BIOLOGIA MOLECULAR Y MEDICINA

medigraphic Avlemigs

Coordinador: Fabio Salamanca-Gomez

Metilacion del ADN: marcador diagndstico
y prondstico de cancer

Viviana Matilde Mesa-Cornejo,? Patricio Barros-Nunez#*y Claudina Medina-Lozano?"*

@ Departamento de Genética Humana, Universidad de Guadalajara; ° Division de Genética, Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social, Guadalajara, Jal., México

L a metilacion del ADN es un proceso epigenético que
participa en la regulacion de la expresiéon génica de
dos maneras, directamente al impedir la union de factores de
transcripcion, e indirectamente propiciando la estructura "ce-
rrada" de la cromatina’. El ADN presenta regiones de 1000-
1500 pb ricas en dinucledtidos CpG ("islas CpG"), que son
reconocidas por las enzimas ADN-metiltransferasas, las cua-
les, durante la replicacion del ADN metilan el carbono 5 de las
citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose asi
la memoria del estado metilado en la molécula hija de ADN."2
En general se considera que la metilacién es un proceso
unidireccional, de esta manera, cuando una secuencia CpG
adquiere metilacion de novo, esta modificacion se hace
estable y es heredada como un patron de metilacion clonal.
Por otra parte, la pérdida de metilacion gendmica (hipometila-
cion), como evento primario, se asocia frecuentemente con el
proceso neoplasico y es proporcional a la severidad de la
enfermedad.®
Los genomas de las células preneoplasicas, cancerosas
y envejecidas comparten tres cambios importantes en los
niveles de metilacion, como eventos tempranos en el desa-
rrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacion de la
heterocromatina que conduce a una inestabilidad genédmica
e incrementa los eventos de recombinacion mitética; segun-
do, hipermetilacion de genes individuales y, finalmente hiper-
metilacion de la islas CpG de genes constitutivos y genes
tumor supresor.'* Los dos niveles de metilacion pueden pre-
sentarse en forma individual o simultéanea, en general, la hiper-
metilacion esta involucrada con el silenciamiento de genes
y la hipometilacidn con la sobre-expresion de ciertas protei-
nas involucradas en los procesos de invasion y metastasis.*
Las estrategias metodolégicas para el andlisis del estado
metilado de las islas CpG han estado en constante evolucion
y actualmente se cuenta con diversas técnicas que compar-
ten estandares universales, éptima sensibilidad y reproduci-
bilidad?. El éxito de la mayoria de los métodos depende de la
transformacion quimica de las citosinas no metiladas a ura-
cilos, por el tratamiento con bisulfito de sodio, que no afecta
las 5-metilcitosinas, y marca de forma fidedigna e individual

el estado metilado o no metilado de los dinucleétidos CpG. La
modificacion del ADN, su amplificacién por la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) y/o secuenciacién automa-
tizada son las técnicas mas usadas con este propésito.

En los ultimos afios la tecnologia basada en el analisis del
ADN metilado es considerada una poderosa herramienta
para el diagndstico, terapia y prondstico de enfermedad, asi
como en el campo de la medicina forense, farmacogenética
y en estudios epidemioldgicos. La asociacion entre el estado
hipometilado del ADN y cancer, y posteriormente su relacion
con la hipermetilacion, se conocen desde 1983; sin embargo,
en los Ultimos cinco afos, por el impulso de las nuevas
estrategias moleculares para el estudio de la metilacion de
novo de las islas CpG, el analisis del ADN metilado se ha
convertido en un poderoso biomarcador para la deteccion
temprana de cancer;® ademas, permite clasificar los canceres
considerando los subtipos histoldgicos, el grado de maligni-
dad, diferencias en la respuesta al tratamiento y, los diversos
prondsticos.* Una importante y reciente aplicacion es preci-
samente su uso como biomonitor de respuesta a la terapia y
predictor del prondstico del cancer.?

En la actualidad, los canceres de préstata, higado, esto-
mago, colon y mama son detectados, con alta especificidad,
utilizando ADN obtenido de fluidos corporales (orina, plasma,
suero, saliva, entre otros), sangre o biopsias de tejidos,
mediante el andlisis de la hipermetilacion de genes, cuyos
productos tienen diversas funciones como: proteinas tumor
supresor (INK4A, INK4B, APC), enzimas (GSTP1, MGMT,
DAPKT), receptores (RARB), asociadas a muerte celular
programada (DAPK1), adhesion celular (CDH1), y reguladoras
de cinasas (CCND2) 2(Cuadro 1).

Recientemente, Guo y colaboradores mediante la varia-
cion de los patrones de metilaciéon de 38 genes demostraron
que los linfomas de células B pequefias pueden distinguirse
en los subtipos: leucemia linfocitica cronica de células B,
linfoma de células de mantle y linfoma folicular grado | y 11.5

La metilacion del ADN es un marcador epigenético del
silenciamiento de genes con aplicacion en diversos campos
de investigacion de la genética y la biomedicina, que median-
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Cuadro I. Especificidad de los marcadores de metilacion de ADN en la deteccion de diversos canceres

Tipo de cancer Gen marcador Fuente de ADN Especificidad%
Prostata GSTP1 Plasma/Suero 100
Plasma 100

Leucocitos 100

Sedimento urinario 98-100

Semen 100

Lavado de biopsia 100

Orina 97

Vejiga CDKN2A Suero 100
CDH1 Sedimento urinario 100

DAPK1 Sedimento urinario 100

RARB Sedimento urinario 76

Pulmén CDKN2A Plasma 100
Esputo 100

Lavadobronco alveolar 100

Aspirado 100

Lavado Bronquial 100

Epitelio Bronquial 100

Esputo 65

DAPK1 Epiteliobronquial 90

Esputo 78

APC Suero/Plasma 100

Estémago CDKN2A Suero 100
INK4B Suero 100

DAPK1 Suero 100

GSTP1 Suero 100

Higado CDKN2A Suero/Plasma 100
CDKN2B Suero/Plasma 100

Mama CCND2 Aspirado 93
RARB Aspirado 96

TWIST Aspirado 100

Cabeza-cuello CDKNZ2A Saliva 97
DAPK1 Saliva 100

MGMT Saliva 97

Colorectal CDKN2A Suero 100
Adenocarcinoma Esofagico APC Plasma 100
Carcinomade células escamosas APC Plasma 100

APC: supresor de poliposis-adenoma, CCND2: ciclina D2, CDH1: caderina 1, DAPKT: proteina cinasa 1de muerte celular programada,
CDKNZ2A/2B: inhibidor de ciclina cinasa dependiente 2A/2B, GSTP1: glutation S-transferasa P1, MGMT: O6-metil guanina DNA metiltransferasa,
RARB: receptor beta del &cido retinoico, TWIST1: factor de transcripcion determinante de linaje celular.

te la aplicacion de procesos metodoldgicos moleculares
permite la distincién fidedigna e individual de los patrones de
metilacion de las islas CpG. Es indiscutible el impacto del uso
de biomarcadores de metilacion en la deteccion oportuna de
un gran numero de canceres humanos cuando se encuentran
en estadios tempranos, lo cual incide en la planeacion de una
estrategia terapéutica especifica. Por otra parte, de acuerdo
a las caracteristicas de metilacion de los genes involucrados
en la neoplasia permite la clasificacién y el prondstico de los
canceres, y el biomonitoreo del tratamiento.
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