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1.0 RESUMEN 

La inactivación de genes supresores por metilación participa en el desarrollo del 

cáncer y la progresión del tumor, así la reactivación de genes supresores silenciados por 

metilación podría representar un avance en la terapéutica del cáncer. Por está razón- el 

objetivo de este trabajo fue investigar si el antihipertensivo hidralazina y el antiarrítmico 

procainamida, dos conocidos inhibidores de metilación del DNA capaces de desmetilar 

y reactivar genes supresores. Nuestros resultados demuestran que ambas drogas 

desmetilan y re-expresan el producto funcional de genes supresores inactivados por 

metilación no solo en células en cultivo sino también en ratones inmunodeficientes, así 

como en un paciente con cáncer de cérvix. Nuestros resultados indican que estas drogas 

podrían ser usadas en la clínica como tratamiento contra el cáncer, probablemente para 

incrementar la eficacia de los tratamientos biológicos y quirnioterapéuticos ahora 

usados. 
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2.0 CONCEPTOS GENERALES DEL CANCER. 

El cáncer es un problema de salud pública a nivel mundial. Se define como un 

grupo de enfennedades que afecta principalmente a la población adulta y cuya máxima 

incidencia ocurre en la séptima década de la vida. Dos tercios de todos los casos ocurren 

en personas mayores de 65 años de edad (Cole P, Rodu B 2001). Este grupo de 

enfennedades comparten a nivel clínico algunas características, entre las que se 

encuentran la capacidad de producir síntomas y signos clínicos derivados directamente 

de la presencia del tumor a nivel local y manifestaciones multisistémicas como 

consecuencia de las alteraciones en el metabolismo intennediario inducidas por el 

tumor. A nivel molecular comparte también características comunes como son la 

alteración de muchos genes, que actuando en conjunto, van a detenninar que el tumor, 

en un sentido "Darwiniano" seleccione las poblaciones celulares que le proporcionan 

una ventaja en supervivencia. Asi, el fenotipo tumoral resultante le pennite tener mayor 

crecimiento, capacidad de invadir y producir metástasis a distancia, angiogénesis, 

capacidad de evadir la respuesta inmune antitumoral y resistencia a los tratamientos. 

3.0 BIOLOGIA MOLECULAR DEL CÁNCER. 

El cáncer se origina por un desbalance en la expresión de los proto oncogenes y 

genes supresores debido a alteraciones genéticas. Este desbalance, induce diferentes 

eventos como el aumento en la proliferación celular, una disminución en la 

diferenciación etc , favoreciendo así el desarrollo del cáncer, como se esquematiza en la 

figura 1 

5 



CÁNCER. Bases Moleculares 

Activación prot~oncogenes 

• Proliferación 

Inactivación genes supresores 

.. Proliferación 

• Diferenciación 

I '" Apootosi s 

Fig.l. El cáncer se origina de un desbalance en la homeostasis de los tejidos, debido al aumento de 

la tasa de proliferación con respecto a la tasa de apoptosis. Este fenotipo se debe a un desequiUbrio 

de la activación de prot~oncogenes y genes supresores. 

3.1 MECANISMOS DE ACTIV ACION DE ONCOGENES E INACTIV ACION 

DE GENES SUPRESORES DE TUMORES. 

La carcinogénesis depende de la activación de oncogenes y la inactivación de genes 

supresores que generan el fenotipo tumoral. 

Los principales mecanismos de activación o inactivación de genes se deben 

principalmente a alteraciones genéticas como mutaciones, deleciones, translocaciones, 

metilación etc. 

Fig.2. El proceso de carcinogénesis se lleva a 
cabo por la activación de oncogenes y la 
inactivación de genes supresores 
desarrollando fenotipos tumorales como la 
pérdida de la diferenciación, alteración de la 
relación núcl~citoplasma etc. 

CARCINOGENESIS 
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Uno de los mecanismos importantes de inactivación de genes supresores y que su 

estudio ha tenido un fuerte auge en los últimos años, es el de la metilación del DNA. 

3.2 METILACIÓN 

La metilación del DNA es un proceso epigenético mediante el cual de manera 

enzimática se adiciona un grupo metilo al carbono cinco de los residuos citosina 

incluidos en los dinucleótidos CpG. La secuencia palindrómica CpG es relativamente 

infrecuente en el genoma de los mamíferos, éstas secuencias en su mayoría se 

encuentran metiladas. Sin embargo, las regiones promotoras de varios genes contienen 

también áreas ricas en CpG, llamadas islas CpG. Las citosinas que se encuentran en las 

islas estan usualmente desmetiladas en células normales adultas, con la excepción de 

islas pertenecientes a genes del cromosoma X inactivo, genes que son silenciados de 

forma parental y otros genes que no han sido identificados todavía. El estado de 

metilación de las islas CpG es un importante mecanismo de regulación de la estructura 

de la cromatina y de la transcripción.(Rountree MR et al 200 1) 

Varios estudios han analizado la metilación in vi/ro de diferentes regiones de plásmidos 

episomales, los cuáles forman minicromosomas posterior a la transfección de células en 

cultivo. Ahora se conoce que la densidad de la metilación en éstas islas correlaciona 

inversamente con la actividad génica, pero es independiente de la posición y distancia 

de las secuencias metiladas al sitio de la transcripción. Originalmente, se pensaba que la 

inhibición de la transcripción por la metilación era directamente realizada por la unión 

de un factor de transcripción unido al sitio de inicio. Ahora se sabe que, el 

silenciamiento de los genes debido a la metilación se lleva acabo también por los 

cambios conformacionales de la cromatina que limitan la accesibilidad a los 

promotores. Como se muestra en la figura 3 el DNA metilado es el blanco de la 
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proteína, MBP (methyl-binding protein), que promueve la fonnación de un complejo de 

proteínas que reprimen la transcripción. MBP tiene un dominio repressor transcripcional 

que se une al co-represor mSin3A, el cuál a su vez recluta varias proteínas al complejo 

incluyendo los desacetiladores de histonas HDAC 1 y 2.(Wade P 200 1) 

La desacetilación de los residuos de lisina en las histonas H3 y H4 erunascara la carga 

positiva de la lisina, aumentando la interacción entre las histonas y bloqueando el 

acceso a la maquinaria de transcripción. (Muller-Tidow C et al 2001) 

Fig. 3. La metilaciÓD del cUDudeótido CG por DNMT eD algunos promotores de genes permite el 
reclutamlnrto de proteíDas como MBP para llevar a cabo la compactacióD de la regióD por medio 
de la desaeetiJadóD de las colas de las hlltoaas (a,c). Por otro lado, la metilaclóD de la 1111 .. 9 de la 
hlstoDa H3 permite .. mayor gnMIo de compactaclóD C1Iaado la proteíDa HPI se une a la H3 (b). 
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3.3 Técnicas para estudiar la metílación del DNA 

La metilación del DNA puede ser estudiada desde diferentes ángulos debido a la 

gran variedad de técnicas disponibles (Fraga M, Esteller M.2002). El cuadro siguiente 

muestra las técnicas conocidas, divididas en los métodos que usan bisulfito de sodio y 

aquellos que no lo usan. 

MetiIadó. Global del DNA ....... del DNA la 11 .. 

HPLC Hidlólisis Em:im6ti.ca 
HPCE +- Y QuImic:a 

Metilación de lDl sitio especifico 

BisuIfito de Sodio 

¿ '--­
~MSP~ 

MSISH I ~ + __ 
~ 

OOGE 

NSPDHPLC 

Fig.4. Prillcipales métodos p .... d estudio de la Mediación. MSP (MetbylatioD Specific PCR) MS 
SouPE (Methylatloa seasltive slagle oucleotide primer erteosióo) MS SSCP (MethylatiOll 5eositive 
siogle straoded conformatloaal poIymorphlsm) MS Res (Metbylatioo seosltive restrctioo 
eodooocleases) MS ISO (Methylatioo specific lo situ bybridizatioo) COBRA (CombiDed Bisulfite 
Restrictioa AoaIysis) 
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4.0 Metilación del DNA y cáncer. 

