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Despite the use of the screening test, such as Papanicolaou, and the
detection of human papillomavirus (HPV), cervical cancer remains as
a public health problem in México and it is the second leading cause of
death for malignant neoplasias among women. High-risk HPV infection
is the main risk factor for the development of premalignant lesions and
cervical cancer; however, HPV infection is not the only factor; there are
various genetic and epigenetic alterations required for the development
of neoplasias; some of them have been described and even in some
cases they have been suggested as biomarkers for prognosis. However,
in contrast with other cancer types, such as breast cancer, in cervical
cancer the use of biomarkers has not been established for clinical appli-
cations. Unlike genetic alterations, epigenetic alterations are potentially
reversible; in this sense, their characterization is important, since they
have not only a potential use as biomarkers, but they also could repre-
sent new therapeutic targets for treatment of cervical cancer. This review
describes some of the more common epigenetic alterations in cervical
cancer and its potential use in routine clinical practice.
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Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de
muerte por neoplasias malignas en mujeres en México,
por lo cual continia siendo un problema de salud
publica. En 2011 el CaCU representd 10.4 % del total
de muertes por neoplasias malignas en nuestro pais.' El
CaCU es precedido de lesiones preneoplasicas conoci-
das como lesiones epiteliales escamosas de bajo grado
(LEBG) y lesiones epiteliales escamosas de alto grado
(LEAG), segin la clasificacion de Bethesda, o neoplasia
intraepitelial grado I, II y III segin la clasificacion de
Richard.? Su principal factor etiolégico es la infeccion
persistente de virus de papiloma humano (VPH) de alto
potencial oncogénico.®> Sin embargo, la infeccién por si
sola no es suficiente para el desarrollo de CaCU, ya que
muchas mujeres pueden estar infectadas con VPH y no
desarrollar cancer, por lo que otros cofactores participan
en desarrollo de esta neoplasia.* El cancer es considerado
como un conjunto de enfermedades asociadas a diversas
alteraciones genéticas. En el CaCU se han caracterizado
un gran nimero de alteraciones genéticas, como las abe-
rraciones cromosomicas, en las que destacan las ganan-
cias en las regiones 3q21-q22, 5p15.2, y 5p13, asi como
pérdidas en las regiones cromosdmicas 3pl2, 3pl4.2,
13q14, entre otras.>® Respecto a los perfiles globales de
expresion, se han identificado genes de la via Wnt.”

Sin embargo, el cancer no es un producto exclusivo
de alteraciones genéticas. Desde inicios de la década
de los ochenta se reportaron alteraciones epigenéticas
en el cancer. Algunos eventos, como la hipermetila-
cion de regiones promotoras, participan en la inicia-
cion y la progresion de diversos tipos de cancer, y se
consideran un mecanismo clasico de inactivacion de
genes supresores de tumor.® Actualmente se considera
que las alteraciones en expresion y las mutaciones
pueden derivar de alteraciones epigenéticas, cuyas
consecuencias funcionales pueden ser equivalentes a
las generadas por alteraciones genéticas.’

Alteraciones epigenéticas en el CaCU

La epigenética es el estudio de los cambios heredables
en la expresion génica que no involucran alteraciones
en la secuencia del DNA. Se conocen cuatro modifi-
caciones epigenéticas que se encuentran intimamente
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A pesar del empleo de los métodos de tamizaje como
el Papanicolaou y la deteccion de virus del papiloma
humano (VPH), el cancer cervicouterino (CaCU) sigue
siendo un problema de salud publica en México, ya
que es la segunda causa de muerte por neoplasias
malignas en mujeres. La infeccion por VPH de alto
potencial oncogénico es el principal factor de riesgo
para el desarrollo de lesiones precursoras y CaCU; sin
embargo, no es suficiente, dado que se requiere de
diversas alteraciones genéticas y epigenéticas para el
desarrollo de la neoplasia y un gran numero de ellas
han sido descritas, incluso en algunos casos se ha

relacionadas entre si: la metilacion del DNA, las modi-
ficaciones en histonas, la impronta génica y la regula-
cién mediada por RNAs no codificantes (figura 1).1°
Gran parte de la investigacion en epigenética se enfoca
en cambios en la estructura de la cromatina, como la
metilacion del DNA y las modificaciones en histonas.

