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PALABRAS CLAVE Resumen La metilacion del ADN se ha revelado como un mecanismo epigenético fundamental
Metilacion; en la regulacion de la expresion de genes que controlan funciones celulares cruciales en el des-
Cancer colorrectal arrollo del cancer. Defectos en la metilacion (tanto hipometilacion global como hipermetilacion

de islas CpG) estan implicados en la carcinogénesis colorrectal. Algunos nutrientes ejercen un
claro efecto en la metilacion, lo que sugiere que algunas diferencias en la incidencia de cancer
colorrectal asociadas a la dieta podrian ser debidas al efecto de esta en la metilacion. La pre-
sencia de los defectos en la metilacion tiene claras implicaciones diagndsticas y de prondstico.
Asi, se estan ya ensayando diversos tests para el cribado del cancer colorrectal basados en el
analisis de genes metilados bien en heces bien en sangre. Por otro lado, la reversibilidad de
los procesos de metilacion permite el desarrollo de quimioterapias que regulan este proceso a
través de su actividad antineoplasica.
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Caleraeal carmeer Abstract DNA methylation is a fundamental epigenetic mechanism in regulating the expres-

sion of genes controlling crucial cell functions in cancer development. Methylation defects
(both global hypomethylation and hypermethylation of CpG islands) are implicated in colorec-
tal carcinogenesis. Some nutrients have a clear effect on methylation, suggesting that some
dietary-associated differences in the incidence of colorectal cancer could be due to the effect
of diet on methylation. The presence of methylation defects has clear diagnostic and prognos-
tic implications. Thus, several tests are being used for colorectal cancer screening based on
methylated gene analysis, whether in feces or blood. In addition, the reversibility of methy-
lation processes allows the development of chemotherapies that regulate this process through
their antineoplastic activity.
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Introduccion

En los ultimos afos se ha puesto de relevancia la importan-
cia de la epigenética. La epigenética se basa en mecanismos
celulares que introducen variaciones en la expresion génica
sin afectar la secuencia del ADN. Entre estos mecanismos
destacan la modificacion de la estructura de la cromatina
a través de la modificacion de histonas, los mecanismos de
accion de los miARN, y la metilacion. Esta Gltima es un pro-
ceso reversible en el cual se introduce o elimina un grupo
metilo (-CHs) en las citosinas presentes en dinucleotidos CpG
en el genoma. Estos dinucleétidos se concentran en zonas
llamadas islas CpG y frecuentemente se localizan en los pro-
motores génicos (regiones del ADN que facilitan la transcri-
pcion de los genes). Aproximadamente el 60% de los genes
humanos contienen islas CpG en la zona 5’ de su promotor?.

La metilacion del ADN es un mecanismo habitual de con-
trol de diferentes mecanismos celulares como la proteccion
de la integridad del genoma, el mantenimiento de patro-
nes de expresion especificos de cada tejido o la definicion
de la impronta genética. La distribucién de estos patrones
de metilacion es especifica de cada tipo celular y se esta-
blece durante el desarrollo embrionario. La alteracion de
los patrones de metilacién del ADN se han descrito en varias
enfermedades y en muchos tipos de cancer. Esta alteracion
puede ser por un incremento o hipermetilacion que conlleva
una represion de la transcripcion génica, o por una disminu-
cion o hipometilacion, con una consecuente activacion de
esta transcripcion. Se ha demostrado que la hipometilacion
del ADN precede a la inestabilidad genética en los canceres
gastrointestinales. El grado de hipometilacion del genoma
parece correlacionarse con el nivel de alteraciones cromoso-
micas y puede afectar la estabilidad de los cromosomas?, los
mecanismos de impronta genética y la activacion de genes
normalmente silenciados®. El ADN tumoral en general esta
hipometilado, sin embargo la hipermetilacion afecta genes
especificos en un contexto general de hipometilacion. La
hipermetilacion de promotores génicos de genes supresores
inactiva su transcripcion, facilitando asi el desarrollo del
tumor.

En los ultimos afos el interés sobre el estudio de la
metilacion del ADN en el cancer colorrectal (CCR) ha ido
incrementandose. Asi, se han descrito alrededor de 50 genes
con alteraciones somaticas del grado de metilacion en dis-
tintos estadios del CCR identificandose asi como un potencial
biomarcador. Al ser la metilacion un proceso reversible, la
industria farmacéutica esta invirtiendo importantes recur-
sos en el desarrollo de farmacos como agentes demetilantes
de genes oncosupresores. Al ser la metilacion un fenomeno
que se ve influenciado por la dieta, también se hace evidente
el potencial uso de nutrientes como agentes quimiopreven-
tivos.

