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Terapia epigenética en el cancer. Logros y perspectivas

Victor Manuel Valdespino-Gomez,* Victor Edmundo Valdespino-Castillo**

Resumen

Se analizan los principales cambios fisiologicos y fisiopatolégicos
epigenéticos de las células normales y de las cancerosas; se hace
hincapié en los logros y perspectivas de la terapia epigenética en
el tratamiento del cancer.

Las alteraciones epigenéticas globales en el cancer, correspon-
den principalmente a la hipermetilacién de los promotores de los
genes supresores tumorales, hipometilacion global del DNA, junto
con la sobreexpresion y actividad de las histonas-desacetilasas.
El objetivo de la terapia epigenética es revertir las alteraciones
epigenéticas causales que ocurren en el cancer, conduciendo al
restablecimiento del “epigenoma normal’”.

En particular, los blancos epigenéticos en el tratamiento del can-
cer se han enfocado a inhibir las DNA-metiltransferasas y a las
histona-desacetilasas. La azacitidina, el decitabine, el vorinostat y
el romidepsin los aprobé la FDA para el tratamiento de sindromes
mielodisplasicos y linfoma cutaneo avanzado de células T, respec-
tivamente. Algunas modificaciones epigenéticas han demostrado
su valor potencial como biomarcadores en deteccion temprana,
pronostico y prediccion en algunos canceres.

La revolucion epigenética ha llegado al campo de la Biologia.
Los avances logrados en esta disciplina han permitido entender
nuevos aspectos de la fisiologia y fisiopatologia del desarrollo
embrionario, del cancer y de otras enfermedades cronicas. El co-
nocimiento méas profundo de las modificaciones epigenéticas en
cada tipo de cancer permitira disefiar mejores estrategias de trata-
miento. El reto para los investigadores en este campo es disefiar
farmacos mas especificos y con menores efectos colaterales.

Palabras clave: cancer, terapia epigenética, DNMTs inhibidores,
HDACSs inhibidores, biomarcadores epigenéticos.

Abstract

In this review, we provide an overview of the physiological and
pathophysiological epigenetic changes of normal cells and cancer
cells, and emphasize the achievements and the perspectives of
cancer epigenetic therapy.

Cancer epigenetic alterations correspond foremost to hyper-
methylation of tumor suppressor genes promotors, global DNA
hypomethylation, and overexpression and activity of histone dea-
cetylases. The purpose of epigenetic therapy is to revert the epige-
netic alterations in cancer cells and obtain the “normal epigenome”
restoration.

Epigenetic targets in cancer therapy have focused on HDACs and
DNMTs inhibition. The azacitidine and the decitabine, the vorinos-
tat and the romidepsin were approved by US-FDA for treatment
of mielodisplastic syndrome, and cutaneous T-cell ymphoma, res-
pectively. Epigenetic and epigenomic changes in single or multiple
genes have showed potential impact in cancer as early detection,
prognosis and predictive marks.

Epigenetic revolution have arrived to the Biology. The significant
progress in epigenetic studies have allowed us, to understand new
looks in the physiology and pathophysiology of embryonic deve-
lopment, cancer and other chronic diseases. Specific molecular
epigenetic alterations in different cancer types, give us new stra-
tegies to design improved cancer therapy. The challenge for epi-
genetic investigators is design more specific epidrugs with lesser
side effects.

Key words: cancer, epigenetic therapy, DNMTs inhibitors, HDAC
inhibitors, epigenetic biomarkers.
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Introduccion

El cancer es una enfermedad compleja, el progreso de su
entendimiento lo ha identificado como un sistema biologico
multifactorial. Su paradigma de estudio ha cambiado en las
ultimas décadas, de un planteamiento reduccionista a holisti-
co; en el que se establece que la totalidad de las propiedades
de un sistema biol6gico no son determinadas o explicadas
s6lo a partir del anélisis de sus partes. En cualquier sistema
bioldgico sus componentes interactuan y dan origen a pro-
piedades emergentes que al identificarse mejoran su com-
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prension. El cancer como muchas enfermedades, implica
una gran cantidad y variedad de elementos que interactiian
en redes complejas no lineales.!

Los diferentes tipos de cancer son causados por la acu-
mulacién de alteraciones genémicas y epigenémicas.’ El
mayor entendimiento del cancer se ha logrado gracias a la
informacion de la primera secuenciacion del genoma hu-
mano, y principalmente a la obtenida por la aplicacion de
tecnologias de secuenciacion de segunda generacién. Estas
ultimas han permitido construir mapas de genomas com-
pletos de algunas células cancerosas, de resolucion elevada
sobre alteraciones somaticas (numero de copias, re arreglos
cromosomicos, etc.), del transcriptoma, del exoma (exones
conocidos) y del metiloma.> Los estudios epigendmicos
proporcionan el contexto para comprender el funciona-
miento del genoma en diferentes condiciones ambientales
témporo-espaciales.*

El entendimiento de los sistemas bioldgicos involucra-
dos en el desarrollo y progresién del cancer hara posible
formular estrategias terapéuticas mas inteligentes, en las
que se modulara o se manipularan simultaneamente dos o
mas interacciones de las principales vias bioquimicas de se-
flalamientos oncogénicos (modelo de genes multiples).

En la actualidad los dos principales tipos de blancos
moleculares a los que se dirigen los tratamientos farmaco-
légicos en el cancer, corresponden a: blancos moleculares
inespecificos que bloquean la replicacion del DNA y la pro-
liferacién celular; blancos moleculares cuasi-especificos,
con la finalidad de bloquear las vias de sefialamientos intra-
celulares de la proliferacion celular, activar la via de sefiala-
mientos de la apoptosis, bloquear las sefiales extracelulares
de proliferacién y supervivencia celulares, evitar el silen-
ciamiento en la expresién de genes supresores tumorales,
inhibir la destruccién de proteinas supresoras tumorales, fa-
vorecer la respuesta inmunoldgica antitumoral (promovien-
do la respuesta Th-1 antitumoral), inhibir la angiogénesis,
o evitar la aparicién de infecciones crénicas por microorga-
nismos asociados al proceso de la oncogénesis.

