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Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas, Quimicas y

Naturales de Zaragoza,
Excmos. Sras. y Sres. Académicos,
Autoridades,

Sras., Sres., amigas y amigos,

PROLOGO

En primer lugar expreso mi agradecimiento a los miembros de la Real Academia de Ciencias
de Zaragoza que han avalado y apoyado mi candidatura como Académica de nimero. Me
siento muy honrada de formar parte de esta Academia y de poder contribuir a su actividad en

pro de la Ciencia.

Hoy se me presenta una ocasion formidable para hacer referencia a todas las personas de
quienes he aprendido, con quienes he compartido mis grandes satisfacciones y, también, mis
pequefias frustraciones, dudas y preocupaciones que con frecuencia acompafian en la
bisqueda de lo desconocido en este maravilloso mundo de la Ciencia. Debo centrar mi
agradecimiento en aquellas personas que han tenido una influencia més directa, pero soy
consciente que son muchos mas los que me han ayudado en mi desarrollo personal y

profesional que los que aqui menciono.

Agradezco profundamente la ayuda y apoyo de los Académicos: la Profesora Dra Dofa
Caridad Sanchez-Acedo que propuso mi candidatura y que siempre he contado con su consejo
y amistad, muchas gracias por su dedicacion y esfuerzo por la Ciencia en todos los &mbitos
donde se ha desenvuelto y al Profesor Dr D. Juan Pablo Martinez Rica, que tan
generosamente aceptd realizar el discurso de réplica, fuente de sabiduria, muchas gracias
también por su dedicacién a las tareas que la Ciencia le ha propuesto. A ambos les agradezco

todo lo que me han animado Yy estimulado.

Me mueve un profundo agradecimiento a las personas con las cuales me he formado, los
profesores Ingemar Gustavsson, de la Universidad de Suecia, en Uppsala y Leopoldo
lannuzzi, del Instituto de Produccién Animal de la Region Mediterranea, del Consejo
Nacional de Investigacion en Italia, asi como a mis directores de Tesis, los Profesores Isaias

Zarazaga y Miguel Vallejo.



Y de una forma muy especial, deseo resaltar a mi predecesor que fue también mi maestro, el
profesor Dr. D. Manuel Tamparillas Salvador, tristemente fallecido. En estos momentos le
recordamos con gran respeto y reconocimiento, por su obra de diagnostico genético en todo el
territorio nacional y su labor de maestro y cientifico que tanto influyo en todos los que
amamos la Citogenética. En su Laboratorio nos iniciamos en esta disciplina todos cuantos
hemos trabajado en este campo apasionante de la Citogenética, en las areas geogréaficas de

Aragbn, Navarra, Soria 0 La Rioja, entre otras.

Trataré de cumplir firmemente mi compromiso de ser merecedora de llevar su medalla, y
aportar el entusiasmo y la dedicacion que €l puso en el trabajo académico y en engrandecer

todo lo posible a esta Academia de Ciencias.

Deseo aprovechar esta ocasion para agradecer la confianza que todos ellos depositaron y
depositan en mi y toda la ayuda que me prestaron para poder llegar a estos momentos de mi

vida profesional.

Ademés del apoyo e influencia de mis maestros, en mi contribucion a la Ciencia he contado
con un equipo de colaboradores que me han mostrado siempre un apoyo incondicional. He de
reconocer que toda mi trayectoria no hubiese sido posible si no hubiera contado con
discipulos del maximo nivel y de quienes me siento muy orgullosa. Codo con codo hemos
invertido esfuerzo, entusiasmo y dedicacion a nuestras tareas investigadoras conjuntas y
nunca me faltd su colaboracion, lealtad y compafia. Muchos de ellos ocupan cargos
relevantes en distintas Universidades y en la profesion veterinaria, como Cristina Garcia
Garcia, Lourdes Sanz Oloriz, Cristina Gruas Vinués, Ana Heriz Peyrolon, Silvia Llambi,
Carlos Schifferli, Alicia Postiglioni, Ricardo Ponz, Juan Ansén y con algunos de ellos, como
José Ignacio Bonafonte, M. José Martinez-Safiudo, Azucena Galvez, Antonio Leuza, Angel
Diaz-Otero, Cristina Bonastre y Amaya de Torre, con ellos tengo el gusto de estar
colaborando actualmente en el Grupo de Investigacion Consolidado, reconocido por el

Gobierno de Aragdn y que dirijo con gran satisfacciébn por mi parte.

Mas alld de todo reconocimiento profesional, tengo claro que mi trayectoria se debe sobre
todo a mis padres, a quienes considero verdaderamente sabios al ser capaces de reconocer, en
unentorno desfavorable, la importancia de una formacion superior, a la que ellos no pudieron
acceder. Ese ha sido su gran legado, por el que me siento orgullosa de haberlos tenido como
padres. También quiero agradecer a mi hermana, que en todo momento me ha dado su apoyo,
su &nimo y su ayuda para poder dedicarme con mayor intensidad a la Ciencia. Y agradecer
con toda la profundidad de mi corazona mi marido José Ignacio y a mis hijos Elena y Nacho,

que siempre me ponen retos a superar, con su intelecto y agudeza mental. Ellos supieron
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renunciar a tiempos que en muchas ocasiones les hubieran correspondido y que los dediqué a
la Ciencia. No quiero olvidarme de mi hija politica, Maria, y de mis nietas Almudena y Maria,
quienes me aportan una felicidad sosegada y esperanzada en la vida. Todos me facilitan la
inspiracion y el empefio en mi trabajo. Tenerlos a ellos es el mayor privilegio que la vida me
ha dado.

En este discurso de ingreso he querido abordar un tema que me ha maravillado a lo largo de

mi trayectoria profesional, que es lo que hoy se conoce como Epigenética.

Cuando a lo largo de la Historia de la Humanidad se comienza con la domesticacion de los
animales y con la agricultura, el criador, ademas de seleccionar para la reproduccién a
aquellos animales que le han proporcionado mayores rendimientos, como puede ser la
produccion de carne o de leche, entre otros, sabe muy bien que la alimentacion, la higiene y
otros factores externos son necesarios para lograr e incluso mejorar ese rendimiento en la
descendencia. Igualmente le sucede al agricultor, él sabe que no sélo debe sembrar las
semillas mejores, sino que las condiciones meteoroldgicas y la situacion del terreno van a ser

decisorias para una buena cosecha.

Y es que para la expresion de los genes no solamente cuenta la informacion de bases
nitrogenadas que, como hoy sabemos, constituyen la llamada molécula de la vida o ADN,
base de toda la informacion genética. De siempre, el hombre ha conocido la influencia del
ambiente sobre los caracteres de producciony la Ciencia ha identificado genes cuya expresion
esta condicionada por factores externos como el ambiente, en definitiva por otras

caracteristicas no geneticas.

Pero el conocimiento del por qué sucede esto en unos genes y no en todos, por qué son tan
importantes las condiciones externas para que la expresion de esos genes sea de una o de otra
forma, por qué hay expresiones diferentes en gemelos univitelinos, cuando se sabe que ambos
tienen la misma informacion genética, el por qué de las respuestas y funciones distintas de los
billones de células que componen nuestro organismo, organizadas en mas de 200 tipos
celulares diferentes, si todas ellas tienen el mismo ADN, por qué el tipo de vida que hacemos
es tan determinante y sus consecuencias, favorables o desfavorables, pasan a nuestros nietos y
a generaciones posteriores; estos interrogantes y muchos otros mas han estado siempre

presentes. A todos ellos esta tratando de responder la Epigenética.

La Epigenética hace referencia al estudio de todos aquellos factores no genéticos que
intervienen en la determinacion de la ontogenia o desarrollo de un organismo, desde el évulo
fertilizado hasta su senescencia, pasando por la forma adulta. Interviene en la regulacion

heredable de la expresion génica sin que se produzcan cambios en la secuencia de nucleétidos
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del ADN. Se puede decir que la Epigenética es el conjunto de reacciones quimicas y demas

procesos que modifican la actividad del acido nucleico sin alterar su secuencia.

El término fue acufiado por Conrad Hal Waddington en 1942, para referirse al estudio de las

interacciones entre genes y ambiente que tienen lugar en los organismos.

Tras la finalizacion del Proyecto Genoma Humano, en el afio 2003, y su publicacion en
Nature en octubre de 2004, quedo6 definitivamente constatado el hecho de que en las bases
moleculares de los genes hay mucho mas que la propia secuencia sin mas. Ese conjunto
constituido por la secuencia, la interaccion génica y los efectos externos es lo que esta
actuando sobre el funcionamiento celular, sobre el desarrollo embrionario, sobre el

envejecimiento y sobre la aparicion de muchas enfermedades, entre otras cosas.

La Epigenética reinterpreta conceptos conocidos y desvela nuevos mecanismos por los cuales
la informacién contenida en el ADN de cada individuo es traducida y expresada. Concepto a
concepto, se esta descifrando un nuevo lenguaje del genoma e introduciendo la nocion de que
nuestras propias experiencias pueden marcar nuestro material genético, de una forma hasta

ahora desconocida y que estas marcas pueden ser transmitidas a generaciones futuras.

Hasta hoy, se han podido discernir mecanismos epigenéticos en una gran variedad de
procesos fisiologicos y patoldgicos que incluyen, por ejemplo, varios tipos de cancer,

patologias cardiovasculares, neurologicas, reproductivas e inmunes, entre otros.

Por ello, a lo largo de mi discurso, abordaré, en primer lugar, la regulacion epigenética que,
hasta el momento, se sabe estd condicionada por la metilacion del ADN, la modificacion de
histonas y los ARN no codificantes, constituyendo los mecanismos de regulacion epigenética

que contribuyen al llamado epigenoma.

La distribucion de ADN metilado, las modificaciones de las histonas y la expresion de los
RNA no codificantes, no s6lo pueden ser especificas para un organismo particular, sino

también, para un tejido o, incluso, para un tipo de célula particular.

Por lo cual, como se ha demostrado, el epigenoma no es estatico, sino que puede ser
dindmico; esta influenciado por factores ambientales y estimulos extracelulares y puede

cambiar de acuerdo con la respuesta a todos estos factores.

Describiré los vinculos que se han establecido entre la metilacion del ADN vy las
modificaciones de las histonas y la influencia reciproca establecida entre ambos mecanismos
en los mamiferos durante el desarrollo embrionario y la aparicién del cancer; igualmente

indicaré que las variaciones epigenéticas controlan la actividad de los genes por lo que, en el
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futuro, la comprensidn de su contribucion a esa regulacion dard una mayor comprension y

resolucion de las patologias.

Expondré qué es y como se manifiesta la impronta genética y también los efectos
dependientes de la temperatura, de la nutricion y del estrés, asi como la deteccion de marcas

en generaciones muy posteriores a los individuos que han sufrido esos efectos.

Citaré la influencia de la presencia de predadores de otras especies y de conespecificos y
resaltaré la importancia que esta adquiriendo la identificacion de biomarcadores epigenéticos

para detectar modificaciones epigenéticas en la activacion o inactivacion de un gen.

Y terminaré mi discurso mostrando algunos de los ultimos avances en el conocimiento del
proceso de metilacién del ADN, de la modificacion de histonas y de los ARN no codificantes,
en el diagndstico y terapia de enfermedades tan agresivas como el cancer y otras; es decir los

ultimos conocimientos que sobre Epigenética se han obtenido.



DISCURSO

I. Definicion y conceptos bésicos

La Epigenética (del griego epi, en o sobre, y -genética) hace referencia al estudio de todos
aquellos factores no propiamente genéticos que intervienen en la determinacién de la
ontogenia o desarrollo de un organismo, desde el ovulo fertilizado hasta su senescencia,
pasando por la forma adulta. Estos factores epigenéticos estan afectando a la regulacién
heredable de la expresion génica sin que se hayan producido cambios en la secuencia de
nucleétidos de la molécula organica, el ADN o el ARN, dependiendo de cual sea la secuencia

nucleotidica que constituya el material genético en el organismo.

Se puede decir que la Epigenética es el conjunto de reacciones quimicas y demas procesos
que modifican la actividad del acido nucleico, pero sin alterar su secuencia, definiendo el

fenotipo del organismo.

El término fue acufiado por Conrad Hal Waddington en 1942, para referirse al estudio de las
interacciones entre genes y ambiente que se producen en los organismos. (Waddington, 1939
y 1942; Berger et al. 2009).

En el afio 2003, tras la finalizacion del Proyecto Genoma Humano y de su publicacion en la
revista cientifica Nature, en octubre de 2004, se pudo comprobar que hay mucho mas, de lo
que hasta entonces se pensaba, en las bases moleculares del ADN que esta influenciando el
funcionamiento celular, el desarrollo, el envejecimiento y muchas enfermedades. La idea que
se tenia de que los seres humanos y los demas organismos vivos éramos tan s6lo lo que esta
escrito en nuestros genes desde la concepcion, cambid. No es solo el concepto un gen una
enzima, ya que en el genoma y en la informacion genética, en general, hay expresiones
suplementarias que hacen que se codifiquen pequefias modificaciones quimicas capaces de
regular la expresion de multitud de genes. Y la Ciencia avanza para lograr descifrar este

lenguaje.

Es cierto que como dice Aristoteles, el gran sabio de la Antigliedad: “Nunca se alcanza la
verdad total, ni nunca se esta totalmente alejado de ella™, sabemos que no se va a alcanzar la
verdad total, pero estamos seguros de que la Ciencia avanza y que se lograra un conocimiento

més profundo que dara respuesta a estos interrogantes.

La Epigenética reinterpreta conceptos conocidos y desvela nuevos mecanismos por los cuales
la informacién contenida en el ADN de cada individuo es traducida y expresada. Concepto a

concepto, se esta descifrando un nuevo lenguaje del genoma y se esté introduciendo la nocion
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de que nuestras propias experiencias pueden marcar nuestro material genético, de una forma
hasta ahora desconocida y estas marcas pueden ser transmitidas a generaciones futuras. Hasta
hoy, se han podido discernir mecanismos epigenéticos en una gran variedad de procesos
fisiologicos y patologicos que incluyen desde varios tipos de cancer, patologias
cardiovasculares, neurolégicas, reproductivas e inmunes, y hasta manifestaciones anémalas en
la tercera o cuarta generacion de descendientes de eventos como la hambruna o el estrées

sufridos por sus ancestros, sin haberse producido modificaciones en su ADN.

Se sabe que la expresion génica puede presentar diferentes perfiles, debido a la informacion
contenida en los mismos genes, pero también como respuesta a factores no genéticos
(epigenéticos), como los factores ambientales y otros. Estos ultimos cambios pueden

permanecer estables durante muchas generaciones celulares.

Estudios realizados con gemelos monocigéticos han determinado discrepancia en la

prevalencia de muchas enfermedades (Bell and Spector, 2011).

Existe una variacion en los riesgos de sufrir diferentes enfermedades metabdlicas

dependiendo de la localizacién geografica y la etnia (Wallace, 2010).

De todos los componentes ambientales o toxicos que estan relacionados con la aparicion de
enfermedades, muy pocos tienen la capacidad de alterar la secuencia del ADN o provocar
mutaciones. En términos de biologia evolutiva, la mutacion al azar no es suficiente para

explicar el origen de fenotipos tan diversos.

Desde el inicio de los tiempos, el criador sabe que en los animales que tienen una mayor
produccion de carne o de leche, o de otros caracteres, ello no se debe solamente a que
procedan de progenitores que produjeron mas, sino que son necesarios, también, otros
factores como la alimentacién, la higiene, la sanidad, entre otros, para que produzcan mejores
rendimientos. O el agricultor, que sabe que las mejores semillas, para que den un mejor
rendimiento, no necesitan tan solo que provengan de los cultivos mejores, sino que, ademas,
requieren de un buen terreno bien abonado o de una climatologia favorable. Y hechos como
los diferentes patrones de expresidn génica que se danen los diferentes tipos de células de un
organismo, aunque cada una de éstas comparta el mismo ADN o el hecho que se estd
observando acerca de padecimientos de hambruna o de estrés, o de otras limitaciones sufridas
en generaciones anteriores, que se estdn manifestando en terceras y cuartas generaciones,
aunque no estén escritas en la secuencia del ADN. Estas consideraciones y muchas otras mas

han estado siempre presentes.



Esto es lo que estudia la Epigenética: la actividad diferente de los genes que puede ser estable
durante largos periodos de tiempo, que persiste a través de muchas divisiones celulares, e
incluso que se hereda a traves de varias generaciones, sin que por ello haya ningin cambio en
la secuencia del ADN (Roloff y Nuber 2005; Gurdon 2008; Probst et al. 2009; Ng et al. 2010;
Ng etal. 2014).

La Epigenética estudia las modificaciones en la expresion de los genes que no obedecen a una
alteracion de la secuencia del ADN y que son heredables, estudia cdmo interactian los genes

y qué factores externos influyen para que se dé una expresion diferente en unas células y
otras.

En los dltimos afios se esta realizando un gran esfuerzo por comprender fenémenos que
aparentemente no obedecian a principios genéticos conocidos. Asi, los estudios sobre la
denominada variegacion por efecto posicional en Drosophila llevaron a la conclusion de que
cambios en la localizacion cromosémica de un gen, sin afectar a su secuencia, pueden
determinar si dicho gen se expresara o no. Otro ejemplo enigmatico es la impronta gendémica,
que da lugar a que en algunos genes se silencie la copia paterna (o la materna, en otros casos).
Un fendmeno similar, aunque a mayor escala, causa el silenciamiento aleatorio de uno de los
dos cromosomas X durante el desarrollo embrionario en hembras de mamiferos, para asegurar
asi un mismo nivel de expresién génica en ambos sexos. Se sabe ahora que la causa molecular
de éstos y otros fendmenos epigenéticos reside en modificaciones quimicas del ADN, de las
proteinas histonas estrechamente unidas a él para formar la cromatina y de los ARNS no
codificantes. Tales modificaciones reciben el nombre de marcas epigenéticas, y se ha
propuesto que constituyen una capa adicional de informacidn (el epigenoma) superpuesta a la

secuencia de nucledtidos que es lo que se denomina el genoma (Roldan 2010).

El término "epigenética" tiene diversos significados dependiendo de la disciplina biolégica a

que se refiera.

Asi en Genética del Desarrollo, hace referencia a los mecanismos de regulacién genética que

no implican cambios en la secuencias del ADN.

En Biologia del Desarrollo, hace referencia a la dependencia contextual de los procesos
embrioldgicos. El contexto incluye factores epigenéticos tanto internos (materiales maternos,
propiedades genericas fisicas y autoorganizativas de las células y los tejidos, procesos de
regulacion genética, dinamica celular y tisular) como externos (temperatura, humedad, luz,

radiacion, etc.).
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En Biologia Evolutiva, la denominacién herencia epigenética engloba a los mecanismos de

herencia no genéticos.

En Genética de Poblaciones se emplea la expresion variacion epigenética para denominar a la
variacion fenotipica que resulta de diferentes condiciones ambientales (norma de reaccion).
Los cambios epigenéticos son cambios reversibles del ADN que hacen que unos genes se

expresen o0 no dependiendo de condiciones externas (polifenismo).

