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Resumen

Las influencias genéticas, epigenéticas y los factores de
la dieta juegan un rol fundamental en el inicio y pro-
gresion del cdancer dado que a partir de ellos se produ-
cen las desregulaciones metabilicas. Mds especifica-
mente, el cancer colorrectal (CCR) es una patologia in-
[fluenciada por los hdbitos alimentarios y, ademds, ya se
han establecido alteraciones genéticas y epigenéticas
que lo producen. Dentro del CCR encontramos  sin-
dromes hereditarios (sindrome hereditario no poliposo
y poliposis adenomatosa familiar), los cuales presentan
mutaciones en la linea germinal (hMLH1) y también
alteraciones en la metilacion de los promotores, y casos
esporddicos, en los que el ambiente y los hdbitos de ca-
da individuo, la epigenética, definen en parte el inicio
y desarrollo de la neoplasia. Por lo tanto, la epigenéti-
ca se encuentra instaurada como otro camino de la car-
cinogénesis. Es de suma importancia definir factores
que predigan el CCR en sus inicios, ya que es una pa-
tologia mds bien silenciosa que se observa a nivel clini-
co en una etapa avanzada.

Palabras claves. Cincer colorrectal, epigenética, meti-
lacion, impronta gendmica, inestabilidad microsatélite.

Genetic and epigenetic of colorectal
cancer

Summary

Genetic and epigenetic influences as well as dietary
Jactors play an important role in the initiation and
progression of cancer. More specifically, colorectal can-

cer (CRC) is influenced by dietary habits and it has
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been established that genetic and epigenetic changes
are involved in the carcinogenesis. Within the CRC are
hereditary syndromes (hereditary nonpolyposis colorec-
tal cancer and familial adenomatous polyposis), which
present germ line mutations on specific genes like
hMLH1 and also changes on promoter’s methylation,
and sporadic cases, where the environment and indi-
vidual's habits, both major components of epigenetics,
partly define the initiation and development of cancer.
Therefore the epigenetic is established as another way
of carcinogenesis. ldentify the factors that would pre-
dict the beginning of CRC is critical, as it is a rather
silent disease which is observed clinically at an advan-
ced stage.

Key words. Colorectal cancer, epigenetic, methylation,
genomic imprinting, microsatelite instability.

El cdncer colorrectal (CCR) es una de las afec-
ciones malignas mds frecuentes en el hombre. El
5% de las personas desarrollard cdncer en los préxi-
mos afios, afectando de igual forma a hombres y
mujeres. En Argentina el CCR es la tercera causa de
muerte por cdncer, siendo la primera el cdncer de
pulmén y la segunda el de préstata. EI 10% de las
muertes por cdncer en nuestro pais se producen por
CCR. Una de sus caracteristicas principales es que
evoluciona sin sintomas durante un largo tiempo,
lo que la hace una enfermedad ideal para la preven-
cién. Los sintomas aparecen como lesiones avanza-
das y el prondstico del paciente depende del estadio
de los pélipos.’

Actualmente el CCR es una patologfa que invo-
lucra cambios genéticos y epigenéticos. Los cam-
bios genéticos pueden ser somdticos y germinales y
definen los dos patrones observados: los sindromes
esporddicos y los hereditarios. Los casos esporadi-
cos cubren el 75% a 80% y son el resultado de una
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acumulacién de mutaciones somdticas en oncoge-
nes, genes supresores de tumores y genes reparado-
res del ADN. Dichas mutaciones probablemente
son el resultado de factores de la dieta y ambienta-
les, asi como el envejecimiento. Se desarrollan en
personas sin antecedentes familiares y mayores de
50 afios. Los casos hereditarios se presentan en el
10% de los casos totales. Dentro de ellos encontra-
mos la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y el
sindrome hereditario no poliposo (HNPCC o sin-
drome de Lynch). La PAF se caracteriza por presen-
tar cientos de pélipos que aparecen tempranos en
edad. Este sindrome posee un cardcter autosémico
dominante dado que se produce por la mutacién en
el gen APC. Este gen codifica a una proteina cito-
plasmdtica que regula a la B-catenina. La B-cateni-
na actia principalmente como activador de la
transcripcién. En condiciones normales, cuando el
epitelio colénico permanece intacto y no es necesa-
ria la proliferacién celular, la mayor parte de la B-
catenina se encuentra formando un complejo pro-
teico. El gen APC induce la fosforilacién y la degra-
dacién de la B-catenina no ligada al complejo, lo
que hace que las concentraciones de esta proteina
libre en la célula sean bajas. La pérdida del gen APC
provoca la acumulacién de B-catenina citoplasma-
tica libre que sufre translocacién hacia el nicleo,
donde activa la transcripcién de genes involucrados
en la proliferacién celular. Por lo tanto, el gen APC
cumplirfa el rol de gen supresor de tumores. El
HNPCC se caracteriza por presentar mutaciones
germinales en los genes que componen la maquina-
ria de reparacién del ADN (hMSH2, hMSHG,
hMLHI, hPMSI y hPMS2). Dicha maquinaria
constituye un complejo enzimdtico que corrige los
errores que se producen durante la replicacién.
Cuando se encuentra uno de los genes mutados la
magquinaria de reparacién no funciona y se produ-
cen mutaciones, dando como resultado la inestabi-
lidad microsatélite (MSI) caracteristica de esta pa-
tologfa. Ademds de encontrarse mutaciones en los
genes de la maquinaria MMR, se han observado
metilaciones anormales a lo largo de sus promoto-
res, provocando el silenciamiento génico.? Los casos
esporddicos de CCR presentan dicha metilacién y
los casos hereditarios forman parte de la teorfa de
Kundson, la cual establece que es necesario un se-
gundo golpe al alelo normal para que se produzca
el cambio en el fenotipo. El primer golpe viene da-
do por una mutacién en la linea germinal y el se-

gundo por metilaciones a nivel de los promotores.?

Hoy en dia no solo los cambios genéticos que se
producen en el genoma dan inicio a las desregula-
ciones observadas en las células tumorales. La epi-
genética ha tomado cada vez mayor importancia en
el inicio y desarrollo de las neoplasias e involucra
los cambios que se producen en el genoma y en la
cromatina que no afectan la secuencia de nucleéti-
dos. A nivel del genoma las metilaciones se produ-
cen en los dinucleétidos CGs y a nivel de la croma-
tina se producen acetilaciones y desacetilaciones so-
bre las colas de las histonas. Dichas modificaciones
dan como resultado la activacién de oncogenes o la
represién de genes supresores de tumores, provo-
candose un desbalance en el metabolismo celular.
Dentro de la epigenética también encontramos ge-
nes que presentan impronta genémica (IG). Se de-
nomina IG al silenciamiento especifico de uno de
los alelos parentales. La expresién diferencial de
uno de los dos alelos es el resultado de metilaciones
en las zonas que regulan la expresién génica.

La epigenética se encuentra influenciada por las
condiciones ambientales y por los componentes de
la dieta. Los factores ambientales pueden modificar
las metilaciones predeterminadas del genoma alte-
rando la expresién génica y las variaciones en los
componentes de la dieta pueden alterar las rutas
metabdlicas involucradas en la sintesis de aminoa-
cidos, de dcidos nucleicos y del principal dador ce-
lular de metilos, la S-adenosilmetionina (SAM).