La identificaciéon de los medicamentos anti-cancerosos
implica un largo proceso farmacologico de busqueda / eva-
luacion, que se caracteriza inicialmente en ensayos de la-
boratorio y posteriormente mediante ensayos clinicos, para
lograr finalmente su eventual aprobacion por organizaciones
especializadas del gobierno. Las variables clinico-farmaco-
I6gicas valoradas en cada uno de estos potenciales agentes
terapéuticos, corresponden particularmente a parametros
farmacocinéticos y farmacodinamicos. Sin embargo para
lograr mejores resultados de especificidad y eficiencia de
las drogas anti-cancerosas, convendria que sus parametros
farmacocinéticos y farmacodinamicos se relacionen con el
perfil molecular del tumor, con la variabilidad genética-po-
limérfica del paciente y con los biomarcadores predictivos

/ pronosticos de respuesta, o de sobrevida. Los principales
grupos de medicamentos indicados contra el cancer son:
quimioterapéuticos, como agentes alquilantes, cisplatino
y sus andlogos; antimetabolitos, agentes que interacttian
con las topoisomerasas, antraciclinas y epipodofilotoxinas;
agentes antimicrotiibulos y agentes miscelaneos. Hormo-
noterapicos, como: moduladores de receptores estrogé-
nicos, inhibidores de aromatasa, antiandrégenos y otros;
medicamentos dirigidos a blancos moleculares selectivos,
como inhibidores de tirosina-cinasas (moléculas pequefias),
anticuerpos dirigidos a sefiales de transduccion, otros anti-
cuerpos monoclonales conjugados y no conjugados, inhi-
bidores de histona-desacetilasas y agentes desmetilantes,’
inhibidores de proteosomas, agentes de bioterapia, inter-
ferones, interleucinas, agentes anti-angiogénicos, vacunas
terapéuticas contra antigenos asociados al tumor y vacunas
preventivas relacionadas con agentes virales con potencial
oncogeénico.

Uno de los tipos de tratamiento dirigidos a modificar blan-
cos selectivos, particularmente las alteraciones epigenéticas
en las células cancerosas corresponden a los inhibidores de
histona-desacetilasas y a los agentes desmetilizantes. Los
cambios epigenéticos asociados con el fenotipo celular
tumoral son: graduales, progresivos y eventualmente re-
versibles; corresponden a alteraciones en la expresion de
los genes relacionados con la transformacion celular, prin-
cipalmente al silenciamiento de la expresion de los genes
supresores tumorales. Estas caracteristicas hacen que las
alteraciones epigenéticas sean un blanco potencial, para la
intervencion terapéutica y para el desarrollo de estrategias
de prevencion tumoral, al activar o reprimir la transcripcion
de genes especificos.

En esta revision analizamos los principales aspectos fi-
sioldgicos y fisiopatoldgicos epigenéticos de las células
normales y de las cancerosas; asi como de los logros y
perspectivas de la terapia epigenética en el tratamiento del
cancer.

Alteraciones epigenéticas que modifican la expresion
de los genes relacionados con el cancer. Silenciamiento
epigenético de los genes supresores tumorales

La mayor parte de las veces, el cancer se ha visto como
una alteracion primaria genética (se ha clasificado aproxi-
madamente 15 genes mutados, conductores en cada tipo de
cancer); sin embargo en los ultimos afios se ha demostrado
que diferentes alteraciones epigenéticas colaboran en la in-
duccion de la transformacion celular (Figura 1).

Una gran cantidad de datos indica la importancia de las
alteraciones epigenéticas en el silenciamiento de genes
supresores tumorales, particularmente en el crecimiento y
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ALTERACIONES GENOMICAS

- Mutaciones, inserciones, deleciones, inversiones

- Cambios en el nimero de copias, amplificaciones,
duplicaciones, pérdida de heterocigosidad

- Rearreglos génicos (intra e intercromosémicos)

- Alteraciones en regiones no codificantes, intrénicas
e intergénicas

Fenotipo celular tumoral

ALTERACIONES EPIGENOMICAS

- En la metilacion de los dinucleétidos CpG

- En los cambios postraduccionales y composicion
de las histonas

- En los RNAs no codificantes

- En los patrones del enrollamiento de la cromatina

- En el posicionamiento dinamico de los nucleosomas

- En los diferentes complejos proteinicos de activacion
y represion que participan en la regulacion de la
expresion génica

- En las concentraciones y afinidad de los factores
de transcripcion

Figura 1. Las principales alteraciones genémicas y epigenémicas
identificadas en las células tumorales.

diferenciacion de las stem cells. Las alteraciones epigené-
ticas son en la célula cancerosa mas predominantes que las
alteraciones genéticas. El estudio de la epigenética del can-
cer es actualmente prioridad de muchas organizaciones de
investigacion internacionales. En las células cancerosas se
han encontrado numerosos cambios epigenéticos relaciona-
dos con el silenciamiento de genes supresores tumorales y
con la activacion de genes. Las alteraciones epigenéticas en
las células pueden ser inducidas por estimulos endégenos
y por factores ambientales. Los cambios epigenéticos que
ocurren en el cancer, a diferencia de los cambios genéticos,
son de presentacion gradual, eventualmente reversibles y
con posibilidades de deteccidn; esto hace que las alteracio-
nes epigenéticas sean un blanco atractivo de intervencion
terapéutica y de prevencion secundaria.®’

El epigenoma o estado equilibrado epigenético de las
células normales esta alterado en las células cancerosas
por tres principales mecanismos: 1) hipermetilacion de
los promotores de los genes supresores tumorales (GST),
e hipometilacién global del DNA; 2) sobreexpresion e hi-
peractividad de las histonas-desacetilasas (HDAC) y 3)
alteraciones en el remodelamiento de la cromatina. Estas
epi-alteraciones, junto con una gran variedad de alteracio-
nes genéticas, participan de manera importante en el inicio
y progresion del cancer, al inactivar a los GST y activar a
los proto-oncogenes.®

La actividad de los genes esta influida por las modifi-
caciones epigenéticas, alteraciones quimicas menores que
modifican la expresion del DNA, sin alterar la estructura
primaria del DNA o que alteran el soporte del DNA en la
cromatina, a través de modificaciones menores en las his-
tonas. Se ha identificado una gran variedad de compuestos
carcinégenos epigenéticos (no muestran actividad mutagé-
nica), como: dietilestilbestrol, el hexaclorobenceno, algu-
nos compuestos de niquel y de arsénico.