Los cambios epigenéticos en las células son los responsables de los diferentes 

patrónes de expresión génica durante el desarrollo normal de un individuo. Sin 

embargo, se ha demostrado que existen cambios epigenéticos anormales que juegan un 

papel muy importante en la generación de varias enfermedades incluyendo el cáncer. La 

carcinogénesis es un proceso muy complejo de varios pasos. Dentro de .la 

transformación de una célula normal a una tumoral suceden cambios genéticos que 

llevan a la progresión. Uno de los eventos más importantes es la pérdida de genes 

supresores de tumor por mutaciones y de lec iones, así como también la activación 

constitutiva o amplificación de oncogenes. Últimamente se ha aclarado un poco más el 

panorama con respecto a las alteraciones epigenéticas que pueden silenciar a los genes 

supresores. La metilación del DNA juega un papel crítico en la iniciación y progresión 

del cáncer. La metilación de novo es relativamente rara en las células somáticas 

normales, sin embargo, para algunos genes la metilación en las islas CpG se incrementa 

con la edad como es el caso de la mucosa del cólon. (Issa el al. 1994; Toyota el al. 

1999) Esta metilación generada por la edad puede predisponer la iniciación de un tumor, 

sin embargo no se conocen con exactitud los mecanismos que la desencadenan. Tal 

metilación de novo en células malignas se ha reportado en varios genes supresores de 

tumor incluyendo Rb, VHL, APC y MLHl (Ohtani-Fujita el al. 1993; Herman el al. 

1994; Hiltunen el al 1997; Herman el al. (998). En varios casos, el tratamiento de 

líneas celulares como LNCaP (Cáncer de próstata) con 5-aza-2'-deoxycytidina, permite 

la desmetilación de las islas CpG y la re-expresión de genes como GSTPl y PR, 

sugiriendo que la metilación aberrante de éstas islas CpG juega un papel muy 

importante en la represión de la transcripción de genes clave en las células.(Karpf A y 

iones D 2002) 
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Sin embargo, a pesar de esto, todavía no es claro si la metilación es la iniciadora de la 

represión transcripcional o es el paso final. 

DNA metiltransferasas (DNMT), son las enzimas responsables de catalizar la 

transferencia del grupo metilo a la citosina, se conoce en algunos modelos que la sobre 

expresión de éstas enzimas podría aumentar la metilación.(Robertson KD 2001) Varias 

líneas celulares expresan en grandes cantidades de DNMTI aún cuando se encuentran 

arrestadas en GO (Robertson KD et al 2000) este aumento en la expresión de DNMTI 

también puede generar transformación de fibroblastos inmortales. (Wu et al. 1993; 

Vertino et al. 1996) En tumores sólidos (pulmón, cólon, mama etc.) se ha demostrado 

sobre expresión de DNMTl en el tejido tumoral comparado con tejido normal 

adyacente. (Counts y Goodman. 1995; Laird y Jaenisch. 1994; Miyoshi et a/. 1993; Issa 

et al. 1993). Estudios posteriores hechos con oligonucleótidos antisentido (MG98) 

demostrarón que la DNMTl es en parte responsable de los patrónes de metilación 

alterados observados en cáncer, pero las que mantienen la hipermetilación regional son 

DNMT3a y DNMT3b . (Rhee [ et al 2000; Rhee 1 et al 2002) 

Las características de las tres DNMTs explican de cierta forma la participación que 

tienen en el cáncer. DNMTl es regulada por las proteínas PCNA y Rb que están ligadas 

al ciclo celular (Szyf et al. 1985; Szyf el al. 1991) El patrón de metilación del DNA se 

mantiene gracias la asociación de la actividad de DNMT1 con la fase S del ciclo 

(Araujo el al. 1998; Chuang el al. 1997). El inhibidor de ciclo celular p2\ C!PI puede por 

competencia acabar con la asociación entre DNMTl y PCNA, teniendo una gran 

influencia en la actividad de las dos proteínas (Araujo el al. \998). La expresión de p2\ 

es usualmente disminuida en células malignas, pero principalmente se ha demostrado 

que los niveles de DNMTl son inversamente proporcionales a los niveles de p2\ 

(Araujo el al. 1998; Nass el a/. 1999). Si se cambia la relación DNMT \/p2\ se altera la 
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maquinaría de metilación, contribuyendo a un patrón de metilación aberrante parecido 

al observado en cáncer. La expresión de DNMT3 a y b se ha encontrado aumentada en 

varios líneas celulares (Robertson KD el al. 1999). Es interesante, como éstas enzimas 

son capaces de metilar de novo, (lo que no hace que DNMTI) ya que reconocen DNA 

sin tener cadenas metiladas. 

La metilación es una señal reversible que de por sí puede alterar la expresión de los 

genes pero también puede contribuir al incremento en la frecuencia de mutaciones de 

citosina a timidina derivadas de la deaminación de la 5-metilcitosina (Laird y Jaenisch. 

1995). Se ha demostrado que la tasa de mutación de 5-metilcitosina es hasta de 40 veces 

mayor que para las otras bases nitrogenadas (Cooper y Krawczak. 1990; Yandell el al. 

1989) Hasta el momento se han encontrado algunos genes que están inactivados por 

mutaciones de este tipo uno de los más conocidos es p53, pero definitivamente la 

metilación participa más en la inactivación de genes de forma epigenética que genética. 

En el cuadro 1, se muestran ocho genes supresores de una gran cantidad de genes que 

se encuentran metilados. En este trabajo decidimos estudiar los genes del receptor 

estrogénico, p16 y RARf3 debido a que su hipermetilación y silenciamiento se han visto 

en una gran cantidad de tumores y además, existen modelos experimentales bien 

defmidos para su estudio in vitro e in vivo. 
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I CUADRO 1. GENES SUPRESORES METILADOS 

GE:\ES IIlPER:\IETILADOS Fl":'iCIÓ:'< 

BR<".\l REI',\RH 'IÚ'\ ,\1)'\ 

I)\Ph: rEC I!..\( '10'\ DE ,\I'Ol'rOSIS 

I 
11\11 ,111 IREP\R\C!O'\ m: 1),\ ,\ 

06- \1 (; \lT REI',\R\nú,'\ DE ,\D'\ 

1'16 lu:cn ,, \( 'IÚ'\ I)EL CIC LO CELn ,,\R 

R\RB mI'ERE,'\(U( 'IO,'Ii ( 'EI.( ' I..\R 

¡.:¡~" DIFERE,\( uno,\ ('EI.(!..\R 
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4.1 METlLACION DEL GEN ERa. 

ERa es un receptor nuclear que debe interactuar con la hormona estero idea, 

estrógeno, para poder unirse específicamente al DNA y activar genes dependientes de la 

respuesta a esta hormona. El estrógeno y su receptor juegan un papel importante en el 

desarrollo y función de la glándula mamaria normal (Borellini y Oka. 1989). 

Se cree que esta hormona es un factor importante en la iniciación y/o progresión del 

cáncer de mama, debido a que estimula el crecimiento de las células epiteliales de esta 

glándula (Korach. 1994). Existen tres factores de riesgo para el cáncer de mama: edad 

de la primera menarca, como del primer embarazo y la menopausia; ya que todos estos 

procesos se encuentran asociados a los dramáticos cambios en la secreción de los 

estrógenos durante la vida de las mujeres (Henderson el al. 1988). Los tumores que 

expresan ERa crecen lentamente, son más diferenciados y están asociados a una 

sobrevida más larga de los pacientes, mientras que los tumores negativos al receptor 

presentan características más agresivas (Knight III el al. 1977; McGuire 1978; Allegra 

el al. 1979; Fisher el al. 1988; Pichon el al. 1996). El tratamiento que se les da a las 

pacientes con cáncer de mama está relacionado a la expresión de ER, es decir, si el 

tumor es positivo entonces será susceptible al tratamiento endocrino con antiestrógenos 

como tamoxifén, el cuál bloquea la función de ER (McGuire 1978; Allegra el al. 1979; 

Kuukasjarvi el al. 1996). 

Alrededor del 30% de los pacientes de primera vez no expresan ER y el 10% de los 

pacientes que recurren después del tratamiento a hormonoterapia también dejan de 

expresar el ER.; el problema con estos tumores es que son resistentes a la 
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hormonoterapia, además de ser más agresivos. (Kuukasjarvi et al. 1996, Hull et al. 