Por lo tanto, los mecanismos genéticos no son el
tnico camino que lleva al cdncer. Los cambios epi-
genéticos estdn siendo cada vez mds considerados
como alternativas a las mutaciones y las alteracio-
nes cromosomales en el bloqueo de la funcién gé-
nica. Saber que el cdncer también ocurre mediante
alteraciones epigenéticas que no alteran la secuen-
cia de nucledtidos da lugar a un grupo muy impor-
tante de afectados: aquellos que padecen cdncer es-
poréddico, en quienes no es una mutacién en la li-
nea germinal lo que produce la patologia sino un
cambio que se produce a lo largo de la vida. En el
presente trabajo haremos una revisién de los ulti-
mos avances en la epigenética del CCR.

Epigenética

La etiologia del término "epigenética” es la si-
guiente: epi significa "en" o "sobre" y genética sig-
nifica "raza" o "generacién". En conjunto pode-
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mos decir que epigenética significaria "en o sobre
los genes". Conrad Waddington, genetista ligado
al estudio de la evolucién y el desarrollo, fue el pri-
mero que acufié en 1942 el término "epigenética”
como la rama de la biologia que estudia las interac-
ciones causales entre los genes y sus productos que dan
lugar al fenotipo. Hasta 1950 el término epigenéti-
ca se usaba de forma diferente, refiriéndose a todos
los eventos del desarrollo que llevan de un cigoto
fertilizado al organismo maduro.*” Actualmente se
encuentra la siguiente definicién: cambios reversi-
bles y heredables que se producen en el ADN dando
como resultado la expresion diferencial de los alelos
de un gen.®

Los cambios que se producen a nivel del ADN
son las metilaciones en zonas especificas del geno-
ma y las modificaciones en la cromatina. En las
bacterias la metilacién estd asociada a la identifica-
cién de cepas y también es utilizada para distinguir
el ADN replicado del que no lo estd adn. En euca-
riotas cumple diversas funciones tales como regula-
cién de la transcripcidn, inactivacién del cromoso-
ma X, mantenimiento de la estructura cromosémi-
ca y silenciamiento del ADN parasitico. El 2% al
7% de las citosinas se encuentran metiladas en el
ADN de los mamiferos.’

Existen regiones en las que la densidad de los di-
nucleétidos CGs es baja, representados por un 80%
del total. Estas se encuentran normalmente metila-
das y se localizan en los exones, en regiones no co-
dificantes y en zonas de ADN repetitivo. La metila-
cién de dichas zonas cumple la funcién de silenciar
la transcripcién de regiones no codificantes, lo que
previene la expresién de elementos repetitivos del
ADN y del ADN paridsito que es una amenaza pa-
ra la integridad del genoma.

Las islas CpG son regiones que presentan una
alta densidad de dinucletidos CGs. Representan
el 1% del genoma y se las encuentra en las zonas
5" de aproximadamente la mitad de los genes in-
cluyendo promotores y regiones no transcriptas,
regulando la expresién génica. En general estas is-
las CpGs se encuentran no metiladas en células
normales menos en el cromosoma X y en los alelos
silenciados por la impronta genémica. Estas regio-
nes estin frecuentemente asociadas con zonas
transcripcionalmente activas, encontrdndoselas no
metiladas.

Las metilaciones en el ADN son catalizadas por
metiltransferasas las cuales adicionan un grupo me-

tilo a las citosinas que se encuentran precedidas por
la guanina. Hay dos tipos de metiltransferasas: las
metilasas de novo y las metilasas de mantenimiento
(DNMT1, DNMT2, DNMT3ay DNMT3b). Las
metilasas de novo metilan el ADN en una nueva
posicién. Deben reconocer alguna secuencia especi-
fica. Las metilasas de mantenimiento actdian cons-
titutivamente sobre sitios hemimetilados para con-
vertirlos en totalmente metilados.®

Las modificaciones que se producen en las his-
tonas alteran la expresién génica mediante acetila-
ciones, desacetilaciones, metilaciones y fosforilacio-
nes. Las acetilaciones se encuentran involucradas en
la activacién de la expresién génica. El grupo aceti-
lo posee carga negativa y al unirse con la lisina neu-
traliza la carga positiva de ella. Por lo tanto, la his-
tona se une con menos fuerza al ADN quedando
mids accesible a la maquinaria enzimdtica. Las ace-
tiltransferasas de histonas (HAT) son las encargadas
de acetilar las histonas. La desacetilacién provoca el
efecto contrario, se produce la unién més fuerte en-
tre el ADN vy las histonas y es catalizada por las de-
sacetilasas de histonas (HDAC). Las metilaciones
son catalizadas por las metiltransferasas de histonas
(Dnmts) y ocurren sobre los residuos lisina y argi-
nina de las colas proteicas de las histonas, generan-
do una cromatina mds compacta y menos accesible.
A diferencia de las acetilaciones, la metilacién in-
crementa la afinidad de residuos bésicos por el
ADN. La metilacién en la lisina 9 de la histona H3
se encuentra asociada a ADN silenciado y estd glo-
balmente distribuida en las regiones heterocromati-
cas como los centrémeros y telémeros.’

La deacetilacién se encuentra relacionada con
la metilacién ya que la HDAC es reclutada por las
DNMT1, DNMT2, DNMT3ay DNMT3b. Ade-
mds, en algunos casos la actividad de la HDAC re-
quiere el reconocimiento de sitios CpG previa-
mente metilados. Al mantenerse la acetilacién du-
rante la mitosis se piensa que dicho patrén de ace-
tilacién representa una impronta epigenética here-
dable que puede influenciar a la transcripcién gé-
nica. Esto se ha confirmado inhibiendo la deaceti-
lacién con la droga trichostatina (TSA) y provo-
cando la expresion del alelo que se encuentra nor-
malmente silenciado debido a la impronta gené-
mica del gen IGF2, tanto en células humanas co-
mo murinas. También se observé la disminucién
de la metilacién del ADN en las células tratadas
indicando que la acetilacién y la metilacién del
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ADN se encuentran relacionadas en la regulacién
del proceso de impronta genémica."

La fosforilacién de las histonas tiene lugar du-
rante la divisién celular y se produce en sus cuatro
tipos. En determinadas fases del ciclo celular se en-
cuentran determinadas histonas fosforiladas que
favorecen la condensacién de la cromatina. Ade-
mas, la fosforilacién se encuentra involucrada en la
transcripcién donde la histona H3 se fosforila y se
establece una competencia transcripcional en la
respuesta temprana de genes como Fos o Jun. Una
pequena fraccién de las histonas H3 acetiladas son
fosforiladas, lo que indica que esta modificacién
contribuye a la activacién de genes por estimula-
cién de la actividad HAT en la misma histona. De
modo que esta acetilacién y fosforilacién simulta-
nea en la H3 en los loci de los genes Fos y Jun da
lugar a la activacién de la transcripcién. En gene-
ral se la encuentra asociada a un aumento de la ac-
tividad transcripcional. La cantidad de residuos di-
ferentes que pueden ser modificados en las histo-
nas y la combinacién de dichas modificaciones han
dado lugar al concepto de "cédigo de histonas”."
El c6digo de histonas, a través de la diversidad de
las modificaciones en los amino4cidos de las histo-
nas, provee informacién adicional para la expre-
sién génica, creando sitios de unién a determina-
das proteinas que van a provocar una conforma-
cién de la cromatina activa o inactiva dependiendo
el caso. Por ejemplo, la metilacién en la lisina 4 y
en la lisina 14, as{ como la fosforilacién de la seri-
na 10 en la histona H3, han sido asociadas con la
activacién génica."