En este articulo repasaremos estos aspectos en el CCR
esporadico y también detallaremos las alteraciones en la
metilacion descritas mas recientemente en casos de CCR
hereditario.

Cancer colorrectal esporadico

Muchos de los CCR se desarrollan a través de un pro-
ceso con mdultiples etapas, conocido como la secuencia

adenoma-carcinoma, propuesto por Fearon y Vogelstein
hace mas de 2 décadas. Durante este proceso se van acu-
mulando alteraciones genéticas y epigenéticas en genes
cruciales en el control del crecimiento y la diferenciacion
celular. La inestabilidad genémica es caracteristica del CCR
y afecta a todo el genoma, implicando la pérdida de la inte-
gridad del ADN lo cual acelera el proceso de acumulacién
de mutaciones. Esta inestabilidad puede ser cromosémica
(CIN) o de microsatélites (MSI). La presencia tanto de CIN
como de MSI se ha descrito en estadios iniciales del des-
arrollo de CCR identificaindose incluso en adenomas*®. Los
tumores con CIN son los mas comunes y presentan pérdida
de heterocigocidad, frecuentes alteraciones citogenéticas
y pérdida alélica®. Este proceso es conocido como la via
supresora del CCR. Los tumores que presentan CIN tam-
bién muestran inactivacion de genes oncosupresores como
APC, p53, DCC, SMAD2 y SMAD4, sin embargo, los genes que
permiten el establecimiento de esta inestabilidad aun no
estan bien establecidos. Los tumores con MSI se desarrollan
como resultado de la alteracion del sistema del Mismatch
Repair (MMR) o de reparacion de mal apareamientos. La
funcion de las proteinas codificadas por los genes de este
sistema (MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2) es reparar los
errores de apareamiento entre bases que se producen habi-
tualmente y de forma periddica durante la replicacion del
ADN’. Cuando estos genes no funcionan, se acumulan muta-
ciones a lo largo del genoma especialmente en secuencias
repetitivas de nucleodtidos conocidas como microsatélites.
Estos Ultimos se localizan en zonas no codificantes y también
en secuencias codificantes de genes que controlan impor-
tantes mecanismos celulares como IGFR2, TGFBR2, BAX o
MSHé6. La MSI se identifica en un 10-15% de los CCR. En la
gran mayoria de estos casos la presencia de MSI se debe a
la hipermetilacion del promotor del gen MLH1 con la conse-
cuente inactivacion de la transcripcion génica y la pérdida
de la expresion proteica®. La alteracion de la metilacion de
MLH1 es una de las evidencias mas solidas de la implicacion
de defectos de metilacion en el desarrollo del CCR y es la
responsable de un 80% de casos con MSI. Sin embargo, otros
genes como MGMT, p16, p14 también se encuentran meti-
lados en subgrupos tanto de CCR como de adenomas®'°. La
figura 1 representa las distintas vias carcinogénicas descri-
tas.

Recientemente se ha descubierto que esta hipermeti-
lacion también puede afectar la transcripcion génica de
manera indirecta, regulando la expresion de los miARN.
Los miARN son pequefas moléculas de ARN no codificante
que regulan la traduccion de transcritos génicos por union
complementaria a estos o induciendo su eliminacion. Estos
pueden funcionar como supresores o promotores de la carci-
nogénesis y debido a su pequeio tamano tienen el potencial
de controlar muchos genes distintos gracias a una alta
complementariedad. Diversos trabajos han descrito la impli-
cacion de este tipo de regulacion en diferentes canceres,
incluyendo el CCR, asi como en los procesos metastasicos'!.
La alteracion de los patrones de metilacion en el CCR
también afecta la regulacion de la transcripcion de estas
moléculas. Este mecanismo parece ser el causante, por
ejemplo, de la represion de la transcripcion de la familia de
miR-34 que regula la expresion de p53, un gen oncosupresor
frecuentemente implicado en distintos canceres, incluido el
CCR'™2,
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Figura 1 Vias carcinogénicas del cancer colorrectal. Las

2 principales vias carcinogénicas en el cancer colorrectal son
la via supresora (caracterizada por la pérdida de heterocigici-
dad [LOH] y aneuploidia), y la via mutadora (caracterizada por
la inestabilidad de microsatélites o MSI). Defectos de la metila-
cion han sido implicados tanto en estadios iniciales como mas
avanzados.