Metilacion del DNA

La metilacion del DNA es la principal modificacion en
genomas eucariontes. Consiste en la adicion covalente
de un grupo metilo (CH3) al carbono 5 de las citosinas
en el contexto de dinucledtidos CpG, mediante DNA
metil transferasas (DNMT). Las islas CpG (ICG) (regio-
nes ricas en GpC asociadas a promotores de genes, de
por lo menos 200 pb de longitud) participan en la regu-
lacion de la expresion. Se calcula que aproximadamente
de 60 a 70 % de los genes humanos poseen ICG en sus
regiones regulatorias. En condiciones normales, las ICG
estan protegidas de la metilacion, lo cual esta asociado
con una configuracion abierta de la cromatina, caracteri-
zada por la presencia de histonas acetiladas.'!

La hipermetilacion a nivel local estd relacionada
generalmente con el silenciamiento del gen asociado. El
incremento en la metilacion del DNA provoca un impe-
dimento en la unién de factores de transcripcion y por lo
tanto la regulacion negativa de la expresion del gen. La
hipermetilacion es un fenomeno clésico de inactivacion
de genes supresores de tumor (como Rb, VHL, CDKN?2,
BRCA, APCy GSTPI) que estan asociados al desarro-
llo de céancer.!? En algunos tipos de cancer, como el de
mama y el de colon y recto, se ha sugerido que existe un
“fenotipo metilador de ICG”, en el que multiples genes
en las células malignas se encuentran frecuentemente
metilados; esto, asociado a caracteristicas clinicas parti-
culares, podria servir como base para clasificar distintos
subtipos tumorales.'? Se ha observado que algunos de
los genes que forman parte de este fenotipo constituyen
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sugerido su uso como biomarcadores en la progre-
sion o predictivos de respuesta. A diferencia de lo que
sucede con otros tipos de cancer, como el de mama,
en el CaCU no se ha establecido el uso de marcado-
res para su aplicacién en la clinica. A diferencia de las
alteraciones genéticas, las alteraciones epigenéticas
son potencialmente reversibles y su caracterizacion no
solo tiene potencial para el uso como biomarcadores,
sino como blancos de nuevas terapias. En esta revi-
sion se describen algunas de las alteraciones epige-
néticas mas caracteristicas en el CaCU, con potencial
uso para la clinica.

supresores de tumor clasicos, como p/6, MLHI, APC'y
HICI, entre otros.!4

Se han descrito un gran niimero de genes cuyo per-
fil de metilacion es diferencial, al comparar epitelio
sin alteraciones neoplasicas con lesiones precursoras
o CaCU. Sin embargo, solo algunos son consistente-
mente metilados en diversos estudios: DAPK 1, RASSF1,
CDHI, CDKN24, MGMT, RARB, APC, FHIT, MLH1,
TIMP3, GSTP1, CADM1, CDH13, HIC1 y TERT; algu-
nos de estos datos provienen de estudios globales de
metilacion que tenian por objetivo identificar nuevos
marcadores asociados a CaCU. !> La hipermetilacion de
SOX 'y WTI en epitelios sin alteraciones neoplasicas se
asocia al desarrollo de lesiones precursoras,'® mientras
que la hipermetilacion de ATERT en lesiones precurso-
ras se asocia con la progresion a CaCU.!7 Se ha suge-
rido que la hipermetilacion de genes como BRCAI y
RARbeta puede ser utilizada como marcador predictivo
de mal prondstico en CaCU, debido a la falla en la res-
puesta a tratamiento basado en radioterapia.'® También
se sugiere que DAPK y FAS son predictores de respuesta
a radio y quimioterapia, ya que pacientes con una mala
respuesta a terapia presentaron mayores indices de meti-
lacion que las pacientes con una buena respuesta. '?