Impronta gendmica

La impronta genémica (IG) se define como el
silenciamiento especifico de uno de los alelos pa-
rentales, dicho silenciamiento se produce por meti-
laciones especificas en determinadas zonas del gen,
resultando en una marca en la linea germinal que se
transmitird a la descendencia.

Actualmente se han identificado, mediante ana-
lisis computacionales, 156 genes que posiblemente
presentan 1G."

El grupo de Esfstratiadis y col fue el primero en
demostrar que un gen normal de mamifero presen-
taba dicha caracteristica, cuando observaron que un
ratén que habia heredado el alelo paterno defecti-
vo del gen IGF2, gen involucrado en el crecimien-

to celular, presentaba retraso en el crecimiento,
mientras que cuando el alelo defectivo era el mater-
no, el ratén presentaba un crecimiento normal. Es-
to daba a suponer que la dosis materna no estaba
involucrada en el desarrollo normal del rat6n y so-
lo lo estaba la dosis paterna.'

La IG se establece durante la gametogénesis y se
mantiene tras la fecundacién y durante la forma-
cién del embrién. De esta forma se expresan los ale-
los correspondientes para el correcto crecimiento
del embrién. Cuando se inicia en el embrién el de-
sarrollo de las células germinales primordiales se
produce el borrado de todas las marcas y se estable-
cen en el desarrollo de las gametas maduras en fun-
cién del sexo del nuevo individuo. De este modo,
la IG heredada del progenitor de idéntico sexo al
del organismo en crecimiento se elimina y vuelve a
sellarse en la linea germinativa de ese embrién, pe-
ro los heredados del progenitor del sexo opuesto no
se vuelven a marcar una vez eliminados. La IG ma-
terna se produce durante la maduracién de los ovo-
citos y la IG paterna se produce en la linea germi-
nativa masculina antes de la meiosis."

La expresion de los genes que presentan IG es
constante, a menos que un cambio genético o
epigenético ocurra. Si éste ocurre, se produce el
desbalance de la expresion monoalélica produ-
ciéndose la expresién bialélica o el silenciamiento
bialélico. A este estado se lo conoce como pérdi-
da de la IG.

Se han observado desregulaciones de la IG en
diferentes genes y en diferentes tipos de cincer. A
continuacidn se van a detallar los genes mds impor-
tantes reportados en la literatura en los cuales se ha
observado pérdida de la IG en cdncer colorrectal.

IGF2, pérdida de la impronta genéomica y
cancer colorrectal

Los factores de crecimiento tipo insulina se en-
cuentran involucrados en la regulacién de la proli-
feracién celular. Al grupo lo conforman dos facto-
res IGF1 e IGF2, dos receptores de superficie
(IGF1R y IGF2R) y seis proteinas de alta afinidad
(IGFBP1 al IGFBPO6). El gen IGF2 codifica a un
factor de crecimiento que actda de forma autocrina
y paracrina, su importancia en el tejido tumoral se
debe a sus funciones mitogénicas y antiapoptdticas
mediadas por su receptor, el IGF2R.'*"
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El gen IGF2 se encuentra localizado en el brazo
corto del cromosoma 11p15.5, presenta 9 exones y
el péptido maduro estd constituido por los exones
7,8y 9. El gen IGF2 es transcripto por 4 promo-
tores diferentes (P1 al P4) resultando en varias pro-
teinas de diversos pesos moleculares. Los promoto-
res P2, P3 y P4 contienen islas CpGs y su transcrip-
cién estd sujeta a la IG, mientras que el promotor
P1 se utiliza principalmente en el higado adulto y
no presenta IG, por lo tanto ambos alelos se en-
cuentran en actividad.” Se ha observado que los
promotores P2-P4 ganan metilaciones con el enve-
jecimiento. Inicialmente se observa la metilacién
normal en el alelo materno, pero a medida que se
analizan muestras de mayor edad se encuentran los
promotores metilados en el alelo paterno. Esto no
sucede en el promotor P1 que permanece con acti-
vidad. Este es un claro ejemplo de cémo las células
empiezan a cambiar su metabolismo mediante
cambios epigenéticos. El envejecimiento provoca
un aumento en la metilacién del alelo activo provo-
cando su silenciamiento, pero el proceso debe ser
dirigido ya que el promotor P1 permanece sin mo-
dificaciones."

El gen IGF2 fue el primer Jocus en el cual se ob-
servé la caracteristica de expresién alélica diferen-
cial. Primero el hallazgo fue en ratén y luego se lo
caracterizé en humanos.®* A partir de alli y al es-
tar involucrado en la proliferacién celular fue que
se lo empezé a estudiar como posible integrante en
el proceso de carcinogénesis. Nos vamos a detener
en los estudios que se han hecho en el CCR.

Los primeros trabajos que empezaron a sugerir a
la IG como mecanismo potencial de una patologfa
fueron realizados en los sindromes de Beckwith-
Wiedemann y en el sindrome de Prader Willi, con-
firmandose luego que la pérdida de la IG del gen
IGF2 formaba parte del inicio y progresién de di-
chos sindromes.?** El sindrome de Beckwith-Wie-
demann presenta una predisposicién a generar tu-
mores embrionarios tales como el tumor de Wilms,
los cuales a su vez se caracterizan por la pérdida de
la heterocigosidad (LOH) del cromosoma 11p15.5.
LOH implica la pérdida de material genético. Estas
deleciones a veces involucran la pérdida de la tota-
lidad de un determinado gen, asi como de sus re-
giones flanqueantes. Si uno de los alelos se encon-
traba ya delecionado, desaparece la heterocigosis,
por lo que decimos que ha habido LOH. Se ha de-

mostrado que el 69% de los tumores de Wilms que

no presentaban LOH en el cromosoma 11p presen-
taban expresién bialélica del gen IGF2, sugiriendo
que la pérdida de la IG es un nuevo mecanismo epi-
genético en la carcinogénesis.”

Uno de los primeros trabajos en el cual analiza-
ron el estado de la IG del gen IGF2 en CCR fue el
de Kinouchi y col, en el cual encontraron un 38%
de expresién bialélica.” Otros trabajos corrobora-
ron estos resultados encontrando un 33% de pérdi-
da delaIG del gen IGF2 en CCR, confirmando los
resultados mediante inmunohistoquimica.”