Una de las fuentes de mayores modificaciones de los genes es el factor ambiental y puede

afectar a uno o varios genes con multiples funciones.

Por medio de la regulacion epigenética se puede observar como es la adaptacién al medio
ambiente dada por la plasticidad del genoma, la cual tiene como resultado la formacion de

distintos fenotipos segun el medio ambiente al que sea expuesto el organismo.

Estas modificaciones presentan un alto grado de estabilidad y, al ser heredables, se pueden
mantener en un linaje celular a lo largo de muchas generaciones. Esto es importante ya que
cuando hay errores en las modificaciones se pueden generar enfermedades que perduren en

una familia durante mucho tiempo.

El interés por la Epigenética ha crecido de forma exponencial en esta Ultima década. Las
principales bases de datos existentes ya registran mas de 278 libros que tratan el tema, de los
cuales 26 han sido publicados en el presente afio 2015; mas de 5.000 articulos publicados
igualmente en este afio 2015, y se han establecido mas de 135 de las llamadas colecciones
acerca de Epigenética. Una coleccion es el conjunto de descripciones realizadas por los
laboratorios, con los resultados de pruebas y busquedas de marcas epigenéticas en los
diversos organos o tejidos. En concreto, en la base de datos internacional del GenBank se
establecié una division especializada en estas colecciones, denominada Epigenomics
MyCollection, en la que figuran datos acerca de las marcas de metilacion del ADN en 5
especies: Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Homo

sapiens y Mus musculus. (NCBI 2015).

Merece destacarse el Proyecto Roadmap Epigenomics en el que se han recopilado més de
3.438 datos de lugares de metilacion del ADN en humanos. Se ha establecido una base de
datos donde se puede localizar un gen sobre el cromosoma correspondiente y el lugar de
metilacion u otro mecanismo epigenético (http//www.roadmapepigenomics.org). Para
facilitar la difusion de los datos del Proyecto, se han creado varios recursos basados en la
web, como la pagina de referencia del Consorcio del Mapa Epigenomico, la base de datos

Epigenoma NCBI, la pagina de datos NCBI Gene Expression Omnibus (GEO) Atlas Humano
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delepigenoma, y la Hoja de Ruta de visualizacion del Proyecto. Sibien el objetivo general de
estos recursos es el mismo, hay algunas diferencias con respecto a las funciones disponibles

(Epigenomics Help 2014).

Esta proliferacion de trabajos y publicaciones traerd consigo una ampliacion todavia mayor en
un futuro préximo, que contribuird a un mayor conocimiento de lo que la Epigenética
representa en el control y regulaciéon de la actividad de los genes. El desarrollo y
conocimiento del genoma y del epigenoma corren paralelos en este gran campo de la Ciencia

y ponen cada dia nuevos retos y nuevos objetivos a conquistar.

A continuacién, se describen algunos conceptos basicos para comprender mejor el origen y

modo de actuacion de los factores epigenéticos en el genoma de los diferentes organismos.

I. 1.- Componentes principales del gen.

I. 1. 1.- El ADN. Es la llamada “molécula de la vida”, y es el principal componente del
material hereditario. EI modelo de la doble hélice de ADN que Watson y Crick propusieron
en 1953, consta de dos moléculas de polinucleétidos (hebras) de 2 nm de diametro, que se
disponen de forma antiparalela en direcciones (5 - 3' y 3 - 5'), consta, ademas, de un
esqueleto de azucar-fosfato fuera de la hélice y de cuatro bases nitrogenadas (Adenina,
Timina, Citosina y Guanina) dentro de la hélice. Las dos cadenas estdn unidas por enlaces de

hidrogeno (débiles) y apareadas de forma complementaria (A con Ty C con G). Figuras 2y 3.

fay H Tr_- o o

| | | s 5
Fon T '1‘-.‘L’/l' - L (h) HOCHE 0 OH HOCH2 0 OH
I ! | Ll
I N . L. L SE ‘ | I |
Arillo de pirimid | | | 4#C Ccr &#C cr
CR:\HN'J U':’.lﬂ Timina | T }I-I | | PI-I rl-l 1
" o Ny B¢ &R H ¢ ¢ H
| 1 | v 7 T
f'f‘“c:/skh‘.\- i s M . /{“ﬁal | | l !
"_c{.:/‘l'xhvéﬂ. N ”\m, “ i?:gur:w OH  OH OH H
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Figura 2.- (a) Estructura quimica de las bases purinas y pirimidinas que sirven de base
nitrogenada en el ADN y ARN vy (b) estructura quimica anular de la ribosa y de la 2-

desoxirribosa, que sirven de azlicar en el ARN y ADN respectivamente.
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Figura 3.- A la izquierda la doble hélice del ADN propuesta por Watson y Crick (1953) ya la
derecha la doble hélice (forma B) esquematizada indicando en (a) el eje, el diametro, la
longitud de los surcos, la distancia entre las bases nitrogenadas, en (b) el emparejamiento
entre las bases y su complementariedad, unidas por puentes de hidrogeno A: Adenina unida a
T: timina y C: citosina unida a G: guanina y en (c) representacion del caracter antiparalelo de
la hélice, la disposicion de las bases y el azicar (desoxirribosa) fosfato (P).

I. 1. 2.- Las proteinas histonas y su empaquetamiento con el ADN.

Otro componente son las proteinas histonas. EI ADN envuelve a las proteinas histonas
formando un complejo de nucleoproteina llamado nucleosoma. El nucleosoma mide 6 nm y
esta constituido por un octamero de histonas en el que hay dos subunidades de cada una de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4 de las que sobresale un extremo amino, que permite la unién de
otras proteinas para las funciones de transcripcion, de replicacion y de reparacion. Esta

compuesto, ademas, por una histona H1 que se coloca en el exterior del octdmero. Figura 4.

nucleosome

Core histones

Linker DNA

DNA is wrapped around histones
"Beads of string"

Figura 4.- En el nucleosoma el ADN se coloca alrededor de las histonas.
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La nucleoproteina constituye entre el 60 - 90% de un cromosoma Yy representa la base
molecular fundamental de la estructura del cromosoma. El analisis quimico de la

nucleoproteina da una relacion de 1: 1 entre el ADN aislado y la histona.

En los cromosomas aislados (metafase) aproximadamente el 15% es ADN, el 12% ARN vy el
70% son proteinas (Bird 2002).

Los cromosomas pueden contener, ademas, una proteina no histonica adicional. Y suele haber

ARN, probablemente transitorio como producto de la transcripcion.
Las histonas experimentan una fuerte interaccién bésica, con el ADN é&cido.

Alrededor de este octdmero se coloca la molécula de ADN con dos vueltas (140 pares de
bases aproximadamente). El espaciamiento entre las cuentas es lo que se llama ADN puente 0
ADN de unién y suele comprender unos 60 pares de bases. Este ADN puente o “linker”

interacciona directamente con la histona H1.Figura 5.

Histonas

— ADN
(‘ H3  Ha
Hz4 H2B Nucleasoma .
— ADN de unién

CROMOS0MA

Figura 5.- Imagen en la que se observan los multiples niveles de embalaje del ADN con las
histonas: El nucleosoma es el octimero de histonas méas el ADN: 166 nucledtidos del ADN,
mas 2H2A, mas 2H2B, mas 2H3, mas 2H4 (el octamero de histonas). Los nucleosomas estan
unidos por el ADN enlazador o ADN “puente” y la histona H1, para formar la fibra de

cromatina como si fueran las "cuentas de un collar".

La accidn electrostatica, entre la carga positiva de la histona y los fosfatos negativos del

ADN, es la fuerza estabilizadora en el mantenimiento de la cromatina,
ya que el ADN es un polianion mientras que las histonas son proteinas basicas, por

lo que la asociacion del ADN alrededor de estas proteinas es de caracter i6nico, sin que
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existan enlaces quimicos entre ambos tipos de moléculas.

A su vez, el nucleosoma, que posee una histona H1, se pliega en una conformacion que se
supone en zigzag (pero también se piensa que en helicoide o con interacciones cruzadas)
interaccionando con otros nucleosomas mediante contactos entre sus moléculas H1, formando
el solenoide, fibra de 30 nm de espesor. Las histonas H1 se disponen de manera que forman el
eje central sobre el que se sitlan los nucleosomas. Por cada vuelta de la espiral hay seis

nucleosomas. Figura 6. (Bird 2002).

Figura 6.- EIl bloque de construccion de la cromatina: el nucleosoma se compone de un
octdmero de proteinas histonas que se envuelve por 166 pares de bases de ADN, Cuando los
nucleosomas interacttan entre ellos, merced a las histonas H1 que los unen, constituyen una

fibra de 30 nm denominada solenoide.

El solenoide, a su vez, se enrolla en bucles de 300 nm. Si se eliminan las histonas del
cromosoma en la metafase mitotica se puede ver que los cromosomas tienen un esqueleto
central densamente tefiido. Desde este esqueleto se proyectan lazos de ADN que comienzany
acaban en el esqueleto. Este esqueleto central llamado andamio esta compuesto por proteinas
no histonicas, como la enzima topoisomerasa Il (también llamada condensina) que enlazan o
separan nudos o lazos en una cadena, y también por proteinas SMC (Structural Maintenance
of Chromosomes o mantenimiento de la estructura del cromosoma). En este esqueleto hay
regiones especiales llamadas zonas SAR (Scaffold Attachment Region o Regiones de Unidn
al Andamio) que son zonas de la fibra de 30 nm muy ricas en amina y timina que se unen al
andamio, dando lugar a la fibra de 300 nm. El empaquetamiento en este punto es de 2.000
veces la hebra de ADN.

El andamio en metafase consiste en una densa red de fibras o hilos de ADN que emanan del
andamio como bucles de media longitud (30-90 kb). Figura 7. El andamio se parece a un par

de cromatidas hermanas. Andamios hermanos estan generalmente bien conectados, aunque a
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veces por separado y se unen por solo unas pocas fibras. Posiblemente son las estructuras

responsables de mantener la forma de los cromosomas mitéticos.

En los sitios de unién del ADN con el andamio se encuentran genes MAR (region de unién de
matriz) por lo general contienen un sitio de reconocimiento para la topoisomerasa Il

(implicada en la regulacién de la transcripcion).

J/Chromosome structure

scaffold R chromatin loop
protein _____;8 "‘“s.._né
= coiye?!
—— PR
\ ’J & e \
.ﬁ C= i‘S "‘L\)-ENA nuclecsome
/ “p Q histone”” 77
es of - f ﬁ //’ \
chromatin loops Lﬂ 2N
chromosome DNA double helix

AP Biology

Figura 7.- A la izquierda una representacion del conjunto ADN mas las proteinas histonas
cuando ambos se organizan para dar lugar a la fibra de cromatina cada vez mas condensada,
constituyendo los nucleosomas (6 nm), los solenoides (30 nm) y la fibra de 300 nm. A la

derecha, una imagen que clarifica la estructura de los bucles de cromatina y de las zonas SAR.

La fibra de 300 nm se pliega sobre si misma formando una espiral y empaquetando el ADN
hasta 10.000 veces dando lugar a la cromatida que cuando se produce la fase de sintesis del
ADN en el ciclo de reproduccion celular, da lugar a la cromatida hermana y con ella, al
cromosoma metafasico. La union de las dos cromatidas hermanas se produce a través de las

condensinas.

En la actividad cromosémica se encuentran los genes codificadores de proteinas, que se
conocen como los Unicos depositos de la herencia, pero también se encuentran los genes no
codificadores que dan lugar a cadenas activas del ARN, las mismas que alteran el
comportamiento de los genes codificadores y la informacién epigenética. Esta ultima
informacion resulta crucial para el desarrollo, el crecimiento, el envejecimiento y el cancer,
entre otros acontecimientos. No altera la secuencia del ADN aunque influye en su expresion.

Los mecanismos epigenéticos pueden integrar sefiales gendmicas y ambientales para controlar

16



el desarrollo de un fenotipo particular, por lo que estan intimamente ligados con la plasticidad

fenotipica y la salud.

Figura 8.- Estructura de cromosomas eucarioticos en metafase.

Se sabe que en los organismos procariotas, los genes que codifican enzimas que tienen
funciones relacionadas, por ejemplo los genes implicados en el metabolismo de la lactosa,
estan estrechamente ligados entre siy, con frecuencia, se encuentran bajo el control genético
coordinado de una Unica unidad reguladora. Esta unidad, suele estar localizada en lo que se
llama comunmente, corriente arriba del grupo génico que controla y se llama sitio de

actuacion encis.

Las interacciones en este sitio implican la union de moléculas que controlan la transcripcion o
lo que es lo mismo, la sintesis del ARN a partir del ADN, del grupo génico en cuestion. Estas
moléculas se denominan elementos de actuacidn en trans. Las interacciones en los sitios de
regulacion determinan el que los genes se expresen 0 no. La union de un elemento de
actuacion entrans a un sitio de actuacion en cis puede regular el grupo génico tanto de forma

negativa, desconectando los genes, como de forma positiva, conectando los genes del grupo.

El descubrimiento de que el gen regulador y el sitio de regulacion forman parte del grupo
génico tuvo una importancia capital para entender cdmo se controla la expresion génica en
este sistema (Klug 2006). En la figura 9, se observa cdmo son necesarios varios genes, cada
uno con su funcion especifica, desde los genes estructurales, que llevan la informacién para la
sintesis de la enzima, hasta los genes reguladores y represores, para que pueda realizarse la

regulacién genética.
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Figura 9.- Resumen simplificado que sirve de ejemplo de la conformacion de un grupo génico
y de las unidades reguladoras implicadas en el control, en este caso, del metabolismo de la

lactosa en organismos procariotas.

I. 2.- {Qué es la impronta genética?

Cada copia de un gen contiene una instruccion individual y especifica para una tarea
particular que se lleva a cabo en las células del cuerpo. Hay dos copias de cada gen, una
recibida de la madre y otra del padre. Tanto los genes maternos como los paternos estan
habitualmente activos o expresados, sin embargo, un pequefio numero de los
aproximadamente 20.000 genes que se supone poseemos los humanos, va a actuar o0 no
dependiendo si la copia del gen ha venido del padre o de la madre. Este proceso, en el que la
expresion de una copia del gen se altera dependiendo de que proceda del 6vulo o del esperma,
se llama imprinting o impronta genética; y se refiere al hecho de que algunos cromosomas, 0
segmentos de cromosomas, 0 algunos genes, se marcan con una "memoria” dependiendo del
progenitor del que se ha recibido. Esta expresion del gen se denomina "matriz de efectos

origen" y fue descrita por Helen Crouse en 1960.

A pesar de que tanto la impronta, como una mutacién en un gen pueden modificar el producto
del gen, mientras una mutacion cambia la informacion codificada en el gen de forma
permanente, el imprinting es reversible en la siguiente generacion. Los procesos de metilacién
del ADN juegan un papel importante en la accion de la impronta genémica. Segun el origen
parental los genes pueden ser activados o silenciados. La impronta afecta al crecimiento
prenatal y se ha establecido su importancia en la generacion de enfermedades. Durante la
gametogénesis se inicia la impronta gendmica y por lo tanto ésta es heredada durante la fusion
de los gametos. Durante la formacion del cigoto la impronta es reprogramada en el nuevo
individ uo.

El ejemplo mas claro de este mecanismo se da en la regulacion de la dosis compensatoria del
cromosoma X en las hembras de los mamiferos. Esta reprogramacion juega un papel

importante en la expresion de los genes de tejidos especificos que si llegan a ser modificados
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pueden tener consecuencias en el desarrollo adecuado del organismo. Por lo tanto, con un
mejor entendimiento de como ocurren estos procesos y cOmo son regulados, se puede llegar a
entender enfermedades como la preeclampsia, las pérdidas durante la gestacion, los fallos que

se dan en la reproduccion, etc.

I1.- La Epigénesis

La Epigénesis es un proceso celular normal que regula la expresion de los genes de forma que
la célula disponga de las proteinas que necesite de acuerdo con el tejido en que se encuentre y
la funcion que deba realizar en cada momento. Tanto la regulacion como las marcas

epigenéticas se producen merced a los siguientes mecanismos:
1.- La metilacion del ADN
2.- Las modificacion de histonas

3.- Los RNAs no codificantes

I1. 1.- La metilacion del ADN

Uno de los mecanismos moleculares mejor conocido es el de la metilacion de residuos de

citosina en posiciones especificas en la molécula del ADN (Bestor 2000; Bird 2002).

Las enzimas que llevan a cabo la reaccion de metilacion estan bien caracterizadas (Okano et
al. 1999), asi como el mecanismo por el que la configuracion de las posiciones metiladas se

propaga a través de la replicacion del ADN (Groth etal. 2007).

La consecuencia tipica de la metilacién en una regién genémica es la represién de los genes
cercanos (Bird 2002).

La metilacion del ADN es una marca epigenética heredable que implica la transferencia
covalente de un grupo metilo en la posicion C-5 del anillo de citosina del ADN por las ADN
metiltransferasas (DNMTSs), dando lugar a la 5 metilcitosina (5mC); el grupo donador es el
llamado S-adenosil-L-metionina SAM (Jin et al. 2011). Figura 10.

En organismos superiores, un grupo metilo se le afiade a la citosina permitiendo la
conformacion cerrada de la cromatina. Por lo tanto un alto grado de metilacién se asocia con
el silenciamiento de genes. Una forma de controlar el grado de metilacion es mediante la

accion de efectos ambientales.
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*La metilacidén del ADN ocurre sobre el carbono 5 de la citosina.
SAM: S-adenosil-metionina (dador del grupo metilo CHz).
SAH: S-adenosil-homocisteina.

DNMT: ADN metiltransferasa.

Figura 10.- Imagen en la que se observa la formacidn de la metilacion del ADN,

transformando la citosina en 5-metilcitosina.

En los mamiferos se ha visto que la metionina, la colina, el acido félico y las piridoxinas (que
son sustancias provenientes de la dieta) tienen como funcion la adicién de grupos metilo. Por
lo general, la metilacion se da en mayor grado en las islas CpG que son regiones ricas en CG,
con altas concentraciones de citosina y guanina de forma tal que una citosina esta situada a
continuacion de una guanina en la secuencia lineal de bases a lo largo de la cadena del ADN.
CpG es la abreviatura de "™C-fosfato-G-", es decir, citosina y guanina separados por solo un
fosfato; el fosfato une longitudinalmente cualquiera de los dos nucleésidos en la hebra de
ADN. La anotacidn se utiliza para distinguir esta secuencia lineal de lo que es el apareamiento
de bases CG de la citosina y guanina que unen transversalmente las dos hebras
complementarias. Las islas CpG suelen formar parte de la region promotora de los genes y

cuando estan localizadas dentro de las secuencias del gen se denominan CpGl. (Bird 2002).

Para que la metilacion se produzca de forma adecuada es necesaria la presencia de la enzima
ADN metiltransferasa, que se encarga de establecer y mantener los patrones de metilaciony
de las proteinas de union metil-CpG que estan involucradas en hacer las marcas
epigenéticas de metilacion. También hay evidencia de que una ADN metilasa contribuye a
regular los patrones de metilacion durante el desarrollo embrionario, aunque se desconoce su

modo de accion (Mayer et al. 2000).