Las alteraciones epigenéticas en los canceres humanos
provocan cambios en la expresion génica y en la estructura
de la cromatina. Aunque la inestabilidad génica se ha con-
siderado una marca del cancer, no esta totalmente aclarado
si la desorganizacion cromosomal es causa 0 consecuencia
de la tumorigénesis; algunos tipos de canceres muestran
minima inestabilidad gendémica, por lo que quiza la tumori-
génesis se generd por cambios epigenéticos (metilacion del
DNA, modificaciones en las histonas, ubicacion alterada
del nucleosoma, alteraciones de los RN As no-codificantes).

Las bases moleculares de la epigenética son complejas,
involucran las modificaciones menores de la activacion de
ciertos genes, pero no de la base estructural de DNA. El
perfil epigenético celular se hereda parcialmente cuando
las células se dividen; sin embargo la mayoria de los cam-
bios epigenéticos en las células diferenciadas, ocurren en el
transcurso de las fases G /G,.

Las histonas constituyen el principal componente de la
cromatina (el esqueleto en el cual el genoma eucarionte
se encuentra empaquetado) y estan sujetas a muchos tipos
de modificaciones postraduccionales. Este “codigo de his-
tonas” puede ser usado para dirigir y leer la informacion
epigenética, a través de modulos complejos que identifican
estos cambios postranduccionales de las histonas. El remo-
delamiento epigenético de la cromatina modifica las pro-
piedades electroquimicas de la interfase DNA-cromatina y
cambia la expresién génica; la acetilacion de las histonas
se asocia con activacion de la transcripcién, mientras que
la metilacion del DNA tiende a la desactivacion de la trans-
cripcidon. Al ocurrir multiples modificaciones simultaneas
en diferentes regiones génicas, se pueden provocar cambios
significativos en la transcripcion de multiples genes.’

El inicio y la progresion del cancer se desarrolla en un
ambiente de anormalidades epigenéticas, junto con altera-
ciones genéticas. Existe en los canceres humanos una fuerte
relacion entre las alteraciones de metilacion del DNAy las
modificaciones de la cromatina con la inestabilidad gend-
mica. Las células malignas muestran alteraciones importan-
tes en sus perfiles de metilacion de DNA, particularmente
hipermetilacion en las regiones de los promotores génicos,
e hipometilacidn global del DNA. La hipermetilacién con-
duce a la pérdida de expresion génica, particularmente de
los genes supresores tumorales reguladores del ciclo celu-
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lar, de genes de reparacion del DNA, de genes asociados
con apoptosis, de regulacién hormonal y de detoxicacion
de carcindgenos. La hipometilacion gendmica se presenta
en diferentes tumores sélidos, que activan oncogenes como
H-RAS, BORIS/CTCFL, FGFRI1, ¢-MYC, etc. Asi, la hi-
permetilacion de genes supresores, la hipometilacién de on-
cogenes y de algunas secuencias repetitivas (por ejemplo:
LINE1, Alu, otros transposones) son elementos principales
para desarrollar la carcinogénesis.'®

Algunas de las alteraciones en la metilacion del DNA 'y
en las modificaciones covalentes de las histonas en el can-
cer, empezaron a identificarse desde hace una década®!® por
ejemplo la desacetilacion y la metilacién de lisinas especi-
ficas, como la lisina 9 y lisina 27 en la histona H3, partici-
pan en el silenciamiento de genes. Asimismo se demostrd
una asociacion entre las modificaciones covalentes de las
histonas con la metilacién del DNA, encontrando que la
metilacion del DNA puede atraer localmente histonas-des-
acetilasas y complejos remodelantes de nucleosomas (junto
con otras proteinas que se unen a DNA metilados, como
MeCP2) en el proceso de compactacion de la cromatina.
Se han identificado, mutaciones en los genes que regulan el
complejo de inicio del remodelamiento nucleosomal (SWI/
SNF) en diferentes canceres, las cuales favorecen la pro-
gresion del ciclo celular, que junto con la pérdida de p53,
e inactivacion de p21 y p16, cooperan en la transformacion
oncogeénica.

Alteraciones en la metilacion del DNA en cancer

De los tres mecanismos epigenéticos alterados en la onco-
gésis, la metilacion del DNA es el mas estudiado. Las célu-
las cancerosas se caracterizan por la pérdida masiva global
de la metilacidn en los dinucledtidos CpG del DNA (en islas
de CpG, asi como en los extremos o bordes de las islas),
con disminucion del 20-60% (hipometilacion) y el aumento
(hipermetilacién) en algunos promotores. La pérdida de la
metilacion es debida principalmente a la desmetilacion de
secuencias repetitivas, de regiones codificantes y de regio-
nes intronicas. El grado de hipometilacion se incrementa
a través del proceso de progresion tumoral (menor en una
lesion benigna, mayor en un cancer invasor) y contribuye a
la tumorigénesis de diferentes maneras: pérdida de la im-
pronta (LOI) de algunos genes, hipometilacion de secuen-
cias repetitivas, activacion de proto-oncogenes (los cuales
se encuentran normalmente metilados) consecuentemente
generacion de la inestabilidad cromosomal, traslocaciones,
reactivacion de transposones y de secuencias virales en-
doparasiticas. En contraste la hipermetilacion de las islas
CpG, particularmente de los genes supresores tumorales es
un factor causal de los estados iniciales y tardios de la on-

cogénesis. El gen Rb fue el primer gen supresor tumoral
identificado que es silenciado como resultado de la meti-
lacién de su promotor; condiciones similares fueron poste-
riormente encontrados en otros GST como MLHI1 (céncer
de colon), p16™&# (cancer broncogénico), BRCAT1 (céancer
mamario), MGMT (glioblastoma) y VHL (cancer renal).®!!
La hipermetilacion de las islas CpG en las regiones promo-
toras de los GST es una condicion importante del origen de
muchos canceres. La hipermetilacion ocurre en diferentes
etapas del desarrollo del cancer y en diferentes vias de sefia-
lamientos intracelulares, estos cambios interactiian con las
alteraciones genéticas.