En el céncer, el genoma se encuentra hipometi-
lado a nivel global; se ha demostrado que la inactiva-
cién de DNMT3 genera inestabilidad cromosomica e
inmortalizacion.2’ En este sentido, se ha asociado a la
hipometilacion global con la progresion de lesiones
precursoras a CaCU.?! Sin embargo, a pesar de que la
hipometilacion fue la primera alteracion epigenética
descrita en el cancer, esta no esta tan extensivamente
estudiada como el fendmeno de hipermetilacion.

Codigo de histonas

Las histonas estan organizadas en octdmeros formados
por tres tipos de histonas: H2A, H2B, y H3 y H4. Las
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Figura 1. Los tres mecanismos principales de regulacion epigenética. A) Mecanismo de silenciamiento de genes por metilacion. Las enzimas
de la familia DNMT metilan sitios CpG. Esta metilacion esta generalmente asociada a la represion transcripcional. En contraste, la desmetilacion
de estos sitios facilita la expresion génica. B) Mecanismo de apertura y cierre de la cromatina por acetilaciéon y desacetilacion de histonas. Las
modificaciones de histonas provocan cambios en su interaccion con el DNA, lo cual se asocia con la expresion o represion de genes. C) Los
IcCRNAs pequefios o largos regulan la expresion de RNAs codificantes por degradacion o por interaccion directa en el locus génico

histonas tienen una region amino-terminal rica en resi-
duos de lisinas (K), que son susceptibles a modificacio-
nes post-traduccionales, de las cuales la metilacion y la
acetilacion son las mas estudiadas. Estas modificaciones
afectan la interaccion DNA-histonas, lo cual conduce a
cambios en la transcripcion de genes, la reparacion del
DNA, la replicacion del DNA y la organizacion de los
cromosomas.® El conjunto de modificaciones en las his-
tonas constituye un codigo que indica si esa region de la
cromatina debe activarse o inactivarse. Existen ejemplos
bien caracterizados de marcas de histonas asociadas a
la apertura o cierre de la cromatina, como la acetilacion
de la lisina 9 en la histona 4 (H4K9 ac), que se asocia a
una transcripcion activa de genes, y la trimetilacion de
la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3), que se asocia a
una represion de la transcripcion. El modelo del codigo
de histonas propone que la combinacion de estas marcas
promueve un fenotipo de activacion o silenciamiento y
no las modificaciones individuales.??

En lesiones precursoras, se describieron alteraciones
en las formas fosforiladas y acetiladas de la histona H3
asociadas a la progresion de NIC1a NIC Il y de NIC [T a
NIC 1113 El gen RARbeta?2 se ha encontrado silenciado
debido a la metilacion de su promotor; sin embargo, se
ha reportado su silenciamiento asociado a la desaceti-
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lacion de H3 y H4 y a la reduccion de los niveles de
H3me2K4 y a altos niveles de H3me2K9, indepen-
dientemente de la hipermetilacién de su promotor.?*
Variantes de histonas tales como H2AX son fosforiladas
(Ser139) en respuesta a rompimientos de DNA de doble
cadena; estudios in vivo han sugerido la presencia de
g-H2AX como predictor de respuesta en el tratamiento
de tumores con cisplatino y radioterapia; sin embargo,
estos estudios estan afin en fase de experimentacion.?

RNA no codificantes

Los RNA no codificantes (ncRNA) constituyen un
gran grupo de RNA que no se traducen a proteinas. De
acuerdo con su tamafio se divien en dos grandes grupos:
los ncRNA pequenos de 20-200 nt, que estan constitui-
dos por los miRNA, siRNA, piRNA vy estan involucra-
dos en la regulacion de la estabilidad y eficiencia de la
traduccion de mRNA; y los ncRNA largos (IncRNA)
de mas de 200 nt, que tienen funciones como regula-
dores de la transcripcion mediante el reclutamiento de
complejos remodeladores de la cromatina.?®