Por lo tanto, la desregulacién de la IG del gen
IGF2 se encuentra involucrada en el CCR. Ade-
mis, la pérdida de la IG se ha encontrado con una
alta frecuencia en la mucosa normal de pacientes
con CCR, indicando que es una alteracién que
ocurre de forma temprana en la carcinogénesis. En
el mismo estudio encontraron también pérdida de
la IG en sangre periférica de cuatro pacientes que
presentaban pérdida de la IG del IGF2 en mucosa
y tumor.*®

Nuestro grupo ha encontrado pérdida de la IG
del IGF2 en el 36% de las muestras normales y en
el 60% de las muestras tumorales, tres de las cuales
presentaron expresién bialélica en mucosa y tumor,
sugiriendo que la mucosa se encontraba en un pe-
riodo de cambio hacia un fenotipo maligno. Otras
tres presentaban pérdida de la IG del IGF2 en teji-
do tumoral y no en mucosa, sugiriendo que se en-
contraban en un periodo menos avanzado (resulta-
dos no publicados). Asimismo, encontramos 6% de
pérdida de la IG del IGF2 al analizar la sangre pe-
riférica de los pacientes. Estos resultados sugieren
que ademds de ser una modificacién que ocurre en
el inicio del cdncer, puede llegar a ser un cambio a
nivel germinal hereditario, sugiriendo al estado de
la IG del IGF2 como un marcador predictivo del
CCR‘29,30

Actualmente se ha establecido que la pérdida de
la IG del IGF2 ocurre en el CCR de forma tempra-
na y generalmente en los tumores con localizacién
proximal.> A su vez se la encontré no asociada a los
cambios ambientales, insinuando que la pérdida de
la IG del IGF2 no aparece como un cambio am-
biental adquirido sino mds bien se comportaria co-
mo un factor de riesgo hereditario.” Ademds, un
tltimo trabajo evalué la estabilidad temporal del es-
tado de la IG.* Aunque la muestra analizada fue
chica, sus autores encontraron que la mayoria de los
individuos tenfan un estado de la IG similar a lo
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largo del periodo examinado y, ademds, no encon-
traron una asociacién significativa con el rango de
edades, sugiriendo que la pérdida de la IG del IGF2
no es un fenémeno adquirido con la edad sino mds
bien un fenémeno hereditario o congénito.

La ubicacién del gen IGF2 es particular ya que
se localiza de forma adyacente a la zona promotora
del gen H19. Al gen H19 se lo ha caracterizado co-
mo un ARN no codificante y cumpliria funciones
de gen supresor de tumores. Posee una expresién
monoalélica a partir del alelo materno. Junto con el
IGF2 se definieron como los primeros genes con
IG (Figura 1A).*** Se ha demostrado que en la ex-
presién de ambos genes interviene una zona regula-
toria que define el estado de la IG. A esta zona re-
gulatoria se la denominé Regién de Control de la
IG (RCIG) y se encuentra dividida por 4reas que
son propensas a la metilacién, llamadas zonas dife-
rencialmente metiladas (DMRs). En ratén, el
RCIG se encuentra dividido en 4 regiones mientras
que en humanos son 7 los DMRs. Cuando los
DMRs se encuentran sin metilar, un factor llamado
CTCEF se une al RCIG. El CTCF actda como un
aislador transcripcional que coloca limites entre el
enhancery los promotores de los genes. Una vez que
se une al ADN, éste puede actuar como un represor
o un activador dependiendo del sitio de unién. En
este caso cuando los DMRs del alelo materno se en-
cuentran sin metilar el CTCF se une y aisla a los
enhancers del IGF2 y como resultado obtenemos la
expresiéon del H19. Lo contrario ocurre en el alelo
paterno, alli obtenemos la expresién del IGF2. De
esta forma se regula la IG de ambos /loci. A esta re-
gulacién se la ha denominado "competencia entre
enhancers' >

Ademds, el gen IGF2 presenta DMRs (DMRo,
DMR: y DMR;) en el propio gen que regulan su
expresién. El DMRo ha sido uno de lo mds estudia-
dos y se localiza rio arriba del complejo de promo-
tores que se encuentran a partir del promotor Po.
Esta region es homdloga a una regién en el alelo
materno de raton que se la ha encontrado metilada
(dmro).” Los estudios en humanos encontraron en
un principio el mismo patrén de metilacién e iden-
tificaron pérdida de la metilacién del DMRo con
pérdida de la IG del IGF2, sugiriendo que existen
otras zonas que regulan la expresion del gen ademds
de la regulacién a partir del RCIG. La desregula-
cién de la IG involucra la expresién bialélica de los
tres promotores que presentan IG. Se observé que

estos tres promotores se desreprimen de forma si-
multdnea en el alelo materno. Dado que la diferen-
cia en la metilacién se produce rio arriba del primer
promotor con IG se ha sugerido que dicha regién
es un centro de metilacién que actda en cis provo-
cando el silenciamiento del alelo (Figura 1B).** Co-
rroborando estos resultados se ha encontrado hipo-
metilacién del DMRy en osteosarcoma, en céncer
de mama y en cdncer de ovario, pero sin una aso-
ciacién con la pérdida de la IG del IGF2, sugirien-
do que existirfa un mecanismo independiente de
desregulacién de la expresién (IG).*#' El grupo de
Cuiy col encontré6 pérdida de la IG del IGF2 aso-
ciado con la hipometilacién del DMRo del IGF2
miés que con el estado de metilacién del H19, sugi-
riendo que en CCR el DMR del IGF2 es més im-
portante para el mantenimiento de la IG que el
RCIG.* Estos resultados implican que los mecanis-
mos de regulacién de la IG pueden llegar a ser in-
dependientes del modelo de competicién por en-
hancer. Probablemente la IG de esta regién se en-
cuentre regulada por los DMRs presentes en el pro-
pio IGF2 mds que los situados entre ambos genes.

Se ha postulado el estado de metilacién de dicha
zona como un posible indicador predictivo del cdn-
cer, ya que encontraron que la hipometilacién del
DMRo posee mayor prevalencia que la pérdida de la
IG y que en el 36% de los casos los CCR presentan
hipometilacién del DMRo con una expresién mo-
noalélica del mismo.*

La desregulacién de la IG es una caracteristica
ya establecida no solo en el cdncer humano sino
también en otras patologias. En el CCR, la pérdi-
da de la IG del IGF2 constituye un primer paso
en la carcinogénesis, provocando un desbalance
en la proliferacién celular. Las causas que provo-
can los cambios en la metilacién en las zonas di-
ferencialmente metiladas son diversas y pueden
ser producidas por mutaciones en las proteinas
que mantienen el patrén de metilacién o bien por
factores externos. La proliferacién celular bajo
condiciones de stress puede resultar en cambios
genéticos y epigenéticos permanentes. Se ha ob-
servado en cultivos primarios expuestos a dichas
condiciones que el perfil de expresién de la tota-
lidad de los genes se encontré estable, salvo los
genes que presentan IG, los cuales se vieron mo-
dificados con su silenciamiento génico.* Por lo
tanto, son variados los factores que producen la
desregulacion de la IG.
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Figura 1. Regulacion de la expresion del gen IGF2.
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A. Impronta genémica normal del gen IGF2. Normalmente la IG del gen IGF2 se regula a partir de la region de control de la IG (RCIG), la cual se encuentra dividida por
siete zonas diferencialmente metiladas (DMRs). En el alelo materno dicha region se encuentra sin metilar por lo que el factor CTCF puede unirse, aislando al promotor
del gen IGF2 de los enhancers y permitiendo la expresion del gen H19. En el alelo paterno dicha zona se encuentra metilada impidiendo la unién del CTCF y permi-
tiendo la expresion del gen IGF2. Ademas, se ha observado que la expresion del gen IGF2 no se encuentra regulada Ginicamente por el RCIG, sino también por zonas
diferencialmente metiladas (DMRO) localizadas cerca de sus promotores. B. Pérdida de la impronta gendmica del gen IGF2. Al producirse la metilacion anormal en la
RCIG del alelo materno, el factor CTCF no se puede unir por lo que se permite sobreexpresion del gen IGF2 junto con el silenciamiento del gen H19. Por otro lado, se
debe observar hipometilacién del DMRO. Los circulos representan los DMRs, cuando se encuentran de color negro significa que estidn metilados, de lo contrario es
una zona no metilada. La flecha representa la expresion de los genes, cuando se encuentra con una x significa que el gen no se esta expresando.