Fenotipo metilador de islas CpG en el cancer
colorrectal

Toyota et al. describieron por primera vez un grupo de
tumores con un fenotipo metilador de islas CpG o CIMP.
Estos tumores presentaban un alto grado de metilacion de
marcadores especificos y tenian MSI debido a que MLH1
también estaba metilado’. A este fenotipo se le han
asociado distintas caracteristicas como una localizacion
proximal del tumor, produccion de mucina o ser mas pre-
valente en tumores de mujeres de avanzada edad. Sin
embargo, estas caracteristicas estan en realidad asocia-
das a tumores MSI. Al igual que en los casos MSI, los
pacientes con CCR con alto grado de metilacion en islas
CpG tampoco parecen beneficiarse de quimioterapia con
5-fluorouracilo'.

La entidad de CIMP como un tipo diferente de inesta-
bilidad genémica al mismo nivel que CIN o MSI es aun un
tema de controversia. Los tumores CIMP se asocian habi-
tualmente a mutaciones en BRAF y presencia de MSI, pero
también existen tumores CIMP con estabilidad de microsa-
télites (MSS) y mutaciones en KRAS en lugar de BRAF'>. Es
posible que la frecuente identificacion de CIMP con MSI sea
debida a los marcadores cominmente analizados o incluso
a la tecnologia empleada hasta la fecha. De hecho, este
fenotipo se describié con un conjunto de marcadores que
estaban altamente hipermetilados (CDKN2A, MINT1, MINT2,
MINT31y MLHT). Mas tarde se han propuesto otros paneles
mas especificos y sensibles para identificar CIMP sin ines-
tabilidad de microsatélites'®. Hasta 4 paneles distintos de
marcadores han sido descritos, lo que ha contribuido a intro-
ducir variabilidad en la identificacion de estos tumores. Asi
pues alin esta por determinar si el fenotipo CIMP es una enti-
dad por si misma o si la metilacion es un efecto secundario
del proceso carcinogénico. Quiza los analisis de la totalidad
del metiloma acaben determinando este hecho con mayor
certeza.

Avances en el conocimiento de la metilacién
génica en el cancer colorrectal

Los primeros analisis de metilacion se basaban en la cuanti-
ficacion de la cantidad total de citosinas metiladas en el
genoma. Sin embargo, al identificarse la hipermetilacion
de promotores génicos se cred la necesidad de analizar
especificamente estas regiones. Distintas estrategias has
sido utilizadas para detectar la metilacion del ADN lo que
ha resultado en un amplio abanico de metodologias'’. Las
3 principales estrategias se basan en: a) digestion del
ADN con enzimas de restriccion sensibles a cambios en
los patrones de metilacion; b) modificacion quimica de las
citosinas metiladas utilizando bisulfito; y c) la purificacién
de la fraccion metilada del genoma a través de anticuer-
pos. Las técnicas moleculares para evaluar los patrones
de metilacién han evolucionado progresivamente hacia la
identificacion y cuantificacion de regiones especificas en el
genoma. Sin embargo, como en el caso del analisis de la
secuencia del ADN a nivel genémico, ahora también existe
la posibilidad de analizar el metiloma a través de arrays
o de secuenciacion de nueva generacion a gran escala. El
desarrollo de estas aplicaciones con mas resolucion ha per-
mitido el descubrimiento de nuevos genes alterados y la
comprobacion de la implicacion de genes ya identificados.
Asi, Oster et al. analizaron el metiloma de tumores MSI,
tumores MSS y adenomas. Utilizando arrays de metilacion
se analizaron 14.000 genes, de los cuales 95 (0,68%) mos-
traban una metilacion de las islas CpG significativamente
diferente en comparacion con las muestras normales en
adenomas y carcinomas. Sesenta y cuatro de estos esta-
ban hipermetilados y el resto hipometilados. Quince de
los genes hipermetilados ya habian sido descritos y algu-
nos eran genes incluidos en los paneles de marcadores de
CIMP, diferenciando los tumores MSI. Un total de 92 genes
diferenciaban significativamente los tumores MSS y MSI.
Paralelamente, este analisis permitié la identificacion de
nuevos genes potencialmente relacionados con el desarro-
llo del CCR, como JAM2 o NRG1, los cuales mostraban una
fuerte correlacion inversa entre la metilacion y la expresion
génica'®.