Las principales vias de sefialamiento celular que se al-
teran son: la de la reparacion del DNA, los sefialamientos
de RAS, del control del ciclo celular y de la apoptosis. Los
perfiles de hipermetilacion de las islas CpG son especificos
para cada tipo de cancer (100-400 CpGs en cada region pro-
motora); sin embargo algunos tipos de cancer, no presentan
hipermetilacion de las islas CpG en las regiones promotoras
génicas.

Mas recientemente se ha demostrado que algunos mi-
croRNAs, regulan la expresion de GST y de oncogenes, a
través de modulacién epigenética. La lista de los genes que
son metilados y silenciados en los diferentes canceres es
amplia y continua creciendo. El silenciamiento epigenéti-
co de genes (epimutacion) puede actuar como un primer
evento molecular (“hit”) o un segundo evento (“hit”) en la
hipétesis propuesta por Knudson sobre la inactivacion de
los GST, en la cual el segundo alelo puede ser inactivado
por una mutacién o eliminado a través de la pérdida de he-
terocigosidad, o ambos alelos pueden ser inactivados por
epimutaciones.

La hipometilacion del DNA en secuencias genémicas con-
duce a la inestabilidad gendmica y favorece la formacion
de rearreglos cromosomales anormales, por ejemplo: en pa-
cientes con el sindrome de Beckwith-Wiedermann (SBW),
quienes cursan con inmunodeficiencia / inestabilidad de las
regiones centroméricas / anormalidades faciales, en el cual la
proteina mutada del gen DNMT3B, provoca la hipometila-
cién del DNA y secundariamente la inestabilidad genémica.
La hipometilacion del DNA puede conducir, a la activacion
de genes que favorecen el crecimiento en diferentes cance-
res como R-RAS, MAPSIN (inhibidor de proteasas), S-100,
MAGE, o provocar la pérdida de su impronta como del gen
del factor de crecimiento II parecido a la insulina (IGF2,
asociado con un mayor riesgo para desarrollar cancer colo-
rectal); particularmente la sobreexpresion de IGF2 activa al
receptor (EGFR), el cual se autofosforila acelerando las vias
de sefialamientos PI3K y GRB2 / RAS / ERK. En contraste
la hipermetilacion de sitios especificos, contribuye a la onco-
génesis por el silenciamiento de GST, o genes reparadores de
DNA, junto con algunos factores de transcripcion.
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Asimismo la hipermetilacién de las islas CpG en las re-
giones promotoras de los GST, se asocian con patrones de
cambios covalentes de histonas represivas, para la trans-
cripcidn génica (p. ej. metilacion de las lisinas 9 y 27 de la
H3). La hipermetilaciéon del DNA en las regiones promo-
toras también puede reclutar complejos de proteinas como
HDACs, HMTs, 6 proteinas que se unen a las CpG-metila-
das (MBD1, MBD2, MB4 y MeCP2, principalmente), las
cuales provocan modificaciones epigenéticas en la croma-
tina. Algunos farmacos epigenéticos pueden parcialmente
restaurar esta condicion, retirando las marcas de represion
e induciendo la presencia de marcas de activacién (p. e€j.
acetilacion de histonas).

Cambios en las modificaciones postraduccionales
de las histonas en el cancer

Las células cancerosas se caracterizan por la desregulacién
de las histonas-metil tranferasas, de las histona-metilasas,
por la sobre-expresion de las histona-desacetilasas (HDACs)
y por la reduccidn global del nivel de las histonas-acetiladas
(HATs). Las modificaciones de las histonas ocurren local-
mente en vecindad a los promotores génicos, principalmente
por alteraciones de las enzimas que las modifican, condu-
ciendo a una inadecuada expresion o represion de genes indi-
viduales que participan en la oncogénesis. Las alteraciones
de las HATs y de las HDACs en el cancer se deben a
sobre-expresion, mutacion o translocacion de sus genes;
diferentes alteraciones de las HDACs han sido encontra-
das en neoplasias hematoldgicas y en tumores sélidos.
Avances recientes en el mapeo en los cambios que la cro-
matina y de las histonas que ocurren en la oncogénesis (de-
terminados por espectrometria de masas) han revelado que
la pérdida global de acetilacion de la lisina 16 y de la trime-
tilacion de la lisina 20 en las histonas 4 (H4K16ac y H4K-
20me3) junto con la sobre-expresion de BMII1 (componente
represivo del complejo Polycomb-1) y de EZH2 (componen-
te represivo del complejo Polycomb-2) son las alteraciones
méas comunes. Ademas de la pérdida global de H4K16ac
en las células cancerosas, se presentan pérdida de H3K4m3
y ganancia de H3K9me y H3K27m3 (marcas represivas). La
actividad anormal y excesiva de las HDACs ocasiona una
cromatina muy condensada y silenciamiento genético. Ade-
mas de la desacetilacion excesiva de las histonas, también
se han identificado aumento en los patrones de metilacion,
como en H3K9 y H3K27 debido a sobre-expresion de las
HMTs, lo que provoca el silenciamiento de GST.!°

Otros cambios que se presentan durante la carcinogéne-
sis corresponden a la alteracion del complejo de proteinas
Polycomb (PcQG), la sobre-expresion del complejo represor
Polycomb-2 (PRC2) se asocia al inicio del silenciamiento

de genes supresores tumorales y de algunos genes de facto-
res de transcripcion por medio de metilacion del DNA; el
PRC2 contiene histona-metiltransferasas (como la EZH2)
que metilan la lisina 9 y 27 de la histona H3. Igualmente,
el gen BMI1 componente del PRCI1 (su proteina silencia
a pl6), se encuentra sobre-expresado en varios canceres.
BMI1 y EZH2 y otros miembros del complejo PcG partici-
pan en los primeros pasos de la iniciacién de la carcinogé-
nesis, afectando en las stem cells a los genes de vigilancia
y control celular (gatekeepers) de la modulacion epigenéti-
ca. Asi el silenciamiento inapropiado de estos genes, como
APC y pl6 en la via de Wnt en cancer de colon, bloquea
su activaciéon permitiendo la sobrevivencia anormal y la
expansion celular clonal; este silenciamiento puede ser
provocado por mutaciones de un alelo y por silenciamien-
to epigenético. Los cambios epigenéticos pueden, como lo
hacen las mutaciones genéticas alterar multiples vias de se-
fialamientos intracelulares y promover la carcinogénesis.