1983; Rassmussen y Kamby. 1989). 

El mecanismo molecular responsable de la pérdida de la expresión del gen de ER 

aún no se conoce a la perfección pero se tienen como modelos líneas celulares que no 

expresan RNAm de ER (Barret-Lee et al. 1987; Ottaviano et al. 1994). La ausencia del 

RNAm de ER en éstas líneas celulares no esta relacionado con alguna mutación, 

sugiriendo que la inhibición de la transcripción del gen de ER se debe a otro mecanismo 

(Parl e ( al. 1989; Yaich et al. 1992; Lapidus et al. 1998). La pérdida de la expresión 

puede ser explicada por modificaciones epigenéticas tales como la metilación y la 

aceti lación. 

Se h.l demostrado que las líneas celulares negativas al receptor a estrógenos tienen 

metil \:ió n en las islas CpG del promotor PI , mientras que las líneas positivas tienen el 

promotor desmetilado (Ottaviano et al. 1994; Lapidus et al. 1996). Por otro lado, en 92 

tumor..:s primarios de mama sé analizarón todos los sitios CpG de los promotores del 

gen de ER por la técnica de Southern bIot. El 25% de un 40% de los tumores negativos 

al rec.:ptor tenían los sitios analizados metilados mientras que los tumores positivos y 

los tejidos normales se encontraban completamente desmetilados. 

De~ ido a que por Southern blot solo se pueden analizar sitios CGCG y se conoce 

que sillOS diferentes son susceptibles a metilación, se empezó a utilizar la técnica de 

MSP. para comprobar la metilación de las islas CpG en las líneas celulares negativas. 

De es;:¡ forma se demostró que tanto en tumores de mama como en líneas celulares 

negati ... os al ER el promotor 1 si se encontraba metilado al 1 00%. (Ottav iano et al. 1994; 

Lap i 'us etal. 1996) 
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La hipermetilación de las islas del ER se asocia con la inhibición de la transcripción. El 

tratamiento de las líneas celulares negativas al ER con 5-aza-2'-deoxycytidine (deoxyC) 

resulta en la desmetilación de los sitios CpG restaurando la expresión (Ferguson el al. 

1995). Se comprobó que el producto del gen re-expresado fuera funcionalmente activo 

por su habilidad para activar la transcripción de genes como pS2. Estos resultados 

demuestran que la metilación del gen de ER puede jugar un papel importante en. la 

supresión de la expresión del gen y que puede ser una señal reversible. Hasta el 

momento solo en una línea celular Hs578t, la reactivación de ER inhibe el crecimiento 

e induce apoptosis. Esta muerte celular se puede bloquear con antiestrogenos puros, 

verificando que la respuesta es específicamente dada por la función del ER. Resultados 

muy parecidos se tienen cuando se transfecta ER a células negativas (García el al. 1992; 

Jiang y Jordan. 1992; Zajchowski el al. 1993). En contraste, líneas con altos niveles de 

actividad de DNMTl fueron más sensibles a la droga y no se pudieron rescatar de la 

muerte con antiestrogenos, sugiriendo que existe otro mecanismo involucrado en la 

muerte de las células. De hecho la AzaCdr induce toxicidad en éstas líneas celulares 

debido a la formación de aductos de DNA. (Jutterman y Jaenisch. 1994, Ferguson el al. 

1997). En las líneas celulares negativas a ER, la expresión de DNMTI es 

significativamente mas elevada comparada con las ER-positivas sugiriendo que podría 

existir mayor metilación local del DNA (Nass et al. 1999; Ottaviano et al. 1994; 

Ferguson el al. 1997). La expresión de DNMTI esta relacionada altamente con el ciclo 

celular ( Szyf el al. 1985; Szyf el al. 1991). En las células ER-positivas la expresión de 

DNMTl correlaciona con la fase S, confirmando que las vías regulatorias que controlan 

DNMTl están intactas. En contraste, las células negativas expresan DNMTI a través 

de todo el ciclo. Varios estudios sugieren que la activación de las vías de regulación de 

crecimiento está desregulada en las células negativas al ER lo que a su vez regula a la 
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DNMTI (Hahnel y Twaddle. 1985). 

Las líneas de cáncer de mama son un buen modelo para examinar el papel de la 

metilación en la supresión de la expresión génica. La línea MDA-MB-23I no expresa 

ER debido a que las islas de éste gen se encuentran hipermetiladas (Ferguson el al. 

1995; Ferguson el al. 1998). El tratamiento de las células con el agente desmetilante 5-

aza-2'-deoxycitidina promueve la desmetilación parcial de las islas del ER. 

Se ha demostrado que las proteínas MeCp2 forman complejos con HDAC I mecanismo 

que reprime indirectamente la transcripción por medio de la metilación del gen de ER 

(Macaluso M et al 2003). Además, inhibidores de HDACl y 2, tales como tricostatina A 

(TSA), han demostrado reactivar este gen y otros como MLHI, TlMP3, pI5, pI6 Y 

gelsolina. (Yang X et al 200 1) 

4.2 METILACION DE p16/p16 INK4A1CDKN2A1MTS. 

El gen de p 16 está localizado en el cromosoma 9p21. Este gen codifica un inhibidor de 

ciclinas dependiente de cinasa pl6ink4A que regula la transición de GI a fase S via la 

fosforilación de Rb (Liggett y Sidransky 1998). La transcripción del gen pI6 INK4A 

genera dos transcritos distintos que codifican a dos proteínas funcionalmente diferentes 

pl6 INK4A Y pl9 ARF. Los dos transcritos son idénticos solo en el segundo y tercer 

exon. (Sharpless y DePinho 1999). La pérdida de expresión de pl6 INK4A por una 

deleción homocigótica., por metilación del promotor o por mutación puntual es muy 

común en varios tipos de cáncer. La metilación del promotor y del exon I del gen de 

pI6 se ha encontrado en varias líneas celulares de cáncer de mama (Herman el 

al. 1 995,Woodcock el al. 1999). La metilación está asociada a la pérdida de la expresión 

del gen y por consiguiente la falta de la proteína La falta de expresión de este gen no se 

ha podido correlacionar con pronóstico en pacientes con cáncer de mama Solo existen 
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algunos estudios que en cáncer de vejiga en los que se ha encontrado una relación entre 

el pronóstico del paciente y la metilación del gen de pl6 (Chan MW el al 2002; 

Friedrich MG el al 200 1). Se ha demostrado en la línea celular T24 de cáncer de vejiga, 

que no expresa el gen de p 16 por metilación. al ser tratada con un inhibidor de la 

metilación como aza-CdR o al transfectarle el gen de p16. éstas células se arrestan en 

G I debido a la re-expresión de este gen (Bender CM el al 1998). 

4.3 METlLACION DEL GEN DE RAR 13 

Los receptores al ácido retinoíco RAR a, fJ y y, asi como los receptores RXR a, fJ y r 

también forman parte de la superfamilia de receptores nucleares (Minucci y Pelicci 

1999). Los seis receptores son factores de transcripción dependientes de ligando 

(Chambon 1996). El gen de RARfJ esta localizado en el cromosoma 3p24, su 

importancia radica en el papel que tiene en el control de varios tipos tumorales 

incluyendo mama, pulmón y otros. La expresión de RARfJ es débil o nula en líneas de 

cáncer de mama que son resistentes al ácido retinóico (ATRA) (Swisshelm el al. 1994, 

Jing el al. 1996, Widschwendter el al. 1997). Se piensa que la metilación del promotor 

del gen de RARfJ es uno de los principales causantes de la inhibición de su expresión en 

cáncer de mama (Widschwendter el al. 2000). Se ha demostrado que existe metilación 

del promotor de RARfJ con las técnicas de Southem Blot y MSP en varias líneas 

celulares y en un tercio de los tumores de mama no seleccionados (Sirchia el aI.2000). 