Las nuevas tecnologias también permiten la introduc-
cién de un nuevo conocimiento de mecanismos alternativos
a los conocidos, como es el caso de la definicion de
los «shores» de las islas CpG en CCR. Irizarry et al.
recientemente propusieron que las zonas gendmicas mas
relevantes para el control de la transcripcion génica se
localizan a 2kb de las islas CpG. Los cambios de los
patrones de metilacion asociados con el proceso carci-
nogénico se producen en estos «shores», que en una
situacion celular normal muestran los patrones de meti-
lacion relacionados con la diferenciacion especifica del
tejido. Esta teoria avalaria la idea de que el desarrollo
del cancer es en parte el resultado de una perturbacion
en los mecanismos que mantienen la diferenciacion de los
tejidos'®.

El nuevo conocimiento que esta surgiendo como resul-
tado del avance de las nuevas tecnologias sera crucial
para el diseno e implementacion de estudios de asocia-
cion del epigenoma (EWAS) a gran escala, como ocurrié
con los GWAS, que empezaran a publicarse en los proximos
anos?.
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Biomarcadores de metilacion en el cribado
del cancer colorrectal

El CCR es uno de los canceres comunes que mas puede
prevenirse dado su lento desarrollo y su excelente pro-
nostico cuando es detectado en estadios iniciales. Una de
las técnicas mas establecidas para el cribado poblacional es
la preseleccion de individuos para la realizacion de colo-
noscopias mediante el uso de tests de sangre oculta en
heces. Esta técnica no es invasiva, pero muestra un valor
predictivo bajo y su capacidad de reduccién de mortali-
dad es controvertida®'. Basandose en estos datos, paises
como los Estados Unidos han apostado ampliamente por
la colonoscopia como método de cribado poblacional. Esta
aproximacion, aparte de ser mas invasiva y contar con
un pequeno riesgo de complicaciones, también tiene sus
limitaciones, ya que requiere un gran nimero de endos-
copistas y muestra una escasa eficacia en la identificacion
de tumores en el colon derecho?. Por todos estos motivos,
continlia siendo muy necesaria la identificacion de técnicas
sencillas, no invasivas, y que tengan una alta sensibilidad
y especificidad para el diagndstico de canceres iniciales
y lesiones premalignas. En este sentido se han empe-
zado a estudiar biomarcadores de metilacion en heces o
suero/plasma. En el primer método se analiza la metilacion
del ADN proveniente de la exfoliacion de células colonicas,
y en el segundo, se identifica la metilacion del ADN tumo-
ral circulante que ha pasado a la sangre procedente del
tumor.

Entre 2004 y 2009 se publicaron 19 trabajos en los que
se describia la utilidad del analisis de metilacion de dife-
rentes paneles de genes en CCR y adenomas en ADN de
heces. En general, la sensibilidad y especificidad para detec-
tar una neoplasia colorrectal eran aproximadamente del
62 y el 89%%, respectivamente. Estos datos son mucho mas
esperanzadores que el test de guayaco o de sangre oculta
en heces (FOBT) que muestra una sensibilidad menor del
15% para la deteccion de una neoplasia colorrectal con una
especificidad del 90%2*. Sin embargo, aln no esta clara la efi-
cacia de estos tests de metilacion del ADN en comparacion
con los tests inmunoquimicos fecales de nueva generacion,
los cuales muestran una clara superioridad respecto a los
FOBT?.

Entre los genes estudiados como marcadores metilados
se incluyen casos ya bien establecidos como MLH1 0 MGMT,
asi como nuevos candidatos como el gen Vimentin, que
se encuentra frecuentemente metilado en ADN de heces
de pacientes con CCR pero raramente en heces procedente
de individuos sanos.

En el campo de la utilizacion de tests para metilacion
de ADN en suero o plasma, si bien estos parecen que tien-
den a mostrar una sensibilidad y especificad parecida a los
tests en heces, los trabajos publicados adn son escasos. En
cualquier caso, algunos estudios también sugieren un poten-
cial uso como marcadores de pronodstico y seguimiento de la
enfermedad?®?’.