Modificaciones en el remodelamiento de la cromatina

Las alteraciones del posicionamiento del nucleosoma, por
los factores de remodelamiento del nucleosoma dependien-
tes de ATP, también participan en el silenciamiento de GST
en el cancer y junto con la desacetilasa NURD alteran la
regulacion del factor de transcripcion PML-RARa en leu-
cemias. NuRD también recluta a los complejos Polycomb y
a la DNMT3A, lo cual permite mantener la metilacion del
DNA'y con ello, su estado represivo.t

Desregulacion de los miRNAs en cancer

Normalmente en el proceso de transcripcion, el silencia-
miento de genes involucra la participacion de los miRNAs,
los cuales controlan la expresion génica de una manera es-
table. Diferentes estudios que comparan el perfil de expre-
sion de los miRNAs durante la oncogénesis con las célu-
las normales, demuestran cambios particularmente en los
procesos de proliferacion celular y apoptosis. Los cambios
en la expresién de miRNA pueden actuar provocando al-
teraciones cromosomicas, uniones andmalas a diferentes
factores de transcripcion o alteraciones epigenéticas. Mu-
chos miRNAs que suprimen la expresion de los genes que
promueven el crecimiento celular son reprimidos en cancer,
por ejemplo los miR-15 y -16 cuyo blanco es el gen antia-
poptotico BCL2, se encuentran hiporegulados en la leuce-
mia linfocitica cronica; igualmente el let-7 cuyo blanco es
el oncogen RAS es hiporegulado en cancer broncogénico.
En contraste otros miRNAS suprimen a genes supresores
tumorales (miRNAs oncogénicos) y se encuentran sobrere-
gulados en cancer, como miR-21 cuyo blanco es PTEN en
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glioblastoma, miRNA-155 en cancer mamario / neoplasias
hematologicas y miR-17 -miR-92 en otros canceres. La hi-
permetilacion de las regiones 5’-reguladoras que expresan
miRNA puede explicar la baja expresion de los miRNAs en
algunos tumores, por ejemplo el silenciamiento del miR-
124a favorece la activacion del oncogén CDK®. La inter-
ferencia de la expresion génica por RNAs no codificantes
ha permitido identificar que diferentes miRNAs modulan
directa o indirectamente la actividad de la maquinaria epi-
genética, éstos pueden servir tanto como biomarcadores de
procesos biolégicos alterados o como blancos para terapias
dirigidas. Particularmente la represion epigenética de los
miRNAs-supresores tumorales puede ser revertida por el
tratamiento con inhibidores de HDACs y de DNMTs (lo
cual se ha demostrado por la reactivacion de GST en mode-
los preclinicos).!>!

Modificaciones epigenéticas como biomarcas potenciales
en la deteccion temprana, prondstico y progresion
de algunos canceres

La identificacion de las alteraciones en los patrones de la
metilacion del DNA, de las modificacién postraducciona-
les de las histonas y de la expresion de miRNAs asociados
al desarrollo y progresién del cancer tienen un potencial
uso clinico (Cuadro I). Los patrones de metilacién del DNA
han sido explorados en clinica y en numerosos estudios de
epidemiologia molecular como eventuales factores pronds-
ticos / predictivos de respuesta al tratamiento.>®!* Asi por
ejemplo el gen de la glutation S-transferasa (GSTP1) se ha
encontrado hipermetilado en el 80-90% de los pacientes con
cancer de prostata (pero no en hiperplasia prostatica).!>!¢ La
hipermetilacion de las islas CpG como biomarcador puede
ser determinado en células cancerosas no solo en biopsias
de tejidos, sino también en fluidos bioldgicos. La hipermeti-
lacion del promotor del gen p16'™<“2 ha sido reportado como
una biomarca de deteccion temprana del cancer broncogé-
nico, la cual fue determinada en esputo de fumadores, con-
dicion similar ha sucedido en cancer colorectal, cuyo mar-
cador se detecto en heces fecales.!”'® La hipermetilacion de
los promotores de otros GST como DAPK, p15™& HICI,
CDHI1 y ER predicen mal pronéstico en pacientes con di-
ferentes canceres; por el contrario, en pacientes con glio-
blastoma, la hipermetilacion del promotor del gen MGMT
se asocia a la respuesta clinica del tratamiento con temo-
zolomida.” Determinaciones recientes empiezan a identi-
ficar otros genes epigenéticamente alterados en diferentes
tumores solidos, como por ejemplo en cancer de ovario,*
en el cual 30 genes se encontraron hiporegulados y 6 genes
sobreregulados; en éste estudio los patrones de metilacion
de algunos genes se asociaron frecuentemente con las ca-

racteristicas moleculares, clinicas e histopatolégicas de los
subtipos de carcinomas de ovario.

Aunque muchas alteraciones en los patrones de metila-
cion del DNA han sido reportados como biomarcadores en
cancer, también han sido identificados diferentes patrones
de cambios postraduccionales en las histonas relacionados,
a la prediccion de recurrencia tumoral®' por ejemplo: el ni-
vel de las isoformas de las HDACs y el patrén de histonas
acetiladas ha demostrado un gran potencial en predecir la
respuesta clinica al tratamiento, posterior a la utilizacion de
inhibidores de las HDACs como terapia epigenética. Selig-
son et al.,> demostraron que algunas modificaciones cova-
lentes especificas de las histonas fueron indicadores clinicos
prondsticos en adenocarcinomas de diferentes origenes; es-
tudiaron colecciones de tejidos tumorales conservados en
parafina de carcinomas de pulmon, de rifion y de prostata,
por medio de estudios de inmunohistoquimica (anticuer-
pos anti-histonas, p. ej. antiH3K 18ac), encontrando que los
niveles bajos de H3K4me2 y de H3K18ac en céanceres de
pulmon / rifion y niveles bajos de H3K9me?2 en canceres de
prostata / rifion, se asociaron con fenotipos tumorales méas
agresivos y los pacientes cursaron con menores sobrevidas.
En un estudio parecido al anterior de pacientes con ade-
nocarcinomas pancreaticos resecables, Manuyakorn et al.,?
obtuvieron resultados similares, particularmente en los pa-
cientes que recibieron tratamiento adyuvante con fluorou-
racilo.