Pérdida de la IG del gen IGF2 e inestabilidad
microsatélite

Los microsatélites son repeticiones en tandem de
secuencias simples de nucleétidos que aparecen a lo
largo del genoma humano. Las repeticiones involu-
cran de dos a seis dinucledtidos. Se les han adjudi-
cado funciones en la organizacién de la cromatina,

en la regulacién de los procesos metabdlicos del
ADN vy en la regulacién génica.” La maquinaria de
replicacién es propensa a deslizarse en las regiones
que contienen a los microsatélites produciéndose
mutaciones. Si dichas alteraciones no son reconoci-
das y reparadas por la maquinaria de reparacién de
errores (MMR), se originan adiciones o deleciones
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en las repeticiones de los microsatélites, resultando
en un cambio en el tamafno de los mismos en las cé-
lulas hijas. A dicho cambio se lo denomina inestabi-
lidad microsatélite (MSI). Por lo tanto, MSI es una
situacion en la cual un alelo microsatélite en la linea
germinal gana o pierde unidades de repeticién y, por
lo tanto, cambia su longitud somdtica.*

Los principales integrantes del sistema MMR en
los cuales se han observado mutaciones son las pro-
teinas hAMLH1 y hMSH2. La pérdida de funcién de
dichas proteinas resulta, ademds de la MSI, en una
acumulacién de mutaciones somdticas generalizada
a lo largo del genoma, en oncogenes y genes supre-
sores de tumores que juegan un papel fundamental
en la iniciacién y progresién del cancer.”

La MSI es una caracteristica temprana que se ob-
serva en el CCR y constituye un indicador de la ex-
pansién clonal tipica de la neoplasia ya que la alte-
racién puede ser detectada solo si muchas células
fueron afectadas por el mismo cambio. El fenotipo
MSI en el sindrome de Lynch requiere de una doble
inactivacién bialélica de los genes de la maquinaria
MMR. La primera inactivacién involucra la muta-
cién en la linea germinal, la segunda inactivacién se
puede dar por tres mecanismos posibles: mutaciones
somdticas, LOH o una alteracién epigenética. El
cambio a nivel del epigenoma se da a través de la
metilacién del promotor del gen hMLH1 provocan-
do su silenciamiento.” En el CCR esporddico la
MSI se presenta en el 15% de los casos y ocurre a
través de la metilacién del promotor de ambos ale-
los del hAMLH1.?

En 1997 el Instituto de Céncer de los Estados
Unidos establecié un panel de 5 marcadores de mi-
crosatélites (Bat 26, Bat 25, D2S123, D5S346 y
D17S250) para determinar el grado de MSI en tu-
mores. Si se encuentra inestabilidad en dos o mds
microsatélites, se lo denomina MSI-H, si se encuen-
tra en solo un microsatélite se lo denomina MSI-L,
y si no se encuentra inestabilidad en ningdin micro-
satélite, se lo denomina MSS.>*! Para la deteccién
de los casos MSI-H se ha observado que solamente
con el andlisis del microsatélite Bat-26 o del Bat-25
es suficiente para detectar la mayorfa de los casos
inestables.>

Los tumores MSI-H presentan caracteristicas
particulares como exhibir una mayor prevalencia en
el colon proximal, poseen un fenotipo pobremente
diferenciado, son diploides, a diferencia de los MSS
que presentan aneuplodia, y cambian rdpidamente
de pélipos benignos a malignos. Se los ha encontra-

do asociados a una sobrevida mds larga que los tu-
mores MSS o MSI-L y se ha sugerido que el pro-
néstico favorable se debe a que los tumores con
MSI-H son mds sensibles a la quimioterapia.”

Por lo tanto, la MSI estd directamente relaciona-
da con las alteraciones epigenéticas que se observan
en las células neoplsicas, dado que la metilacién de
los promotores de los genes del sistema MMR es
una caracteristica asentada en el inicio y desarrollo
del CCR. Es posible que asi como se produce esa
metilacién aberrante se produzcan metilaciones
andémalas en otros sitios, por ejemplo, en los sitios
de regulacién de la IG. En este caso estarfamos pen-
sando que la pérdida de la IG ocurrirfa antes o de
forma simultdnea con la MSI. De lo contrario el es-
tado MSI ocurre primero y a partir de esa desestabi-
lizacién que se observa en todo el genoma también
se desestabilizan los procesos de regulacién de la IG.
Diferentes trabajos han encontrado asociaciones sig-
nificativas entre la pérdida de la IG y MSI, como
por ejemplo, el grupo de Nishihara y col y el grupo
de Cuiy col encontraron pérdida de la IG del gen
IGF2 en el 91% de los casos con MSI y en el 12%
de los casos con MSS.77

Dado que en los casos esporddicos MSI se pre-
senta en el 16% al 37% del total y la mutacién so-
mitica del gen hMLH1 solo aparece en el 16%, se
han planteado otros factores genéticos o epigenéti-
cos que afectarfan a otros Joci conllevando al estado
de inestabilidad, como por e¢jemplo alteraciones en
genes que codifican a factores de la cromatina pue-
den afectar la replicacién del ADN 'y, por ende, la fi-
delidad en la IG provocando MSI y pérdida de la
misma.

Nakagawa y col observaron que la mayoria de los
casos esporddicos MSI (+) con pérdida de la IG  del
gen IGF2 presentaban hipermetilacién de los pro-
motores hMLH1 y p16. Una minoria de los MSS
presentaban pérdida de la IG del gen IGF2 (4/37,
11%) y ademds metilacién del p16, indicando que
la metilacién del p16 estd fuertemente asociada con
la pérdida de la IG atin en los casos MSS. Por lo tan-
to, estarfamos observando que el fenotipo metilador
no solo afecta al p16 y al A(MLH], sino también a la
regién de control de la IG del IGF2, resultando en
su desregulacién.”

Ohta y col encontraron que las muestras de
CCR que presentaban la IG normal del gen IGF2 se
localizaban en el colon distal, mientras que los CCR
con pérdida de la IG del gen IGF2 se localizaban en
el colon proximal (22,7% Vs. 56,6%), sugiriendo
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otra caracteristica que comparte con los casos MSL.*!