No se ha observado metilación del gen en células normales o tejido normal. Hasta el 

momento no se ha encontrado correlación entre el estado de ER y RARfl Como en 

otros genes, el gen de RARfJ se puede reactivar en líneas celulares negativas tales como 

MCF-7 y MDA-23 I de cáncer de mama, cuando son tratadas con 5-aza-dC y más aun 

18 

.~~ -- - -, _ • • _ - . .. - -r."" 



con el inhibidor de HDAC, TSA, haciéndolas susceptibles al ácido retinoíco.(Yan L et 

al 2001) 

5.0 LA METILACIÓN COMO UN BLANCO TERAPEUTICO 

El conocimiento de anonnalidades genéticas específicas en tumores ha pennitido el 

desarrollo de terapias con blancos moleculares como ejemplifica la terapia génica 

dirigida a las restauración de la actividad de genes supresores, bloqueando genes o sus 

productos con oligonucleótidos antisentido, inhibidores de cinasas y anticuerpos 

monoclonales entre otros. (Esteller M 2002) 

La reversión de la metilación de promotores en genes supresores de tumor es un blanco 

atractivo como tratamiento contra el cáncer. Evidericia experimental demuestra que la 

re-expresión con drogas desmetilantes de genes supresores silenciados logra grandes 

efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular in vi/ro e in vivo.(Christman JK 2002) 

Estos conceptos son respaldados por la capacidad transfonnadora de la expresión de la 

actividad del gen ONMTl que puede ser revertida por oligonucle6tidos antisentido. 

Estos descubrimientos preparan el terreno para el uso clínico de agentes desmetilantes 

en cáncer, sin embargo, ésta terapia potencial tiene propiedades carcinogénicas y 

mutagénicas, así también, está asociada a la toxicidad que los agentes desmetilantes 

comunes tienen. Por eso, la necesidad de encontrar agentes desmetilantes menos 

tóxicos. 

Los agentes antihipertensivos y antiarrftmicos hidralazina y procainamida 

respectivamente, son conocidos como inhibidores de la metilación del ONA que han 

sido usados para hipometilar células T en sistemas experimentales. Esta hipometilación 

produce hiper-expresión de LF A-I que hace a las células T auto-reactivas. Esta 
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propiedad ha sido demostrada en modelos in vitro e in vivo (Comachia et al 1998) 

Recientemente Kaplan et a~ han demostrado que la hiper-expresión de LFA-I es 

inducida por inhibidores de la DNA metiltransferasa que causan la desmetilación del 

promotor del gen COI 1. (Kaplan et al 2001) 

5.1 INHmmORES DE METILACION 

5.1.1 5-Aza-2-deoxicitidina (5azaCdr) y 5-azacitidina (5azaC) 

Estos compuestos son análogos de la base nitrogenada citocina y por esta característica 

han sido usados clínicamente como droga desmetilantes, es decir, capaces de reactivar 

genes silenciados, relajar la cromatina y alterar la replicación del ONA. En particular 

los pacientes con B-talasemia que son tratados con 5-azacitidina re-expresan 

hemoglobina fetal (Ley et al, 1995). Además también se demostró que efectivamente el 

gen se re-expresó aumentando los niveles de hemoglobina fetal en el paciente. Se 

demostró que esta re-expresión correlacionó con la desmetilación del gen. En un estudio 

posterior con dihidro-5-azacitidina en pacientes con cáncer pulmonar de células no 

pequeñas también se observó incremento en los niveles de hemoglobina fetal (Carr Bl et 

al,I997). 

Aunque no administrada con el fm de evaluar el potencial de inducir la expresión de 

genes supresores, la droga 5-azacitidina se ha usado en estudios fase 11 para evaluar su 

efecto antineoplásico en tumores sólidos como cáncer de mama, púlmon etc. En el 

cáncer de mama, esta droga produce respuestas en el 17% de los casos (Weiss AJ et al 

1977). En 1986 el grupo de Von Groeningen reportó en pacientes con cáncer de 

pulmón, entre otros tumores, que 5-azacitidina produce la re-expresión de genes 

metilados (Von Groeningen et al 1986). 
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La toxicidad y mutagenicidad de 5azaCdr y 5azaC se debe precisamente a su capacidad 

desmetilante, es decir, debido al parecido estructuralmente que tiene con citocina, es 

capaz de sustituir durante la replicación a la citocina por medio de un enlace covalente 

originando que DNA-metiltransferasa no pueda unirse y catalizar la unión del grupo 

metilo a la citocina original. La DNA-metiltransferasa se queda unida a 5 azaC evitando 

que se lleve a cabo la metilación.(Herman el la 1996) 

Si bien la 5-aza-2-deoxicitidina es un agente desmetilante que ha sido probado con 

excelentes resultados in vitro e in vivo, tiene la desventaja de ser mutágena y tóxica, lo 

que lo hace ser un agente poco utilizable en pacientes.(Herman el la 1996) 

Por esta razón, es importante encontrar agentes hipometilantes menos tóxicos que la 5-

aza-2-deoxicitidina 

MECANISMO DE ACCION DE LA 5-AZA-2-DEOXICITIDINA 

Fig 5. Modelo de lesión mutllléaic:a con 5azaCdr. El modelo indica el mecanismo de 

inhibición de metilKióB por la droga y el subsecueate rcmpimiento químico en la 

estructura del anillo de la S-aza-deo:lidldlna, la DNMT queda atrapada con UD grupo IIidrcnilo 

(Oedla). 
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5.2 HIDRALAZINA Y PROCAINAMIDA COMO NUEVOS AGENTES 

DESMETILANTES 

Hidralazina y procainamida son drogas usadas para la hipertensión y arrionia 

respectivamente. En 1988 y 2000, se reportó que en las células T tratadas con 5-aza-2-

deoxicitidina, hidralazina y/o procainamida se hacían auto-reactivas. Esta 

autorreactividad correlaciona con un incremento en la expresión del antígeno LF A-I 

debido a la desmetilación de los promotores del gen (Deng J et a/2003). 

5.2.1 HIDRALAZINA 

Hidralazina (I-hidrazinophtalazina) tiene la siguiente estructura: 

NH-NH2 

00 
La hidralazina es un vasodilatador periférico cuyo mecanismo de acción celular 

responsable de este efecto no se conoce. Sus dos principales indicaciones terapéuticas 

son para la hipertensión y la insuficiencia cardiaca congestiva crónica. (Goodman A 

1996) 

Farmacocinética: La hidralazina se absorbe rápida y completamente tras la 

administración oral. En el plasma sólo se encuentran pequel'las cantidades de sustancia 

libre y la mayor parte circula en forma conjugada, es decir, principalmente como 

hidrazona del ácido pirúvico. Tan sólo la llamada hidralazina "aparente", ésto es, la 

suma de hidralazina libre y conjugada, puede medirse con fiablemente. La 

concentraciones plasmáticas máximas se alcanzan después de una hora en la mayoría de 

los casos. 
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La hidralazina administrada por vía oral está sometida a un efecto de primer paso, según 

la dosis (disponibilidad sistémica: 26-55%); este efecto del primer paso depende del 

tipo de acetilador que sea el paciente. Tras la misma dosis los acetiladores lentos 

presentan niveles plasmáticos de hidralazina "aparente" más altos que los acetiladores 

rápidos. El patrón de los metabolitos depende del tipo de acetilador y probablemente de 

lo hidroxilador que sea el sujeto. Se ha comprobado que el metabolito principal, la !'I­

acetil-hidralazina-ftalazinona (NAc-HPZ) es un indicador relevante del fenotipo 

relacionado con el fánnaco . 

La vida media plasmática fluctúa generalmente entre dos y tres horas, pero en los 

acetiladores rápidos es más corta: media de 45 minutos. La edad avanzada no influye 

sobre la concentración sanguínea ni el aclaramiento sistémico. Sin embargo, la 

eliminación renal puede resultar afectada ya que la función renal disminuye con la edad. 

La hidralazina y sus metabolitos se excretan rápidamente por los riñones. En las 24 

horas siguientes a una dosis oral se puede recuperar el 80% aproximadamente de la 

misma en la orina La mayor parte de la hidralazina se excreta en forma de metabolitos 

acetilados o hidroxilados, parte de los cuales están conjugados con ácido glucurónico; el 

2-14% se excreta en forma de hidralazina "aparente". 

Mecanismo de inhibición de la metilación. 