La metilacion del ADN se produce en las citosinas en cualquier contexto del genoma de los

mamiferos. Pero en las células somaticas, alrededor de un 98% de la metilacion del ADN, se
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produce en un contexto CpG. En las células madre embrionarias (ESCs) un 25 % de toda la
metilacion aparece en un contexto no CpG. (Bird 2002; Chatterjee y Eccles 2015).

La metilacion del ADN se elimina normalmente durante la formacion del cigoto y luego es

reestablecida en el embrion aproximadamente en el momento de la implantacion.

Actualmente se sabe que existen dos tipos de metilacidon, la metilacion de mantenimiento y la
de novo. Mientras que la metilacion de mantenimiento reconoce hemimetilaciones
(metilaciones en s6lo una hebra del ADN) y metila la hebra complementaria, la metilacién de
novo metila regiones CpG que no estaban metiladas previamente. Basicamente, la metilacion
de mantenimiento lo que hace es "perpetuar” la metilacién durante la division celular
(participando en la impronta genética) y la de novo metila genes concretos para silenciarlos en

momentos determinados de la funcién celular.

La mayor parte de la metilacion del ADN es esencial para el desarrollo normal, y juega un
papel muy importante en una serie de procesos clave, como la impronta gendmica, la
inactivacion del cromosoma X en las hembras de los mamiferos y la supresion de la
transcripcion de elementos repetitivos y de la transposicion. Cuando esta metilacion del ADN

se desregula contribuye a la aparicién de enfermedades como el cancer.

La metilacion del ADN en los mamiferos estd regulada por una familia de enzimas ADN
metiltransferasas (DNMTs): DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L (Bestor et
al. 1988; Bestor 2000; Bird 2002; Chatterjee y Eccles 2015).

Aunque otras clasificaciones han sido hechas de acuerdo con el substrato sobre el que actuan,
como en el caso de las m6A que dan lugar a la N6-metiladenina, las m4C que generan N4-
metilcitosina y las m5C que dan lugar a la C5-metilcitosina (Cheng 1993); por estar mejor
conocidas las ADN metiltransferasas en los mamiferos, la primera clasificacion es la que se

utiliza, mas cominmente.

Las DNMT1 metilan preferentemente el ADN hemimetilado in vitro y se localizan en la
replicacion durante la fase S. Como tal, la metiltransferasa de mantenimiento es responsable
de copiar los patrones de metilacion del ADN a las cadenas hijas durante la replicacion del
ADN. En modelos de raton con ambos alelos Dnmt1 delecionados se ha visto que se produce

letalidad en los embriones, aproximadamente, sobre el dia 9 (E9) (Jin etal. 2011).

Las DNMT2 son metiltransferasas homélogas que metilan la citosina-38 en el bucle
anticodon del ARN de transferencia del &cido aspartico, en lugar de metilar el ADN (Goll et
al. 2006).
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Las DNMT3A y DNMT3B, en contraste con las DNMT1s, tienen preferencia por los
dinucle6tidos CpG no metilados y llevan a cabo la metilacion de novo durante el desarrollo
embrionario. Los ratones que carecen de Dnmt3a mueren al cabo de las 4 semanas de edad
(Jin et al. 2011)

Las DNMT3L presentan homologia con las DNMT3A y DNMT3B, ayudan a las
metiltransferasas de novo aumentando su capacidad de unirse al grupo metilo donador, (S-
adenosil-L-metionina, SAM) y estimulan su actividad in vivo. No obstante, la DNMT3L no
tiene en si actividad catalitica. Los ratones homocigoticos nulos para Dnmt3L son viables,
mientras que los embriones heterocigdticos derivados de ovocitos homocigéticos, sin
Dnmt3L, mueren alrededor de E9 y muestran deterioro en el imprinting de metilacién materna
y expresion bialélica de genes imprintados normalmente expresados sélo desde el alelo de

origen paterno (Jin etal. 2011).

La cooperacion entre las diferentes DNMTs también se requiere en la metilacion de algunas
regiones del genoma, en particular en elementos repetitivos. Como se ha mencionado
anteriormente, ha sido ampliamente descrito que las DNMTL1 actlan principalmente como
metiltransferasas de "mantenimiento™ durante la sintesis del ADN y que las DNMT3A y
DNMT3B actlan como enzimas de novo en el desarrollo embrionario, sin embargo, la
evidencia indica que las DNMT1 también pueden ser necesarias para la metilacion de novo
del ADN gendmico y que las DNMT3A y DNMT3B contribuyen a la metilacion de

mantenimiento durante la replicacion.

En los mamiferos, la mayoria de los dinucledtidos CG estan metilados, pero si estan dentro de

los promotores tienden a estar protegidos de la metilacion.

Los defectos en la metilacion del ADN estan estrechamente relacionados con el céncer,
aunque ninguna mutacion o deficiencia en cualquiera de las DNMTs ha sido identificada
como causalmente vinculada al desarrollo de tumores, lo mas probable por su papel critico

durante la embriogénesis.

La mayor parte de la metilacion del ADN es esencial para el desarrollo normal, y juega un
papel muy importante en una serie de procesos clave, como la impronta gendmica, la
inactivacion del cromosoma X de las hembras de los mamiferos y la supresion de la

transcripcion de elementos repetitivos.

Los llamados factores de transcripcion se unen al ADN reconociendo la secuencia de bases
en la region promotora del gen, cuando se va a sintetizar el ARN mensajero y eligen esas

secuencias para la activacion o la represién, es decir para que la transcripcion se produzca, o
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no, y por consiguiente el ARN mensajero. La interaccion de estos factores con las secuencias
afines desencadena una serie de acontecimientos en los cuales, a veces, se producen cambios
en la estructura de la cromatina. Sin embargo estos tipos de factores de transcripcién no son
suficientes para definir la compleja actividad de los genes, ni tampoco para explicar por qué

Se expresan unos genes en unas células y en otras no.

Ya se conocen algunas marcas de diferenciacidon muy estables, de forma que aunque se
introduzca el nucleo en un citoplasma extrafio, no se borran de la memoria. Estas marcas es
muy poco probable que sean debidas a mutaciones somaticas generalizadas sino que, mas
bien, lo sean a mecanismos epigenéticos. Como indicaron Russo et al. (1996) y Bird (2002),
estos mecanismos son los cambios heredables en la funcion de los genes que no se pueden

explicar por cambios en la secuencia del ADN.

Un requisito previo para la comprension de la funcién de la metilacion del ADN es el
conocimiento de su distribucion en el genoma. En los animales el espectro de los niveles de
metilacién es muy amplio: por ejemplo, en el gusano Caenorhabditis elegans es el més bajo
de los que se conocen y su genoma no codifica para una ADN metiltransferasa convencional
(Bird 2002). Otro invertebrado, Drosophila melanogaster, tiene un gen para la ADN
metiltransferasa y también se han detectado niveles muy bajos (Lyko et al. 2000), no obstante
tiene el dinucle6tido CpT, en lugar de CpG que es el principal objetivo de la metilacionen los
animales. La mayor parte de los genomas de otros invertebrados tienen niveles
moderadamente altos que estdn concentrados en grandes dominios de ADN metilado

separados por dominios equivalentes de ADN no metilado.

En el extremo opuesto estan los genomas de los vertebrados, los cuales tienen los niveles mas
altos en todo el Reino Animal. La metilacion del ADN estd dispersa por todo el genoma,

dando lugar al término conocido como metilacion global.

Los patrones de metilacién del ADN en los mamiferos varianen el espacio y en el tiempo. En
las células somaticas humanas, representa aproximadamente el 1% del total de bases de ADN
y, por tanto, afecta entre un 70% -80% de todos los dinucle6tidos CpG en el genoma (Bird
2002).

Aunque la metilacion se elimina durante la formacidn del cigoto y luego se restablece en el
embrion en el momento de la implantacion, en el raton esta metilacion declina de forma

patente, representando tan solo un 30 % con respecto al nivel del adulto (Kafri et al. 1992).

Un descenso menor se da en la rana Xenopus laevis (Stancheva y Meehan 2000) y ningun

descenso se ha observado en el pez cebra, Danio rerio (MacLeod et al. 1999). Incluso dentro
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de los vertebrados, la variacion entre especies podria reflejar diferencias en el papel
desempefiado por la metilacibn en estos organismos. Sin embargo, en ratones v,
probablemente, en otros mamiferos, el ciclo de desmetilacion en el cigoto, seguido de una

metilacion de novo, es critico en la determinacion de los patrones de metilacion del ADN.

Una reduccionen la metilacidon a escala del genoma también se ha visto en células germinales
primordiales (Tada et al. 1997; Reik et al. 2001) durante la fase proliferativa de las oogonias y

de las espermatogonias.

La caracteristica mas llamativa de los patrones de la metilacion del ADN de vertebrados es
la presencia de islas CpG. Un analisis masivo de la secuencia del genoma humano predijo
29.000 islas CpG (Lander et al. 2001; Venter etal. 2001).

Una proporcion pequefia pero significativa de todas las islas CpG estd metilada durante el
desarrollo embrionario, y cuando esto sucede, el promotor asociado esta silenciado de forma
estable. La impronta genémica y la inactivacion del cromosoma X de las hembras de los

mamiferos son ejemplo de este tipo de metilacion de las islas CpG.

La metilacion de novo se produce en las células germinales y en las fases tempranas del
desarrollo embrionario (Jaenisch et al. 1982), lo que sugiere que la metilacién de novo es
particularmente activa en estas etapas. Aunque también, la metilacion de novo puede ocurrir

en células somaticas de adultos.

Una fraccion significativa de islas CpG humanas es propensa a la metilacion progresiva en
ciertos tejidos durante el envejecimiento (Issa 2000), o en células anémalas como en el cancer

(Serman et al. 2014; Ohgami y Arber 2015) y en lineas celulares permanentes.
Il. 1. 1.- ¢, Qué relacidn tiene la impronta genética con la metilacion del ADN?

La impronta de genes hace referencia a que una de las copias del gen que se hereda de los
padres (puede ser tanto la copia materna o paterna), puede encontrarse completamente
silenciada con el fin de tener una expresion monoalélica de ciertos genes. Por lo tanto, se

observard un patron de metilacion correspondiente al sexo.

Si existen anomalias en el silenciamiento de ciertas copias se pueden dar cambios en el
fenotipo que pueden ser resultado de enfermedades como es el caso del sindrome de Beckwith
Wiedemann. Este sindrome se da cuando las dos copias del gen IGF2 estan activas, es decir el
proceso de impronta génica no se dio de forma adecuada al no silenciar la copia materna, y
por lo tanto el individuo se caracteriza por la presencia de un alto nimero de tumores de gran
tamario.
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Se sabe que un alto indice de metilacion de genes reguladores del ciclo celular y de
reparadores del ADN produce una mayor frecuencia de formacién de tumores cancerigenos.
De igual forma, cuando hay un bajo nivel de metilacion (hipometilacién) también se

presentan enfermedades.

Estudios recientes han demostrado que la metilacién es un mecanismo de defensa contra virus

y parésitos para evitar que estos dafien el ADN (Jin etal. 2011).

La hipermetilacion es una de las mayores modificaciones epigenéticas responsable de reprimir
la transcripcion via region promotora de los genes supresores de tumores. La hipermetilacion
ocurre en las islas CpG de la region promotora, dando lugar a un silenciamiento

transcripcional heredable.

La metilacion del ADN puede por si misma impedir fisicamente la unién de los reguladores
transcripcionales del gen y mas importante adn, el ADN metilado participa en la
conformacion de la cromatina a través de interacciones con otras modificaciones epigenéticas,
como la modificacion del cddigo genético para las histonas, o los complejos proteicos
Polycomb (Este complejo esta compuesto por una familia de proteinas identificadas por vez
primera en D. melanogaster que pueden dar lugar a una remodelacion de la cromatina
produciendo el silenciamiento epigenético de genes. Las proteinas Polycomb mejor conocidas
son las que afectan al silenciamiento de los genes Hox a través de la modulacion de la
estructura de la cromatina durante el desarrollo embrionario en D. melanogaster). En los
mamiferos la expresion de genes del grupo Polycomb es importante en muchos aspectos del

desarrollo embrionario (Portoso y Cavalli 2008).

Por todo ello, es importante examinar los vinculos entre la metilacion del ADN vy otros
reguladores epigenéticos para comprender mejor los mecanismos moleculares de la represion

transcripcional en el desarrollo y en la carcinogénesis.

La hipometilacion surge principalmente por la pérdida de metilacion en elementos repetitivos
fuertemente metilados, incluyendo satélites (por ejemplo, SAT2) y retrotransposones (por

ejemplo, LINESs), que conducen a la inestabilidad gendmica y a la activacion de oncogenes.

Il. 1. 2.- ;Como se pueden establecer y mantener los patrones metilados y no
metilados de ADN en mamiferos al igual que los que surgen en el desarrollo

embrionario?

Ante este interrogante se han planteado hipotesis distintas que se han tratado de forma
experimental. Se trata de conocer los mecanismos que actuan en el mantenimiento de los

patrones de metilacion y de la ganancia y pérdida de esta metilacion.
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El mantenimiento de la metilacion describe los procesos que reproducen los patrones de

metilacion del ADN a lo largo de las generaciones de células.

El mecanismo mas sencillo para el mantenimiento depende de la copia semiconservativa del
patron parental en la hebra de la cadena de ADN (Holliday y Pugh 1975; Riggs 1975). De
acuerdo con el modelo, la enzima de metilacion DNMT1 prefiere metilar los CpG copia de
los que ya figuran metilados en la cadena parental (Bestor y Tycko 1996; Pradhan et al.
1999). Por lo tanto, lo que hace es copiar un patron de CpG metilados y no metilados a lo
largo de una cadena de ADN Yy esto proporciona una forma de pasar informacion epigenética

entre generaciones celulares. (Figura 11).

l DNA
replication

l maintenance
methylation

Figura 11.- Mecanismo que mantiene la metilacion del ADN durante la replicacion. Las
cadenas originales que tienen la molécula metilada se copian a la cadena nueva que se
sintetiza ya que la ADN metiltransferasa 1 (DNMTL1) reconoce especificamente los

dinucledtidos hemimetilados y transfiere un grupo metilo a la citosina en la nueva cadena.

Existe la idea de que se establecen patrones de metilacion del ADN en el desarrollo
embrionario temprano en los mamiferos, mediante las metiltransferasas DNMT3A vy
DNMT3B de novo (Okano et al. 1998, 1999; Hsieh 1999) que luego son copiados a las
células somaticas por el mantenimiento de la ADN metiltransferasa DNMT1, pero, como se
vera a continuacion, esta idea no explica completamente que esta enzima sea la Unica

responsable de la persistencia de los patrones de metilacion durante la proliferacion celular.

Los experimentos que primero mostraron la replicacion de los patrones de metilacion
utilizaron un ADN metilado artificialmente, y describieron una fidelidad relativamente baja

para el proceso (Pollack et al. 1980; Wigler et al. 1981). Después de muchas generaciones de
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células, la metilacion del ADN introducido se mantuvo, pero a un nivel menor que en el
organismo de partida, estimandose con una frecuencia del 5% por cada sitio CpG y por cada
division celular. Estos estudios indican que no sélo la ADN metiltransferasa es el factor de

mantenimiento de la metilacion.

Entonces, ¢puede decirse que no existe el concepto de mantenimiento de la metilacion?. Las
islas CpG mantienen su estado no metilado (0 metilado) extremadamente estable a través de
multiples generaciones celulares. La DNMT1 es, en parte, responsable de esta estabilidad,
pero es probable que sea otro componente aun desconocido el que esté actuando para el
mantenimiento del proceso. Una evidencia muy clara para mantener esta idea proviene de la
constatacion de que la metilacion de la isla CpG se mantiene de manera estable incluso en
ausencia de la DNMTL1. Un fendmeno similar puede explicar el mantenimiento de las huellas
de metilacion en condiciones donde la concentracion de DNMTL1 era muy baja. (Chattejee y
Eccles 2015).

El origen de los patrones de metilacion del ADN es, todavia, un misterio. Las DNMT3A y
DNMT3B metiltransferasas de novo estdn ampliamente expresadas en células embrionarias
tempranas, y es en esta fase cuando suceden la mayor parte de los eventos de metilacion de
novo programados (Okano et al. 1998 y 1999). ;Qué es lo que determina cuales son las
regiones del genoma que deben ser metiladas? Una posibilidad lejana es que la metilacion del
ADN de novo en el desarrollo embrionario temprano de mamiferos es un proceso
indiscriminado afectando potencialmente a todos los lugares CpG. Esta claro que no todas las
regiones del genoma estan igualmente accesibles a las ADN metiltransferasas. La DNMT3B
en particular, es requerida para la metilacién de novo de regiones gendmicas especificas,
como en ratones o en pacientes humanos con mutaciones DNMT3B, los cuales presentan
deficiencia en la metilacion de secuencias de ADN repetitivo pericentromérico y en las islas
CpG sobre el cromosoma X inactivo (Miniou et al. 1994;. Okano et al. 1998; Hansen et al.
2000; Kondo et al. 2000). La DNMT3B, por lo tanto, puede adaptarse a las regiones metiladas

de la cromatina silente.

La evidencia de que también son necesarios factores accesorios para asegurar la metilacion
apropiada se clarifico inicialmente a partir de plantas, donde la proteina DDM1-SNF2 se
demostrd que era esencial para la plena metilacion del genoma de Arabidopsis thaliana
(Jeddeloh et al. 1999). Una dependencia equivalente se ve en las mutaciones ATRX de
humanos (Gibbons et al. 2000) y en los genes Lsh2 de raton (Dennis et al. 2001) que codifican
para la proteina SNF2 de la remodelacion de la cromatina y producen efectos significativos en

los patrones de metilacion del ADN global. La pérdida de la proteina LSH2, en particular,
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coincide con el fenotipo de la mutacion DDM1 en Arabidopsis, para ambos mutantes se
pierde metilacién de secuencias de ADN altamente repetitivas, pero retienen alguna
metilacion en otras partes del genoma. Quizas la metilacion global eficiente del genoma
requiere un cambio en la estructura de la cromatina producido por estas proteinas
remodelantes de la misma, para que las DNMTs puedan tener acceso al ADN. La
colaboracion entre las DNMTSs y factores que permiten el acceso a las regiones cromosomicas
especializadas puede ser particularmente importante en regiones que son heterocromaticas e

inaccesib les.

Otra hipotesis para explicar la metilacion global es que la maquinaria de metilacién del ADN
es atraida preferentemente por ciertas secuencias de ADN en el genoma de los mamiferos
(Turker 1999). Un iniciador hipotético de la metilacién del ADN es la repeticion de
secuencias de ADN, la cual puede promover la metilacién de novo como se vid en hongos
filamentosos y plantas, bajo ciertas circunstancias (Selker 1999; Martienssen y Colot 2001).
En mamiferos, la evidencia méas sugerente se refiere a la manipulacién del nimero de copias
transgénicas en unsolo locus en el genoma del raton (Garrick et al. 1998); aqui se encontraron
niveles altos de repeticion de un transgén y se evidencié que fue la causa significativa del
silenciamiento de dicho transgén y de la metilacion concomitante. Por el contrario, la eficacia
de la expresion del gen aumentd a medida que el nimero de copias se redujo en el locus, y a

medida, tambien que decrecia el nivel de metilacion.