Lo mismo encontraron Sasaki y col: muestras
con pérdida de la IG del gen IGF2 y que presentan
caracteristicas similares a los MSI sin hallar una aso-
ciacién significativa entre ambos.” Estos autores su-
gieren que la pérdida de la IG del gen IGF2 se en-
cuentra involucrada en el desarrollo del CCR, pero
debe pertenecer a otro camino distinto.

Por lo tanto, hacen falta mds investigaciones pa-
ra determinar si existe una asociacién entre estas dos
caracteristicas. Aunque el IGF2 no participa del
conjunto de genes que presentan la caracteristica
CIMP (+), a este loci se lo encuentra metilado pro-
duciéndose su expresién bialélica. Dicha metilacién
se debe estar produciendo por un camino diferente

al de los CIMP.

pP57'”* (CDKN1C) y cancer de colon

El ciclo celular se regula por una serie de protei-
nas conocidas como ciclinas, cinasas dependientes
de ciclinas (CDK) e inhibidores de cinasas depen-
dientes de ciclinas (CDKI). En conjunto dichas
proteinas coordinan la secuencia de transiciones del
ciclo celular. La actividad de las cinasas dependen de
su unién con la ciclina apropiada, por lo tanto, las
ciclinas actdan como reguladores positivos de su ac-
tividad. Los CDKIs actdan como reguladores nega-
tivos y juegan un rol importante en la progresién
del ciclo celular.

A los CDKIs se los ha agrupado de acuerdo a su
estructura y a los distintos blancos que poseen. En-
contramos dos clases en la literatura, la clase INK4
(p161NK4a’ plSINmb’ PlSINK4c y p19INK4d), los cuales in-
hiben solo a las subunidades cataliticas CDK4 y
CDKG6, vy la segunda clase la familia Cip/Kip, los
cuales son capaces de inhibir la progresién del ciclo
celular uniéndose e inhibiendo a los complejos
CDKs de la fase G1, las ciclinas D, E y A. A dicha
familia la componen los siguientes inhibidores:
p21¢et, p27%et y p57*%2.7 Dada la funcién del gen
p57%#* su pérdida contribuirfa a una acelerada pro-
liferacion celular.

La proteina p57%# fue localizada en el nicleo y
se observé que presentaba una expresion tejido espe-
cifica a diferencia de los otros dos integrantes
(pzlcipl y p271<191).58

Cuando se iniciaron los estudios del gen p57*#*
se encontraron diferencias significativas en su expre-
sién entre muestras de tumor y mucosa normal, pe-
ro al no hallar mutaciones puntuales del gen en el

tejido tumoral, se empezd a sugerir que probable-
mente la diferencia observada se podria deber a mo-
dificaciones post-transcripcionales o post-traduccio-
nales, ademds de proponer que el gen presentarfa
IG‘SQ,GO

La IG del gen p57%# fue confirmada primero en
ratén, donde encontraron que el alelo paterno se en-
contraba reprimido y metilado. En ratén el gen ma-
pea en la regién distal del cromosoma 7 en un clus-
ter de genes con IG que incluyen al IGF2, el H19 y
el Mash2.” Luego fue caracterizado el mismo /locus
en humanos, localizdindose en el cromosoma
11p15.5 y se observé que también presentaba IG,
expresindose el alelo materno de forma preferencial,
pero se vio que la IG no era absoluta, el alelo pater-
no se expresa en bajos niveles en algunos tejidos y a
niveles comparables con el alelo materno en tejido
cerebral fetal y en algunos tejidos embrionarios.”
De los CDKIs, el p57%# es el tinico que presenta
impronta genémica.*

A partir de que se confirmé que el gen p57*2 es
un gen que presenta IG y que ademds se localiza en
una zona que se encuentra frecuentemente alterada
en céncer, fue que se inicio el estudio de su expre-
sién en diversas neoplasias y se llevaron a cabo algu-
nos trabajos en el CCR.%

Diversos trabajos han hallado irregularidades en
la expresién del gen p572. Por ejemplo, en el tu-
mor de Wilms se encontré una ausencia total de la
proteina en tejido tumoral al compararlo con la mu-
cosa normal.”® En cdncer hepdtico también se en-
contré una disminucidn significativa en la expresién
del p57%» y dicha disminucién fue vinculada con
una alta agresividad bioldgica.” En cdncer de mama
y de estémago no se encontraron mutaciones, pero
los niveles de ARNm estaban significativamente dis-
minuidos.”” Estos resultados sugieren que las altera-
ciones epigenéticas son de mayor importancia que
las mutaciones en la inactivacién de la expresién del
pS78e,

La pérdida de la IG del gen p57%#* se ha obser-
vado en cdncer de cabeza y cuello, encontrdndose un
13% de pérdida de IG, mientras que en la mucosa
normal correspondiente a cada tumor se observé ex-
presién monoalélica.®®

En CCR no se han llevado a cabo muchos estu-
dios. Se ha encontrado una correlacién significativa
entre la baja expresién de p57*#* y el tamafio del tu-
mor. Ademds, se demostré que la proteina aumenta
su expresién de la mucosa normal a adenomas pero
disminuye la misma cuando pasa de adenoma a car-
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cinoma primario sugiriendo que la pérdida del
p57%% ocurre de forma tardia en la carcinogénesis
colorrectal.” Estos resultados también han sido ob-
servados en tiroides y ovario.””"

Dentro de los mecanismos de inactivacién que se
han observado para la pérdida de expresién de la
proteina, todos involucran alteraciones en la metila-
cién del genoma. En efecto, se ha observado en li-
neas celulares géstricas tratadas con inhibidores de
HDAC (n-butyric o TSA) una activacién de la ex-
presién del ARNm vy al tratar con agentes demeti-
lantes (5-aza-2’-deoxycytidina) también se observa
un incremento en la expresion. Estos resultados su-
gieren que el gen p57%# se inactivaria por la forma-
cién de heterocromatina con las HDAC y también
estarfa involucrada la metilacién del promotor.”
Ademds, se observé metilacién en islas CpGs que se
encuentran en la regién de inicio de la transcripcién
de lineas celulares de CCR y cuando se las trat6 con
5-azacitidina se restablecié su expresién. También se
observé en el mismo estudio, mediante inmunopre-
cipitacién con anticuerpos anti-H3 y H4, el estado
de deacetilacién de las histonas que presentaban la
regién promotora metilada, corroborando la hipéte-
sis de que la metilacién gendmica y la deacetilacién
de histonas juegan un rol importante en el silencia-
miento del p57%e2