Aunque no se conoce perfectamente como hidralazina inhibe la metilación se 

sabe que esta droga tiene gran afinidad por las bases pirimídicas pero principalmente 

por la citosina por lo que se tiene la hipótesis que las DNMTs no pueden catalizar la 

unión del grupo metilo por que la citosina se encuentra ocupada por la hidralazina no 

permitiéndose el proceso de metilación. (Cornacchia E el al 1988) Por la estructura 

química de la hidralazina se ha pensado que es capaz de unirse de forma covalente con 

el DNA; la desventaja ante esta característica sería que ésta droga tendría la capacidad 
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de generar daño en las cadenas provocando mutaciones. El Dr. Herrera en el Instituto 

Nacional de Cancerología (comunicación personal) ha demostrado que tanto 

hidralazina como procainamida no producen <i<mo genotóxico en linfocitos sanos 

humanos comparado con el control 5 azaCdr; la genotoxicidad se evaluó con la 

inducción de micronúcleos en los linfocitos tratados con dosis equivalentes a las 

aplicadas en humanos. (Ramirez T et a/2003) 

5.2.2 PROCAINAMIDA. 

Es un análogo del anestésico local, procaina. Procainamida es uno de los mejores 

antiarrítmicos, pero su uso prolongado genera efectos adversos. Debido a su rápida 

eliminación necesita ser tomada ocho veces al día. 

La estructura química es la siguiente 

Efectos farmacológicos. Procainamida es un bloqueador de canales de sodio con un 

tiempo intermedio de recuperación. El mayor metabolito de procainamida es N-acetyl-

procainamida 

La procainamida es indicada en taquicardia ventricular, extrasístoles, contracciones 

ectópicas, fibrilación auricular, arrítmias de la anestesia, y en general arrítmias 

ventriculares que no ceden con lidocaina. 

Farmacocinética: sufre metabolismo hepático, con formación del metabolito activo 

llamado N-acetil procainamida. La vida media de la procainamida es de 4 horas pero su 

metabolito tiene una vida media mayor. 
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Reacciones adversas: Trastornos gastrointestinales y alteraciones a nivel de SNC, sin 

embargo son más frecuentes las reacciones de hipersensibilidad que se presentan en un 

20 a 30 % de los pacientes en tratamiento crónico, en los que puede aparecer un 

síndrome tipo Lupus con artralgías, fiebre, pericardítis, derrame pericárdico, el cual 

desaparece al suspender el tratamiento, este síndrome es más frecuente en los 

acetiladores lentos ya que el metabolito activo se produce por acetilación. Un 70 a 80 .% 

de los pacientes que se encuentran en tratamiento crónico con procainamida tienen 

títulos de anticuerpos antinucIeares. 

Mecanismo de inhibicion de la metilación 

Procainamida inhibe la metilación por dos mecanismos: disminuye la actividad de 

DNMT por unión directa al sitio catalítico y se une a secuencias ricas en ca, se picnsa 

que al unirse a estas secuencias la procainamida impide la unión de la DNMT al DNA 

(Deng J el a/2003). 
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6.0 HIPOTESIS 

Si la Hid ralazina y la Procainamida son inhibidores de metilación entonces serán 

capaces dI:! revertir la metilación de genes tanto in vitro como in vivo. 

7.0 OBJETIVO PRINCIPAL 

Evaluar la inhibición de la metilación del ONA y la expresión del gen del receptor de 

estrógenos y otros genes supresores de tumores en líneas celulares de carcinoma 

mamario tratadas con hidralazina y procainamida. 
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8.0 MATERIAL Y METODOS. 

8.1 Líneas celulares, Biopsias y Reactivos. 

La línea celular MDA-23I de carcinoma mamario, negativa al receptor a estrógenos y la 

línea MCF-7 de carcinoma mamario ductal, es positiva al receptor a estrógenos. Las 

células T24 son de un carcinoma de vejiga de un hombre de 23 años. Todas las células 

se obtuvieron del A TCC. Las células se cultivaron en OMEM con 10% de Suero fetal 

bovino. Las drogas hidralazina, procainamida y 5-Aza-CdR se obtuvieron de SIGMA. 

8.2 Tratamiento coo 5-Aza-CdR, hidralazioa y procaioamida. 

Las células MOA-23 I , MCF-7 y T24 fueron mantenidas en una confluencia de 5x 105 

células en cajas petri de 100 mm de diametro. En el segundo día las células se trataron 

con las drogas a las siguientes concentraciones, para 5-Aza-CdR fue de 0.75 ¡,LM, de 

acuerdo a lo reportado para la inhibición de la metilación de los genes ER, RAR Y p16. 

En cuanto a las dosis de hidralazina y procainamida se escogieron de acuerdo a la dosis 

media en sangre de pacientes tratados con estos fármacos con objetivo terapéutico 

cardiovascular, que corresponden a las dosis de 10~. Las drogas se prepararon en 

fresco antes de su uso. Se mantuvieron las células con los fármacos disueltos en el 

medio de cultivo durante 5 días. En el día 6 se despegaron las células con gendarme y 

PBS, así se obtuvieron proteínas, ONA y RNA. Estas condiciones se aplicaron para 

las líneas MDA-23I y T24 Para las células MCF-7, el medio que contenía las drogas se 

cambió en el día 6, posteriormente las células fueron tratadas adicionalmente durante 24 

horas con ácido retínoico all-trans a una concentración de I mM. 

8.3 Aoálisis de la Metilacióo 

El análisis de la metilación del promotor del gen del ER se realizó con PCR después de 

la digestión del ONA con enzimas sensibles a la metilación conocida como HpaIl y la 

enzima insensible a la metilación MspI como se describe anteriormente (Iwase H el al 
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1999) El DNA se obtuvo con el kit Wizard purification (Pro mega, Madison, 

Wisconsin). Para este experimento se utilizo 1 ~g de cada muestra la cuál se digirió 

toda la noche en un volumen de 20 ~I con 10 unidades de Mspl o de Hpall de acuerdo a 

las instrucciones de uso (Gibco BRL, Grand lsland, New York). 2 ¡j de la mezcla de la 

digestión, es decir, el equivalente a 100 ng de DNA fue amplificado previa purificación, 

en un volumen de 20 ¡.11 usando las siguientes secuencias de oligonucleótidos reportadas 

anteriormente (Octaviano et al 1994; Ferguson et al 1998) 5"­

TCTCCCCTCACTCCCACTGC-3' y S '-GAAATCAAAACAAGCCTACCC-3 , que amplifica un 

producto de 292 pares de bases para el promotor pO del gen RE. El protocolo de 

amplificación consistió en 95 oC por 5 min, 25 ciclos de 94 oC por I mino la temperatura 

de alineación fue 60 oC por I min y la extensión de 70 oC por I mio, seguido por una 

extensión final de 5 min a 72 oc. 

La ausencia de bandas de las muestras digeridas con Mspl indicó que se llevó a cabo la 

digestión de la enzima cortando no importando el estado de la metilación, si embargo, 

si no existía amplificación en las reacciones digeridas con Hpall esto indicaba la 

desmetilación y si existía amplificación indicaba la metilación del promotor del gen del 

ER. 

El estado de metilación de los genes pJ6 y RAR/3 genes fue analizado con la técnica de 

PCR de metilación específica previamente descrita (Herman JO et al 1996). La técnica 

consiste en convertir la citosinas no metiladas a uracilo mediante tres pasos la 

sulfonación, la deaminación hidrolítica y la desulfonación alcalina Así las citosinas 

metiladas se mantienen como citosinas y las desmetiladas son ahora uracilo, de tal 

manera que los oligonucléotidos son diseñados para que reconozcan uracilos o 

citosinas, es decir, si el gen se encuentra metilado amplificará para los oligonucleótidos 

llamados M que reconocen citosinas metiladas, en cambio si se encuentra desmetilado 
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el gen entonces amplificará para los oligonucleótidos N, los cuales reconocerán 

uracilos. Brevemente, 1 ¡.tg de DNA en un volumen de 100 ¡.tI de cada muestra fue 

desnaturalizada con NaOH recientemente preparado a una concentración final de 0.2 M 

Y modificado con Bisulfito de sodio de acuerdo a las instrucciones del kit DNA 

Modification (Intergen, Purchase, New York). La mezcla para el PCR contenía 2¡.t1 of 

10X PCR buffer, 0.5 U ofTaq Gold polyrnerase, dNTPs (de cada uno 1.25 mM), 300 ng 

de oligonucleótidos y el DNA modificado o no modificado a un volumen fmal de 20 ~. 