Los miRNA son secuencias de RNA de 22 nt, cuya
funcion es regular la expresion génica a nivel pos-
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transcripcional, inhibiendo la traduccion de proteinas,
mediante su union al extremo 3"'UTR de RNAm. Un gran
namero de reportes se han publicado en cuanto a su bio-
génesis, procesamiento, anotacion, funcion, asi como en
relacion con su papel en enfermedades como el cancer.
La base de datos Mirbase (www.mirbase.org) reporta
1872 miRNA en humanos. Los perfiles de expresion de
los miRNA en cancer se proponen como huellas asocia-
das con el diagnostico, estadio, progresion, pronostico
y respuesta a tratamiento.”’ En particular en el CaCU
existe abundante informacion sobre alteraciones en la
expresion de los miRNA. Por ejemplo Pereira et al.?®
identificaron que en las secuencias miR-143, miR-145,
miR-99a, miR-26a, miR-203, miR-513, miR-29a y
miR-199a esta significativamente disminuida la expre-
sion en lesiones precursoras y CaCU con respecto a las
muestras normales; en contraste con miR-148a, miR-
302b, miR-10a, miR-196a y miR-132, los cuales estan
sobreexpresados. Por otra parte, se ha determinado que
la sobreexpresion de miR-375 y miR-224 esta asociada
a la resistencia adquirida a paclitaxel®® y a pobre pro-
néstico,?” respectivamente, por lo que su validacion es
importante para su uso como potenciales marcadores
de progresion y respuesta a terapia. En particular se ha
evaluado la expresion de los miRNA en relacion con la
infeccion de VPH, en la que se sugiere la desregulacion
en la expresion del cluster miR-15/16, la familia miR-
17-92, miR-21, miR-23b y miR-34* via E6-p53; y del
cluster miR-106b/93/25 via E7-pRb.3!

Al igual que los miRNA, los IncRNA han sido aso-
ciados a diversos tipos de cancer, entre ellos, de colon,
de vejiga, de mama, hepatocelular, el neuroblastoma,
de prostata, la leucemia, de tiroides y recientemente
al CaCU.3? Uno de los primeros estudios en los que
se reportaron alteraciones en la expresion de IncRNA
involucrd al gen improntado H19; posteriormente, se
identificaron aberraciones en el imprinting o deleciones
en 58 % de los casos de CaCU, por lo que se sugeria
su participacion en la progresion tumoral.’> En mode-
los celulares (CasKi), el LncRNA MALAT] participa
en eventos como la apoptosis, ya que su expresion se
asocia con la regulacion de caspasa 3, caspasa 8, Bax, y
BelXL.3* Landerer et al.® reportaron baja expresion de
los IncRNA mitocondriales ASncmtRNAs-1 y ASnecm-
tRNAs-2 y sugirieron su implicacion en la transforma-
cion y progresion neoplasica. Después, se identificaron
IncRNA diferencialmente expresados en lesiones pre-
cursoras, pero no estan del todo caracterizados.3

Biomarcadores y terapias epigenéticas en
cancer

La deteccion de las alteraciones epigenéticas puede
utilizarse para el diagnostico, prondstico y respuesta
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a terapia en diversos tipos de cancer. Se estima que el
silenciamiento por metilacion se encuentra 10 veces
mas representado que la inactivacion por mutacion
génica.’” En gliomas de bajo grado y en glioblastoma,
la metilacion de MGMT se utiliza como marcador de
respuesta a temozolamida.

Aunque el uso de algunos biomarcadores epige-
néticos en cancer estd bien sustentado (por ejemplo
MGMT en glioblastomas), las marcas de histonas y
la expresion de IncRNA han sido poco estudiadas
en cancer en general y en particular en el CaCU. La
metilacion del DNA, el ncRNA vy los codigos de his-
tonas esta estrechamente relacionada, por lo que la
integracion de estos fenémenos en los procesos de
transformacion y progresion es importante no solo en
el contexto de su uso como biomarcadores, sino en el
entendimiento de los procesos que conducen al cancer.
Dado que en el CaCU no existen biomarcadores bien
establecidos (como en el caso del cancer de mama o
el de prostata), es necesario estudiar moléculas candi-
datas que sean capaces de predecir factores clinicos
como la progresion, la sobrevida y la respuesta a la
terapia. Hasta ahora hemos descrito evidencias que
apoyan un papel relevante de las alteraciones epigené-
ticas en el CaCU y que constituyen un fenomeno tem-
prano y general en estos tumores. Estas caracteristicas
las convierten en un blanco ideal para el desarrollo de
nuevos biomarcadores y de nuevas terapias.