En resumen, el uso de marcadores de metilacion para el
cribado del CCR podria ser una realidad, aunque para eso
aun carecemos de estudios a gran escala que avalen esta
aproximacion. Estos estudios deberan incluir a pacientes
con tumores de diferentes estadios, pacientes con lesio-
nes premalignas, individuos sanos y pacientes con otros

canceres comunes para demostrar su utilidad como marca-
dores eficaces.

Cancer colorrectal hereditario

El sindrome de Lynch es la forma hereditaria mas comun
de CCR. Este es un sindrome autosémico dominante cau-
sante de multiples canceres y que afecta al 1-3% de los
pacientes con CCR con una penetrancia de hasta el 80%
para este cancer?®. Estos pacientes no muestran caracte-
risticas clinicas que adviertan sobre el alto potencial de
cancer, a diferencia de las formas hereditarias de CCR con
poliposis?. El sindrome de Lynch est4 causado por mutacio-
nes patogénicas en los genes del sistema del MMR: MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2. EL 90% de los casos muestran mutacio-
nes en MLH1 o MSH2. Como resultado de estas mutaciones
los tumores de estos pacientes muestran MSI y normal-
mente pérdida de expresion de la proteina del gen afectado.
Dependiendo del gen alterado, estos pacientes muestran un
riesgo de CCR y de canceres extracoldnicos distinto®. Estos
pacientes necesitan un manejo médico adecuado, basado
en estos riesgos®'. En la actualidad el diagndstico de este
sindrome se efectla de forma molecular al identificar a un
individuo con una mutacion patogénica en alguno de estos
genes. Como ya se describito en este articulo, la impli-
cacion de los defectos de metilacion en el desarrollo del
CCR esporadico esta bien establecida, sin embargo, hasta la
aparicion de estudios recientes no se ha empezado a impli-
car estos procesos en casos sindromicos. De hecho, diversos
trabajos han asociado defectos de metilacion en casos here-
ditarios con un fenotipo similar al del sindrome de Lynch.
Estos defectos se conocen como epimutaciones constituti-
vas y se traducen en una hipermetilacion de promotores
génicos con la consecuente silenciacion de la transcripcion
de uno de los alelos en los tejidos somaticos normales no
transformados.

En el ano 2002 se publicd el primer trabajo describiendo
un caso de metilacion del gen MLH1 en la linea germi-
nal de una paciente con CCR de 25 anos. Esta paciente
presentaba un tumor con un fenotipo MSI con pérdida de
expresion de MLH132. El andlisis genético de los genes MMR
no identificé ninguna mutacion germinal, pero si se iden-
tifico hipermetilacion del promotor de MLH1 en linfocitos
periféricos. Ademas, esta paciente presentaba el polimor-
fismo c.93G>A (rs1800734) en heterocigosis, permitiendo
de esta manera la discriminacion de cada alelo. Asi se pudo
determinar que la metilacion solo afectaba al alelo con el
polimorfismo, confirmando que la paciente presentaba una
metilacion monoalélica.

Mas tarde, otras publicaciones han reportado casos simi-
lares en pacientes de distintos origenes con fenotipos Lynch.
Sin embargo, estos casos no presentan una historia familiar
de cancer tan enriquecida como en las familias que tie-
nen sindrome de Lynch con una mutacion germinal en la
secuencia de un gen MMR. De hecho, las epimutaciones en
varios de estos pacientes se han descrito como de novo y
por ese motivo estos pacientes no presentan historia fami-
liar de cancer. Sin embargo, en 2 de estos pacientes se ha
demostrado la transmision de la alteracion a la siguiente
generacion, pero sin mostrar un patron de herencia men-
deliano. En una de estas familias, uno de los 3 hijos de
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la paciente mostraba la misma epimutacion en la linea
germinal, pero no en sus gametos. Esto probablemente es
debido a que las epimutaciones en el ADN muestran una
naturaleza mucho mas labil que las mutaciones puntua-
les y pueden revertirse entre generaciones. La transmision
hereditaria de estos defectos en islas CpG y las modifi-
caciones en la cromatina parecen improbables, debido a
la reprogramacion epigenética que se produce durante la
reproducciéon en mamiferos®. Hasta la fecha se han des-
crito 24 pacientes con epimutaciones en MLH1 en la linea
germinal. Solo 4 de ellos son altamente sospechosos de
sindrome de Lynch. Sin embargo, la mitad de estos pacien-
tes presenta canceres extracolénicos asociados con este
sindrome34.

