Trabajo de investigacién y clinica aplicada

Schwannoma vestibular
y metilacion de RASFF1A:
. Un crecimiento tumoral?

Vestibular schwannoma and RASSF1A metilation:

A marker of tumor growth?

Introduccién y objetivos: La metilacion aberrante del
promotor es una alteraciéon epigenética capaz de silenciar
genes supresores de tumores. Este estudio examina el
estado de metilacién del DNA de varios genes en una serie
de schwannomas vestibulares (SV), analizando su relacién
con el crecimiento tumoral.

Material y Métodos: Se estudio el estado de metilacién de
16 genes incluyendo RASSF1A, RAR-B, VHL, PTEN, HMLH1,
RB1, TP16, CASPS8, ER , TIMP3, MGMT, DAPK, TP73, GSTP1,
TP14, y THBS1 en 22 tumores.

Resultados: El 86% de los tumores mostré metilacion uno
o mas genes. La metilacion de RASSF1A se relacioné con
el indice de crecimiento clinico.

Conclusiones: La metilacion aberrante de ciertos genes
tumorales parece implicada en el desarrollo del SV. La
metilacion aberrante de RASSF1A parece ser un marcador
de crecimiento tumoral.

PALABRAS CLAVE:

Metilacion del DNA, RASSF1A, Schwannoma vestibular,
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Introducciéon

El schwannoma vestibular (SV) es un tumor benigno,
habitualmente de crecimiento lento, originado en la porcién
vestibular del VIII par craneal. La mayoria de los pacientes
con un SV consultan por hipoacusia o acufeno, y muy pocos
presentan una clinica mas invalidante como paralisis facial,
inestabilidad o vértigo. Incluso tumores de gran tamafo son
muchas veces asintomaticos. Por ello, la actitud terapéutica
ante un paciente con SV es compleja, ya que el tratamiento
del tumor tiene como objetivo evitar las complicaciones
derivadas de su crecimento en el &ngulo pontocerebeloso, y
no necesariamente mejorar la calidad de vida del paciente’.
Las principales opciones ante un SV son observacion con
RNM seriadas, cirugia y radioterapia.

Si bien no existe consenso sobre el tratamiento mas ade-
cuado para estos tumores, si lo hay en cuanto a la necesidad
de encontrar factores que puedan predecir el comporta-
miento bioldgico del SV, y en concreto su velocidad de creci-
miento2. Habitualmente se acepta que la mayor parte de los
SVs crecen en torno a 1-2 mm al afio, aunque pueden crecer
varios cm al afo. Se han descrito casos de regresiéon y casos
de estabilizacion. Sin embargo, parece claro que aumentan-
do el tiempo de seguimiento, la casi totalidad de los tumores
crecen3. La pregunta es por tanto a qué velocidad crecera el
tumor de un paciente concreto, y si llegard a poner su vida
en peligro para que merezca la pena tratarlo.
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SUMMARY

Objective: Methylation of promoter regions of DNA is a
major epigenetic phenomenon which leads to silencing
of tumor suppressor genes. This study investigates the
role of DNA methylation in vestibular schwannoma (VS),
especially its relationship with tumor growth.

Materials and method: The DNA methylation profile of
16 tumor related genes (RASSF1A, RAR-B, VHL, PTEN,
HMLH1, RB1, TP16, CASP8, ER , TIMP3, MGMT, DAPK,
TP73, GSTP1, TP14, and THBS1) was examined in 22 V/Ss
using methylation specific PCR and sequencing.

Results: Methylation occurred in at least one gene in 86%
of the cases. RASSF1A methylation was associated with
the clinical growth index.

Conclusion: Aberrant DNA methylation in VSs contributes
to the development of these tumors. RASSF1A methyla-
tion may be a marker of growth.

KEY WORDS:

DNA methylation, RASSF1A, Vestibular Schwannoma,
Tumor growth Epigenetics.