Tratamiento del CaCU y perspectiva desde un
abordaje epigenético

A diferencia de los marcadores genéticos, las marcas
epigenéticas son potencialmente reversibles. La Food
and Drug Administration (FDA) de los Estados Uni-
dos aprobo dos farmacos que inducen hipometilacion:
la 5-azacitidina y la decitabina (5 aza deoxicitidina).
Ambos farmacos inhiben la DNMT1 y se le unen este-
quiométricamente, lo cual impide que lleve a cabo la
reaccion enzimatica de metilacion.’® La 5-azacitidina
y la decitabina son firmacos frecuentemente utiliza-
dos como tratamientos de Ultima linea para pacientes
con leucemia mieloide aguda (AML) y sindrome mie-
lodisplasico (MDS). Por otro lado, los inhibidores de
HDAC son otro tipo de farmacos que han sido pro-
bados en la clinica para el tratamiento de neoplasias
hematologicas. Un ejemplo de estos es el Vorinostat,
que fue aprobado en el 2007 por la FDA para tratar
el linfoma cutdneo avanzado de células T (CTCL).40
Se ha sugerido que la combinacion de farmacos
desmetilantes e inhibidores de las HDAC, como el
acido valproico, podria incrementar la respuesta cli-
nica, ya que esto conduce a la reexpresion de genes
que anteriormente estaban silenciados, asi como a la
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sensibilizacion de células tumorales al tratamiento con
otros agentes quimioterapéuticos o radioterapia.*!

Algunos ensayos clinicos han mostrado un benefi-
cio de la terapia epigenética basada en acido valproico
e hidralazina en pacientes con CaCU en etapas avan-
zadas. En esos ensayos se ha aseverado una mejor
sobrevida, libre de progresion (media 10 meses) res-
pecto al grupo control (media 6 meses); sin embargo,
las caracteristicas moleculares asociadas a dicha res-
puesta no se han caracterizado.*?

Por otra parte, existen algunos estudios en fase cli-
nica que evalian el uso de los RNA antisentido en el
tratamiento de tumores solidos, como trabedersen, que
se evalud en un estudio fase II para el tratamiento de
glioblastomas,® y oblimersen, cuyo blanco es la fami-
lia BCL-2 y ha sido utilizado en pacientes con cancer
de mama“* Actualmente se desarrollan varios ensayos
in vitro para evaluar la inhibicién de algunos ncRNA,
como miR-214, como medida para incrementar la sen-
sibilidad al cisplatino, asi como el uso de ribozimas
dirigidas contra el VPH;* sin embargo a la fecha no se
han publicado ensayos clinicos en los que los ncRNA
sean evaluados como blancos terapéuticos en el CaCU.

Conclusiones y perspectivas

Las alteraciones epigenéticas abarcan multiples feno-
menos que en conjunto contribuyen a la carcinogéne-

sis del CaCU. La evidencia de los lltimos afios sugiere
que estas alteraciones pueden utilizarse como marca-
dores de prondstico clinico o predictivo. La lista de
genes hipermetilados en cancer con potencial uso en
la clinica continfia creciendo, lo cual sugiere que es
un fendmeno prevalente y podria utilizarse de manera
mas extensa en diversas neoplasias. Una de las ten-
dencias hacia las que se dirige la investigacion en este
campo es la relacionada con evaluar multiples mar-
cadores epigenéticos en paralelo, lo cual incrementa
considerablemente la sensibilidad y la especificidad de
estos y, por lo tanto, su valor predictivo o pronostico.
La integracion de la informacion epigenética generada
en la investigacion basica y clinica sera fundamental
para mejorar el diagnostico, prondstico y tratamiento
de neoplasias como el cancer cérvicouterino.
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