Como indican estos autores, no se sabe si la repeticidn causé directamente la metilacion, o fue
indirectamente como una consecuencia de algin otro evento (por ejemplo, silenciamiento

transcripcional).

Se ha evidenciado el llamado centro de metilacién del ADN en el hongo Neurospora, donde
cortos segmentos de ADN ricos en TpA inducian metilacion (Miao et al. 2000). En
mamiferos, la identificacion de un centro de metilacién del ADN se identifico en secuencias
finales del gen de la adenina fosforribosiltransferasa (APRT) (Yates et al. 1999). La region
contiene elementos repetitivos Bl y atrae altos niveles de metilacion de novo después de la
transfeccion en células embrionarias, aunque el efecto es relativo, porque muchas secuencias
de ADN estén sujetas a la metilacion de novo en estas células.

Debido a que la evidencia sugiere que la replicacion de los patrones de metilacion debida a la
accion de la DNMTL, s6lo es en parte responsable para el mantenimiento de la metilacion,
una posibilidad atractiva es que las caracteristicas de un dominio de ADN que ayuda a
mantener su estatus metilado son las mismas caracteristicas que promueven su metilacion de

novo.
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El ARN de doble cadena dirige la destruccidn de las transcripciones que contienen la misma
secuencia, pero hay pruebas concluyentes que también puede dirigir la metilacion de novo del
ADN genémico homdlogo (Wassenegger et al. 1994; Bender 2001; Matzke et al. 2001). El
silenciamiento génico postranscriptional por el ARN de doble cadena es probablemente un
antiguo sistema de defensa gendémico porque ocurre tanto en hongos, como en plantas y en
animales; pero la metilacién del ADN no va necesariamente a la par, el silenciamiento es
eficiente en C. elegans en ausencia completa de DNMT. Incluso en el hongo Neurospora, con
frecuencia, la metilacion del ADN no se requiere para el silenciamiento del gen

postranscripcional (Cogoni etal. 1996).

Las plantas tienen un sistema de metilacion CpG, pero éste no parece ser esencial para el
silenciamiento génico dirigido por el ARN (Wassenegger et al. 1994; Bender 2001; Matzke et
al. 2001). El optimismo de que la metilacion de novo sea dirigida por ARN en los mamiferos
ha desaparecido por falta, hasta ahora, de una clara demostracién de que el ARN de doble

cadena conduzca al silenciamiento génico mediatizado por la metilacion del ADN.

Il. 1. 3.- El silenciamiento transcripcional de la cromatina como un objetivo de la

metilacion de novo.

Varias evidencias sugieren que la metilacion del ADN no interviene en el silenciamiento de

promotores activos, sino que afecta a genes que ya estan en silencio.

La metilacion de genes que ya estan en silencio es observada durante la inactivacion del
cromosoma X en el embrion de hembras de mamifero. Estudios cinéticos demostraron que el
gen para la fosfoglicerato quinasa esta silente en el cromosoma X inactivo en las hembras de
los mamiferos antes de que se produzca la metilacion de las islas CpG de sus promotores
(Lock et al. 1987). Estudios posteriores en raton, especie en la cual el proceso esta mejor
estudiado, han establecido que la expresion de un ARN no codificante sintetizado a partir del
gen Xist en el cromosoma X inactivo, desencadena el proceso de inactivacion en cis. Se sabe
que en mamiferos placentarios, la represion de los genes ligados al cromosoma X depende de
la expresion del gen Xist, que juega un papel en el proceso de inactivacion. Especificamente,
la activacion del gen Xist y el inicio de su replicacion tardia precede a la metilacion de la isla
CpG en varios dias (Keohane et al. 1996; Wutz y Jaenisch 2000). En otras palabras, la
metilacion afecta el cromosoma X cuando los genes ya estan silenciados por otros

mecanismos.

La posibilidad de que las fases de la cromatina estén afectando a la maquinaria de metilacion
del ADN es atractiva (Selker 1990). Las fases de acetilacion y de metilacion de las histonas

nucleosomales esté estrechamente correlacionada con la actividad transcripcional (Jenuwein y
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Allis 2001) y podria ser interpretada por la maquinaria de metilacion, llevandola a cualquier
dominio metilado o no metilado. De hecho, el trabajo sobre Neurospora (Tamaru y Selker

2001) demostro una intima relacion entre la metilacion de histonas y la metilacion del ADN.

Si la dependencia de la metilacion del ADN a la previa metilacion de histonas pudiera ser
aplicable a los mamiferos, reforzaria ain mas el argumento de que la metilacion del ADN esta

dirigida a los genes que ya estan en silencio.

II. 1. 4.- Consecuencias del aumento de la metilacidon: silenciamiento

transcripcional estable de genes.

¢Por qué metilar genes que ya estdn en silencio? Una respuesta es para silenciarlos
irrevocablemente. La metilacion contribuye claramente a la estabilidad de la inactivacion,
porque la inactivacion del cromosoma X (Graves 1982; Venolia et al. 1982), puede ser
disminuida mediante el tratamiento con agentes desmetiladores en células somaticas. Las
personas que carecen de DNMT3B muestran metilacion reducida de algunas islas CpG en el
cromosoma X inactivo y también genes silentes ligados al X de forma imperfecta (Miniou et
al. 1994;. Hansen et al. 2000).

Pero, ¢qué genes se ven afectados por la metilacion del ADN en el silenciamiento de genes?
Estudios previos se basaronen la utilizacion de la 5-azacitidina (Jones y Taylor 1980), que se
usé para activar genes en el X inactivo en clones de células hibridas de roedores y humanos
(Graves 1982). En lineas celulares de ratones que carecen de DNMTL (Li et al. 1992) se
evidenciaron los efectos de la metilacion del ADN sobre la expresion génica. En mamiferos
placentarios, la represion de los genes ligados al cromosoma X depende de la expresion del
gen Xist, que juega un papel en el proceso de inactivacion, culminando con la metilacion
generalizada de islas CpG. EI cromosoma X activo, por otra parte, debe ser protegido del
silenciamiento, y esto requiere la represién del gen Xist y de nuevo depende de la metilacion
(Panning y Jaenisch 1996). Un sistema de metilacion del ADN intacto es también esencial
para la impronta gendmica, porque la supresion del gen Dnmtl conduce a la interrupcion de la

expresion monoalélica de varios genes imprintados (Li et al. 1993).

Tanto la inactivacion del cromosoma X como la impronta genémica implican el

silenciamiento de un solo alelo, dejando al otro no afectado.

Un conjunto inusual de genes que estan activados en la linea germinal, la mayoria de los
cuales estan ligados al cromosoma X, parece utilizar la metilacién para el silenciamiento

completo, en las células sométicas (De Smet et al. 1996, 1999).
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El silenciamiento del elemento de transposicion como consecuencia de la
metilacion del ADN

Los elementos transponibles o transposones estan clasificados como ADN repetitivo. Son
secuencias de ADN con capacidad de cambiar de lugar dentro de un genoma Yy, en ocasiones,

extenderse a otros genomas.

Una consecuencia de la deficiencia de la metilacion del ADN es la activacion de los
promotores de los elementos transponibles. Las secuencias relacionadas con el factor de
transposicion estan fuertemente metiladas y transcripcionalmente silenciadas en las células
somaticas. En células de ratdn, por ejemplo, la metilacion reprime la transcripcion de
elementos de una particula A (IAP), que constituye una familia activa de elementos
transponibles. En los embriones que carecen de la DNMT1, la transcripcién de elementos IAP
se induce de forma masiva, argumentando que la metilacion es normalmente responsable de
su represion (Walsh et al. 1998). La des-represion de los promotores de LINE (Woodcock et
al. 1997) y SINE (Liu et al. 1994) en el genoma humano también se produce cuando la
metilacion del ADN se reduce. EI SINE méas abundante en el genoma humano es la familia
Alu, que consta de varios cientos de miles de elementos (Smit 1999). Sdlo una pequefa
minoria de elementos son capaces de transposicion (<1%), pero muchos llevan promotores
funcionales. Curiosamente, estos promotores pueden ser activados por varias clases de estrés
(Liu etal. 1995; Chu etal. 1998) y la des-metilacion artificial también estimula la expresion.

Es posible que la represion se requiera para evitar dafios en el ADN debido a la transposicion
sin restricciones, lo que se ha venido en denominar el modelo de defensa del genoma (YYoder
et al. 1997); y también puede ser que la transcripcién de un gran exceso de promotores
irrelevantes constituiria un nivel inaceptable del ruido transcripcional que pudiera interferir

con los programas de la expresion génica.

Quiza todavia es pronto para descartar la posibilidad de que los promotores de transposicion,
la mayoria de los cuales pertenecen a elementos degenerados que son incapaces de

transposicion, deben ser silenciados para suprimir el ruido de la transcripcion.

Otro interrogante que se plantea es el de por qué la metilacion del ADN interfiere con la
transcripcion. Dos modos de represion se pueden prever, y es probable que ambos sean
biologicamente relevantes. El primer modo implica una interferencia directa del grupo metilo
en la union de una proteina con su secuencia de ADN (Fig. 12). Muchos factores de
transcripcion se unen a secuencias que contienen CpG, y algunos de ellos fallan en su union

cuando la CpG esta metilada.
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El segundo modo de represion es opuesto al primero, ya que implica proteinas que son
atraidas, en lugar de repelidas, por la metil-CpG (Fig. 12). Se ha caracterizado una familia de
proteinas ligadas a metil-CpG. Cuatro de estas proteinas la MBD1, MBD2, MBD3 y MeCP2
estan implicadas en la represion de la transcripcion dependiente de la metilacion (Bird y
Wolffe 1999). Una proteina Kaiso no relacionada se une al ADN metilado y logra represion

de la transcripcion dependiente de la metilacion (Prokhortchouk et al. 2001).

La mutacion dirigida del gen de la MeCP2 esta asociada a la disfuncién neurolégica en
humanos y en ratones (Amir et al. 1999; Chen et al. 2001) y la mutacion del gen MBD2 de

raton conduce a un defecto del comportamiento materno (Hendrich et al. 2001).

P w""“

{‘ =
"r-“\‘\._ .« £ 3
\ [ ;}\Maos
" enee MeCP1 = L :
| MBD2 + Mi2/NuRD P —_ —

MBD1

TTTI" Wﬂfﬂff
./

Figura 12. Mecanismos de represion transcripcional por la metilacion del ADN. Un tramo de
ADN nucleosomal se muestra con todas las CpG metiladas (circulos pequefios sobre el ADN
de los nucleosomas). El circulo grande, de la parte inferior de la imagen, representa un factor
de transcripcion que es incapaz de unirse a su sitio de reconocimiento cuando en este sitio hay
una CpG metilada. Muchos factores de transcripcion son repelidos por metilacion. En la parte
superior de la figura se representan complejos de proteinas que pueden ser atraidos por
metilacion, incluyendo la proteina MeCP2 ligada al metil-CpG (méas el complejo histona
desacetilasa Sin3A), el complejo MeCP1 que comprende MBD2 més el complejo corepressor
NUuRD; y también el MBDL1 y los complejos Kaiso.

Los MeCP2 y MBD1 son proteinas ligadas al cromosoma, mientras que MeCP1 puede estar
menos fuertemente unido.
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Aunque la metilacion afecta a la mayor parte del genoma en los mamiferos, estd notoriamente
ausente en ciertas regiones. ¢(De qué forma surgen estos dominios no metilados? Un
mecanismo sencillo para crear un dominio no metilado dentro de un genoma densamente
metilado, es enmascarar un tramo de ADN mediante la union de proteinas. La proteina unida

al DNA podria lograr esta desmetilacion pasiva por exclusion de DNMTs (Bird 1986).

Si el silencio transcripcional, de hecho, desencadena la metilacion del ADN, entonces la
actividad del promotor de la transcripcion en el desarrollo temprano del embrién deberia crear
islas CpG libres de metilacion (Figura 13). En otras palabras, las islas CpG no metiladas

pueden ser huellas de la actividad del promotor de transcripcion embrionario.

Transcription “ground state”

Embryonic
demethylation
Embryonic
Promoter

silencing

De novo
methylation

De novo methylation
includes CpG island

Silencing without

methylation
U Heritable silencing

Heritable potential
for transcription

Figura 13.- En la imagen se describe un escenario hipotético relativo a la actividad
transcripcional embrionaria y al estado de metilacion del ADN en mamiferos. Empezando
desde una fase fundamental de transcripcién, la desmetilacion embrionaria conduce a la
sustitucion de los lugares o sitios metilados (circulos muy pequefios, color gris oscuro,
sobre el ADN de los nucleosomas,) por sitios no metilados (circulos muy pequefios color
blanco sobre el ADN de los nucleosomas). Dos destinos alternativos pueden suceder: o bien
la transcripcion persiste conduciendo a la restauracion de la isla CpG no metilada (a la
derecha, la isla CpG subrayada por la linea gris); o, (a la izquierda) la transcripcion se
extingue por otros mecanismos en el embrién y esto invita a la metilacion de novo de la isla
CpG y sus flancos. De esta manera la actividad de los promotores embrionarios se imprinta

durante el curso de la vida somdatica adulta.
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Una prediccion obvia de este modelo es que todas las islas CpG no metiladas, incluidas las de
los promotores de los genes expresados especificamente en un tejido, deben contener
promotores que funcionan durante el desarrollo temprano del embrion cuando el sistema de
memoria de metilacion es mas activo. Los datos obtenidos hasta ahora favorecen esta teoria,
ya que un promotor del gen alpha-Globina con una isla CpG, cuyo producto ARN, no se

esperd que se produjera en el embrién temprano, sin embargo, se expresé (Bird 2002).

La proteccion contra la metilacion de novo mediante proteinas unidas o mediante la
modificacion de la cromatina, puede asegurar que la metilacion del ADN nunca alcance un
dominio importante en la secuencia del ADN. Dominios no metilados también podrian surgir
mediante la eliminacion de la metilacién del ADN. Esta es la llamada desmetilacién activa y
podria llevarse a cabo, ya sea por la rotura desfavorable termodindmicamente del enlace
carbono-carbono que liga la pirimidina a su grupo metilo, o por un proceso reparador que

escinde la base 5mC, dando lugar a su sustitucion por C (Kress et al. 2001).

La necesidad de aislar enzimas desmetilantes se ha convertido en algo muy urgente.

Il. 1. 5.- Consecuencias de la pérdida de metilacion: la activacion de genes

durante el desarrollo.

El interés en la metilacion del ADN ha sido impulsado, durante mucho tiempo, por la idea de
que la pérdida estratégica de grupos metilo durante el desarrollo podria conducir a la
activacion de genes especificos en el linaje apropiado. Como se ha destacado (Walsh y Bestor
1999), gran parte de la evidencia de este escenario esta inconclusa, pero estudios recientes han
reavivado la idea. En la rana la expresion génica se suprime desde la fertilizacién hasta la
etapa de mediados de blastula (~5000 células), en cuyo momento se activa la transcripcion.
La inhibicion de la enzima DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) redujo la metilacion y la
activacién prematura de ciertos genes, lo que sugiere un papel directo de la metilacion del
ADN en el mantenimiento de su silenciamiento temprano antes de la etapa de blastula
(Stancheva y Meehan 2000). La delecion del gen Dnmt1 que codifica para la enzima DNMTL,
en cultivos de células somaticas del raton también causo la activacion generalizada de genes
(Jackson-Grusby et al. 2001).

¢La pérdida de la integridad del genoma es consecuencia de la pérdida de metilacion
del ADN?

Los primeros estudios con el inhibidor de la metilacion del ADN, la 5-azacitidina, revelaron

reordenamientos cromosomicos en cultivos celulares (Viegas-Pequignot y Dutrillaux 1976).
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Los linfocitos estimulados con mitdégenos en pacientes con mutaciones en la DNMT3B,

muestran similares reordenamientos cromosémicos (Jeanpierre etal. 1993; Xu et al. 1999).

Curiosamente, los reordenamientos no se detectan en las células de los pacientes, cuando no

han sido estimuladas con mitdgenos.

Chen et al. (1998) examinaron los efectos de la reduccion de los niveles de metilacion de
ADN en las tasas de mutacion en células madre embrionarias de raton. En un primer estudio,
se encontrd que la tasa de mutacion en dos loci aumentd ~ 10 veces en comparacion con el
mismo loci en las células originarias, lo que sugiere que la falta de metilacion predispone a
eventos de recombinacion andmalos. Un segundo estudio utilizando un sistema de seleccion
para detectar mutaciones (Chan et al. 2001) identificé un gran nimero de mutaciones en dos
loci independientes, pero ni las mutaciones ni la aparicion de reordenamientos genémicos se
incrementaron cuando se limitaba la metilacion del ADN. De hecho, las mutaciones méas bien

disminuian cuando disminuia la metilacién por hipometilacion genomica.

Estas inconsistencias plantean preguntas acerca de la relacion entre la integridad del genoma y
la metilacion del ADN con lo cual seran necesarias mas investigaciones concretas para aclarar

este interrogante.

I1. 2.-La modificacién de histonas.

En la célula, el ADN se asocia con las histonas para formar la cromatina. El empaguetamiento
del ADN en la cromatina puede hacer que grandes regiones del DN A sean inaccesibles y
evitar que se produzcan procesos como la transcripcion del ADN. Este es un nivel clave de
regulacion ya que el estado en el que se encuentre la cromatina determina el momento, el

lugar y la forma en que un gen puede ser expresado 0 no.

Si la cromatina se encuentra en un alto grado de condensacion, los elementos de transcripcion

no pueden acceder a dicha region del ADN vy, por lo tanto, el gen no se transcribe.

En contraste, si la cromatina no se encuentra condensada, los activadores de transcripcion se
pueden unir a las regiones promotoras para que ocurra la transcripcion del gen. Esta es una de

las formas en que se da la regulacion del genoma.

Las proteinas histonas pueden ser modificadas quimicamente (por acetilacién, metilacion,
fosforilacion, sumoilacion y ubiquitinacion) y causar cambios estructurales en la cromatina
(Kouzarides 2007).
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I1. 2. 1.- Acetilacion

La acetilacion tiene lugar cuando las proteinas histonas, alrededor de las cuales se fija el
ADN, son modificadas con la adicion de grupos acetilo (-CH3CHO). Esta alteracion
disminuye la interaccion entre el ADN Yy la histona y esta asociada con una mayor expresion
genética, ya que cambia la estructura de la interaccion ADN-histona, al separarse el ADN de

los nucleosomas, permitiendo asi que los factores de transcripcion se unan al ADN.