Recientemente se ha investigado la expresion diferencial
de miRNAs en relacion a la progresion y al comportamiento
clinico agresivo en diferentes subtipos de tumores, encon-
trando que el perfil de la metilacion de los genes que expre-
san miRNAs fueron indicadores prondsticos / predictores
de respuesta al tratamiento con quimioterapia y de sobrevi-
da global.** La superacidn progresiva de las tecnologias que
analizan el epigenoma esta conduciendo al establecimiento
de asociaciones farmacoepigendmicas en diferentes tipos
de cancer; la determinacion del perfil epigenético del tumor
y los parametros farmacocinéticos de las epidrogas contra
el cancer en los pacientes, permiten mejorar la seleccion
terapéutica.?>>*

Debido a que diferentes estudios han demostrado asocia-
ciones significativas entre algunas modificaciones epigené-
ticas de genes o grupos de genes especificos relacionados al
desarrollo y progresion del cancer, recientemente han surgi-
do algunas empresas biotecnoldgicas privadas que exploran
esas modificaciones epigenéticas (p. ej. de MGMT, GSTP1,
pl6ink4A), como Oncomethylome Sciences, Epigenomics
AG, Sequenom y otras.®> Sin embargo en la actualidad nin-
gun marcador epigenético ha sido aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA) o la European Medicines
Agency (EMEA) para aplicacion clinica. Se requieren de
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Cuadro |. Biomarcas epigenéticas de genes especificos con impacto potencial clinico
en la iniciacion o progresion del cancer

Nombre del gen

Cambio epigenético Tipo de cancer

Asociacion clinica Referencias

GSTP1, EN1, SCTR Hipermetilacion

pl6INK4a Hipermetilacién

Genes relacionados con
apoptosis (DAPK, p73)
Genes relacionados con la
adhesion celular (ADAM 23,
ADAM 33)

Genes relacionados con la
reparacion del DNA (MGMT,
hMLH1, BRCA1)

MGMT

Hipermetilacion

Hipermetiacion

Hipermetilacion

Hipermetilacion

Céancer de préstata (biopsia/  Deteccion temprana 15, 16

orina)

Diferentes tipos de canceres  Deteccion tempranay 17,18

(en biopsia o fluidos pronostico

biolégicos)

Diferentes tipos de canceres  Prondstico 7,29

Diseminacion metastasica Progresién 6, 8

Diferentes tipos de cancer Prediccion 19, 28
postratamiento

Glioblastoma Prediccion post 19
temozolomida

Diferentes tipos de cancer Prediccion 22,23, 36, 40

Patrones de
acetilacion y
metilacién

Diferentes histonas

postratamiento

estudios confirmatorios que demuestren su asociacion en
series mas numerosas de pacientes.

El potencial de la terapia epigenética

El objetivo de la terapia epigenética es revertir las altera-
ciones epigenéticas causales que ocurren en el cancer, con-
duciendo al restablecimiento del “epigenoma normal”, sin
embargo una limitante de este enfoque terapéutico es que
actualmente tiene baja especificidad.>'*?"* Las drogas epi-
genéticas usadas actualmente son inespecificas y ocasionan
efectos colaterales parecidos a los que son provocados por
la quimioterapia convencional. En oposicion a las lesiones
genéticas en el cancer, los cambios epigenéticos son poten-
cialmente reversibles (a diferencia de las mutaciones) por
un grupo de moléculas pequefias, Ilamadas epidrogas, cuyo
blanco son las enzimas que modifican al DNA y a las histo-
nas. En particular los blancos epigenéticos en el tratamiento
del cancer se han enfocado a las DNA-metiltransferasas y
a las histona-desacetilasas (Cuadro 11); el empleo terapéu-
tico de ambos tipos de epidrogas ha demostrado un efecto
sinergista y asimismo pueden sensibilizar que las células
cancerosas respondan a otras variedades terapéuticas far-
macolégicas.?

Inhibidores de DNA-metiltransferasas (DNMT)

Las epidrogas aprobadas actualmente de este tipo son la
5-azacitidina (vidaza) y la 5-aza-2’deoxicitidina (decitabi-
ne), inhibidores de DNMT, las cuales son bioguimicamente
analogos de nucledsidos pirimidinicos. Estos nucle6sidos
se incorporan al DNA (el ribonucledsido azacitidina tam-
bién se incorpora al RNA) de las células en proliferacion
e inhiben su metilacién al bloguear a las DNA-metiltrans-
ferasas. Aunque su mecanismo de accion no es totalmente
conocido, el tratamiento de los pacientes con estos medi-
camentos provoca la hipometilacién global del DNA. La
5-azacitidina y la 5-aza-2’deoxicitidina han sido aprobadas
por la FDA y la EMEA para el tratamiento de sindromes
mielodisplasicos (condicion pre-leucémica, como anemia
refractaria), por su efecto supresor del crecimiento y de pro-
liferacion de la células mieloides. Los estudios clinicos del
uso de la 5-azacitidina y la 5-aza-2’deoxicitidina demostra-
ron mejorias clinicas (60%) comparadas con los tratamien-
tos convencionales en los pacientes con sindromes mielo-
displasicos con alto riesgo para progresion / transformacion
a leucemia mieloide aguda con sobrevidas esperadas me-
nores a un afo.?*3? Otros analogos de nucledsidos que se
encuentran en evaluacion en ensayos clinicos fase I y Il son
la 5-fluoro-2’-deoxicitidina y el zebularine, ambas son epi-
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Cuadro II. Drogas epigenéticas aprobadas por la Food and Drug Administration y la Eurpoean
Medicines Agency para el tratamiento del cancer

Nombre Blanco molecular Tipo de cancer Referencias
5-azacitidina* (Vidaza) Inhibidor de DNA-metil transferasas Sindromes 30,31
mielodisplasicos
5-aza-2'deoxicitidina* Inhibidor de DNA-metil transferasas Sindromes 32
(Decitabine) mielodisplasicos
Vorinostat* (Zolinza) Inhibidor de las histonas-desacetilasas  Linfoma cutédneo de 37,38
(clase 1y II) células T
Romidepsin* (Istodax) Inhibidor selectivo de las histonas- Linfoma cutaneo de 39
desacetilasas 1y 2 (clase 1) células T
*Actualmente se encuentran en ensayos clinicos fase II-Ill para el tratamiento de tumores malignos sélidos, combinados

con otras estrategias terapéuticas.

drogas probablemente mas estables en solucion acuosa, me-
nos tdxicas y mas selectivas para las células cancerosas. De
manera similar drogas no-analogas de nucleosidos, como el
hidralazina, la procainamida, la epigalocatecina y la RG108
se encuentran en evaluacion. Datos preliminares indican
que la combinacién secuencial o simultanea de inhibidores
de HDACSs con agentes hipometilantes que muestran resul-
tados promisorios en pacientes con sindromes mielodispla-
sicos y con leucemia mieloide aguda.

