Revista Cubana de Endocrinologia..2010; 21(3)340-350 340

REVISION BIBLIOGRAFICA

Metilacion y expresion de genes en el cancer
diferenciado de tiroides

Methylation and expression of genes in thyroid differentiated
cancer

Maria Teresa Marrero Rodriguez

Licenciada en Biologia. Investigadora Agregada. Instituto Nacional de
Endocrinologia. La Habana, Cuba.

RESUMEN

En los ultimos afios ha cobrado importancia el estudio de las alteraciones
epigenéticas en el desarrollo del cancer. La metilacion del acido desoxirribonucleico
es el cambio epigenético mas frecuente e importante hasta ahora estudiado, y tiene
un importante papel en la regulacién transcripcional de genes. Recientemente se ha
observado que existen patrones de metilacién anormales en muchos tipos de
canceres, incluyendo el cancer de tiroides, los cuales conducen a la inactivacion de
genes supresores de tumores y a la inestabilidad del genoma. La metilacion de
genes especificos, tales como, el cotransportador de yodo/sodio, la tiroglobulina y
el receptor de la hormona estimulante del tiroides en el cancer diferenciado de
tiroides, es una de las causas de fallo en el tratamiento de los pacientes con esta
enfermedad. Se ha iniciado el tratamiento con agentes desmetilantes en los
pacientes con cancer de tiroides que presentan una alteracion genética por
metilacion, a fin de corregir estas alteraciones, restablecer la funcion, y con ello, la
posibilidad de que el tratamiento sea efectivo.

Palabras clave: Epigenética, metilacion, agentes desmetilantes, acido
desoxirribonucleico (ADN), genes, cancer diferenciado de tiroides.

ABSTRACT

In past years the study of epigenetic alterations in the cancer development
becomes significance. The methylation of desoxyribonucleic acid is the more
frequent and important epigenetic change until now studied and play a significant
role in the transcription regulation of genes. Recently it was noted the existence of
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abnormal methylation patterns in many types of cancer, including the thyroid one,
which leading to inactivation of tumor suppressors genes and to genome instability.
The methylation of specific genes such as the co-transporter of iodine/sodium, the
thyroglobulin and the receptor of thyroid stimulant hormone (TSH) in the thyroid
differentiated cancer, is one of the failure cause in treatment of patients presenting
this disease. In patients with thyroid cancer it has been initiated a treatment with
demethylation agents in patients with abovementioned cancer with a genetic
alteration due to methylation to correct these alterations, to restore the function
and thus the possibility of a effective treatment.

Key words: Epigenetic, methylation, demethylation agents, desoxyribonucleic acid
(DNA), genes, thyroid differentiated cancer.

INTRODUCCION

Las células somaticas de un organismo pluricelular tienen basicamente la misma
informacidn genética, no obstante, cada uno de los tipos celulares que forman parte
del organismo tienen una estructura y funcién caracteristica. Esto se debe a la
expresion diferencial del genoma, la cual es regulada principalmente por
mecanismos epigenéticos.

El término epigenética ha sido definido como: "los cambios heredables en la
expresion génica que ocurren sin una alteracién en la secuencia de nucleétidos del
acido desoxirribonucleico (ADN)".* Asi, un mecanismo epigenético puede ser
entendido como un sistema complejo para utilizar selectivamente la informacion
genética, activando y desactivando diversos genes funcionales.'® Dentro de los
procesos mas estudiados en este campo, se encuentran la metilacion del ADN y la
acetilacion de las histonas.*

La metilacion del ADN constituye un marcador epigenético que identifica la cadena
molde durante la replicacién del ADN y regula la expresién génica, la impronta
gendmica y a los transposones.’ Las alteraciones en la metilacion del ADN se
asocian con diferentes enfermedades, especialmente las relacionadas con
afectaciones en el proceso de transformacion celular. En este sentido, diversas
evidencias han demostrado la importancia de los mecanismos epigenéticos en la
regulacién transcripcional de genes supresores de tumores y oncogenes.