La acetilacién de histonas es un proceso dinamico, y el estado acetil lisina se puede cambiar
rapidamente. Las acetiltransferasas histonas (HAT) y desacetilasas de histonas (HDAC) son
las enzimas responsables de la adicion y la eliminacién de esta modificacion, y se dirigen a
determinados residuos de lisina. Estas proteinas son parte de complejos de proteinas mas
grandes, que contienen otros factores importantes para el reclutamiento o para
coactivacién/corepression. Una de las HDACs mejor conocidas, actualmente, es la Sir2, un
NAD de la histona desacetilasa dependiente; se ha visto que es importante para el
mantenimiento de la cromatina silente y ha sido implicada como reguladora del
envejecimiento celular (Vaguero 2003). Actualmente, estan siendo explorados compuestos

inhibidores de HDAC vy se utilizan como terapias anti-cancerosas.
Il. 2. 2.- Fosforilacion

La fosforilacion se produce cuando las histonas H1 son modificadas por la adicién de un
grupo fosfato, esta modificacion se asocia con cambios en la actividad genética en las
inmediaciones de la histona fosforilada. La mayoria de los estudios de la fosforilacion de las

histonas se han centrado en la division celular, cuando la fosforilacion estd en su apogeo.

Puede servir como una sefial de activacion en una proteina diana, tal como un factor de
transcripcion (Turjanski et al. 2007). También se cree que por la fosforilacion de la histona,

estas sefiales pueden transmitirse directamente a la cromatina (Pokholok et al. 2006).

La fosforilacion de las proteinas histonas es otra modificacion posterior a la traduccion que se
ha observado (Cerutti y Casas-Mollano 2009). La fosforilacion en la histona H3 en serina 10
y serina 28 se cree es importante para la regulacion de condensacion de la cromatina durante
la mitosis (Bonenfant et al. 2007). EI mecanismo no se conoce muy bien, pero se mantiene
que estas modificaciones sirven como sitios de reconocimiento para otros factores y proteinas
efectoras que reconozcan los residuos de fosfoserina e interactuen con la histona H3. Ademas,
la fosforilacion de dichas proteinas puede alterar la estructura de la cromatina al afectar la

carga de las proteinas histonas (Taverna 2007).
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I1. 2. 3.- Sumoilacion

La sumoilacion (SUMOilacion) es una modificacion postraduccional mediante la cual algunas
de las proteinas celulares son covalentemente modificadas mediante la adicion de otra
pequefia proteina (de peso molecular 11 kDa) llamada SUMO (small ubiquitin-related
modifier). SUMO es también conocida por otros nombres, como por ejemplo sentrina, Smt-3
y GPM-1.

Las consecuencias de la sumoilacién son variadas y dependen de la naturaleza de la proteina

que ha sido modificada.

En los mamiferos existen al menos tres genes que codifican distintas variantes de SUMO
(llamados SUMO-1, -2 y -3). SUMO-2 y -3 son altamente homdlogos y en general se conocen
como SUMO-2/3. Se ha descrito otra proteina conocida como SUMO-4, pero al parecer

carece de la capacidad de modificar otros factores.

El proceso de sumoilacion es analogo al de ubiquitinacion y ocurre mediante un mecanismo
que requiere enzimas de activacién, conjugacion y ligacién. En el caso de SUMO se conoce

solo una enzima de conjugacion, denominada Ubc9.

La sumoilacion es un fendmeno altamente dindmico, en el cual también estan implicadas
enzimas conocidas como enzimas de des-umoilacion, las cuales son factores que eliminan

SUMO de la proteina que ha sido modificada.
1. 2. 4.- Ubiquitinacion

La ubiquitinacidn es un proceso enzimatico de modificacién proteica post-traduccional (P TM)
en el cual el &cido carboxilico de la glicina terminal (que se encuentra en el motivo de
diglicina de la ubiquitina activada) forma un enlace amida con el grupo amino épsilon de la

lisina en la proteina modificada.

La ubiquitina es una pequefia proteina reguladora que ha sido encontrada en la mayoria de los
tejidos de los organismos eucariotas. Una de sus muchas funciones es dirigir el reciclaje de
proteinas. La ubiquitina puede asociarse a proteinas y marcarlas para su destruccion. El
marcaje de ubiquitina dirige las proteinas al proteosoma, que es un gran complejo de proteinas

que se encuentra en la célula y que degrada y recicla proteinas innecesarias.

El mecanismo por el cual la ubiguitination histonica contribuye a la regulacién epigenética,
todavia no estd claro. Es interesante observar que en ensayos de monoubiquitinacion de la

histona H2A se ha demostrado que desempefia un papel en la represién transcripcional,
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mientras que la monoubiquitinacion de la histona H2B esta implicada en la activacion

transcripcional (Weake y Workman 2008).
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Figura 14.- Los mecanismos epigenéticos regulan la estructura de la cromatina. Tanto la
metilacion del ADN como las modificaciones de histonas participan en la modulacion de la

estructura de la cromatina.

El conjunto de alteraciones que se puede producir en las histonas llevo a establecer el llamado
cédigo de histonas (Strahl y Allis 2000), que representa el conjunto de alteraciones de estas

proteinas. Figura 14.

Asimismo, se cred una nomenclatura denominada nomenclatura de Brno, establecida por un
consorcio de laboratorios europeos para estandarizar la descripcion de las modificaciones de
las histonas (Turner 2005).

Sirva como ejemplo la nomenclatura H3K27me3, esta inscripcion estd definiendo la histona
afectada (histona H3), seguida del aminoacido modificado (K27 que representa la lisina) y

finalmente la modificacion sufrida (me3 que se trata de una trimetilacion).
¢Como esta afectando la modificacion de histonas sobre el organismo?
Uno de los campos més estudiados en relacién con la modificacion de histonas es el del
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aprendizaje y la memoria. La modificacién de histonas juega un papel fundamental en la
regulacion de la expresion génica de los genes implicados en los procesos de aprendizaje y

memoria.

En modelos bioldgicos més simples como en el molusco gasteropodo Aplysia, el aprendizaje
estd asociado a la acetilacion de una lisina en la histona H3 y otra en la H4 (Peixoto y Abel
2013). No obstante, en animales superiores como los mamiferos, dependen del tipo de
aprendizaje y del area cerebral implicada. Por ejemplo, el aprendizaje asociado a la prueba del
condicionamiento al miedo genera un incremento de la acetilacion de la H3, pero no de la H4,
en la region del hipocampo (Bousiges et al. 2010). Asi pues, parece evidente que los distintos
procesos de aprendizaje expresan patrones especificos de acetilacion de histonas, aunque la
acetilacion de las histonas H3 y H4 son las mas comunes en estos procesos de plasticidad

neuronal.

Numerosas patologias en medicina, psicologia, genética, etc. humana han sido asociadas con
alteraciones de las modificaciones de histonas como la adiccion (Nestler 2014), la

esquizofrenia, trastornos depresivos o trastorno bipolar (Graff y Mansuy 2009).
I1. 2. 5.- Vinculos entre la metilacion del ADN y la modificacion de las histonas

La modificacion covalente del ADN vy de las histonas, proporciona un mecanismo hereditario

para la regulacion de la expresion genica (Jin et al. 2011).

Las terminaciones de las histonas se someten a una variedad de enlaces covalentes que son
clave en la regulacion de los procesos celulares, tales como la transcripcion de genes, la

replicacion y la reparacion del ADN. (Cedar y Bergman 2009; Chi et al. 2010).

La metilacion del ADN y las modificaciones especificas de las histonas influyen
reciprocamente entre si durante el desarrollo de los mamiferos y en la aparicion del cancer.

Figura 15.

La metilacion de las histonas puede dirigir patrones de metilacion del ADN y la metilacion
del ADN puede servir como una plantilla para el establecimiento de ciertas modificaciones de
las histonas después de la replicacion del ADN (Cedar y Bergman 2009; Jin 2011).

La trimetilation de las histonas H3 lisina 9 (H3K?9), histona H3 lisina 27 (H3K27) y la histona
H4 lisina 20 (H4K20) es un requisito previo para la metilacién del ADN posterior, que parece
ser atribuible a las asociaciones fisicas entre los componentes de estos sistemas de metilacion

de las histonas y una 0 mas DNMTSs.
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Los patrones andmalos de metilacion del ADN han sido asociados con un gran nimero de
enfermedades en humanos y se han encontrado de dos maneras distintas: hipermetilacion e

hipometilacion, cuando se han comparado con los estandares normales.

Caracteristicas epigenéticas del cancer incluyen la hipometilacion del ADN global y la

hipermetilacién de loci especificos de islas CpG (Jin etal. 2011).
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Figure 15. En la figura se expresa como el cddigo de histonas puede dirigir la metilacion del

ADN durante el desarrollo y la carcinogénesis.

(A) Durante el desarrollo normal, la marca H3K4me3 (x) que activa transcripcionalmente,
produce el bloqueo de las DNMTs o bien las repele, mientras que las marcas represivas

H3K9me o H3K27me (y) permiten la actuacién de las DNMTs o bien las adquieren.

(B) Durante la carcinogénesis, se produce la interrupcidn del codigo de histonas bien en la

forma de pérdida de la marca H3K4me3 (x)

(C) o por la sustitucion de la marca H3K4me3 (x) por H3K9me o H3K27me (y), por la

aleatorizacion de las marcas, por la adquisicion aberrante de una nueva marca (z), o
(D) por la pérdida de todas las marcas de histonas.
Todo ello permite o induce activamente la adquisicion de las DNMTSs.

X = H3K4me3;
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y = H3K9me o0 H3K27me;

z = otra marca histonica;

flecha doblada =lugar de inicio de la transcripcion;
circulos de diferentes tonos de grises= marcas de histonas;

circulos negros mas pequefios = la metilaciéon del ADN.

Il. 2. 6.- Las proteinas del grupo Polycomb y la metilacion del ADN en el

desarrollo y en el cancer.

Las proteinas Polycomb fueron descubiertas por primera vez en D. melanogaster como
reguladoras clave de la expresion génica de genes homeoticos (Hox), fundamentales para el

desarrollo normal del organismo (Jin etal. 2011).

En los mamiferos, se han identificado dos complejos principales de proteinas, PRC1 y PRC2,
y ambos juegan papeles fundamentales en el silenciamiento de la transcripcion. EI complejo
PRC1 en mamiferos es diverso e incluye la HPH (1, 2, y 3), RING1/RING2, RYBP y BMI1
(o sus homologos MEL18 y NSPC1) como subunidades principales.

La PRC2 tiene tres componentes basicos EZH2, EED y SUZ12.

PRC1 es un ejecutor directo del silenciamiento de los genes diana. Los complejos PRC1
tienen, al menos, dos funciones centrales: la primera (originalmente definido para PRC1) es la
compactacion de la cromatina, y la segunda es la catalisis de la monoubiquitinacion de la
histona H2A.

En la actualidad se cree que la represion por las proteinas Polycomb se establece a principios
del desarrollo embrionario, luego se pierde de una forma especifica para cada linaje, en la

diferenciacion celular (Jin et al. 2011).

Los complejos Polycomb tienen fuertes vinculos con el cancer. Por ejemplo, EZH2 se
sobreexpresa en los tumores. BMI1 coopera con MYC para promover linfomas reprimiendo el

locus INK4a/ARF supresor de tumores.

Los genes diana para los complejos Polycomb estan generalmente asociados con los
promotores de CpGl y, como tales, estan protegidos de la metilacién de novo en el momento
de la implantacion. Por lo tanto, la mayoria de los genes diana EZH2, en realidad, siguen

siendo constitutivamente no metilados a lo largo del desarrollo embrionario (Mohn et al.
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2008). Sin embargo, algunos de estos genes podrian convertirse en dianas para la metilacion

del ADN de novo bajo condiciones patoldgicas y contribuir a la aparicion de cancer.

La metilacion del ADN de genes diana Polycomb estd presente en condiciones pre-
neoplasicas y puede conducir a la expresion andmala de un gen a asociado con la

carcinogénesis.

Las modificaciones de la cromatina en células cancerosas se asemejan a las observadas en las
células madre embrionarias normales, estas modificaciones pueden evitar que las células
madre o precursoras inicien la diferenciacion hasta que se haya programado para hacerlo asi
(Ohm y Baylin 2007).

El patrén de cromatina puede hacer que grupos de genes sean mas vulnerables a errores dando
lugar a la adquisicion de un promotor anémalo de metilacion temprana del ADN, durante la
progresion del cancer en adultos, bloqueando de forma andmala la fase del silenciamiento de
genes (en particular genes pro-diferenciacion) y haciéndolos incapaces de responder

adecuadamente a las sefiales de diferenciacion.
Il. 2. 7.- El posicionamiento del nucleosoma y la metilacién del ADN

Como se ha indicado anteriormente, las histonas H2A, H2B, H3, y H4, junto conel ADN que
se empaqueta a su alrededor forman el nucleosoma, todo ello junto con la histona H1 y el

ADN enlazador situados entre los nucleosomas, forman la cromatina.

Jeong et al. (2009) y Chodavarapu et al. (2010) determinaron que tanto la DNMT3A como la
DNMT3B estan firmemente ancladas a los nucleosomas, mientras que la DNMT1 interactla

principalmente con el ADN enlazador.

Cuando las interacciones del ADN con la histona dentro del nucleosoma se ven perturbadas
por el bromuro de etidio que se intercala dentro del ADN, la DNMT3A y la DNMT3B se
disocian de las proteinas histonicas y co-sedimentan con el ADN libre, lo que sugiere que la
actuacion de las enzimas depende de la interaccion con el ADN y con las histonas, para dar

lugar a un anclaje estable.

Los elementos repetitivos SINE y LINE metilados y las CpGls en los nucleosomas
representan los principales sitios de unién de la DNMT3A y de la DNMT3B sugiriendo que
desde la cromatina son necesarias sefiales adicionales para la herencia de la metilacion del
ADN.

El posicionamiento del nucleosoma también tiene un efecto llamativo sobre la metilacion del

ADN. Una ausencia de la histona H1 induce a una hipometilacion del ADN de los lugares

42



especificos CpGils, tales como las regiones de control de la impronta de los loci H19-1gf2 y
Gtl2-DIk1 (Fanetal. 2005), indicando que las histonas enlazadoras participan en la regulacién
epigenética de la expresion génica contribuyendo al mantenimiento y/o establecimiento de los
patrones de metilacion especifica del ADN. EI mecanismo por cual la H1 logra esto, sin

embargo, sigue siendo desconocido.

Es bien sabido que la composicién del nucleosoma influye en su posicionamiento y, en
definitiva, en la estructura de la cromatina. ElI reemplazo del ndcleo de las histonas con
variantes de la histona H2A o H3 representa otro posible medio de la regulacion de genes. Si
se incrementa la H2A.Z que es una variante de la histona H2A, se observa un descenso de la
transcripcion dentro de los genes, un hallazgo conservado desde las plantas a los animales.
(Raisner et al. 2005; Zemach et al. 2010).

Widon et al. (2001) indican que el ADN unido al nucleosoma es un sustrato preferido para la
metilacion del DNA. La DNMTs entra en el surco mayor del ADN para acceder y metilar la
citosina en el exterior del nucleosoma (surco menor). Los nucleosomas parecen dictar el
acceso al ADN y por lo tanto dar lugar al registro de la metilacion para todas las ADN
metiltransferasas. La metilacion del ADN se produce en diferentes regiones del genoma de
Arabidopsis y de humanos, incluyendo genes estructurales, promotores, regiones
pericentroméricas y regiones eucromaticas, sugiriendo que la relacion entre el
posicionamiento nucleosomal y la metilacion del ADN es general. No obstante, Chodavarapu
et al. (2010) aseguran que el ADN nucleosomal es mucho menos accesible que el ADN
enlazador para muchas proteinas que actlan mejor sobre el ADN que no se organiza en

nucleosomas para llevar a cabo funciones esenciales.

Se ha identificado que, in vitro, la DNMT3A muestra actividad preferencial de metilacion de
ese ADN que no se organiza y del ADN de las regiones de enlazamiento, frente al ADN
nucleosomal, y que la DNMT3B tiene una actividad débil hacia el centro del nucleosoma. Sin
embargo, in vivo, la metilacion del ADN del nucleosoma esta mucho mas enriquecida que en
el ADN enlazador, de acuerdo con la conclusidon de que ambas, tanto la DNMT3A como la
DNMT3B estan firmemente ancladas a nucleosomas en lugar de estarlo al ADN enlazador.
Este resultado apoya la opinion de que los nucleosomas son blanco preferente de las DNMTs

in vivo. (Jeong et al. 2009).
Il. 2. 8.- La desmetilacién del ADN

En los mamiferos, la desmetilacion de ADN también desempefia un papel importante en el
desarrollo y la formacion de tumores. La desmetilacién del ADN, que se produce en las

células germinales primordiales (PGC) y en el desarrollo temprano de embriones, es esencial
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para que las células vuelvan a un estado pluripotente. La mayor pérdida de metilacion en las
PGCs se observa dentro de los intrones, en las regiones intergénicas y en las repeticiones, y
después en los exones y en los genes promotores. En el cancer, una hipometilacion genémica
global, ligada a la inestabilidad genémica y a la activacion del oncogén, afecta a secuencias
repetitivas, a genes imprintados, a genes especificos de tejidos, oncogenes y a genes asociados
con invasion y metastasis (Kisseljova y Kisseljov 2005), mientras que muchos genes

supresores de tumores estan hipermetilados y silenciados (Feinberg et al. 2006).

Los mecanismos de la eliminacion de la metilacion del ADN en lo mamiferos estan todavia
poco conocidos, aunque se han propuesto una serie de mecanismos potenciales. La
desmetilacion se puede llevar a cabo por citosina desaminasas, convirtiendo la 5mC a timina,

seguida por una reparacion T-G que reemplaza especificamente la timina por citosina.

Se demostré que la oxidacion de 5mC por la familia de hidroxilasas TET también puede

participar en la desmetilation (Kriaucionis y Heintz 2009; Tahiliani et al. 2009).

Il. 3.- Los ARN no codificantes y el epigenoma.- Existen ARNs no codificantes de
proteinas (NcRNAs) que también contribuyen a la regulacion epigenética. Un ARN no

codificante (ncRNA) es una molécula de ARN funcional, que no se traduce en una proteina.

Las moléculas de ncRNA pueden ser procesadas y participan en las vias de interferencia del
ARN. Este proceso genera pequefias moléculas de ARN que pueden inhibir la expresion
génica por la interaccion con la molécula de ARN naciente, con el propio ADN en si o
participar en el reclutamiento de modificadores de la cromatina (Zaratiegui et al. 2007,
Mattick et al. 2009).

Ademas, otras moléculas de ncRNA participan en numerosos tipos de eventos de
silenciamiento en grandes regiones cromosdmicas, incluso en cromosomas enteros, que

pueden llegar a ser transcripcionalmente inactivas (Clark 2007; Yang y Kuroda 2007).