El mecanismo por el cual los andlogos de nucleosidos
ejecutan su efecto puede dividirse en aquellos relacionados
con la inhibicion de las DNMTs y otros no relacionados con
la desmetilacion del DNA.>%3 La vidaza y el decitabine em-
pleados a altas concentraciones forman uniones (aductos)
irreversibles entre el DNA y las enzimas correspondientes
provocando efectos citotoxicos celulares; al emplear estos
analogos a menores concentraciones, desmetilan los GST
(particularmente durante la replicacion del DNA en la fase
S) bloqueando funcionalmente a las enzimas DNMTs. Otros
de los efectos bioldgicos que los analogos de nucledsidos
provocan sobre las células tumorales son su diferenciacion
0 su apoptosis, re-expresion de los GST, modulacion de la
respuesta inmunolégica y modulacion de algunas vias intra-
celulares de sefialamientos como Wnt y TGFB.>* La 5-aza-
citidina induce apoptosis en sindromes mielodisplasicos,
mientras que la 5-aza-2’deoxicitidina induce preferente-
mente la diferenciacion en células leucémicas y apoptosis
en células de linfoma de Burkitt. Ademas de que una gran
cantidad de genes son hiporegulados posterior al tratamien-
to con inhibidores de DNMTs, estos inhibidores pueden
también aumentar la expresion de microRNAs (como el
microRNA-101, el cual reprime la EZH2 y reduce la H3K-
27triM) modificando el epigenoma independientemente de
provocar solo la metilacién del DNA.328-33

Inhibidores de histona-desacetilasas (HDACs)

Los cambios postraduccionales de las histonas son condi-
ciones mas factibles de modificar, comparativamente a las
de metilacién del DNA (modificaciones mas estables). Los
inhibidores de las HDACs modifican la expresion de los
genes, en lugar de ejercer un efecto citotéxico directo. El
restablecimiento de los patrones normales de acetilacion
de histonas, ha demostrado su efecto antitumoral al detener
in vitro el crecimiento, inducir diferenciacion y apoptosis,
suprimir la angiogénesis y aumentar la respuesta inmuno-
légica antitumoral.’333¢ El efecto antiproliferativo de los
inhibidores de HDACs es mediado por su capacidad de
reactivar los genes supresores tumorales y por modificar di-
ferentes vias de sefialamientos, como la de NF-kB y E2F1.
La accion de los inhibidores de las HDACs para alterar la
transcripcion depende de la modificacion en el balance ace-
tilacion / desacetilacion de residuos especificos en las his-
tonas. En la actualidad una gran cantidad de inhibidores de
HDAC:Ss se encuentran en evaluacion en ensayos clinicos.
El primer inhibidor natural de HDACs identificado fue el
Trichostatin A, sin embargo clinicamente muestra elevada
toxicidad. La FDA ha aprobado solamente dos inhibidores
de HDACs como terapia epigenética en el cancer, el aci-
do hidroxémico suberoilanilido (SAHA), también conoci-
do como vorinostat y el romidepsin. El vorinostat (SAHA)
es un inhibidor de las HDACI1, HDAC2, HDAC3 y de la
HDACG6, que mantiene la acetilacion de histonas y de otras
proteinas como algunos factores de transcripcion y secun-
dariamente la expresion de diferentes GST. El vorinostat
esta indicado a dosis de 400 mg via oral / 24 horas en pa-
cientes con linfoma cutaneo de células T con enfermedad
progresiva, persistente o recurrente; en un estudio fase Ilb
de 74 pacientes conducido por Olsen et al., el 30% de ellos
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presentaron respuesta objetiva.’’3# Mas recientemente el ro-
midepsin (depsipéptido), también ha sido aprobado para el
tratamiento de pacientes con linfoma cutaneo de células T
avanzado, por haber demostrado tasas significativas de res-
puesta clinica y de duracién, el blanco del romidepsin es
mas selectivo.*

La mayoria de los inhibidores de HDACs han sido dise-
fiados para interferir en el dominio catalitico de las HDAC:s,
bloqueando el reconocimiento de su sustrato y por esto
mantienen a las histonas acetiladas e inducen la expresion
génica. Diferentes isoformas de HDACs se asocian a dife-
rentes canceres, la mayoria de los inhibidores actuales solo
afectan las clases I y II de las HDACs. Los inhibidores de
las HDACs de acuerdo a sus propiedades quimicas pueden
dividirse en el grupo parecido a acidos grasos de cadena
corta (p. ej. acido valproico, butirato de sodio) y el grupo
de acidos hidroxamicos (p. ej. vorinostat, trichostatin A)
y en relacion al efecto inhibitorio que ejercen sobre una o
distintas clases de HDACSs pueden dividirse en inhibidores
de actividad especifica (p. ej. romidepsin), o de actividad
multiple (p. ej. vorinostat).

Combinacién de inhibidores de DNMT e inhibidores de
HDACSs, con medicamentos de quimioterapia

La combinacion de inhibidores de HDACs como vorinostat,
con inhibidores de DNMTs como decitabine ha demostrado
mayor efectividad terapéutica.'® Su empleo provoca efectos
sinérgicos con una gran cantidad de drogas de quimiotera-
pia, como paclitaxel, gemcitabine, cisplatino, etoposido y
doxorubicina. Los resultados en diferentes ensayos clinicos
muestran mejores resultados al emplear los inhibidores de
HDAC:s antes de la iniciacion de la quimioterapia.'®?® Vori-
nostat también logra efectos sinérgicos con imatinib, dismi-
nuye el dafio agudo / cronico de la piel y la carcinogénesis
posterior al tratamiento con radioterapia.