DESARROLLO

Los cambios en el estado de metilacion (hipometilacidon e hipermetilacién) de genes
que participan en la reparacion del ADN, regulacion del ciclo celular y crecimiento y
adhesion celular, promueven la transformacion celular maligna. Dichas alteraciones
pueden aparecer antes en células premalignas o durante la progresion del tumor, y
participar en la severidad y/o en el grado de malignidad. En la actualidad se han
logrado detectar alteraciones epigenéticas en varios tipos de canceres, como el de
colon, estbmago, prdéstata, mama vy tiroides. En este Ultimo, se ha observado
metilacion en la region promotora de los genes que codifican para proteinas
especificas del tiroides, como son: el receptor de tirotropina (TSHr) y el
cotransportador yodo/sodio (NIS),” que conducen a un silenciamiento de los mismos
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genes, y por tanto, a una progresiva pérdida de la expresién de estas moléculas, lo
cual provoca que este tema sea un topico de gran relevancia médica.

Esta revisién se centra en describir los mecanismos generales de la metilacién del
ADN vy su relacion con la expresion de genes en el cancer diferenciado de tiroides.

1. Metilacion del ADN

La metilacion es un fendmeno fisioldgico importante en la regulacién de la
expresion de los genes en mamiferos, principalmente durante la embriogénesis, y
es de vital importancia para mantener el silenciamiento genético con el fin de
regular, de manera adecuada, la expresion de los genes, y asegurar un desarrollo
normal del ser humano. Se ha observado en diversas especies de bacterias,
algunos hongos, plantas y organismos superiores.

En las bacterias, es parte de un mecanismo de defensa para reducir la cantidad de
transferencia génica horizontal entre las especies.® En los mamiferos, la metilacion
del ADN se refiere a la insercidon de un grupo metilo (CHs) en la posicion 5 de la
base nitrogenada dioxicitosina (dc) para formar 5-metilcitosina. Es una reaccién
enzimatica catalizada por la ADN metiltransferasa (DNMT) en presencia de un
sustrato (S-adenosilmetionina) donador de grupos metilo (figura 1).

Citosina S-metilcitosina
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DNA
metiltransferasa
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i - I
S-adenasilmetionina S-adenosilhomocisteina

Fig. 1. Reaccion de metilacion del ADN.

La 5-metilcitosina se encuentra en los dinucledtidos citocina-guanina (CpG), que no
estan distribuidos uniformemente en el genoma humano. En el 98 % del genoma,
los CpG estan presentes como promedio 1 vez por cada 80 dinucleétidos, y existen
regiones de 200 pares de bases (pb) con una frecuencia 5 veces mayor de
dinucledtidos CpG, denominadas islas CpG.®

Aproximadamente del 60 al 90 % de todas las secuencias CpG dispersas en el
genoma estan metiladas, mientras que las correspondientes a las islas CpG
localizadas en la mayoria de los genes de mantenimiento celular, no lo estan. En
general, las islas CpG se localizan entre la regidn central del promotor y en el sitio
de inicio de la transcripcion, observandose represién en la expresion del gen cuando
se encuentran metiladas.’

La asociacion de la metilacion del ADN con la represidon génica fisioldgica se sugirio
por primera vez hace casi 30 afios;’ mientras que su participacién en procesos
patoldgicos se demostrd en 1990, cuando se evidencio la asociacion entre la
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metilacién de las islas CpG° y la inactivacién de genes en lineas celulares de origen
tumoral.

Dentro de los procesos fisioldgicos involucrados se encuentran: la regulacion
transcripcional, el mantenimiento de la estabilidad cromosémica, la modulacion de
la estructura de la cromatina, la inactivacion de uno de los cromosomas x en
mujeres, la impronta gendmica, y el silenciamiento de retrotransposones.!!'*? por
ejemplo, en el caso de la impronta, la metilacion de ADN como patrén hereditario,
puede determinar cudl de los alelos (el proveniente de la madre o el del padre) se
expresa, o si finalmente lo hacen ambos.'*!* La expresién de un solo alelo
supondria una menor actividad de la proteina relacionada, mientras que la
expresién de ambos, una actividad aumentada, lo que lleva a manifestaciones
fenotipicas diferentes que podrian ser patoldgicas.