Desde el punto de vista genético, la inactivacion del gen
NF2 localizado en el brazo largo del cromosoma 22 aparece
como el principal mecanismo molecular asociado al desarro-
llo de schwannomas, ya sean de presentacion esporadica o
asociados a la Neurofibromatosis tipo 245. Las mutaciones
inactivantes de este gen se han encontrado hasta en un 60%
de los schwannomas esporadicos. También se ha demostra-
do la existencia de otras regiones del genoma, distintas al
cromosoma 22, que aparecen frecuentemente alteradas en
schwannomas. Estas regiones (7p, 99, 10q, 13q, 119y 17q)
podrian ser sede de otros genes involucrados en el desarro-
llo de estos tumoress.7.

Ademas de las alteraciones genéticas relacionadas con el
desarrollo de diversos tumores tales como los schwannomas,
en los Ultimos afios numerosos estudios sugieren que existe
un mecanismo alternativo a los mecanismos estrictamente
genéticos: se trata de la epigenética. Las alteraciones epi-
genéticas serian aquellas que producen un cambio en la
expresion génica sin afectar a la secuencia de los genes. Uno
de los principales mecanismos epigenéticos de inactivacion
génica es la metilacion aberrante de la citosina presente en
sitios CpG de las islas CpG de las regiones 5’correspondien-
tes a los promotores génicos. Esta alteracién del DNA se ha
descrito como mecanismo alternativo de silenciamiento de
genes supresores de tumores8. Apenas existe informacion
sobre esta alteracion en el SV, y su posible implicacion clini-
ca o pronostica. El objetivo de este estudio es examinar el
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estado de metilacion del DNA de varios genes en una serie
de SV intervenidos quirdrgicamente, y analizar su relacién
con variables clinicas y radioldgicas, y especialmente con el
crecimiento tumoral.

Material y Métodos

Se estudiaron 22 pacientes intervenidos por SV entre
febrero de 2002 y enero de 2004. Las variables analizadas
incluyeron edad, sexo, lado, motivo de consulta y duracién
del mismo. La funcion facial se evalué segun la escala de
House-Brackmann?, mientras que para la audicién se empled
la discriminacién méaxima , y los umbrales tonales corregidos,
previamente descritos para ajustar el efecto de la presbiacu-
sia en los pacientes con SV10. El tamafio del tumor se expresé
en funcién de su didmetro maximo en el plano axial de la
RNM, asi como en funcién de su volumen tumoral, emplean-
do la formula de la elipsoide’.12. Para estimar el crecimiento
del tumorse empled el indice de crecimiento clinico (CGI),
que se calcula dividiendo el didmetro maximo del tumor
entre la duracién de los sintomas del paciente2.

El grupo de pacientes estaba formado por 15 mujeres y
7 hombres con edades entre 16 y 71 afios (media, 49 afios).
El tumor era izquierdo en el 64% de los casos. El motivo de
consulta fue hipoacusia (45%), actifeno (23%), inestabilidad
(18%), y otros (14%). El porcentaje de pacientes que refi-
rieron cada sintoma fue hipoacusia (82%), acufeno (68%),
inestabilidad (59%), vértigo (9%) y alteraciones de la fun-
ciéon facial (13%). La duracion media de los sintomas varié
entre 1y 240 meses. La funcién facial preoperatoria era nor-
mal en el 91% de los pacientes y grado Il de H-B en el 9%
restante. El umbral tonal medio del lado del tumor fue 42
dB, siendo 23 dB en el lado sano. El umbral medio corregido
fue 16 dB. La discriminacién maxima varié entre 0 y 100%
con una media del 70%. El tamafio tumoral medio fue 28
mm (13-55 mm), y el volumen tumoral medio fue 935 mm3
(25-5363 mm3). El CGI oscilé entre 1,3 mm/afio y 84 mm/afio
(media 21 mm/afio, mediana 12,8 mm/afio).

El estudio de metilacién aberrante se realizé sobre 22
muestras tumorales de SV y se centrd en 16 genes, incluyen-
do RASSF1A, RAR-B, VHL, PTEN, HMLH1, RB1, TP16, CASPS,
ER, TIMP3, MGMT, DAPK, TP73, GSTP1, TP14, y THBS1.