Epimutaciones

Se llaman epimutaciones a las metilaciones he-
mialélicas que se producen en la linea germinal de
un gen. El término epimutacién se empezé a definir
cuando un estudio encontré un paciente que pre-
sentaba la mayoria de los signos para definir un
HNPCC, pero sin la mutacién germinal del gen
hMLHI1. Al analizar el estado de metilacién del pro-
motor del hMLHT1 hallaron hipermetilacién de uno
de los alelos en sangre periférica y en tejido tumoral.
Lo que habia desencadenado la neoplasia fue la
inactivacién del alelo normal.”” Al no poseer mues-
tras de sangre periférica de familiares del paciente
los investigadores no pudieron definir la herencia
del alelo metilado, pero si demostraron la existencia
de metilaciones que se producen en otros tejidos no
siendo neopldsicos. La transmisién vertical se de-
mostré cuando encontraron la epimutacién en los
espermatozoides de un paciente que presentaba
multiples tumores, todos con deficiencias del siste-
ma MMR, pero sin mutaciones en los mismos.™
Encontraron la metilacién hemialélica en sangre pe-

riférica, en foliculos capilares y en mucosa bucal
dando por sentado que era una alteracién somdtica.
Aunque encontraron que el alelo metilado era de
origen materno, al estudiar a la madre y a otros pa-
rientes no encontraron la misma variacién sugirien-
do que la epimutacién aparecié de novo.”” Hitchins
y col también demostraron la transmisién vertical
en una familia a partir de una paciente que presen-
taba la epimutacién somdtica. Dos de sus hijos pre-
sentaban la epimutacién de origen materno, pero
ésta habia revertido produciéndose la expresién bia-
lélica del hAMLH1, mientras que el tercer hijo tam-
bién habia heredado el alelo materno, pero no se ha-
bia producido la reversién, estando con un alto ries-
go de perder la expresién monoalélica del gen. De
este ultimo portador se estudiaron sus espermato-
zoides y estaban libres de la epimutacién.” Aparen-
temente el proceso normal de la gametogénesis per-
mite la correccién de la epimutacién mediante el
borrado que se produce de las metilaciones de los
genes que presentan IG en las células germinales
primordiales. Esto se observa en los hijos que no
presentan la hemimetilacién, pero si heredaron el
alelo materno y también se observa en las células
germinales del individuo que mantuvo la hemimeti-
lacién. En este dltimo caso se refleja una resistencia
a la reprogramacién a través de un incompleto bo-
rrado o de una retencién de la memoria epigenética.
Por lo tanto, las epimutaciones aparentan ser rever-
sibles entre generaciones, presentando una herencia
no mendeliana.

Metabolismo del folato y cincer colorrectal

La epigenética, a través de la metilacién del
ADN, forma parte del inicio y de la progresién del
CCR. El metabolismo del folato es el principal cami-
no para la obtencién de los sustratos para la metila-
cién del ADN vy se encuentra restringido principal-
mente por los componentes de la dieta. Estudios mi-
gratorios en los cuales se ha observado que las perso-
nas que migran de paises con bajo riesgo de CCR a
paises en donde el riesgo es superior adoptan en una
o dos generaciones el riesgo del pais al cual emigra-
ron. En dichos estudios la principal caracteristica fue
el cambio en la dieta. Las condiciones ambientales
pueden conferir diferentes actividades a los mismos
genes. A partir de aqui se encuentra una relacién en-
tre la epigenética y los factores nutricionales.”

La reserva monocarbonada de la célula es muy
importante ya que de ella depende la sintesis de los
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aminodcidos, de las purinas, de las pirimidinas y la
generacién de la metionina. Todas estas moléculas
son vitales para la mayoria de los caminos metabéli-
cos y su produccién depende exclusivamente de lo
que obtiene la célula del medio externo. Para que la
unidad de carbono sea transferida en la sintesis de
las moléculas, ésta debe ser activada por un trans-
portador. Por lo tanto, la reserva monocarbonada
comprende las unidades de carbono unidas a deter-
minados transportadores. Los principales transpor-
tadores del carbono son el folato y la S-adenosilme-
tionina (SAM).

La SAM es un compuesto de alta energfa forma-
do por la condensacién del aminodcido metionina
con ATP. Representa el dador principal de grupos
metilo para el ADN, ARN, hormonas y neurotrans-
misores. Por otro lado, la forma activa del folato es
la 5, 6, 7, 8 tetrahidrofolato (THF). Tanto el folato
como la metionina deben ser obtenidos en la dieta.
Por lo tanto, es importante una dieta balanceada
que incorpore estos compuestos para que el metabo-
lismo celular funcione normalmente. Las fuentes
mis ricas de folatos son principalmente las verduras
de hojas, las frutas, la levadura y el higado.”” Dado
que se han observado en el cdncer variaciones en la
metilacién del genoma (hipometilaciones e hiper-
metilaciones), resulta de suma importancia el estu-
dio del metabolismo del folato en el CCR. Se pos-
tula que dichos cambios en la metilacién del geno-
ma pueden ser producidos en algunos casos por una
disminucidn de estos nutrientes en la dieta.””® Aun-
que existe una discrepancia en los resultados obteni-
dos de los estudios que se han realizado, es funda-
mental definir si existe una asociaciéon entre el me-
tabolismo del folato y el cdncer, ya que el factor am-
biental en las neoplasias esporddicas es principal en
la carcinogénesis.

El primer paso del metabolismo del folato es la
reduccién del folato a THF a través de la enzima di-
hidrofolato reductasa. Luego una unidad de carbono
de la serina o de la glicina es transferida a la THF
para formar 5,10 metilenetetrahidrofolato. Este tlti-
mo es utilizado para la sintesis de timidinas, purinas
o bien se reduce a 5-metil-THE, mediante la enzima
metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR). El 5-
metil-THF es utilizado para metilar las homocistei-
nas para formar metionina a través de la metionina
sintetasa, las cuales luego se convierten a SAM y son
utilizadas para la metilacién de ADN.

El metabolismo del folato se puede ver interrum-
pido a partir de diferentes causas como por ejemplo

disminucién de los sustratos, mutaciones en las en-
zimas involucradas en el proceso o disminucién de
sus actividades debido a polimorfismos. Se sabe que
ciertos polimorfismos presentes en los genes produ-
cen la reduccién de la actividad de la enzima que
van a codificar. Por ejemplo, la MTHEFR presenta
una variante en la linea germinal que comprende
una sustitucién de una citosina por una timidina en
la posicién 677, convirtiendo una alanina a una va-
lina en la secuencia proteica. Dicho cambio resulta
en una enzima termoldbil con una disminucién en
su actividad.”

Se ha reportado que individuos homocigotas pa-
ra la variante T'T presentan un 30% de la actividad
enzimdtica mientras que los individuos heterocigo-
tas CT poseen un 65%.% La reduccién de la funcién
provocarfa una disminucién en el sustrato que se
utiliza para metilar la homocisteina y de esa forma
generar SAM. De forma tedrica se observarfa una
reduccién en el sustrato para la metilacién del ADN
y, por ende, se producirfa una hipometilacién del
genoma, efecto que se observa en el CCR.