Particularmente la combinacion terapéutica de inhibi-
dores de HDACs con inhibidores de DNMTs en pacientes
con carcinoma mamario que han desarrollado resistencia
al tratamiento antiestrogénico debido a la supresion de la
expresion del receptor estrogenico alfa (ERa), ha logrado
el restablecimiento de la actividad del ERa.!%4-*> Como es
conocido, las pacientes con los tumores mamarios que no
expresan ERa (y otras biomarcas, como falta de expresion
de receptores de progesterona y amplificacion de HER-2),
presentan un comportamiento clinico agresivo y peor pro-
nostico, ya que son resistentes a la terapia antiestrogénica y
a menudo a la quimioterapia; en cambio aquellas pacientes
con tumores que expresan ERa responden generalmente al
tratamiento antiestrogénico y presentan sobrevidas globales
més prolongadas. Esta estrategia terapéutica induce la ex-

presion de ERa, disminuye parcialmente los sefialamientos
iniciados por HER-2 y las pacientes mejoran la respuesta
clinica. Eventualmente similares estrategias podrian apli-
carse en pacientes con carcinomas de préstata y endometrio.

Como hemos mencionado los miRNAs que participan
en la regulacion epigenética, también representan un blan-
co potencial en la terapia epigenética. La introduccion de
miRNAs sintéticos que remeden a los miRNAs-supresores
tumorales dentro de la célula tumoral, reprimirian poten-
cialmente oncogenes y activarian GST. Una de las limitan-
tes del uso de miRNAs sintéticos corresponde a su escasa
capacidad de penetracion celular, por lo que es de suma im-
portancia desarrollar vehiculos nanométricos que faciliten
la entrega de éstos miRNAs sintéticos a las células tumo-
rales.!34

Perspectivas

La revolucion epigenética ha llegado al campo de la Bio-
logia en las ultimas décadas. Los mecanismos epigenéticos
globales identificados en el desarrollo embrionario y en el
cancer han ayudado a iniciar el entendimiento de nuevos
aspectos fisiologicos y fisiopatologicos de la diferenciacion
celular, transformacion neoplasica y de los eventos mole-
culares que suceden en enfermedades cronicas. EIl conoci-
miento mas profundo de las modificaciones epigenéticas en
cada tipo de cancer,* permitira disefiar mejores estrategias
de tratamiento. El reto para los investigadores en este cam-
po es disenar drogas mas especificas y con menores efectos
colaterales.

Multiples evidencias han demostrado que las alteracio-
nes de los complejos patrones epigenéticos, que involucran
la metilacion del DNA, las modificaciones de las histonas
y el balance de los RNAs-no codificantes contribuyen a la
iniciacion y progresion de diferentes canceres e igualmente
participan en la resistencia al tratamiento farmacologico,
por lo que sus perfiles epigenéticos pueden contribuir como
biomarcadores indicadores de comportamiento bioldgico-
clinico, o como blancos moleculares en el disefio de estrate-
gias de intervensionismo terapéutico.

La escasa lista de epimutagenos ambientales identifi-
cados en la actualidad se incrementara préximamente de
acuerdo a los estudios de epidemiologia molecular epigené-
tica.* Los epimutagenos son capaces de silenciar los genes
supresores tumorales, activar oncogenes, alterar el control
del ciclo celular, provocar defectos en la reparacion del
DNA vy alterar la detoxificacion de carcindgenos. Sera de
gran utilidad identificar si los eventos genéticos o epigené-
ticos, corresponden a los cambios iniciales o secundarios
debidos a la exposicion de carcindogenos / epimutagenos
ambientales, lo cual permitiria establecer nuevas estrate-
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gias en la prevencién del cancer. Podria evitarse o reducir
la exposicidn de epimutagenos contenidos en la dieta, en el
ambiente o aquellos relacionados a factores especificos de
estilos de vida (prevencion primaria). Las drogas epigené-
ticas podrian ser factores determinantes en la prevencion
secundaria del cancer en individuos con alto riesgo a desa-
rrollarlo.

El manejo de los estados epigenéticos anormales diri-
gido a evitar el desarrollo temprano y la progresion del
tumor es una estrategia ldgica de tratamiento. No hay
duda de que la combinacién de la terapia farmacologica
convencional del cancer con el uso de la terapia genéti-
ca / epigenética, logrard un mayor éxito en el tratamiento
de las neoplasias hematoldgicas y s6lidas. Dada la impor-
tancia de los mecanismos epigenéticos en la iniciacion y
progresion del fenotipo tumoral, su manipulacién podria
revertir dichos procesos y aumentar la eficiencia clinica en
la prevencion y el tratamiento, particularmente provocan-
do menor toxicidad y efectos colaterales. La combinacion
de la convencional farmacoterapia con la terapia genéti-
ca / epigenética basadas en el perfil molecular del tumor y
del paciente se acercan al objetivo de lograr tratamientos
integrales personalizados.

Son necesarios una serie de pasos para lograr una terapia
epigenética eficiente en los pacientes con cancer: disponer
de tecnologias epigenémicas de amplia cobertura y elevada
reproducibilidad; identificar los patrones epigenéticos en
las etapas iniciales, intermedias y avanzadas en cada una
de las neoplasias malignas (como biomarcas de cada tipo y
estado tumoral comparadas con sus células normales); en-
tender integralmente los diversos mecanismos moleculares
que provocan las epidrogas disponibles en la actualidad y
superar sus impedimentos (falta de especificidad hacia los
genes, actuar solo en células en divisién, entre otros); deter-
minar los perfiles genémicos y epigendémicos de cada tumor
individual, e integrarlos al perfil clinico del paciente, con
lo cual se podran analizar las principales diferencias clini-
co-moleculares de la relacion tumor-paciente y conducir a
seleccionar una combinacidn terapéutica mas congruente.
Todo ello permitird emplear combinaciones de tratamientos
convencionales, genémicos y epigenémicos mas eficientes
para obtener mejores resultados.

Conclusiones

El entendimiento de los mecanismos moleculares epige-
néticos involucrados en la iniciacion y en la progresion
tumoral en los diversos tipos de cancer, tiene un enorme
potencial para emplearlos como estrategias de prevencion
secundaria, como marcadores clinicos y/o como blancos
terapéuticos.
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