Tres clases principales de pequefios ARN no codificantes desempefian un papel critico en la
regulacion de la expresion génica en plantas y en animales. Los procesos dirigidos por estos
pequefios RNAs confieren resistencia a una variedad de sucesos celulares, tales como la
infeccion viral y la prevencion de eventos de transposicion al azar dentro del genoma.
Adicionalmente, pequefios RNAs son factores importantes para dirigir otros procesos
epigenéticos, como la metilacion del ADN y la modificacion de la cromatina (Mattick et al.
2009; Carthew y Sontheimer 2009; Ghildiyal y Zamore 2009; Chatterjee y Eccles 2015).
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Il. 3. 1.- Los ARN de interferencia (SIRNAS)

En el afio 2006, Craig Mello y Andrew Fire fueron galardonados con el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina por el descubrimiento del ARN de interferencia. Anteriormente se
habia conocido que la expresion génica normal puede ser interrumpida por la introduccion de
ARN anti-sentido en la célula (Izant y Weintraub 1984). Estudiando el gusano C. elegans
como un sistema modelo se observd que este proceso se ha mejorado en gran medida
mediante el uso de moléculas de ARN de doble cadena (dsRNA) (Fire et al. 1998). Estos
dsRNAs se pueden procesar en fragmentos de nucleotidos cortos. De forma que fragmentos
de ARN procesados fueron identificados como precursores del ARN de interferencia
(siRNAs) y se demostré que desempefian un papel en la regulacion de la expresion génica
post-transcripcional (Elbashir et al. 2001). Los siRNAs se pueden derivar de fuentes tanto
exdgenas (como la infeccion viral) como enddgenas de dsRNA (tales como transcripcién
convergente o bidireccional de transposones y elementos repetitivos) (Ghildiyal y Zamore
2009).

Il. 3. 2.- Los micro ARNs (miARN)

Los micro ARNs (miRNAs) son otra clase de ARN de cadena corta que juegan un papel en la
regulacion de los genes (Tomariy Zamore 2005). Un micro ARN es un ARN monocatenario,
de una longitud de entre 21 y 25 nucle6tidos, y que tiene la capacidad de regular la expresion
de otros genes mediante diversos procesos. Cientos de genes mIARN ya han sido
identificados en el genoma humano. Muchas veces estos genes miARN se presentan en loci
agrupados. Los miRNA son moléculas de ARN transcritas a partir de genes de ADN, pero no
son traducidas a proteinas. Se expresan en una amplia variedad de organismos, desde plantas
hasta gusanos y humanos. Muchos miRNA estdn bien conservados entre especies y muchos
componentes de la maquinaria de los miIRNA se han encontrado incluso en Archaea y
eubacterias, lo que revela que su origen es muy antiguo. Los miARN son transcritos por la
ARN polimerasa Il y el trdnscrito resultante se denomina miARN primario (pri-miRNA)
(Carthew y Sontheimer 2009; Ghildiyal y Zamore 2009). El pri-miRNA se procesa en un
fragmento de ARN que forma una horquilla estructurada conocida como la pre-miARN
(Bartel 2004). Al igual que en el procesamiento de los SiRNAs, los pre-miRNAs también son
procesados por Dicer en dobles moléculas de ARN de cadena corta. En este caso una de las
hebras se designa la hebra de miARN vy el otro la hebra miARN *. Regulas la actividad de
muchos genes y pueden producir mutaciones en los mismos. Se sabe que los miRNAs pueden

comportarse como oncogenes Yy genes supresores de tumores. (Negrini et al. 2009).
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Il. 3. 3.- Los pi ARNs (piRNASs)

Una tercera clase de RNAs también de cadena corta se llaman piRNAs. A diferencia de los
mMIRNAs y los sSiRNAs, los piRNAs no interactan nison procesados por la proteina Dicer. Se
ha demostrado que los piRNAs desempefian un papel critico en el silenciamiento de
transposones en las células de la linea germinal. Hasta el momento, tanto la generaciéon como
el mecanismo de accion de los piRNA no se conocen muy bien (Carthew y Sontheimer 2009;
Ghildiyal y Zamore 2009; Chatterjee y Eccles 2015).

Todos estos mecanismos de regulacidén epigenética, tanto la metilacién del ADN, como la

modificacion de histonas y la accion de los ncARN, contribuyen al llamado epigenoma.

La distribucion de la metilacion del ADN, las modificaciones de las histonas y la expresion de
los ncRNA no s6lo puede ser especifica para un organismo particular, sino también, para un

tejido o, incluso, para un tipo de célula particular.

El epigenoma no es estatico, el epigenoma puede ser dindmico, influenciado por factores
ambientales y estimulos extracelulares, y se modifica de acuerdo con la respuesta a estos

factores.

I11.- La herencia epigenética y la evolucion: La herencia transgeneracional

No hay ninguna duda acerca del principio de que los genotipos heredados definen los
fenotipos, pero la cuestion sigue siendo, sin embargo, si los fenotipos estables podria ser
también heredados de los padres independientemente de la secuencia genética. Los datos
recientes sugieren que las experiencias de comportamiento de los padres se pueden transmitir,
a través de la exposicion intrauterina del feto con el medio ambiente materno o a través de
lineas germinales masculinas o femeninas. El desafio es delinear un mecanismo plausible. En
la Gltima década se ha propuesto que los mecanismos epigenéticos estan implicados en la
transmisién multigeneracional de fenotipos y herencia transgeneracional. La perspectiva de
gue experiencias ancestrales se escriben en nuestro epigenoma tiene enormes implicaciones

para nuestra comprension de la conducta humana, la salud y la enfermedad.

La herencia transgeneracional ha sido descrita tanto en animales como en plantas y se produce
cuando un factor ambiental provoca un cambio permanente en el epigenoma de un gameto,
este genoma modificado y sus fenotipos asociados pueden ser transgeneracionalmente

transmitidos a las generaciones subsiguientes (Skinner et al. 2010). La herencia
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transgeneracional describe un fendmeno por el que determinadas modificaciones y cambios,
producidos como consecuencia de la accion de agentes externos sobre el individuo, son
heredados por su descendencia y por las generaciones siguientes. Esta herencia depende de
que los cambios afecten a las celulas primordiales, por lo que los estados iniciales del

desarrollo son los mas susceptibles.

La idea de la heredabilidad de las exposiciones ambientales de los parentales ancestrales y sus
influencias sobre las caracteristicas fenotipicas y el riesgo de enfermedades en la
descendencia ha fascinado a muchos cientificos durante décadas (Nelson y Nadeau 2010;
Pembrey 2010; Soubry etal. 2014; Soubry 2015).

Los biblogos observaron por primera vez esta herencia epigenética transgeneracional en las
plantas. Los tomates, por ejemplo, pasan marcas quimicas que controlan la maduracion a lo

largo de las sucesivas generaciones.

Las raices de la herencia pueden extenderse mas alla del genoma, pero los mecanismos siguen
siendo un enigma. El tema sigue siendo controvertido, en parte porque se remonta a las teorias
desacreditadas de Jean-Baptiste Lamarck, el cientifico francés del siglo XIX que propuso que
los organismos transmiten caracteres adquiridos a las generaciones futuras. Para muchos

bidlogos modernos, eso produce un cierto temor a continuar la investigacion por esa via.

El botanico sueco Carl Linnaeus fue uno de los primeros en detectar los cambios resultantes
de este fendmeno. En la decada de 1740, recibid una muestra de plantas que parecian muy
similares a la especie Linaria vulgaris, pero con flores muy diferentes. Linneo se sorprendié
porque esto desafido a su teoria de que las especies de plantas podrian ser clasificadas de
acuerdo a la estructura de sus flores. A la planta la llamé Peloria, que podria traducirse como

"monstruo"’.

Coen (1990) encontrd que en esas plantas llamadas “monstruos”, uno de los genes implicados
en la estructura de la flor llamado Lcyc, se encontraba completamente apagado, (es decir el
ADN estaba metilado) y esas marcas pasaban a través de las semillas a cuatro generaciones

después.

Pero muchos cientificos se mostraron escépticos y es que los estudios epidemioldgicos son,

con frecuencia, complicados.

La revolucion de la Epigenética se inicié con intensidad en la década de los 2000, cuando los
cientificos comenzaron a aceptar que los factores ambientales (desde la maternidad negligente

a una alta contaminacion ambiental o de grasas en la dieta) pueden influir en la adicion o
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eliminacion de marcas quimicas en el ADN (Hughes 2014) y estas marcas epigenéticas se

transmiten de generacion en generacion.

Mientras que algunos estudios realizados ya en las décadas de 1930 y 70 han llevado a la
sugerencia de un rol paterno en este proceso transgeneracional (Price 1939; Fabia y Thuy
1974), el foco de la mayoria de las investigaciones realizadas en los Gltimos afios implica
influencias periconcepcionales o en la exposicion a traves de la madre. Numerosos datos
epidemioldgicos sobre las madres y sus hijos han proporcionado evidencia de que, ademas de
los dafios genéeticos también los rasgos epigenéticos pueden ser afectados por los cambios
ambientales, dando lugar a alteraciones fenotipicas heredables que persisten a través de

maltiples generaciones.

Uno de los estudios que mejor ilustran este proceso es el trabajo realizado en pacientes de
estrés post-traumatico, victimas del holocausto judio. Se descubri6 que el namero de hijos que
también sufrian este sindrome era muy elevado (Yehuda et al. 1998). En ese momento, se
achaco a una herencia verbal tras toda una vida escuchando reiteradamente la historias de
sufrimientos de sus padres. Sin embargo, tras analizar las generaciones posteriores se
descubrio que el nimero de personas que sufrian estrés post-traumatico era muy superior a lo

esperado.

Por otro lado, se identificd un proceso similar en ratas. A ratas embarazadas se les sometio a
estrés y se observd que sus crias respondian de forma diferente al estrés y presentaban
sintomas de ansiedad. Pero ademas, se comprobd que las crias de éstas Ultimas, que nunca
habian estado sometidas al tratamiento, también respondian de forma desigual al estrés y

mostraban ansiedad (Weaver et al. 2004).

Una madre puede transmitir efectos de la exposicion ambiental a un feto durante el embarazo,
pero era necesario que para estudiar el fendmeno de la epigenética transgeneracional, los
bidlogos se centraran, también, en los parentales masculinos, y han estado buscando la forma
en que el esperma puede ganar y perder las marcas epigenéticas. SOlo en los Gltimos afios
algunos investigadores han comenzado a dedicarse con mayor intensidad a las posibles

contribuciones paternas en la herencia epigenética de las exposiciones ambientales.

La linea germinal masculina tiene también un papel importante, como una de las herramientas
de la naturaleza, para capturar mensajes del entorno en continuo cambio y transferir esta
informacion a las generaciones posteriores, esta informacion epigenética heredada del padre
puede contribuir a la adaptacion evolutiva (Soubry 2015).

No solo los cambios fenotipicos que los progenitores masculinos hayan sufrido por
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exposicion a algunas clases de elementos, como pinturas, disolventes industriales, o los
productos usados en la agricultura, en la guerra o por la radiacion ionizante, sino también los
efectos de la dieta paterna o del estilo de vida y la contaminacion del medio ambiente,
presentan efectos heredables a las generaciones posteriores (Soubry et al. 2014). Las
consecuencias fisiologicas en hijos e incluso en nietos, con frecuencia, se han atribuido a
dafios 0 mutaciones en el ADN de las células germinales paternas. Esta idea viene apoyada
porque algunas marcas epigenéticas adquiridas durante la espermatogénesis pueden ser
mantenidas a traves del desarrollo embrionario. Durante la gametogénesis, las marcas
epigenéticas se crean de una manera especifica de sexo, a partir de las células germinales
primordiales (PGC) a los espermatozoides (SZ) (Niemitz y Feinberg 2004; Marques et al.
2011).

Los genes imprintados son genes candidatos perfectos para capturar y mantener los mensajes
ambientales, ya que escapan al borrado de la metilacion del ADN inmediatamente después de
la fertilizacién. Sin embargo, otros genes, aun no identificados o genes promotores, no se
pueden excluir de esta proteccion selectiva. La modificacion de las histonas y/o la retencién
de otras proteinas o enzimas en secuencias especificas del ADN, son los posibles mecanismos
para regular la herencia de los cambios epigenéticos inducidos por el medio ambiente (Jirtle y
Skinner 2007; Miller et al. 2010; Jenkins y Carrell 2012).

Enel embridn las células germinales primordiales pierden su marca epigenética a medida que
migran a la cresta genital, la cual es el primer esbozo de las gonadas en el que todavia no hay
diferenciacion morfolégica entre ambos sexos. Se produce, pues, un borrado completo,
incluyendo el borrado de las regiones reguladoras de la metilacion. Por lo tanto, en teoria, se
crea un nuevo patrén epigenético en la metilacion de segunda generacion y esta garantizada
de una forma especifica del sexo (Murphy y Jirtle 2003). Sin embargo, algunos estudios
indican que son posibles las alteraciones epigenéticas "permanentes™ inducidas por el medio
ambiente; las células germinales pueden albergar esta informacion ambiental ancestral, como
lo son las alteraciones epigenéticas, y, posteriormente, transferirla a las generaciones
siguientes (Manikkam etal. 2013; Tracey et al. 2013).

Evidencias epidemiologicas de dos estudios multigeneracionales importantes han
proporcionado la perspectiva de memoria epigenética de dietas ancestrales en periodos de
angustia humana. El primero dado por Pembrey et al. (2006) y Pembrey (2010) examinaron
datos de registros de varias generaciones en Overkalix, en el Norte de Suecia, usando datos de
nacimientos y fallecimientos. La variacién en la comida durante la etapa temprana de vida de

los abuelos fue asociada con variaciones en la mortalidad (y muertes por diabetes) en sus
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nietos. El aporte de alimentos del abuelo paterno se asocié con la tasa de mortalidad pero solo
de los nietos, mientras que la alimentacion en etapa temprana de la abuela solo se asocio con
la tasa de mortalidad de las nietas. Curiosamente, los efectos observados se producian sélo
cuando la exposicion se dio antes de la pubertad, esto apoya la hipdtesis de que la

reprogramacion de los gametos estaba involucrada.

Un trabajo realizado con nifios en Gran Bretafia, en 2005, describié que los padres que habian
comenzado a fumar antes de la edad de 11 afios tenian un mayor riesgo de tener hijos con
sobrepeso (Szyf 2015).

Estos datos sugieren que la informacion del medio ambiente obtenida en la vida temprana,
cuando los espermatozoides paternos se estan desarrollando, puede ser almacenada y

transmitida a las generaciones siguientes.

La privacidn periconcepcional de nutrientes, especialmente durante la hambruna, se ha
asociado con un mayor riesgo de obesidad en la descendencia (Ravelli et al. 1976), de
hipertension (Roseboom et al. 1999), de perfiles elevados de lipidos (Lumey et al. 2009), de
enfermedades cardiovasculares y del cancer (Painter et al. 2006). La exposicion a estas
condiciones nutricionales adversas se ha relacionado con la metilacion anomala en la regién
reguladora de la IGF2 en la descendencia, después de méas de cuarenta afios (Heijmans et al.
2008). Del mismo modo, un estudio en nifios de Gambia mostré que la metilacién del ADN
en varios alelos puede ser alterada por las circunstancias nutricionales estacionales en el
momento de la concepcion (Waterland et al. 2010). Estudios realizados en humanos para
tratar de evidenciar que un efecto epigenético es inducido paternalmente a la descendencia a
través de las condiciones nutricionales o del estilo de vida (Soubry et al. 2013 a y b; Soubry
2015), encontraron diferencias significativas en la metilacion del ADN de diversas regiones
en los hijos, si el padre era obeso. Los datos sugirieron una influencia transgeneracional de la

dieta paterna (o la falta de ejercicio) en la descendencia a través del esperma.

En modelos de ratones, (Anderson et al. 2006) ya habian observado un efecto
transgeneracional en parametros metabdlicos relacionados con el crecimiento en la
descendencia, si a los padres se les habia sometido a una privacion preconcepcional de

alimentos.

Carone et al. (2010) describieron que los ratones machos que habian tenido una dieta baja en
proteinas desde el destete (3 semanas de edad) hasta la madurez sexual dieron lugar a una
descendencia con aumento de la metilacion en un potenciador para un regulador clave de la
alfa-PPAR, en el higado.
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También en ratones, Lambrot et al. (2013) proporcionaron pruebas de que la deficiencia de
folato puede causar alteraciones de metilacion del ADN espermatico. El efecto fue analizado
cuando se administro una dieta baja en folato a las madres durante el embarazo y la lactancia.
En la descendencia de los hijos machos se observo metilacion del ADN en sus espermas, los
machos habian sido expuestos durante el desarrollo en el (tero, cuando los patrones

epigeneticos en las células germinales se empiezan a formar.

Las ratas macho alimentadas con una dieta alta en grasas, por ejemplo, engendraban hijas con
metilacion andmala del ADN del pancreas (Ng et al. 2010). Ratones machos alimentados con
una dieta baja en proteinas tienen una descendencia con la expresion alterada de colesterol. Y
los ratones machos con pre-diabetes tienen metilacion en muchos de sus espermatozoides que
los hacen an6malos, y transmiten un mayor riesgo de diabetes para los préximas dos
generationes (Wei etal. 2014).

Un equipo de investigacidn realiz6 estudios exponiendo ratas prefiadas a grandes dosis de
pesticidas y fungicidas, lo que llevé a dafios de 6rganos en sus hijos adultos. El esperma de
los descendientes machos mostraron cambios en la metilacion del ADN que persistieron

durante, al menos, cuatro generaciones (Anway et al. 2005).

Una investigacion realizada en ratones, por Dias y Ressler en el afio 2014, pudo determinar
que el miedo asociado a un olor particular, afectaba a los animales y dejaba una huella en el
cerebro de sus descendientes. En dicho estudio se expusieron ratones macho a la accion de la
acetofenona (un producto quimico con olor a almendra) y a la vez, se sometian a un ruido
estresante en la jaula. Después de la exposicion a este tratamiento, los ratones se volvieron
temerosos ante el olor de la acetofenona atiin cuando no recibieron ningdn ruido. Mas tarde, se
permitié a los ratones aparearse con hembras que no habian sido expuestas al tratamiento.
Cuando sus descendientes crecieron, muchos de los animales eran més sensibles a la
acetofenona que a otros olores, y presentaban una mayor tendencia a asustarse por un ruido
inesperado durante la exposicion al olor. Sus descendientes (los nietos de los ratones
entrenados para temer al olor) también fueron sensibles ante la presencia de acetofenona.
Ademas, a lo largo de tres generaciones los descendientes tenian una mayor sensibilidad de lo
normal. Los autores sugirieron que esta transmision hereditaria de la informacion ambiental es
el resultado de la epigenética, es decir, de cambios quimicos en el genoma que afectan a al

modo como se empaqueta Yy se expresa sin alterar su secuencia de ADN.

Explicar como funciona la epigenética transgeneracional ha sido dificil, en parte porque la
mayoria de los estudios de seguimiento de los resultados (tales como cambios en la glucosa,

el colesterol y la fertilidad), pueden ser afectados por una serie de factores, por lo que es
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dificil de desentrafiar la causa y el efecto. Pero el trabajo con la acetofenona se aprovecha de
la biologia especifica y es que el producto quimico se une a un receptor particular en la nariz
que esta codificado por un solo gen, denominado OIfr151. Una posible explicacion podria ser
que la informacidn sobre el olor se mete en los testiculos del ratdn y se traduce en una menor
metilacion del gen OIfr151 en el ADN del esperma. Estos mismos investigadores utilizaron la
fecundacidn in vitro para asegurarse de que el padre no era de alguna manera transmisor de un
miedo a la acetofenona a través de interacciones con la madre. Es posible que los receptores
OIfr151 en los espermatozoides respondan a las moléculas odorantes en el torrente sanguineo
y luego cambien la metilacién del gen correspondiente en el ADN de los espermatozoides.
Alternativamente, después de haber sido expuesto al olor y al dolor, un ratn puede producir
moléculas de ARN (quizas en el cerebro) que se abren paso en el torrente sanguineo y luego

se dirigen selectivamente el gen Olfr151 en el esperma (Szyf 2015).