Los productos se observaron en un gel de agarosa al 2% agarose bajo luz UV. 

Los oligonucleótidos utilizados para la MSP: 

Set 

pl6W 

pl6M 

Sentido Antisentido 

5' -CAGAGGGTGGGGCGGACCGC-3 5' - CGGGCCGCGGCCGTGG-3 

5'-TIA TIAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3 5' -GACCCCGAACCGCGACCGTA-3 

Producto 

140 

150 

Tm 

65 oC 

65 oC 

pl6 U 5' -TIA TI AGAGGGTGGGGTGGA TIGT-3 5' -CAACCCCAMCCACAACCAT AA-3 158 60 oC 

RARfl W 5' -CCGAGAACGCGAGCGATCCG-3 S' -CCGCCCCGGCTGGATIGGCC-3 146 60 oC 

RARfl M 5'-TCGAGAACGCGAGCGATICG-3 5' -GACCAA TCCAACCGAAACGA-3 146 58 oC 

RARfl U 5'-TTGAGAATGTGAGTGA TITGA-3 5' -AACCAA TCCAACCAAAACAA-3 146 50 oC 

(Herman JM el al 1996; Widschwendter M el al 2000) 

8.4RT-PCR 

El RNA de las células tratadas y no tratadas se obtuvo con TriReagent (Gibco BRL 

Grand Island, New York) siguiendo las recomendaciones de la compañía. Con un 

microgramo del RNA total, se hizo DNA complementario usando el kit RT-PCR 

(Perkin Elmer; Branchburg, New Jersey) siguiendo las instrucciones de fabricación . 

Para el gen de ER los oligonucle6tidos utilizados amplifican un producto de 480 pb que 

abarcan del exon 7 al 8 (Lapidus RG et al 1998) 5'-GGAGACATGAGAGCTGCCAAC-3 ' y 5'­

CCAGCAGCATGTCGAAGATC-3' en un volumen total de 20¡.t1. Las condiciones utilizadas 

fueron 94 oC por 12 mino Seguido por 24 ciclos de 94 Oc de 1 mino 55 Oc por 30 sec y 
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72 Oc por 40 seg. El gen de p16 se amplificó como se ha descrito anterionnente (Merlo 

A el al 1995) usando los oligonucleótidos sentido S'- AGCCTICGGCTGACTGGCTGG-3 ' 

antisentido S'- CTGCCCATCATCATGACCTGG-3 ', Para el gen de RARf3 las condiciones 

descritas (Sirchia SM et al 2000) usando los oligonucleótidos siguientes: sentido S'­

GACTGTA TGGA TGTICTGTCAG-3 antisentido 5'- A TTIGTCCTGGCAGACGAAGCA-3'. 

8.5 Westem blots. 

Las células fueron centrifugadas y lavadas con IX PBS, se centrifugaron y se 

resuspendieron en RIPA buffer [50 mM Tris-HCI (pH 7.6), 5 mM EDTA, 150 mM 

NaC!, 1% NP-40] que contenían inhibidores de proteasa (10 Ilg/ml Aprotinin, 10 Ilglml 

Leupeptin, 1 mM PMSF, 10 mM NaF y 10 Ilglml Pepstatin A) . Con 50llg de proteína 

total se realizo una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% , el cuál, se 

transfirió a una membrana de PVDF y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente 

con los anticuerpos monoclonales para ER, p16. RARf3 Y AClina (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. Santa Cruz, California) seguido de la incubación con el anticuerpo 

secundario IgG-horseradish peroxidase conjugado (Amersham International, 

Buckinghamshire England) por 30 mino a temperatura ambiente. Las bandas se 

visualizaron con el kit de luminiscencia ECL (Amersham International, 

Buckinghamshire England). 

8.6 Experimentos in vivo. 

Para evaluar si tanto la hidralazina y la procainamida eran capaces de desmetilar y re­

expresar el gen del RE in vivo, 16 ratones hembras nulnu de 8 semanas de nacidas 

(Harlan Teklad Madison, Wisconsin) fueron inyectadas dorsalmente con 6XI06 de las 

células MDA-23l. Después de varias semanas, el tumor alcanzó el tamaño de I cm de 

diámetro, se utilizaron por grupo cuatro ratones los cuales fueron inyectados por vía 

intraperitoneal con 200 111 de solución salina, 300 ).lg de 5-Aza-CdR. 5 mg/kg de 
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hidralazina y 20 mg/kg de procainamida diariamente por 7 días. En el día ocho, los 

ratones fueron sacrificados bajo anestesia y se removieron los tumores para su 

procesamiento. Los tumores fueron inmediatamente procesados para la extracción de 

proteínas, RNA y DNA para [a evaluación de [a meti[ación del gen receptor a 

estrógenos y su expresión. 

8.7 Duración del efecto reactivante de la expresión génica. 

Para evaluar la duración del efecto reactivante de genes con hidralazina se comparó con 

el efecto de 5-Aza-CdR, en células T24, las células fueron tratadas con las drogas 

durante 5 días como se describió anteriormente. En el día 6, el medio se cambió y las 

células sucesivamente se pasaron según iban proliferando en medio libre de drogas. 

Cada día subsiguiente se obtuvo RNA para analizar por RT-PCR la expresión del gen 

de p16 . Como control de la cantidad y de [a integridad del RNA se analizó por RT-PCR 

[a expresión del gen GAPDH usando [os o[igonucIeótidos y condiciones antes 

descritos (GonzaIgo et al 1999) . 

8.8 Ensayos de funcionalidad de los productos de los genes re-expresados ER y p16. 

Para evaluar la funcionalidad del producto del gen del ER re-expresado, [as células 

MDA-23 I fueron tratadas por 5 días con hidralazina y 5-Aza-CdR como se había 

descrito anteriormente. A[ sexto día se cambió e[ medio de cultivo por RPMI sin rojo 

fenol que contenía suero fetal bovino inactivado. En éstas condiciones se trataron [as 

célu[as con estradio[ [OnM durante 24 horas posteriormente se analizó en el RNA [a 

expresión del gen dependiente del receptor a estrógeno s PS2 previamente descrito 

(Kwolden J et al 1997). Para evaluar el producto del gen p16 en las cé[ulas T24 se 

trataron durante 5 días con 5-Aza-CdR e hidralazina. Posterior a este tiempo se [es 

cambió el medio libre de drogas (confluencia alrededor de 80%) hasta las 24 horas al 

que se despegaron y se ftiaron en etanol al 75%, se tiñeron con ioduro de propidio y se 
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analizaron por citometría de flujo para determinar el ciclo celular. 

8.9 Actividad 4esmetilante de hidralazina en un paciente con cáncer de cérvix. 

Para evaluar que hidralazina fuera capaz de desmetilar y reactivar la expresión de 

genes supresores de tumor silenciados en el contexto clínico: una paciente quien había 

progresado a tratamientos como quimioterapia, cirugía y radioterapia, fue tratada con 

hidralazina previo consentimiento informado. La hidralazina fue administrada por .1O 

días por vía oral (50 mg cada 8 horas.). Dos días antes del tratamiento se tomó una 

biopsia del tumor de la cuál se extrajo DNA y RNA para confirmar el estado de 

metilación y de expresión del gen RARp. En el día 11 se tomó otra biopsia del mismo 

sitio para analizar el estado de metilación nuevamente. 

9.0 RESULTADOS 

Estudios previos han revelado que los genes de ER, p 16 Y RARp estfm metilados en las 

líneas celulares MDA-231, T24 Y MCF-7 respectivamente, y que 5-Aza-Cdr es capaz de 

desmetilar estos genes. Para determinar que otros agentes son capaces de desmetilar 

estos genes supresores, las líneas fueron tratadas con hidralazina y procainamida con las 

dosís indicadas por 5 días. Se usó 5-Aza-Cdr como control positivo de desmetilación. 

a) 

b) 

c) 

.. -
C:r ,\za.c~R H¡,:sra Proca 

GI-lMGHMGHMGHM 

: .. , . 