Estas variaciones en la impronta podrian explicar las caracteristicas fenotipicas que
desaparecen y reaparecen al cabo de varias generaciones, también aclararia las
diferencias registradas en algunas enfermedades como la DM 2, que se manifiesta
en diferentes edades en los miembros de una misma familia; e igualmente
explicaria enfermedades en gemelos idénticos, como la esquizofrenia, que puede
afectar a solo uno de ellos.*>1®

Otras enfermedades asociadas con procesos de metilacion de ADN son: el
immunodeficiency, centromere instability, facial anormalies (sindrome ICF) causado
por una mutacién que inactiva el gen de la ADN metiltransferasa 3; el sindrome de
Rett, causado por mutaciones en el gen MECP2, las cuales definen el espectro de
sus formas clinicas del mismo;*’ y los sindromes de Prader-Willi y Angelman,
causados por la misma delecion en el cromosoma 15, pero con manifestaciones
diferentes en dependencia de si el cromosoma afectado es el materno o el paterno
por el fendmeno de impronta.*®

Se ha encontrado que el ADN de células normales puede ser metilado de novo y
propiciar el silenciamiento de genes supresores de tumores, asi como la
desregulacién de los mecanismos de control en el ciclo celular.!®?° Un nimero
significativo de islas CpG son susceptibles de metilacion progresiva en ciertos
tejidos durante el proceso de envejecimiento o en los procesos neoplasicos; sin
embargo, la velocidad con que ocurren estos cambios parece ser muy lenta.?!

Recientemente se ha observado que existen patrones de metilaciéon anormales o
una metilacion aberrante en muchos tipos de cancer (hipermetilacion e
hipometilacion), los cuales conducen principalmente a la inactivacion de genes
supresores de tumores y a la inestabilidad del genoma.?? En el caso del cancer, la
investigacion se encuentra ante una paradoja: por un lado, se ha demostrado que
hay una hipermetilacion restringida a determinadas regiones del ADN; y por otro
lado, existe una hipometilacidon generalizada del genoma (figura 2) en presencia de
un aumento de la actividad de DNMT.*?
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Fig. 2 . Participacién de |la metilacidon del ADN en procesos fisioldgicos y patolégicos.

La hipermetilacion de las islas CpG ha sido el fendmeno mas estudiado de los
asociados con el cancer. La hipermetilacién de promotores de genes supresores de
tumores como p6/CDKN2, Rb, p21, BRCA1, genes de reparaciéon de ADN como
hMLH1 y otros, como el receptor de estréogeno, provocan su represién en tejidos
cancerosos.”* Se ha propuesto que la hipometilacién generalizada podria
desestabilizar el genoma, al activar las secuencias transponibles de ADN,
denominadas genes saltarines. El descontrol de estos elementos puede causar
mutaciones de tipo insercional e inactivar genes de control de la proliferacién y el
crecimiento.??° La hipometilacién podria generar una inestabilidad cromosdémica,
como la observada en el sindrome ICF,'?

1.1 Metilacién y cancer

El proceso de carcinogénesis comprende una serie de alteraciones genéticas y
epigenéticas que son acumuladas en las células y que terminan por permitir su
crecimiento no regulado. Posiblemente el cancer es uno de los procesos patoldgicos
en el que mas se ha estudiado la metilacién del ADN. Existen numerosos datos que
indican que26las células tumorales, invariablemente, presentan diversas alteraciones
en el ADN.

En el origen y desarrollo de células neoplasicas malignas juegan un papel
fundamental 2 tipos de genes: los oncogenes y los genes supresores de tumores,
cuya activacion o inactivacion esta directamente relacionada con la transformacion
celular. La gran mayoria de ellos forman parte de rutas de sefializacién encargadas
de controlar el ciclo celular, la apoptosis, la diferenciacion celular, la integridad del
genoma y las reacciones morfogenéticas.?’ Otros factores implicados en el
desarrollo del cancer son los cambios epigenéticos: metilacidon del ADN y
modificacion de histonas. De hecho, los cambios en el patrén de metilacion pueden
ser tan importantes como las mutaciones génicas o el cambio del nimero de copias
de un gen.?®

Los patrones de metilacion varian en respuesta a cambios en la dieta,
polimorfismos genéticos y la exposicion a agentes quimicos, que, junto con la
modificacion de histonas, pueden conllevar a dafos severos a la salud, como son,
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las enfermedades congénitas, las neurodegenerativas, la ateroesclerosis y el
4 29
cancer.