Con estos datos, y a falta de mas estudios, los pacien-
tes con epimutaciones constitutivas en MLH1 deben seguir
las mismas pautas de manejo y seguimiento que un paciente
con una mutacion patogénica en la secuencia del DNA. A los
familiares de primer grado se les debe ofrecer analisis mole-
cular para determinar si son portadores de la epimutacion,
aunque el riesgo de cancer de estos familiares parece ser
menor del 50%.

En el afio 2006, Chan et al.?® describieron a una fami-
lia que presentaba una epimutacion en el gen MSH2. Tres
hermano/as de la familia habian desarrollado CCR MSI y
de endometrio antes de los 50 afos y presentaban pérdida
de expresion de la correspondiente proteina. El probando
presentaba metilacion del promotor en la mucosa coldnica
normal y tumoral. No se identificd ninguna mutacion en
la secuencia del gen. En 12 familiares se analizé la meti-
lacion del promotor y se genotiparon SNP informativos de
la zona génica de MSH2. En 10 de 12 familiares de dis-
tintas generaciones se identifico metilacion y la presencia
de un haplotipo especifico, evidenciando la presencia de
una alteracion genética en cis. Otra caracteristica de estos
individuos era el nivel variable de metilacion. En el tejido
coloénico la metilacion era muy abundante, pero en linfoci-
tos periféricos no. Ademas, el grado de metilacion variaba
también entre individuos. Este mosaicismo, y el hecho de
una clara transmision entre generaciones, diferenciaba este
mecanismo del que hemos descrito para MLH1. Tres anos mas
tarde, un grupo holandés identifico esta alteracion gené-
tica en cis®. En la region 5’ de MSH2 se encuentra el gen
EPCAM. En estas familias, este gen presenta una delecion
de los ultimos exones donde se encuentra la sefial de polia-
denilacion del ARN mensajero. La pérdida de esta sefal
elimina la terminacion de la transcripcion y se traduce en
una elongacion del transcrito de EPCAM en MSH2, creando
una fusion entre los 2 transcritos. Sin embargo, ain no se
conoce el mecanismo por el cual se activa la metilacion de
MSH2 con su consecuente pérdida de expresion. La meti-
lacion es secundaria a la mutacion genética en EPCAM,
asi que estas mutaciones se suman al conjunto de alte-
raciones causantes del sindrome de Lynch. Por lo tanto,
el analisis de EPCAM ya forma parte de la estrategia de
diagnostico del sindrome de Lynch cuando hay pérdida de
expresion de MSH2 sin mutacion germinal en este gen. Estas
mutaciones explican el 1-3% de los casos con este fenotipo
hereditario®.

Otro tipo de defecto de metilacion que afecta a la mucosa
colonica tumoral se ha descrito en CCR hereditario no Lynch.
Estos casos hereditarios forman parte del grupo hereditario

sin poliposis (HNPCC) y con ausencia de alteracion del sis-
tema reparador (MSS). El 50% de las familias que cumplen
los estrictos criterios clinicos de Amsterdam (inicialmente
ideados para identificar a familias con sindrome de Lynch)
presentan este fenotipo. Los familiares afectados presentan
CCR mas tarde que los casos Lynch pero significativamente
antes que los casos esporadicos, y el conjunto de canceres
extracoldnicos asociados a este fenotipo es mas reducido’®.
Los tumores MSS HNPCC, o tipo-X3, muestran un grado signi-
ficativamente menor de metilacion del gen LINE-1 (marcador
de metilacion global del genoma) que cualquier otro tipo de
CCR, incluyendo tumores esporadicos (MSS y MSI), y casos
con sindrome de Lynch®. Dado este bajo grado de metila-
cion global, es posible que en el mecanismo carcinogénico
de estos tumores tenga un papel fundamental la activacion
de oncogenes.