Ctr flza-CdR Hiera Prc.:a 

WM;IIWMNW:II1NWMN 

Figura 6. Análisis de la metUación de los genes 

ER, RARP Y p/6. a, G es DNA genómico sin 

digerir como control positivo, H es Hpa 11, M 

ER es Msp l. La banda en la línea 2 indica la falta 

de digestión con Hpa 11 Y la metilación en 

las células MDA-231 sin tratar. Figuras 6b y 

6c muestran el análisis de RAR y pl6 en las 

RAR 
células MCF-7 y 1'24. W son oIigonucleótidos 

que amplifican el DNA metilado o 

p16 desmetilado, M es metilado y N es no 

m etilad o. 
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Como se esperaba, la PCR en las células MDA-23 1 no tratadas no se amplifica nada en 

la muestra digerida con MspI pero si se amplifica si con Hpa 11 indicando que esta 

metilada. Por el contrario, en las células tratadas no se amplifica con HpaIl ya que se 

encuentran desmetiladas (Fig. 6a). Para investigar, si la capacidad desmetilante de 

hidralazina y procainamida no era específica para una línea y un gen, T24 y MCF-7 

también fueron tratadas. La PCR de metilación específica usando DNA modificado cpn 

bisulfito para los genes p16 y RAR [3, demostró la metilación en las células no tratadas y 

la desmetilación en las tratadas (Fig 6b Y 6c) 

Así estos resultados demuestran que hidralazina . y procainamida son capaces de 

demetilar estos genes supresores. Para correlacionar que la desmetilación del DNA con 

la expresión de los genes ER, p16 Y RAR[3, se evaluaron los niveles del RNAm y de 

proteína La transcripción y traducción de los genes de interés fue negativa en las líneas 

celulares sin tratamiento pero después de 5 días con los fármacos, las células expresaron 

el transcrito y la proteina (Fig. 7). 

'lt·,4·2J: 

Iratamlonto 
--=-.;...-.;...-~-- 5-uacitidin¡ 

+ + Hidnlazina 
+ ProcailUmida 

------
- ----- - - . ----

.. ' --!i~ '-':"'" --.;. 
1fIr.,... _. 1 

.... ..,>1- •• _ ~ >r:r • 

___ II1II 016 
------ - :::; ,\t'OI· 

Figura 7. Detección de RNAm y proteínas en: A, ER 

(MOA 231), B, RARfi (MCF-7) y C, pl6 (T24) por 

RT-PCR y Western blot. El control positivo (+ ctr) 

en a es MCF-7, para b es MDA-231 expuesto a S-aza-

Cdr/at-AR y para e son células Hela. 
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Para explorar la habilidad de la hidralazina y procainamida para inducir la 

desmetilación in vivo, ratones nu/nu fueron inyectados con células MDA-231 para 

generar tumores, subsecuentemente se trataron durante 7 días por vía intraperitoneal 

con hidralazina y procainamida El análisis de la expresión del gen de ER a nivel 

proteína y RNA, a si como el estado de metilación del gen demostró que las dosis 

usadas de ambas drogas son capaces de desmetilar y expresar el gen de RE, (Fig 8). . 

A 

B 

e 

o 

-- -- - ... -

+ 
Ctr + - - , -' 

_ Az. -CdR 
_ !-! .crl 
+ Proc. 

ER 

Figura 8. Análisis de metilación y expresión del 

producto del gen de ER en ratones desnudos. 

Fig. A muestra que el tumor del ratón control 

fue metilado como se muestra en la banda del 

carril 2 indicando la falta de digestión con Hpa 

11. La banda desaparece con el tratamiento de 5-

aza-CdR e hidralazina lo cual indica la 

desmetilación del gelL Carril 11 corresponde a 

los ratones tratados con procainamida. La banda 

es ausente en Msp I pero es muy débil en Hpa 11 

indicando que fue solo una desmetilación 

parcial. G es DNA genómico sin digerir. B y D 

son productos de la expresión por RT-PCR y Westem blllt. En ambos casos la intensidad de las 

bandas en procainamida son débiles, correlacionando con la desmetilación parcial. 

Estos resultados demuestran que hidralazina tiene la misma capacidad que 5-Aza-Cdr 

para desmetilar y re-expresar genes supresores in vitro e in vivo. Para comparar el efecto 

de re-expresión a lo largo del tiempo, la línea T24 fue tratada tanto con hidralazina 

como con 5-Aza-Cdr. Los resultados demuestran que bajo condiciones idénticas de 

tratamiento y de dosis probadas, hidralazina mantiene mas tiempo el efecto de 

reactivación del gen de p 16 (Fig. 9). 
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Figura 9. Expresión de ARNm de p16 en 

() 1. 2 3 d S e 7 8 9 .le. u .1.2 célula tratadas con a, S-Aza-Cdr y b: 

plS . -.. 
----- -a) 

hidralazinL Dla O es el quinto día de 

<lAPO ¡;¡--&- .......... . tratamiento con la droga. Una delgada 

banda se mantieae el día 11 con hidralaDna 

yal día 8 con azacitidina. 

b) p G 

· PO ............... 

A B 

"1 ¡~ 1,1,1,1,1,1,1.1. , I 
:~I I " I ,I , I , I , I , I , I ,I , I , I , . , . , ~ : 

nI ? '1 " .. 1:: '7 A Q 10 
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Figura 10. Expresión de ARNm de p16 con relación al ARNa de GAPDH de célulllS tratada con A, 

S-Aza-Cdr y B hidralazinL Dia O es el quinto dla de tratamleato con la drogL Por densitometria se 

cuantifican bandas hasta el día 12 en hidralazina y al dla 8 con azacitldlna. 

Ha sido previamente probado que los genes reactivados por 5-Aza-Cdr son funcionales. 

Debida la importancia del potencial terapéutico de los agentes desmetilantes, 

demostramos que los genes reactivados con hidralazina también son funcionales. Como 

se predecía, en la línea celular MDA-231 , el producto de ER induce la transcripción del 

gen de PS2 bajo la estimulación de estradiol por 24 horas (Fig. 1 la). Asimismo, en la 

línea de cáncer de vejiga, la reactivación del gen de pI 6 fue capaz de inducir arresto en 

G 1 indicando que el producto del gen es funcional . (Fig. 11 b). 
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Figura 11. Funcionalidad de los genes elpresados. A RT-PCR para el gen PS2 . Muestra que el 

estradiol induce el gen PS2 en las células previamente upuestas tanto a 5-Aza-CdR o bidralazina y 

b, perfil del ciclo celular de las células T24 expuestas a las drogas. 5-Aza-CdR e hidralazina donde 

son igualmente efectivas induciendo el arresto en GOIG l . 

Ya ha sido demostrado que la 5-azacitidina reactiva la expresión de genes inactivados 

por metilación en pacientes con beta talasemia (Ley J et al 1982), así, nosotros tratamos 

un paciente con cáncer de cérvix con hidralazina por 10 días, para confinnar si nuestros 

resultados son clínicamente viables. Como se esperaba la hidralazina desmetila e 

induce la expresión del gen de RARp en el tumor (Fig. 12) 
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Figura 12. Efecto de la hidralazina en una paciente con carcinoma de cérvix. a, muestra que RARP 

esta meti1ado pre-tratamiento pero desmetiJado después del tratamiento con hidnllazina. b, t$ta 

desmetilación correlaciona con la expresión indicada con la banda en el post-tratamiento. 