Los genomas de las células preneoplasicas, cancerosas y envejecidas comparten 3
cambios importantes en los niveles de metilaciéon, como eventos tempranos en el
desarrollo de algunos tumores. Primero, la hipometilacién de la heterocromatina,
que conduce a una inestabilidad genémica e incrementa los eventos de
recombinacion mitotica; la segunda, la hipermetilacion de genes individuales; vy,
finalmente, la hipermetilacion de las islas CpG de genes constitutivos y genes
tumor supresor.

Los 2 niveles de metilacién pueden presentarse en forma individual o simultanea.
En general, la hipermetilacion esta involucrada con el silenciamiento de genes y
provoca represion transcripcional debido a un cambio estructural de la cromatina,
que la hace inaccesible a los factores de transcripcion. De esta manera, se inactivan
genes supresores de tumores, lo que se pensaba que ocurriese exclusivamente por
delecién alélica o mutacion, y la hipometilacién con la sobre-expresion de ciertas
proteinas involucradas en los procesos de invasion y metastasis (oncogenes), que
provocan inestabilidad genémica.?°

2. Metilacion y cancer diferenciado de tiroides, estrategias actuales para su
tratamiento

El cancer diferenciado de células foliculares del tiroides es la neoplasia endocrina
mas frecuente, y constituye el 1 % de todos los cadnceres en humanos.' Es
generalmente sensible al tratamiento convencional y tiene un buen prondstico, sin
embargo en el 30 % de los pacientes con enfermedad persistente o recurrente,
puede ocurrir desdiferenciacion celular, caracterizada por la pérdida de las
propiedades y funciones especificas de la célula folicular tiroidea, lo que hace que el
tumor sea inaccesible a los tratamientos convencionales.

Los tirocitos son células altamente diferenciadas y expresan genes que codifican
para proteinas especificas como la tiroglobulina (Tg), tiroperdxidasa (TPO), receptor
de tirotropina (TSHr) y el NIS, asi como factores transcripcionales, tales como,
factor de transformacién tiroideo 1y 2 (TTF-1 y TTF-2) y Pax 8.

Los tirocitos normales, por la presencia de cambios en determinados genes, pueden
transformarse en células tumorales y sin embargo conservar propiedades
especificas. Una acumulacion de alteraciones en genes relacionados con la
proliferaciéon y diferenciacion celular, puede conllevar al desarrollo progresivo de
carcinoma pobremente diferenciado, y por ultimo, a carcinoma indiferenciado.
Durante dicho proceso de desdiferenciacion, la célula tumoral pierde la capacidad
de expresar genes especificos del tiroides, incluyendo aquellos involucrados en la
captacién y organificacion del yodo, sintesis de Tg y expresién del TSHr.3134

De lo anterior se comprende que la ablacién con yodo radiactivo y el tratamiento
supresivo resultan inefectivos en este grupo de pacientes. Por otra parte, estos
tumores habitualmente no responden a tratamientos alternativos oncoldgicos
(radioterapia externa o quimioterapia sistémica), y aunque el mecanismo molecular
del silenciamiento de estos genes es aun desconocido, si se conoce que la
metilacion juega un papel importante.