Muchos estudios en plantas han hecho alusidn a este tipo de actuacion sistematica del ARN.
Moléculas de ARN expresadas en la hoja de una planta, por ejemplo, pueden viajar a través
de su sistema vascular a muchos de sus otros tejidos y afectar a la expresion del gen (Dunoyer
et al. 2010).

Otros ejemplos claros de la impronta genética que afecta a la linea parental se conoce bien en
los bovidos y en particular en la especie Bos taurus. En esta especie se han visto genes que se
encuentran implicados en fendmenos de impronta en el hipotalamo: los genes PEG3,
MEST/PEG1 y NECDIN4 estan sometidos a expresion monoalélica, exclusivamente paterna
regulada por la impronta genética y son fundamentales para el desarrollo de los centros
hipotalamicos. Otro gen muy bien descrito es el gen IGF2, factor de crecimiento ligado a la
insulina, con efectos en el crecimiento y en el desarrollo. Este gen se expresa solo por linea

paterna, mientras que esta imprintado por linea materna. (Postiglioni et al. 2009 y 2011).

Pero la creacion de una marca epigenética en el esperma es solo el primer paso. Para pasar a
traves de varias generaciones, la sefial necesita sobrevivir a multiples rondas de rigor; en los
mamiferos, el primero de ellos se produce apenas unas horas después de la concepcidn,
cuando la mayoria de la metilacion del ADN se elimina de los espermatozoides enel embrion
unicelular. Entonces, cuando el embrion se desarrolla y se divide y las células comienzan a
diferenciarse en varios tipos de tejidos, se restablece gradualmente la metilacion. Pero hay
marcas de silenciamiento que permanecen en el 6vulo y en el espermatozoide y se conservan
en elembrion. Hay un creciente consenso de que en los espermatozoides hay mas regiones de

lo que se pensaba que escapan de la reprogramacion.
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Por otra parte, incluso si el gen OlIfr151 se escapa de la reprogramacion, es dificil de explicar
cdémo podria dar lugar a una diferencia notable en el comportamiento de la descendencia.
Estos mismos autores informaron que en el esperma de muestras de ratones entrenados para
temer a la acetofenona, alrededor de 86 % de los espermatozoides presentaban metilacion del
OIfr151, mientras que en los ratones entrenados para temer un olor diferente era alrededor de
95 de cada 100. Esta diferencia, aunque pequefia, es estadisticamente significativa. Y sin
embargo, los efectos en el comportamiento en la segunda generacion fueron robustos: cerca
de la mitad de la descendencia de los animales entrenados para la acetofenona mostré una

mayor sensibilidad al olor.

Es posible que los resultados de metilacion en el estudio de olores sean simplemente un
subproducto de un mecanismo diferente. Una ruta podria ser marcas quimicas en las histonas.
Acetilo y grupos metilo se pueden unir a las histonas y afectar a la expresion del ADN en las
inmediaciones. Pero durante la formacion de las células de esperma, el ADN es despojado de
la mayor parte de sus histonas (y sus marcas concomitantes) y se envuelve alrededor de
protaminas. Sin embargo, alrededor del 10% de las histonas humanas (y el 1% de los ratones)
se conservan. Estos sitios pueden contener informacion de una generacion a la siguiente. En
los gusanos nematodos, ciertas marcas de las histonas se correlacionan con una larga vida Util

y se pueden transmitir a través de varios generaciones (Greer etal. 2015).

Sin embargo, otros estudios apuntan a un mecanismo que implica moléculas de ARN cortas

que se unen al ADN vy afectan a la expresion génica.

Los microRNAs se expresan de forma diferente en el esperma de los hombres que no fuman
(Marczylo et al. 2012). Y estos patrones de ARN pueden persistir a través de maltiples

generaciones.

Si el mecanismo implica la metilacion del ADN, la modificacién de histonas o los ncARNS,
es probable que el tema haga un gran progreso en los proximos afios. Pero si es algo

completamente nuevo, tal vez serd necesario que pasen décadas para averiguarlo.

Explicar como funciona la epigenética transgeneracional ha sido dificil, en parte porque la
mayoria de los estudios de seguimiento de los resultados (tales como cambios en la glucosa,
el colesterol y la fertilidad) pueden ser producidos por una serie muy amplia de factores, por

lo que es dificil de desentrafiar la causa y el efecto.
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IV.- Efectos de la dieta y la nutricién

Muchos de los ejemplos descritos en el apartado anterior muestran claramente los efectos que
la nutricion puede causar sobre el fenotipo. Estos efectos ya habian sido estudiados
ampliamente con respecto a las especies de animales. No cabe la menor duda, que desde el
comienzo de la domesticacion de éstos, la busqueda de una mayor produccion de alimentos
pronto descubrié que la buena alimentacién, junto con otros factores ambientales, como la
higiene o la sanidad, daban lugar a una mayor produccién (leche, carne, prolificidad, etc).
Desde siempre se ha tenido en cuenta que la nutricion contiene sefiales que pueden inducir

cambios fenotipicos.

Un ejemplo igualmente bien conocido se encuentra en las abejas. La jalea real estd afectando
al tipo de abeja que se va a formar. La produccion de abejas reinas depende casi
exclusivamente de la alimentacion de las larvas. Las larvas que, durante todo su desarrollo, se
alimentan de jalea real, la cual contiene altas concentraciones de proteinas y secreciones de
las glandulas salivales de las abejas obreras, se formaran como abejas reinas con ovarios
funcionales. Por el contrario, las larvas que son alimentadas con jalea real por cortos periodos
de tiempo, se convertirdn en abejas obreras sin ovarios funcionales. El consumo de jalea real
causa altas tasas de sintesis de la hormona juvenil (JH) en la larva. Esta hormona retrasa la
metamorfosis, permitiendo que la larva se desarrolle durante méas tiempo, adquiera un mayor

tamario, y desarrolle ovarios funcionales.

Se ha demostrado que el cambio en los niveles de produccion de la JH estd correlacionado
con el silenciamiento del gen Dnmt3, que induce una reprogramacion del transcriptoma larval.
El silenciamiento de este gen se produce por alteracion en los niveles de metilacion, por lo
que es claro que la regulacién epigenética es un componente clave para controlar la division

social de labores en la colonia.

V.- Efectos dependientes de temperatura

Como la actividad enzimatica depende, en gran medida, de la temperatura, también se
conocen numerosos ejemplos de variaciones fenotipicas dependiendo de este factor. En
algunas especies de mariposas se producen cambios en la coloracion de las alas de acuerdo
con la estacion, debido a cambios en los niveles de la hormona ecdisona durante la etapa
larval; las larvas que se desarrollan durante meses frios estan expuestas a niveles mas bajos de

ecdisona que las que se desarrollan en meses calidos.
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También en reptiles y peces, la temperatura puede determinar incluso el sexo. Por ejemplo, en

cocodrilos, las temperaturas altas producen mas hembras.

En los peces, el sexo esta determinado por la relacion entre dos hormonas, el estrégeno y la
testosterona, esta relacion estd controlada por la enzima aromatasa, que convierte la
testosterona en estrdgeno. La temperatura puede regular la aromatasa y de esta manera

determinar el sexo del organismo.

VI.- Efectos de la presencia de predadores

Algunos organismos pueden detectar la presencia de moléculas secretadas por sus predadores
y usarlas para activar el desarrollo de estructuras que los hagan menos susceptibles a la
depredacion. Es el caso de los caracoles que pueden presentar una concha mas gruesa, cuando

son atacados por sus predadores.

Sefiales para cambiar el fenotipo también pueden venir de individuos conespecificos, o
miembros de la misma especie, pues los individuos deben comportarse de manera diferente
cuando estan solos que cuando estan rodeados de competidores. Usualmente las sefiales de
depredadores y conespecificos actlan de manera sinergistica para producir el fenotipo mas
favorable (Klug etal. 2006).

VII.- La Epigenética y el cancer

VII. 1.- Influencias de los factores epigenéticos en el cancer

Tal como se ha ido anunciando en paginas anteriores, el cancer tiene una base genética y una
base epigenética. Los cambios genéticos son frecuentes en los tumores y contribuyen
claramente al desarrollo de leucemias y de cancer. Sin embargo, las alteraciones directas de
los genes no son el Gnico mecanismo que conduce a patrones de expresion génica desregulada

durante la carcinogénesis, ya que las alteraciones epigenéticas estdn omnipresentes.

El modelo de células madre del cAncer sugiere que los cambios epigenéticos son los primeros
eventos en la iniciacion del cancer. Este punto de vista esta fuertemente apoyado por el
descubrimiento de que el silenciamiento inducido por la metilacién del ADN de genes
supresores de tumores, se produce en las primeras etapas de la génesis del tumor (Jin et al.
2011).
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Los cambios epigenéticos anomalos pueden ocurrir en las células normales bajo condiciones
de estres, tal como la inflamacion crdnica, antes de que surja el tumor (Feinberg et al. 2006;
Zemach et al. 2010). Estos autores sugirieron que la interrupcion de las marcas epigenéticas
en células progenitoras es un factor determinante no solo de riesgo de aparicion de cancer,

sino también en el progreso y la heterogeneidad tumoral.

En la actualidad, muchos tipos de cancer estan siendo analizados para encontrar las causas de

su génesis Y los posibles tratamientos que bloqueen su multiplicaciéon.
VII. 1. 1.- En el diagnostico de la Leucemia mieloide aguda (LMA)

Ya se han descrito diversas mutaciones en los modificadores epigenéticos en esta patologia
humana; cambios que afectan a la transcripcién de genes 0 a su expresion, sin modificar la
secuencia del ADN. Como sefialan Ohgami y Arber (2015), el efecto de estos cambios se ha
identificado en los mecanismos epigenéticos de la metilacidn e hidroximetilacién del ADN y
en la modificacion de histonas, sobretodo. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ya ha
incluido algunas de estas marcas epigenéticas en su categorizacion para el diagndstico
(Figueroa et al. 2010; Ohgami et al. 2012; Cancer Genome Atlas Research Network 2013).

Respecto a la metilacion del ADN, la mutacién del gen que codifica para la ADN
metiltransferasa 3A (DNMT3A), que como se ha indicado anteriormente, estd involucrada en
la metilacion de novo de los sitios CpG, esta presente entre un 10 a un 25 % de las Leucemias
mieloides agudas. La mas comudn de estas mutaciones se produce en R882 y da lugar a un

incremento en la proliferacién celular (Yan etal. 2011).

Respecto a la hidroximetilacion del ADN, se han identificado mutaciones en los genes TET2,
IDH1 y IDH2. Como se ha indicado anteriormente, el gen TET metilcitosina dioxigenasa-2
(TET2) codifica para una proteina que esta implicada en la transformacion de la 5-
metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina. Entre un5 a un 25% de las LMAs tienen mutaciones
soméaticas en este gen dando lugar a la pérdida de funcién. Las mutaciones de TET2 pueden
estar involucradas en la génesis de la leucemia ya que se han identificado en las etapas
iniciales de la deteccion de la enfermedad (Ohgami y Arber 2015). En modelos de ratdn, se ha
demostrado que la pérdida de la funcion del gen TET2 da lugar a un incremento de la
mieloproliferacion y de la expansion de los precursores mieloides (Ley et al. 2010; Yan et al.
2011; Gaidzik et al. 2013).

Los genes isocitrato deshidrogenasa-1 (IDH1) y -2 (IDH2) codifican para las enzimas NADP
+ que transforman el isocitrato a alfa-cetoglutarato en el ciclo de Krebs. Las mutaciones de

ambos genes se presentan de un 15 a un 30 % de las LMAs y dan lugar a una nueva funcion
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enzimatica, permitiendo la conversion anomala de alfa-cetoglutarato a 2-hidroxiglutarato (2-
HG), esto es, la acumulacion del metabolito 2-HG que, como se ha demostrado, inhibe la
funcién TET2. Por tanto, en Gltima instancia, se produce la inhibicién de la hidroximetilacion
del ADN.

También estan actuando las modificacion de las histonas. Se han identificado mutaciones en
los genes EZH2, MLL y ASXL1. ElI gen EZH2 codifica para la enzima catalizadora del
complejo represor PcG2 (PRC2) y estd involucrado en la metilacion de las colas de histonas;
un incremento de la actividad de esta proteina conduce a una mayor condensacion de la
cromatina y a la supresion de la expresién génica. No obstante, las mutaciones de EZH2 son
raras en LMA (menos del 5%). ElI gen MLL codifica para la proteina MLL que es un
modificador epigenético de las histonas a través de la metilacion. Se ha identificado en el 5-
10% de las LMAs. El gen ASXL1 da lugar a la proteina de unidn a la cromatina, que funciona
para metilar lisinas histonas, este gen esta mutado en el 5-30% de las LMAs (Ohgami y Arber
2015).

VII. 1. 2.- La metilacion del ADN en el diagnostico del cancer

Con respecto al cancer se han descrito numerosas alteraciones epigenéticas en el caso de la
metilacion del ADN, el mecanismo méas ampliamente estudiado del control epigenético de la
expresion genica es la hipometilacién global en las células tumorales que conduce a una
inestabilidad cromosémica (del genoma), inestabilidad que es fundamental para la
carcinogénesis (Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Al mismo tiempo, se ha
identificado la hipermetilacion de regiones promotoras en una amplia mayoria de los genes
supresores de tumores, que estdn fuertemente asociados con el desarrollo del tumor
(Grossmann et al. 2012). Las células tumorales no solo se caracterizan por presentar la
metilacion del ADN, sino que también por presentar la modificacion en la estructura de la

cromatina (Ohgami y Arber 2015).

El afianzamiento de estos estudios ha revelado que la regulacion epigenética reside en el
caracter reversible de los cambios epigenéticos. Por lo que éstos pueden ser controlados

quimicamente mediante diferentes tratamientos.

De forma mas intensa se han llevado a cabo dos tipos de tratamientos: mediante inhibidores
de la ADN metiltransferasa y mediante inhibidores de la histona desacetilasa (Marks et al.
2000; Whang et al. 2012; Zhu et al. 2013; Kumar et al. 2014). Algunos de ellos ya han sido
aprobados para uso clinico en el tratamiento de ciertas enfermedades (por ejemplo,
azacitidina, decitabine, vorinostat, romidepsine y ruxolitinib), mientras que otros tratamientos
estan todavia bajo investigacion, en diferentes fases de estudios preclinicos y clinicos; por
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ejemplo, la lisina histona acetiltransferasa, lisina histona metiltransferasa, arginina histona
metiltransferasa, poli inhibidores polimerasa (ADP-ribosa) (Arber et al. 2008; Ohgami y
Arber 2015).

Ademés del potencial terapéutico, los cambios epigenéticos también se pueden emplear en el
diagndstico del tumor, en el prondstico y en la evaluacion en curso de la terapia anti-cancer.
Por ejemplo, la deteccion de la hipermetilacion del gen septina 9 (SEPT9) en sangre se ha
utilizado en los analisis del carcinoma colonorrectal y la deteccion de la hipermetilacion del
gen S-transferasa pl (GSTP1) en orina, se ha utilizado como un biomarcador del cancer de

prostata (Grimwade et al. 2010).

VII. 2.- La via de sefalizacién Wnt

La mayor parte de las vias de sefializacion que afectan a la proliferacion, migracion
diferenciacion y apoptosis celular, juegan un papel importante en el desarrollo embrionario

pero también en la iniciacion y progresion de tumores.

Los genes Wnt codifican para las proteinas Wnt que forman parte del grupo de moléculas de
sefializacion en procesos biologicos y del desarrollo. Se han estudiado particularmente por su
relacion con procesos oncologicos y diversas condiciones paraneoplasicas. EI nombre es una
contraccién del inglés Wingless e Int, que fueron los primeros genes identificados (Coombs et
al. 2008; Willert y Nusse 2012).

Las proteinas Wnt son glucoproteinas de secrecion que actian como ligandos para estimular
vias de transduccion de sefial mediadas por receptores en organismos invertebrados y
vertebrados. Hasta el momento se conocen cuatro vias de sefializacion Wnt, la mejor conocida
es la llamada via candnica o Wnt- B —catenina muy conservada evolutivamente, cuyos

componentes estan epigenéticamente controlados. (Tam et al. 2009).

La actividad de esta via depende de la concentracion citoplasmatica de B —catenina. Lo normal
es que esta proteina se mantenga en bajas concentraciones en el citoplasma, gracias a un
proceso de degradacién dependiente de ubiquitina-proteosoma. La llegada del ligando Wnt
activa la via e inhibe la fosforilacion de p —catenina, y por ello, su degradacién por ubiquitina-
proteosoma. El incremento de B —catenina citoplasmética permite su entrada al nucleo en
donde activa la transcripcion de un grupo de genes cuyos productos proteicos participan en

procesos de division celular, desarrollo embrionario y morfogénesis.

La via se interrelaciona con un nimero significativo de vias de sefializacion celular, entre

ellas la via Notch, que también tiene como objetivo central el coordinar el desarrollo de
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Organos y mantener homeostasis de ciertos tejidos. Tambien el factor de crecimiento

fibroblastico (FGF) y el transformante beta (TGF- B) interaccionan con la via Wnt. (Serman et

al. 2014).

En particular, una gama de canceres humanos muestra niveles elevados de -catenina nuclear,

un sello distintivo de la sefializacion activa Wnt/B-catenina.

Cada vez hay mas evidencia, para una variedad de tumores malignos humanos, de que una

inactivacion epigenética de inhibidores de la via WNT/B-catenina se asocia con un resultado

fenotipico favorable a tumores.

La sefializacion de Wnt andmala se ha convertido en un sello de algunos tipos de tumores

solidos, mas notablemente el cancer colonorrectal y carcinomas hepatocelulares (Serman et al.
2014). Cuadro |, (tomado de Ochoa-Hernandez et al. 2012).

Cuadro 1.- Genes de la via Wnt-beta catenina y su relacién con diferentes tipos de cancer

Gen Defecto

APC Pérdida de funcion

AXINA1L Pérdida de funcion

AXINA2 Pérdida de funcién

p -catenina  Mutacion oncogénica

Enfermedad o fenotipo asociado

Poliposis adenomatosa familiar (FAP), cancer
colorrectal esporadico

Carcinoma hepatocelular, meduloblastomas
esporadicos, cancer colorrectal esporadico,
carcinomas de células escamosas esofagicas.
Agenesia dental familiar, céncer colonorrectal,
carcinoma escamosas esofagicas.de células
escamosas de esdfago, cancer de colon,
meduloblastoma y carcinoma hepatocelular.
Céncer colorrectal esporadico, carcinoma

hepatocelular, melanoma, cancer endometrial,
cancer de ovario, cancer gastrico y cancer de

prostata.
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FRPs Metilacion Cancer colorrectal esporédico, cancer

pancreatico, carcinoma de células renales.