10.0 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

La investigación de nuevos agentes desmetilantes con valor terapéutico que sean 

capaces de desmetilar y reexpresar genes supresores en pacientes con cáncer ha sido 

obstaculizada por la falta de disponibilidad de drogas que puedan sustituir las ya 

existentes con uso clínico. En este trabajo nosotros demostramos que dos agentes "no 

tóxicos" de uso común en la clínica para condiciones no malignas son capaces no sólo 

de desmetilar sino de reexpresar in vi/ro e in vivo, los productos de los genes supresores 

de tumor demetilados en las líneas celulares son funcionales. Además, demostramos que 

el efecto de hidralazina es factible desde el punto de vista clínico, ya que el tratamiento 

con hidralazina en una paciente con cáncer desmetiló y reexpresó el gen de RARfJ. En 

este trabajo usamos la línea celular de cáncer de mama MDA-231 la cual carece de la 

expresión del gen de ER debida a la hipermetilación de su promotor (Ottaviano. 1994; 

Lapidus. 1996). Por otro lado, ha sido demostrado que 5-aza-CdR induce la expresión 

de una proteína ER funcional. Nuestros resultados demuestran que las células MDA-231 

no tratadas tienen metilado y silenciado el gen de ER y que después de cinco días de 

exposición a la procainamida e hidralazina éste patrón epigenético fue modificado. 
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La PCR de metilación específica es considerada el método más confiable para 

determinar el estado de metilación de los promotores de los genes. La metilación del 

gen de ER ha sido ya analizado con ésta técnica (Lapidus RG el al 1998), sin embargo, 

nosotros no pudimos reproducir satisfactoriamente esos resultados, por lo cual 

decidimos analizar la metilación del gen de ER con la amplificación por PCR después 

de la digestión con enzimas sensibles a la metilación. Esta técnica tiene alguqas 

limitaciones que dependen en su mayoría de una digestión enzimática eficaz, sin 

embargo, nuestros datos claramente demuestran que no existen bandas en el DNA de 

células no tratadas después de la digestión con HpaIl. 

Por otro lado, los resultados son validados por resultados idénticos obtenidos con 5-aza­

CdR que en la mayoría de nuestros experimentos usamos como control positivo. 

Hemos descartado que el efecto de la hidralazina y procainamida pudiera ser específico 

para una línea celular o gen, nosotros presentamos experimentos adicionales para el gen 

de p16 en la línea de cáncer de vejiga T24. Este gen regulador del ciclo celular ha sido 

ampliamente estudiado por el estado de metilación de su promotor en cáncer. 

Resultados previos en éstas células han demostrado 5-aza-CdR revierte la metilación e 

induce la re-expresión in vitro e in vivo del gen de p16 (Bender CM el al 1998). 

Nuestros resultados indican que procainamida e hidralazina producen los mismos 

resultados obtenidos en la línea celular de cáncer de mama y proporcionan evidencia 

que la reactivación del gen esta a la par de la desmetilación demostrada por la PCR de 

metilación específica. 

Interesantemente, nuestros resultados demuestran que los productos de éstos genes 

expresados son funcionales como se muestra con la inducción del gen dependiente de 

estrógenos PS2 después del tratamiento con estradiol y por el incremento en la 

población de células T24 en la fase G 1 del ciclo celular. Estos descubrimientos soportan 
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el uso potencial de hidralazina para reactivar genes supresores de tumor en cáncer. 

Nosotros también estudiamos los efectos de éstas dos drogas en el gen RARfl en la línea 

MCF-7. Este gen se ha encontrado silenciado por metilación en varias líneas celulares 

así como también en tumores, tales como en el carcinoma de pulmón en donde se usa 

como factor pronostico (Vinnani Al( el al 2000). Es conocido que la expresión del gen 

RARfl es sobre regulado por ácido retinoíco (Geisen C 'el al 1997) y que en . el 

carcinoma de mama la exposición continua a 5-aza-CdR y al ácido retinoíco induce la 

re-expresión del gen de RARfl (Widschwendter M el al 2001). Nuestros resultados 

muestran que después de la exposición inicial a las drogas probadas, el ácido retinoíco 

induce la expresión del receptor solo en las células tratadas las cuales correlacionan con 

las desmetilación del promotor. Un importante descubrimiento de éste estudio fue que 

la administración sistémica de hidralazina y procainamida en animales, a dosis 

equivalentes a las dosis usadas en humanos como antihipertensivo y antiarrítmico 

respectivamente (Comachia E el al 1988; Richardson B el al 1988) fueron capaces de 

desmetilar y reexpresar el gen de ER. 

Estudios previos han demostrado que 5-aza-CdR inhibe la metilación por su 

incorporación a la cadena de DNA que en tumo bloquea la unión de DNMTI al DNA y 

que su efecto es mantenido por al menos 9 pasajes en las células recuperando 

gradualmente su estado de metilación a niveles originales (Ferguson AT el al 1997). 

Debido a que hidralazina y procainamida tienen distintos mecanismos de desmetilación, 

que es por inhibición directa de la actividad enzimática de DNMTI (Yung R el al 1997; 

Kaplan MJ el al 2000) nosotros analizamos el efecto de recuperación de la expresión del 

gen de pl6 en la línea T24. Sorpresivamente hidralazina fue más efectiva que 5-aza-

CdR para mantener el gen reexpresado. 

LSl A TESiS 1'J·O SAL.E 
DE LA. BIRIJOTEf-:/. 
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Ciertas evidencias sugieren que para mantener los genes desmetilados, las células 

puedan necesitar de la exposición continúa a las drogas desmetilantes, lo cual desde 

cierto punto de vista, podría favorecer el uso de hidralazina a comparación de 5-aza­

CdR, como droga antihipertensiva se puede dar diariamente por largos períodos de 

tiempo al contrario del clásico tratamiento de 21 días de 5-aza-CdR. 

Algo importante es detenninar si la reexpresión de los genes supresores de tumor 

pueden inhibir el crecimiento tumoral por si sola. Varios datos demuestran que para la 

5-aza-CdR la actividad antitumoral puede depender no solo de su actividad desmetilante 

sino también de sus acciones citotóxicas intrínsecas (Mompaler RL 1977). Sin embargo, 

procainamida e hidralazina han sido ya probadas como agentes antitumorales. 

Hidralazina produce toxicidad por su habilidad para producir acidificación y también 

por la inducción de hipoxia selectiva (Horsman MR el al 1995; Yamagata M 1996). 

Procainamida y su análogo 3-cloroprocainamida incrementan la eficacia de cisplatino 

en algunos modelos tumorales (Hua J el al 1996; Esposito M el al 1996), además de su 

capacidad de inhibir la ONA metiltransferasa, procainamida cambia el ambiente 

inmunológico incrementando la eficacia antitumoral cuando se combina con interferón 

en carcinoma renal. (Onishi T el al 1998). 

Estudios recientes han demostrado que en el carcinoma de cerviz, uno de los factores 

para el desarrollo y progresión de éste tumor es la hipennetilación de varios genes 

. (Arvind K el al 200 1; Dong SM el al 2001). Entre esos genes se encuentra RARfJ, este 

gen se encuentra metilado en el 50% de las líneas de cáncer de cérvix y en el 26% de los 

tumores (Arvind K el al 200 1). Aqu~ demostramos que hidralazina con dosis de 150 mg 

diarios, los cuales están por debajo de la dosis común usada como antihipertensivo 

revierte la metilación y reexpresa RARfJ. 

Las implicaciones de éste estudio son importantes por que estas drogas pueden tomar un 
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papel en la terapia contra el cáncer, remarcando la casi nula toxicidad así como la 

disponibilidad para su uso oral y bajo costo. En éste momento, se tienen conocimiento 

de dos estudios fase I-H probando la capacidad desmetilante de 5-aza-CdR en pacientes 

con enfermedad avanzada así como también las pruebas preclínicas de moléculas 

antisentido que tienen como blanco al gen de DNMTI. 

Las características ya descritas de la hidralazina y la procainamida las hacen posibles 

candidatos para estudios clínicos con pacientes con cáncer. Aunque, tanto hidralazina 

como procainamida son capaces de desmetilar y reactivar genes supresores decidimos 

estudiar mejor a la hidralazina ya que el uso clínico de un agente antiarrítrnico puede 

presentar mayores complicaciones para el paciente que el uso de un antihipertensivo en 

"condiciones no-card iovascu lares", así hidralazina parece ser el candidato más 

apropiado para continuar este estudio. 

En conclusión, nosotros tenemos evidencia de que éstas dos drogas "cardiovasculares" 

reactivan genes supresores de tumor silenciados por metilación y por lo tanto, pueden 

ser empleadas como una terapia potencial para anormalidades epigenéticas encontradas 

en cáncer. Cabe mencionar algunas sus potenciales aplicaciones; en el caso de cáncer de 

mama, la reexpresión de el ER puede hacer que pacientes con tumores negativos a ER 

puedan ser susceptibles a manejo endocrino, y en la misma forma favorecer el 

tratamiento con ácido retlnoíco de diversos carcinomas, incrementando la expresión de 

RARfJ, al modificar el patrón de metilación del DNA. 
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