Dianas epigenéticas en el disefio de nuevos
farmacos

La utilizacién de dianas epigenéticas para el desarrollo
de nuevos tratamientos de quimioterapia esta emergiendo
como una estrategia con gran potencial dado que, en
principio, las alteraciones epigenéticas son potencialmente
reversibles. Asi, el farmaco revertiria la represion génica de
genes oncosupresores. Estos agentes modificarian los patro-
nes de metilacion del ADN o el estado de las histonas en las
células tumorales a través de la alteracion de la actividad
de las enzimas responsables del establecimiento y mante-
nimiento de estos patrones. Entre estos farmacos, los mas
estudiados son los agentes demetilantes que funcionan inac-
tivando las metiltransferasas del ADN (DNMT). Estas enzimas
son responsables de transferir el grupo metilo al carbono 5
del nucledtido citosina. Las DNMT pueden regular la meti-
lacion de novo o mantener los patrones de metilacion. En
la actualidad, 2 inhibidores de DNMTs (azacitidine y decita-
bine) estan aprobados por la administracion norteamericana
para su uso en pacientes con enfermedades hematoldgi-
cas. Estudios clinicos estan evaluando el uso de dosis bajas
de inhibidores de DNMT en diferentes canceres, incluyendo
el de colon, para minimizar la toxicidad. En esta linea,
zebularine es mucho menos tdxico y su solubilidad en agua
permitiria su administracion oral*'. Experimentos in vitro
en lineas celulares de CCR demuestran la reactivacion de
la expresion de genes hipermetilados en presencia de dosis
bajas de decitabine y el inhibidor de acetilasas de histonas
tricostatin A*2,

Por ultimo, estos farmacos pueden ayudar a mejorar
la resistencia a otros agentes quimioterapéuticos reacti-
vando genes como MLH17 y restableciendo asi la accion
de otros agentes como 5-fluorouracil en los tumores
MSI*,

En general, aunque los efectos de estos agentes son
prometedores, hay que ser cautelosos dada su falta de
especificidad lo que puede resultar en la afectacion del
genoma en general y reactivar oncogenes, facilitando asi
la progresion del tumor. Afortunadamente, recientes estu-
dios han demostrado que azacitidine y decitabine inducen
la demetilacion de genes especificos y no promueven una
demetilacion al azar*.
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Efecto de la dieta en el cancer colorrectal.
Alteracion de los patrones de metilaciéon del
ADN por parte de nutrientes

La incidencia de CCR es varias veces superior en EEUU, Aus-
tralia, Nueva Zelanda, Europa o Japon con relacion a las
regiones menos desarrolladas de Africa y del sur y centro de
Asia. Por otro lado, algunos estudios sugieren que el riesgo
de desarrollar CCR aumenta rapidamente hasta asemejarse
al de la poblacion de acogida en inmigrantes procedentes
de regiones con baja incidencia. Estos hechos evidencian la
fuerte influencia de factores ambientales en el desarrollo
de este cancer.

En cuanto a la dieta, estudios epidemiologicos han suge-
rido que dietas ricas en fruta, vegetales y fibra y bajas en
consumo de carne roja estan asociadas a un menor riesgo
de CCR. Sin embargo, en la mayoria de los casos estos efec-
tos positivos no se han podido demostrar en estudios de
intervencion®. Las limitaciones de muchos de estos trabajos
son debidas a su disefo. Asi, los estudios de casos y controles
tienden a presentar un mayor sesgo porque la informacion
sobre la dieta se recoge de manera retrospectiva y los con-
troles pueden no representar la subpoblacion de la cual se
han reclutado los casos. En los estudios aleatorizados, posi-
blemente el tiempo de intervencion no es suficiente para
poder evaluar el efecto de estos alimentos que incluyen
distintos componentes. Por estos motivos, el papel de la
dieta en el desarrollo del cancer en la actualidad se dirige
hacia el estudio de los efectos de componentes especificos
de los alimentos. El estudio del mecanismo de accion de
estos elementos puede resultar en el potencial uso de estos
componentes como agentes quimiopreventivos. La quimio-
prevencion utiliza agentes farmacologicos o naturales para
impedir, disminuir o atrasar el progreso carcinogénico en su
estado mas temprano. Desde este punto de vista, se han
identificado diferentes compuestos de la dieta que estan
relacionados con mecanismos clave para la metilacion del
ADN, como la alteracion de la disponibilidad de donadores de
los grupo metil y la alteracion de la actividad de las enzimas
involucradas en el proceso de metilacion, especialmente las
DNMT.

Componentes del metabolismo de un-carbono
(folato, vitamina B)

El primer mecanismo es el mas estudiado y afecta principal-
mente al metabolismo de un-carbono y la regulacion de SAM,
el principal donador de metilos de la célula. Los nutrientes
que pueden afectar este metabolismo incluyen el folato, las
vitaminas By y B+2, la colina y la metionina. Su carencia se
ha asociado con el desarrollo de numerosos canceres.