En los tumores tiroideos, muchos de los genes especificos se encuentran metilados
en su regién promotora, incluyendo los que codifican para el NIS®?*®> TSHr.3¢ El
silenciamiento de estos genes puede provocar progresion o desdiferenciacion del
cancer de tiroides. Por ejemplo, empleando lineas celulares de tumores tiroideos
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humanos, se ha encontrado una metilacién aberrante en el gen NIS y el
consiguiente silenciamiento de su expresién, lo que fue revertido después del
tratamiento de las células con agentes desmetilantes.?>3” También se ha reportado
que la expresion del gen TSHr se encuentra frecuentemente silenciada en el cancer
epitelial tiroideo asociado con una disminucién o ausencia de la captacion de yodo
regulado por la TSH. Se plantea que una de las vias del silenciamiento de este gen
sea la metilacién aberrante en su regiéon promotora, demostrada en lineas celulares
de tumor tiroideo y muestras de tejido de cancer de tiroides. Estos resultados
confirman los estudios realizados en lineas celulares en ratas®® y muestran que la
pérdida de la expresion del gen TSHr es solamente observada en tumores tiroideos
malignos.

Dentro de las actuales estrategias para el tratamiento del cancer folicular del
tiroides, la ablacién posquirurgica del remanente tiroideo con yodo radiactivo
desempefia un papel fundamental. Esta terapéutica presenta la ventaja de ser
también eficaz frente a las metdastasis; no obstante, en algunos casos, la célula
folicular neoplasica pierde la capacidad para captar y concentrar yodo, y con ello, la
posibilidad de ser tratada eficazmente mediante este procedimiento.3%%°

La expresion del NIS es necesaria para el transporte del yodo al interior de la célula
tiroidea, y por tanto, para la captacidon de yodo radioactivo durante el tratamiento
de las células tumorales. Existen evidencias que algunas lineas celulares de
carcinoma papilar presentan modificaciones (cambios epigenéticos, ya sean
metilaciones o acetilacion de histonas) en el promotor del NIS, lo cual condiciona la
disminucion de su expresion.*® A diferencia de los cambios genéticos (por ejemplo,
las mutaciones) la reversibilidad de los cambios epigenéticos ha conducido a una
ampliacidon de las terapias epigenéticas, seleccionando deacetilasas de histonas
(HDAC) y agentes desmetilantes del ADN.*™*3

Es bien sabido que ciertos agentes desmetilantes tienen un efecto terapéutico en
algunos tipos de céanceres. La 5-azacitidina es un agente desmetilante que ha sido
capaz de restaurar la captacién de yodo en algunas lineas celulares de cancer de
tiroides.>? Dicha observacién se encuentra avalada por el hecho de que el
tratamiento de lineas celulares de carcinoma indiferenciado de tiroides logrd
restablecer la funcion del NIS.** Ademas, dicho tratamiento aumentd la expresion
de otras proteinas especificas del tiroides, y logré hacer al tumor mas susceptible a
la terapia convencional con yodo radiactivo.*

Dichos farmacos logran que pueda iniciarse la transcripcion de los genes que
estaban relacionados con los nucleosomas afectados, lo que lleva a la diferenciacion
celular.” Todo ello apunta a la posibilidad que en el proceso de indiferenciacién del
cancer de tiroides también intervengan factores epigenéticos. Es evidente que se
necesitan estudios in vivo que avalen el empleo de estos nuevos compuestos que
parecen diferenciar de nuevo la célula tumoral tiroidea in vitro, y que muy
probablemente la combinacion de estas estrategias mejore el efecto terapéutico en
este tipo de pacientes que ha perdido la capacidad de concentrar yodo.

Se puede concluir sefialando que el 90 % de los tumores tiene una alteracion
epigenética similar, que impide que los genes inhiban el surgimiento y progresion
del cancer. El conocimiento de los patrones de metilacién en las diferentes regiones
del genoma permitira establecer, en forma precisa, la aparicién de cambios
asociados con el estado de malignidad de diversos tumores. Ademas, debido a que
los cambios epigenéticos son reversibles, el disefio de estrategias terapéuticas
encaminadas a corregir las alteraciones en la metilacion del ADN —principalmente
mediante el uso de agentes desmetilantes— es una ruta importante para mejorar la
atencién y prondstico de los pacientes con padecimientos que involucran estas
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alteraciones, especialmente en aquellos con cancer de tiroides que pierden la
capacidad para captar y concentrar yodo, y con ello la posibilidad de que el
tratamiento resulte efectivo.
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