TCF7L2 Actividad alterada Céncer de prostata, cancer de mama y cancer
colonorrectal

TCF1 Expresion aumentada Leucemia linfocitica cronica.

WNT16 Expresion aumentada Leucemia linfocitica cronica.

WNT7A Expresion alterada Leucemias

La mayor parte de las alteraciones sufridas en inhibidores, factores nucleares, ligandos y
moléculas de adhesion epitelial que actlan en la via Wnt, estan causadas por metilacion del
promotor de antagonistas de dicha via lo que da lugar a la gran gama de canceres que afectan
a tejidos y dérganos de todo el organismo.

Como la desregulacion epigenética de la sefial WNT/B-catenina, con frecuencia, contribuye a
la patogénesis tumoral, la identificacion de los eventos epigenéticos andmalos que activan la
via WNT/B-catenina puede proporcionar biomarcadores Utiles para la deteccion del cancer y

la prediccion del prondstico.

La creciente lista de antagonistas WNT, implicados en los canceres humanos, silenciados
epigenéticamente indica un papel importante para los eventos de inactivacion epigenéticos en
la iniciacion y la progresion del tumor. Los cambios epigenéticos (metilacion del gen
promotor o metilacion/desacetilacion de histonas) son farmacoldégicamente reversibles,
mediante la utilizacién de agentes epigenéticos, como inhibidores de la ADN metiltransferasa
(la 5-aza-2'-desoxicitidina, Zebularin) e inhibidores de la histona desacetilasa (TSA, SAHA y
PXD101) (Cheng et al. 2004; Tao y Chang 2007).

Ya se han descrito un buen numero de agentes experimentales que se han evaluado en su
capacidad para inhibir la via de sefializacion Wnt. Un ejemplo de ello es una acetil
transferasa unida a la membrana que inhibe la actividad de porcupine, molécula decisiva
para la sintesis de Wnt. Una segunda molécula inhibe la destruccion de axina, molécula
que funciona como un supresor natural de la sefializacion Wnt. Otra molécula, 1ICG-001,
inhibe selectivamente la via de sefializacion Wnt bloqueando la unién de B-catenina a la
proteina de union del elemento de respuesta al AMP ciclico. El tratamiento con el ICG-001
en lineas celulares de cancer de colon se resolvio en apoptosis (Serman et al. 2014). También

se ha observado que los antiinflamatorios no esteroides, como la aspirina y el sulindaco,
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inhiben la actividad de la ciclooxigenasa, por lo que algunos experimentos y estudios
epidemioldgicos sugieren que la aspirina y otros antiinflamatorios no esteroides tienen
efectos quimioprotectores contra el cancer de colon. En estudios preclinicos se han
ensayado otros compuestos, usando como blanco el dominio PZD de la proteina
Dishevelled; entre ellos estan las moléculas NSC668036 y FJ9. Dishevelled es una proteina
clave en la via de sefalizacion Wnt porque conduce sefiales extracelulares. Otros
mecanismos utilizados son los anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas Wnt

y contra los receptores Fzd (Ochoa-Hernandez etal. 2012).

VII. 3.- La via de transduccion de seriales Notch

El desarrollo de un organismo pluricelular después de la fusion de los gametos y de la
aparicion de las tres capas germinales del embrion, esta controlado por la via de transduccion
de sefiales Notch, la cual se encuentra evolutivamente conservada (Bravo y Baizabal 2005).
La activacion de esta via se inicia cuando interactan ciertas proteinas de membrana de dos
celulas adyacentes. Se ha demostrado que esta interaccion coordina una amplia variedad de
procesos durante el desarrollo temprano y tardio del embridn, principalmente en la
citodiferenciacion y la organogénesis (Artavanis-Tsakonas et al. 1999), tales procesos dan

origen a un organismo complejo y funcional con células altamente especializadas.

Ademas, Notch participa en el funcionamiento fisiologico adecuado del organismo, desde la
etapa de feto hasta la de adulto (Gerhart 1999; Mumm y Kopan 2000), coordinando las
funciones de las células diferenciadas. Esto sugiere que la respuesta celular mediada por

Notch depende del entorno celular en que se recibe el estimulo.

Las proteinas que componen la via Notch se pueden clasificar en dos grupos. En el primero,
se ubican las proteinas que funcionan como ligandos, receptores, represores, corepresores y
factores de la transcripcion, las cuales constituyen el nicleo de la via y son las que transducen
la sefial. En el segundo grupo, se incluyen las proteinas reguladoras que modulan la respuesta
celular e influyen en la duracion de la sefial recibida, modificando de manera directa las
proteinas integrantes del primer grupo por medio de las actividades de las enzimas
glucosiltransferasa, proteasa, metaloproteasa y ubiquitina-ligasa (Baron et al. 2002; Baron
2003).

La ruta de sefializacion Notch que esta involucrada, por tanto, en el desarrollo y en la
renovacion de tejidos, juega un papel en la proliferacion del cancer. Recientemente se han

desarrollado estudios en Drosophila que han permitido comprender mejor la relacion de
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Notch y la formacion de tumores. Merced a estos estudios se ha podido determinar que los
receptores de Notch en los mamiferos y los ligandos de Delta estan involucrados en la
formacion de tumores. Una activacidn aberrante del receptor NOTCH1 esta relacionada con el
50% de los tipos de leucemia linfoblastica aguda de células T (Bravo y Baizabal 2005).

Si se inactiva la via de transduccion de Notch se incrementa la formacion de tumores, ya que

se ha visto que en ciertos contextos Notch puede ser un supresor de tumores.

Sin embargo, alin no se tiene un conocimiento muy claro de como actta Notch in vivo en la
formacion del cancer. Por esta razon los estudios se estan enfocando en la identificacion de

los oncogenes y los supresores tumorales que interactian con las vias de Notch.

La regulacién y actuacion de los eventos epigenéticos se ha observado en varios tipos de

cancer y en otras enfermedades humanas.

La comprension de como el epigenoma contribuye a la regulacion de genes dara, en un futuro

no muy lejano, una mayor comprension de las enfermedades humanas.

VIII.- Biomarcadores epigenéticos

Los conocimientos que sobre Epigenética se van adquiriendo, ademas de ir engrandeciendo el
saber de la Ciencia, también se aplican en beneficio de todos, como decia nuestro gran Premio
Nobel, Severo Ochoa: “La Ciencia vale la pena porque, ademés, tarde o temprano sus

descubrimientos siempre se aplican™.

De aqui la importancia de ir identificando biomarcadores epigenéticos. La palabra

biomarcador hace referencia a cualquier tipo de variacién que ocurra en el material genético.

Para la deteccidbn de modificaciones epigenéticas se han desarrollado marcadores que se
encargan de detectar moléculas que se relacionen con un estado particular de activacion o
inactivacion de un gen. Por ejemplo, la deteccion de una alta cantidad de moléculas de metilo,

indica un estado de inactivacion del gen.

Tras el conocimiento de la implicacion de las variaciones epigenéticas en numerosas
patologias, se ha dirigido la atencion hacia el desarrollo de nuevos marcadores para su
deteccion. En esta direccion se estan desarrollando numerosas investigaciones y ensayos con
el fin de detectar los cambios en la metilacion del ADN, en la modificacion de histonas o la
presencia de los ncARNS, relacionados con las patologias. Del conjunto de biomarcadores que
se estdn desarrollando destacan en primer lugar los que exploran en sangre o saliva u otros

fluidos corporales, la presencia de metabolitos relacionados con los cambios epigenéticos.
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La mayoria de los biomarcadores desarrollados inicialmente se refieren a las alteraciones de la
metilacion del ADN, que pueden implicar a un numero importante de genes. Dada su
estabilidad, la metilacion de las islas CpG constituye un biomarcador epigenético muy
favorable, lo que permite disefiar métodos para detectar las sefiales del ADN metilado de

regiones especfficas del genoma usualmente no metiladas.

En principio se han disefiado tres tipos de marcadores, como sefiala Jouvé de la Barreda
(2010): a) el analisis basado en la accion de endonucleasas de restriccion sensibles a la
metilacion; b) el analisis basado en la accion del bisulfito; y c) el analisis de SNUPE (= Single

Nucleotide Primer Extension) o método modificado de la accion del bisulfito.

Una metodologia disefiada para analizar el ADN gendmico metilado es la PCR especifica para
este tipo de ADN (MSP = Methylation Specific PCR) (Campan 2009).

En la metodologia del bisulfito de sodio, residuos de citosina no metilada se convierten en
uracilo (desaminacidn oxidativa), que posteriormente se reconoce como timina, mientras que
la citosina metilada se mantiene como 5-metilcitosina. La secuencia diana es entonces
amplificada con cebadores de PCR especificos para el método bisulfito modificado (Frommer
et al. 1992).

Por ejemplo, en nuestro grupo de investigacion estamos interesados en la especie bovina (Bos
taurus). En esta especie, la anomalia cromosdmica estructural denominada translocacion
robertsoniana 1/29, se forma cuando dos cromosomas autosomicos, el comosoma 1y el 29,
estan fusionados a nivel del centromero, sin pérdida aparente de material cromosémico, pero
causante de un descenso considerable de la fertilidad en los portadores. Esta anomalia se
presenta con una alta frecuencia en la mayoria de las razas bovinas existentes en todo el
mundo (Gustavsson, 1964; Arruga et al. 1983; Arruga 1987; Arruga y Zarazaga 1987; Ducos
et al. 2008). Muchas investigaciones han sido llevadas a cabo, con el objetivo de conocer la
causa de la misma e identificar la existencia de algin marcador que pudiera estar implicado en
su elevada frecuencia. Con este objetivo, nuestro grupo comenzo el estudio de identificar
posibles marcadores epigenéticos en alguno de los dos cromosomas afectados por la
translocacién. Nos centramos en uno de los genes implicados en la sintesis del colageno, el
gen tipo VIlI-al (Col8AI) situado en el cromosoma 1, en concreto en la regidén cromosémica
BTA1qg45. Para ello, se realizd un estudio "in silico” para la deteccion de islas CpG en el
promotor de este gen y asi identificar supuestos objetivos de metilacion. Se utilizé el método
de modificacion del bisulfito (las citosinas no metiladas son convertidas a uracilo) y después
se realiz6 una amplificacion de la secuencia especifica de metilacion mediante PCR, seguida

de secuenciacion (MSP) para comparar los patrones de metilacion diferencial en el promotor
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CoI8AL bovino, en animales control, sin la translocacion, y en animales portadores de la
translocacion. Nuestros resultados descartaron la presencia significativa de marcas
epigenéticas de metilacion en los animales portadores con relacion a los animales normales,
pero sirvié también para detectar las marcas epigenéticas de metilacion del ADN en este
cromosoma bovino. Este estudio debera continuar con la blsqueda de otros marcadores que

sefialen la causa y la resolucién de esta alteracion. (Postiglioni et al. 2009 y 2011).

Estos objetivos de conocer e identificar la situacion de las marcas epigenéticas no han hecho
mas que comenzar. Nuevos y mejores métodos estan siendo desarrollados con este fin. Varias
empresas del sector ofrecen microarrays para los analisis de las secuencias metiladas en
humana, incluyendo gran nimero de regiones del genoma que abarca 385.000 secuencias, con
las regiones promotoras de mdaltiples genes candidatos (Jouvé de la Barreda 2010), o el
detectar diferencias en la metilacion en los sitios especificos CpG con una resolucion de una
sola base nucleotidica para lo que hay numerosos Kit especificos, desarrollados por diferentes

empresas comerciales.

Enel caso del cancer los biomarcadores pueden ser Utiles no s6lo para identificar la presencia
de un tumor sino también para determinar su estado, subtipo y la capacidad de respuesta a

determinadas terapias.

Asi, por ejemplo, las modificaciones epigenéticas del promotor de los genes implicados en la
sintesis de los inhibidores de kinasa dependientes de ciclinas pl5, pl6 y RASSF1A, que
funcionan como genes supresores, son biomarcadores potencialmente muy valiosos para el
diagnostico precoz y preclinico del carcinoma hepatocelular (Herath et al. 2006; Rivenbark y
Coleman 2007).

La busqueda de biomarcadores epigenéticos capaces de detectar alteraciones epigenéticas en
genes relacionados con enfermedades, debidas a efectos del ambiente, esta siendo cada dia
mas ampliada. Un campo de investigacién de gran trascendencia es el relativo al equilibrio
fisioldgico interno en el claustro materno-fetal durante la gestacion. Se estd desarrollando un
biomarcador epigenético, detectable en tejidos fetales, asociado al riesgo de asma en nifios
nacidos tras una gestacién en zonas altamente contaminadas. El biomarcador podria detectar
la alteracion epigenética del ADN en la sangre, debida a la metilacion del gen ACSL3, que
esta implicado en el metabolismo de los &cidos grasos catalizado por la enzima acetil
coenzima-A sintetasa. La alteracion epigenética de este gen durante la gestacion se debe a una
exposicion a niveles por encima de lo normal de hidrocarburos policiclicos aromaticos
(PAHSs). Este contaminante ambiental se produce por la combustién incompleta de fuel y esta

presente en las zonas de trafico elevado (Jouvé de la Barreda 2010; Perera et al. 2012).
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El segundo tipo de modificaciones epigenéticas que ha motivado la busqueda de
biomarcadores son las que afectan a las histonas. Todas las histonas (H3, H4, H2A, H2B y
H1) se pueden aislar con HPLC, y se pueden analizar las fracciones por diferentes métodos

cromatograficos y espectrofotométricos.

Actualmente el método mas utilizado es el uso de chips con anticuerpos contra
mod ificaciones especificas de las histonas. Mediante modificaciones de esta tecnologia se han
llegado a analizar hasta cien tipos de células diferentes con una aplicacion particular en el
diagnéstico del cancer (O Neill et al. 2006).

También se han elaborado biomarcadores epigenéticos para la deteccion y monitorizacion
temprana de la enfermedad lupus (Jouvé de la Barreda 2010). Como es sabido, es una
patologia autoinmune crénica en la que las células B del sistema inmunolégico desarrollan

anticuerpos que atacan a los 6rganos y tejidos del propio paciente.

Los niveles de metilacion de determinados genes estan asociados con la aparicion del lupus
(Richardson 2007). Los pacientes de lupus presentaban un conjunto de 40 micro-ARNSs con
una sobreexpresion de 1,5 veces con respecto a los individuos sanos. Las variaciones en la
presencia de los micro-ARN en estos enfermos estdn asociadas a la presencia de enzimas
desacetilasas que promueven la desacetilacion de las histonas que se asocian a los genes que
intervienen en el lupus. Debido a ello se esta ensayando la utilizacion de inhibidores de las
desacetilasas de histonas (HDI) para su tratamiento. Se disefiaron dos farmacos: Trichostatin
A (HDI-TSA) y el acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA), con resultados positivos
(Jouvé de la Barreda 2010).

Estos y otros muchos ejemplos se estan desarrollando actualmente y no cabe la menor duda de
que los objetivos de conocimiento y aplicacion de los mismos en beneficio de la humanidad,

se lograran en un futuro préximo.

Un factor clave en este campo es la heredabilidad de la marca epigenética de una generacion a

otra, lo que permite aumentar el éxito de las terapias génicas.

Estos ultimos descubrimientos han llevado a considerar no sélo la expresion de los genes, sino
también la manera en que dicha expresion puede ser modificada por factores ambientales.
Esta interaccion genes — ambiente es necesaria para que actlen los mecanismos que regulany
producen un fenotipo normal y equlibrado, pero también, como se ha sefialado, son el origen
de muchas patologias. La regulacion epigenética se hace por medio de cambios, como es la
adicion de metilos, la modificacion de histonas o los efectos de los ncARNs. Todo ello puede

llevar a que se den alteraciones en los lugares de accion de las enzimas, y como resultado, se
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pueden tener pérdidas en la estabilidad de dichas regiones. Por lo tanto, estas regiones se
vuelven mas sensibles a que en ellas se den variaciones cromosdmicas o que se llegue a
transformar la célula por pérdidas en el mecanismo de control de crecimiento o por activacion
de la apoptosis y dar lugar a cambios en el fenotipo y a una alta posibilidad del desarrollo de

anomalias y por ende también a enfermedades.
El futuro esta abierto.

Como dijo Louis Pasteur: “La Ciencia es el alma de la prosperidad de las naciones y la

fuente de vida de todo progreso”.

La Epigenética no se opone a la Genética, sino que discurre paralela a ella. Sin Genética, no
hay Epigenética; y ésta no puede sustituir a la primera. Oponer Epigenética a Genética es un
absurdo: la mutacién de un gen que codifica una ADN metilasa modificada y las marcas

epigenéticas son un evento genético.

No es una respuesta contundente contra los que apoyan el determinismo genético, y echa por
tierra todo el conocimiento anteriormente alcanzado. Lo que sabemos es que el genoma no es
el dnico actuante; como hemos ido viendo en numerosos ejemplos, y otros muchos mas que se
conocen, hay mucho més que la simple informacion de bases nitrogenadas del ADN en la
expresion de los genes. El reto ahora, es llegar a conocer con claridad como interactuan los
genes entre si y con el ambiente y cdmo y por qué se crean las marcas epigenéticas que se

heredan a las generaciones siguientes sin modificar el ADN.

La Epigenética también lleva la esperanza de ver abolida la distincidn estricta establecida por
Descartes entre alma y cuerpo, materia y espiritu; y el olvido de la pérdida progresiva del
control de nuestro cuerpo por nuestra mente y nuestra voluntad que ha acompafiado el
desarrollo de la neurobiologia. Los titulos y la presentacién de las obras recientes dedicadas a
la epigenética son reveladores. Como Zammatteo (2014) explora en su libro: EI Impacto de
las emociones sobre el ADN, o como Church (2013) afirma que "los genes se activan o

inactivan de acuerdo con nuestras creencias, nuestras emociones Y actitudes

El psicoanalisis y la psicosomatica han buscado durante décadas demostrar la influencia de la
"psiquis” en la evolucién de las enfermedades. Lo que faltaba era un mecanismo que la
Epigenética parece poder ofrecer. La Epigenética parece, asi, ser portadora de una revolucion
en materia de salud y bienestar. En particular, muchas enfermedades que nos afectan durante
la vida serian la consecuencia de eventos precoces que dejaria sobre el cuerpo su firma

epigenética.
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Y como todo en Ciencia, se abren nuevos horizontes que a su vez, cuando éstos se logren,
volveran a abrirse otros nuevos. Esta es la grandeza y el reto que significa hacer Ciencia y
esto es lo que sefiala la enorme magnitud del pensamiento y la razon humana que desea con
todas su fuerzas ir avanzando y profundizando en el saber y el conocer, en definitiva en hacer

Ciencia.

Y terminamos como hemos comenzado, con un pensamiento de Aristoteles: “La esperanza es
el suefio del hombre despierto”, como despiertos hemos de estar los hombres y las mujeres de

Ciencia.
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