Un nUmero significativo de estudios clinicos ha mostrado
que existe una relacion entre el nivel de folato y el riesgo de
CCR, pero algunos datos resultan paradéjicos. Asi, un meta-
nalisis de estudios prospectivos a gran escala ha mostrado
un riesgo ligeramente reducido en pacientes que consumen
una cantidad elevada de folato, aunque este efecto seria
altamente dependiente de la cantidad, del tiempo de inter-
vencion y del estado de salud del individuo. Por otro lado,
estudios recientes muestran que elevadas dosis de folato,

presentes en suplementos vitaminicos, podrian tener un
efecto potenciador del desarrollo de neoplasias coldnicas*.

El folato es esencial para la sintesis de purinas y el nucle6-
sido timidina. Si el nivel de folato es bajo, se produce un
desequilibrio entre purinas y pirimidinas y se introducen
alteraciones en la sintesis normal del ADN. Asi la deficie-
ncia de folato puede: a) inducir alteraciones en el ADN;
b) comprometer su reparacion, y c) modular el epigenoma.

Diferentes estudios han sugerido un efecto de hipome-
tilacion del genoma, pero también una hipermetilacion de
zonas especificas. De hecho, la deplecion radical de folato
en experimentos in vitro e in vivo se traduce en una dismi-
nucion general y gen-especifica de metilacion. No obstante,
el efecto en la metilacion de citosinas debido Unicamente a
una deficiencia en el nivel de folato es un hallazgo que ha
resultado ser menos reproducible. Posiblemente, el efecto
del folato no sea causado mayoritariamente por efectos en
la metilacion del ADN y sea el resultado de una suma de
efectos a distintos niveles.

Polifenoles

Los polifenoles constituyen uno de los grupos mas extensos
de fitoquimicos. Sus funciones principales son: a) proteger
las plantas del estrés fotosintético y de los compuestos reac-
tivos del oxigeno, y b) prevenir su consumo por parte de los
animales herbivoros. Los flavonoides y acidos fenélicos son
los principales compuestos polifendlicos en los alimentos.

El epigalocatequin galato, procedente del té verde, es
capaz de reactivar genes silenciados por hipermetilacion
en lineas celulares de CCR. Por otro lado, la suplementa-
cion de lineas celulares de leucemia con curcuma, uno de
los principales componentes del curry, induce una disminu-
cion global de la metilacion del ADN comparable al efecto
de decitabine. Estudios in vitro e in vivo sugieren que la
cUrcuma también posee importantes efectos en otras alte-
raciones epigenéticas, ya que es un potente modificador de
las histonas®’.

Los efectos in vivo han resultado mas dificiles de com-
probar, aunque algunos trabajos recientes han confirmado el
efecto protector de algunos polifenoles sobre el CCR. Asi, la
ingesta de 60g/d de frambuesas durante 9 semanas resultd
en la demetilacion de genes supresores relacionados con una
de las vias principales del desarrollo del CCR y una disminu-
cion de la expresion de DNMT. Estos efectos son causados
por el reveratrol, el polifenol que se encuentra en las bayas
como uvas y tomates*.

Selenio

Estudios de intervencion han mostrado el efecto protector
del selenio en varios canceres, incluyendo el CCR*. El sele-
nio es un elemento esencial con propiedades antioxidantes
y proapoptoticas, que también se ha asociado con la metila-
cion del ADN. Davis et al.*® mostraron que en colon e higado,
la deficiencia de selenio provoca una demetilacion global y
una metilacion de p53 y p16, sugiriendo que el mecanismo
de accion seria a través de la metilacion del ADN.

Asi pues, algunos nutrientes se estan revelando como
importantes agentes quimiopreventivos mediante su capaci-
dad de revertir alteraciones epigenéticas. Estudios clinicos
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de intervencion con un largo seguimiento se hacen
imprescindibles para evaluar estos potenciales efectos anti-
neoplasticos en las personas.

En resumen, los fendmenos epigenéticos estan cobrando
una significativa relevancia en los Ultimos tiempos y su
implicacion en el desarrollo del CCR tanto esporadico como
hereditario se esta haciendo evidente. Este hecho esta
facilitando el desarrollo de distintas aproximaciones diag-
nosticas y quimioterapicas basadas en el conocimiento de
estas alteraciones, cuya utilizacion clinica veremos en un
futuro muy proximo.
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