importancia de la metilacion del ADN en
los canceres humanos ya que la metilacion no es un proceso exclusivo de algun
tipo de cancer en particular (v.arriba) y por ejemplo GSTP1 se encuentra metilado
en cancer de la prostata (83%), de mama (31%), y de riikdn (20%). Aan cuando se
encontraba el promotor desmetilado en cancer de ovario y de endometrio.

Nuestros resultados son similares a los de Virmani'®®, y de Dong'°®,

particularmente con el estudio de Dong la correlacion es muy estrecha. En
comparacion con la serie de Virmani encontramos en nuestro grupo de pacientes
estudiados una gran disparidad en el promotor de GSTP1, por lo que al igual que
el resto de paciente es necesario hacer secuenciacion y determinar RNA, antes de

poder establecer alguna relacion clinica.

p16 RARB FHIT GSTP1 MGMT hMLH1
Virmani 42 26 32 21 26 5
INCAN 36 43 14 86 14 N/A

DAPK HIC APC P16 eCad MGMT
Dong 51 45 32 30 28 8
INCAN 50 N/A 36 36 29 14

No hay informacion publicada sobre los cambios de los patrones de metilacion en

cancer cervicouterino, salvo los descritos por Virmani’

95 quien encontré

diferencias en los patrones de metilacion entre NIC, tejido sano y cancer. Lo que
sugiere que la metilacion juega un papel importante en el proceso de
carcinogénesis sobre todo en etapas tardias.
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CONCLUSIONES

AUn cuando nuestros resultados y conclusiones necesitan extenderse a una serie
mas grande. Estos sugieren que la metilacion es un fendmeno importante y
repetible dentro de los canceres cervicouterinos, lo que daria pie a tener la
metilacion como un blanco terapéutico.
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