La metodologia empleada fue la PCR especifica de meti-
lacion tras tratamiento del ADN con bisulfito, que permite
diferenciar la presencia de alelos metilados y no metilados
de los promotores génicos en estudio. La modificacion del
ADN némico con bisulfito se realizé de acuerdo con la téc-
nica descrita por Herman y cols'3. Para el analisis estadistico
se emplearon el Test de Fisher y el Test de Mann-Whitney,
considerando p<0,05 como nivel de significacion estadistica.

Resultados

Se encontraron valores de metilacion de 9-27% en 12
de los 16 genes analizados. Aparecieron tasas de metilacién
superiores al 10% en 9 genes incluyendo RASSF1A (23%),
VHL (27%), PTEN (18%), TP16 (14%), CASP8 (18%), TIMP3
(14%), MGMT (18%), DAPK (18%), y THBS1 (18%). En 3
genes la tasa de metilacion fue inferior al 10%, HMLH1,
TP73, y GSTP1 (9% cada uno), mientras que en 4 genes
RARB, RB1, ER, y TP14 no se encontré metilacién alguna.

La metilacion de CASP8 se relacioné con la edad y con
el tamario tumoral. La frecuencia de metilacién para CASP8
fue mayor en los tumores mas pequefios y en los pacientes
mayores. La edad media de los pacientes que presentaron
metilacién del promotor de CASP8 fue 61 afos, mientras
que la edad media de los pacientes sin metilacion del gen
fue 46 anos (p=0,03). El tamafio medio de los tumores con

el gen CASP8 metilado y no metilado fue 30 mm y 20 mm,
respectivamente (p=0,04). La metilacién del gen TP73 se
asocié con la pérdida de audicién. Los umbrales de audicion
corregidos fueron 43 dB y 17 dB para los pacientes con el
gen TP73 metilado y no metilado respectivamente (p=0,04),
siendo 1000 Hz la frecuencia mas afectada. La metilacién de
RASSF1A se relacioné con la duracién de los sintomas, con
74 meses y 20 meses para los casos metilados y no metilados
respectivamente (p=0,039). Del mismo modo, la metilacién
de este gen se relacioné con el CGI. El CGl medio de los
pacientes con el gen RASSFA1 metilado fue 9 mm/ aio,
mientras que el CGl medio de los pacientes con el gen no
metilado fue 25 mm/ afo (p=0,03). No se encontaron rela-
ciones significativas entre la metilacién de los genes y otros
parametros clinicos o radiolégicos relevantes.

Discusion

En los ultimos afios se ha producido un enorme desarro-
llo en el estudio de la epigenética. Mientras que la genética
se refiere a la informacién que transmite una secuencia de
genes, las alteraciones epigenéticas serian aquellas que
producen cambios en la expresion génica sin afectar a la
secuencia de los genes. La principal modificacién epigenéti-
ca en humanos es la metilacion de la citosina localizada en
el dinucledtido CpG. Cuando existen los correspondientes
factores de transcripcion y la isla CpG permanece en estado
no metilado, se produce la transcripciéon de un determinado
gen'4. Por el contrario, la metilacion de las regiones CpG
del promotor se asocia con una estructura de cromatina
compacta, que ocasiona un silencio transcripcional del
gen implicado. La hipermetilaciéon de las regiones regula-
doras representa por tanto un mecanismo alternativo a la
delecion y la mutacion para el silenciamiento de los genes
supresores de tumores’s.