Son varios los trabajos en los cuales se ha asocia-
do una disminucién del riesgo a padecer CCR con
el genotipo TT de la MTHFR, sugiriendo un efec-
to protector del alelo T.** En un estudio que se rea-
liz6 con individuos con el sindrome de Lynch que
presentaban una mutacién confirmada de un gen
del sistema MMR y ademds eran homocigotas para
el alelo normal del MTHER, se observé que desa-
rrollaban CCR mds temprano que los individuos
con una o dos copias del alelo T, corroborando los
resultados de proteccién del alelo T.** Sin embargo,
también se encontraron resultados opuestos a los
anteriores en los que el genotipo T'T se asocia como
factor de riesgo.*

El fenotipo metilador (CIMP) es una caracteris-
tica del CCR que involucra la hipermetilacién de las
islas CpGs de determinados promotores llevando al
silenciamiento de la transcripcién génica. La metila-
cién anormal del promotor del gen hMLH1 es un
ejemplo del grupo CIMP que da lugar a la mayorfa
de los CCR esporddicos con fenotipo MSI+. Se han
observado en diferentes trabajos que los individuos
que presentan el genotipo TT de la MTHEFR son
mds susceptibles a desarrollar CCR mediante el ca-
mino de la inestabilidad microsatélite* y ademads
se ha encontrado hipermetilacién del promotor del
gen hMLHI1 en pacientes que presentaban ese poli-
morfismo de la MTHFR.¥

Asimismo, se observé que la relacién entre el po-
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limorfismo TT y MSI se encuentra influenciada por
la adquisicién del folato, dado que entre individuos
con una adecuada ingesta de folato la combinacién
de los dos polimorfismos del gen MTHER (C677T
y A1298C) se ha asociado con una disminucién del
riesgo de CCR. Este efecto protector no se observé
en los individuos con baja ingesta de folato. Lo que
debe estar ocurriendo es lo siguiente: ante una ade-
cuada ingesta de folato, aunque la actividad de la
enzima MTHEFR es baja, suficiente cantidad de fo-
lato es convertido a 5-metilenetetrahidrofolato para
cubrir las necesidades de los grupos metilo en el me-
tabolismo. Sin embargo, este grupo de investigado-
res no encontrdé la misma asociacién entre el poli-
morfismo del MTHEFR vy el estado MSI. Suponen
que la reducida actividad de la MTHEFR favorece a
la sintesis de ADN vy a los sistemas de reparacion,
disminuyendo la incorporacién errénea de uracilos,
resultando en tumores estables (MSS).”

La metionina sintetasa (MS) forma parte del ca-
mino metabélico del folato cumpliendo la funcién
de metilar la homocisteina a metionina, utilizando
un grupo metilo donado por la 5-metilenetetrahi-
drofolato. El gen de la MS posee un polimorfismo
(A919G) en la posicién 2756, resultando en un
cambio de una asparagina por una glicina en la po-
sicién 919 del transcripto, lo que provoca la altera-
cién funcional de la misma.” Diversos estudios han
encontrado una asociacién significativa entre el ge-
notipo GG y una disminucidn en el riesgo de pade-
cer CCR. Ademds, se observé un aumento en los ni-
veles de homocisteina y se ha observado que indivi-
duos con cincer que presentan dicho polimorfismo
exhiben una reduccién significativa de la metilacién
en regiones CpGs de genes supresores de tumores.
De forma tedrica la disminucién en la actividad de
la MS resulta en una merma en el poo/ de SAM, lle-
vando a una reduccién en la metilacién del ADN.

El efecto protector del polimorfismo se observa
en los estadios mds avanzados debido a que produce
una cierta inhibicién del uso de la metionina para el
crecimiento tumoral y también una disminucién en
la hipermetilacién de las islas CpGs de los genes su-
presores de tumores.””

La MS puede resultar inactiva debido a la oxida-
cién de su cofactor, la vitamina B12. Para que la MS
vuelva a tener actividad depende de la remetilacién
de la vitamina B12 via la metionina sintetasa reduc-
tasa (MSR).” Se ha observado que variantes alélicas
del gen MSR (A66G) generan una enzima con me-
nor afinidad por la MS y se lo ha asociado con una

disminucién en el riesgo de CCR.”* Por lo tanto,
no solo un polimorfismo presente en la MS puede
alterar su actividad, sino también un polimorfismo
presente en una enzima que regula su funcién. Con-
tinuando con esta linea, en otro estudio no encon-
traron una asociacién entre el polimorfismo A919G
y el riesgo de CCR, pero si hallaron una disminu-
cién en el riesgo de CCR cuando se presentan los
polimorfismos que resultan en una disminucién en
la actividad de la timidina sintetasa (TS). La dismi-
nucién de la enzima TS conlleva una disminucién
en la sintesis de ADN y por ende una reduccién en
la replicacién celular.”

Por lo tanto, se podria concluir que, de ser la des-
regulacién del metabolismo del folato una de las
causas de la metilacién anormal que se observa en
las células neopldsicas, no es motivo de un solo po-
limorfismo presente en las enzimas involucradas en
el camino. Se tratarfa de una interaccién génica en-
tre varios polimorfismos o, mejor dicho, del desba-
lance de varias actividades enzimdticas involucradas
en el mismo proceso.

Conclusiones

La epigenética, ya considerada una de las causas
del cdncer, nos provee de una herramienta para de-
finir las alteraciones que preceden al inicio de la
neoplasia y para predecir el posible hecho de pade-
cerla. El estudio de la impronta genémica del gen
IGF2 nos acercé a esta idea cuando inicialmente se
observé la desregulacién de su impronta genémica
en tejido normal adyacente al tumor, sugiriendo que
dicho cambio se produjo en el inicio de la carcino-
génesis. Asimismo, fue observado en sangre periféri-
ca, proponiéndoselo como un cambio a nivel germi-
nal. La pérdida de la impronta genémica funciona-
rfa como un marcador biolégico para la deteccién
temprana del cdncer.

Un segundo paso es precisar el mecanismo por el
cual se establecen los patrones epigenéticos y deter-
minar las regiones involucradas en el proceso del si-
lenciamiento de un alelo. En el caso del IGF2, se
pensé en un principio que la regulacién se hallaba
solamente en la zona que comparte con el H19.
Hoy en dia ya se ha establecido que existen otras zo-
nas diferencialmente metiladas en el propio gen que
regulan su expresién. En el gen p57% la regulacién
estd dada por metilaciones en la zona promotora.

Mediante la utilizacién de determinadas drogas
se pueden revertir las alteraciones epigenéticas ob-
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servadas en el tejido. Estas son estrategias que atn
estdn en estudio dado que deben ser dirigidas direc-
tamente al tumor sin que afecten las metilaciones
normales de otras células. Por lo tanto, en un prin-
cipio la epigenética nos estarfa dando respuestas a
un nivel de pronéstico y diagndstico, pero no de tra-
tamiento.

Los factores de la dieta se encuentran relacionados
con la epigenética, afectando el poo/ de los sustratos
para la metilacién normal del ADN. Se ha demostra-
do que una buena ingesta de folatos previene el CRC.

Hallar una caracteristica predictiva en un exa-
men de sangre facilitarfa el diagnéstico. Ademds de
ampliar las propiedades del tumor con el estado de
la impronta genémica y la inestabilidad microsatéli-
te, la presencia de epimutaciones permitirfa estable-
cer un prondstico més acertado de la enfermedad,
asi como también un tratamiento acorde al estado
epigenético del tumor. Eventualmente las alteracio-
nes epigenéticas observadas en los tejidos nos dardn
un marco de accién para el paciente.
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