Mientras que la metilacion del DNA en el cancer ha
sido objeto de numerosas publicaciones’s, apenas existen
estudios sobre metilacion en SVs. Horiguchi y cols'?. estu-
diaron la metilacién del promotor de RASSF1A en una serie
de tumores cerebrales benignos y malignos. Encontraron
metilacion del gen en el 10% de los SVs, sugiriendo que la
metilacion de RASSF1A no es frecuente en los tumores cere-
brales benignos. Kino y cols'8. estudiaron la regiéon promo-
tor del gen NF2 humano para identificar qué mecanismos
moleculares regulan la expresion del gen NF2 a mRNA y ver
si la expresion del gen NF2 podria estar regulada por una
mutacién o bien por un cambio epigenético. Encontraron
metilacién de islas CpG en 14 de 23 SVs, concluyendo que
la expresion del gen NF2 esta regulada por metilacion sitio-
especifica del promotor NF2 y que esta metilacién aberrante
de los elementos del promotor podria llevar a la formaciéon
de tumores relacionados con NF2 sin necesidad de alte-
racion de la secuencia de DNA. Gonzalez-Gémez y cols™.
estudiaron la metilacién de 12 genes en una serie de 44 SVs
esporadicos o asociados a NF2. Encontraron que los genes
THBS1, TP73, MGMT, NF2 y TIMP3 fueron los mas frecuen-
temente metilados, sugiriendo que la metilaciéon aberrante
de NF2 es un paso inicial en el desarrollo del SV, mientras
que la metilacion de otros genes tumorales seria un evento
secundario a la inactivacién del gen NF2.

En este estudio hemos encontrado valores de metila-
cién variables en 12 de 16 genes analizados, incluyendo
RASSF1A, VHL, PTEN, TP16, CASP8, TIMP3, MGMT, DAPK,
THBS1, HMLH1, TP73, y GSTP1. La metilacion de RASSF1A se
asocié al crecimiento tumoral evaluado mediante el CGI. La
familia de protooncogenes RAS desempeia un papel funda-
mental en las vias de transduccion de sefiales involucradas
en la proliferaciéon y supervivencia celular. RASSF1 es un
gen supresor de tumores con tres productos de transcrip-
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cion principales (A, B 'y Q). Se ha observado que RASSF1A,
localizado en 3p21.3, presenta metilacién aberrante en un
porcentaje significativo de carcinomas de mama, ovario y
prostata20. La metilaciéon de RASSF1A es responsable de la
inactivacion de dicho gen supresor de tumores. Por ello
deberia ser un factor de mal pronéstico en tumores malig-
nos. Sin embargo, los hallazgos descritos hasta la fecha
son inciertos2'.22, Igualmente, la metilacion de RASSF1A en
tumores benignos muestra resultados poco concluyentes23.24,
En nuestro estudio, encontramos metilacion de RASSF1A en
el 23% de los SVs, existiendo una asociacién entre dicho
hallazgo y el crecimiento tumoral. El estado de metilaciéon
del gen se correlacion6 inversamente con el CGI. Este resul-
tado aparentemente contradictorio podria explicarse por
la naturaleza benigna del SV y su crecimiento irregular,
diferente del comportamiento agresivo de las neoplasias
malignas, con un patron de crecimiento mas predecible.

La prediccion del crecimiento del SV es imposible con los
medios actuales. La mayoria de los estudios utilizan el CGI
para evaluar el crecimiento tumoral. Al depender de la esti-
macién que el paciente hace sobre la duracion de sus sinto-
mas, se ha cuestionado la validez de este método?>. Si bien
el seguimiento de los pacientes con RNM seriadas parece un
método mas exacto, también presenta limitaciones impor-
tantes, pues las series en las que se emplea suelen excluir
los tumores de mayor tamafio con presentacion clinica mas
agresiva, que légicamente requieren tratamiento precoz y
no permiten realizar un control radiolégico. Y es en estos
casos en los que mas importancia tendria identificar a tiem-
po factores predictivos de crecimiento. En nuestro estudio,
la metilacion de RASSF1A se relacion6 con el crecimiento
tumoral. Si bien son necesarios mas estudios con un mayor
numero de pacientes, la confirmacién de su valor predictivo
de crecimiento podria condicionar la actitud ante un deter-
minado paciente durante la cirugia, orientando hacia la
conveniencia o no de una reseccion total o subtotal, con las
légicas implicaciones sobre la funcion facial o auditiva.
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