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Resumen

El papel critico del remodelamiento de la
cromatina en la expresion de los genes se halla
bajo la influencia de los cambios epigenéticos
que conforman un lenguaje inesperado en el
DNA y las histonas. Este trabajo actualiza el
conocimiento sobre la metilacién del DNA y la
acetilacion de las histonas, con especial interés
en su aplicacion clinica. Se ha propuesto, la
identificacion de los patrones heredables de
metilacién como herramienta ttil en el diag-
néstico y prondstico del cancer. Los inhibidores
de las DNA-metil-transferasas y de las
desacetilasas de histonas que actian como
reprogramadores de la expresion génica, han
generado una nueva y promisoria aproximacion
terapéutica.

Palabras clave. Metilacion de DNA, DNA
metiltransferasa (DNMT), cdédigo de
histonas; histona desacetilasas (HDAC),
inhibidor de histona desacetilasas (HDACI),
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terapia bioldgica, terapia anticancerosa.
Summary

The critical role of chromatin remodeling in gene
expression is influenced by epigenetic changes
that conform an unexpected language on DNA
and histones. This review concerns DNA
methylation and histone acetylation focusing on
its clinical use. Identification of inheritable DNA
methylation patterns has been proposed like a
useful marker for the early detection and
prognosis of cancer. DNA methyltransferase
and histone deacetylase inhibitors can act as
genic expression reprogrammers and have
opened up anew and promising therapeutically
approach.

Key words. DNA methylation; DNA
methyltransferase, histone code, histone
deacetylases, histone deacetylase inhibitor,
cancer therapy.
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Figura 1. El nucleosoma es la unidad bdsica de la croma-
tina. (A) Representacion esquemdtica de un nucleosoma,
la doble hélice de ADN da 1.75 vueltas alrededor del octd-
mero de histonas. El simbolo X demarca sitios que en la
estructura lineal son distantes pero quedan cercanos al
formarse el nucleosoma, esto podria generar nuevas dreas
de reconocimiento para las proteinas de union al ADN.
(B) Estructura de un nucleosoma de acuerdo al patron de
difraccion de rayos x. En la parte inferior izquierda se
aprecia la cola N-terminal de una histona H3 que aflora
enmedio del ADN. Estas colas son las mds susceptibles a
modificaciones como acetilacion o metilacion. Modelo rea-
lizado utilizando el programa Chemscape Chime, basado

en los datos suministrados por el Protein Data Bank.

Introduccion

Hace 60 afios se demostro por primera vez, que
aquella molécula por entonces conocida como
principio transformante y que correspondia al
material genético, era ADN (1). 17 afios des-
pués nos seria revelado el lenguaje cuya lectura
permite la fabricacién de proteinas, el cédigo
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genético (2). Pero la belleza de la naturaleza
nos esconderia, por mds afios, otro lenguaje que
subyace tras el primero: el cédigo epigenético.

Epigenética: es el estudio de la epigénesis, o
cambios en un organismo a causa de alteracio-
nes en la expresion de la informacién genética
sin modificacion génica (3). Los cambios epige-
néticos influyen en el fenotipo sin alterar el
genotipo (4). Igualmente, epigenética es una
palabra que se refiere a las caracteristicas he-
redables y que no pueden explicarse unica y
directamente a partir de la secuencia de ADN.
Este nuevo c6digo, se nos presenta como modi-
ficaciones covalentes por adicién de grupos fun-
cionales (metilos, acetilos, fosfatos) o proteinas
(ubiquitina, SUMO) al ADN o algunas de sus
proteinas asociadas, con repercusiones en la
regulacion transcripcional como activar, inhibir
o modificar la expresién de genes, contribuyen-
do a patologias como el cincer, la esquizofrenia
y el asma, entre otras. Aunque ain no se desci-
fra completamente este lenguaje, la empresa
farmacéutica no ha dado espera para disefiar y
utilizar medicamentos que modifiquen este co-
digo en beneficio de su interés primordial y tam-
bién, de la salud.

La estructura del ADN y de la cromatina determi-
nan su expresion

El ADN es un polimero de desoxinucleotidos
unidos por enlaces de tipo 3™-5" fosfodiester. Dos
cadenas antiparalelas se entrelazan por enlaces
de hidrégeno, a través de las bases nitrogenadas
adenina, guanina, timina y citosina, constitu-
yendo asi, una doble hélice (5). Nuestra especie
contiene aproximadamente 3x10° pares de ba-
ses (pb) y en cada giro de la doble hélice se
avanzan 10 de ellos ocupando 34 nm de longi-
tud, por tanto, si colocdramos cada molécula de
los 46 cromosomas una detras de otra, la exten-
sion alcanzarfa 2,04 metros. Una longitud que
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Figura 2. Algunas modificaciones covalentes del codigo
epigenético. (A) La acetilacion de histonas se realiza so-
bre residuos de lisina. (B) Ejemplo de dimetilacion sobre
una arginina. (C) La metilacion del ADN suele ocurrir
sobre el carbono 5 de la citosina. Clave: Ac-Coa: Acetil
coenzima A (Donador del grupo acetilo). SAM: S-Adenosil
metionina (Donador del grupo metilo). SAH: S-Adenosil
Homocisteina. HAT: Histona-Acetil transferasa. HMT:
Histona-metiltransferasa. DNMT: ADN Metiltransferasa.

es (68000 veces superior al didmetro de una
célula tipica (30 i m)! Para que una célula
eucariote logre contener su propio material

genético, la evolucidn ha seleccionado unas pro-
teinas basicas, altamente conservadas, llama-
das histonas, que se organizan en octameros (2
de H2A, 2 de H2B, 2 de H3 y 2 de H4) alrede-
dor de los cuales enrolla el acido desoxirri-
bonucléico, convirtiéndolos en verdaderos ca-
rretes. Cada uno de ellos conforma lo que se
denomina un nicleosoma (Figura 1) (6). Es-
tos a su vez se disponen en una estructura
solenoidal compacta llamada cromatina, que
se ancla a proteinas de la lamina nuclear, per-
mitiendo asi el empaquetamiento del ADN en
un espacio reducido (Figura 3D).

Por otro lado, el flujo de la informacién genética:
ADN a ARN y de éste a proteinas, requiere
en algiin momento que, algunos genes empa-
quetados deban desempaquetarse para poder
ser transcritos (paso de ADN a ARN), lo cual
implica el desensamblaje de los nucleosomas.
Las histonas juegan un papel que va mas alla
de su simple funcién estructural, en realidad
se convierten en verdaderas reguladoras de la
transcripcién, a través de modificaciones
postraduccionales (después de la sintesis de
proteinas), como la metilacién y la acetilacién
de algunos de sus aminoacidos (Figura 2A y
2B). En general, se puede afirmar que la
metilacion se relaciona, la mayoria de las ve-
ces, con el empaquetamiento de los nucleo-
somas, en términos practicos, con la repre-
sion del gen, mientras que la acetilacion, se
relaciona con los procesos contrarios:
desempaquetamiento y transcripcion, es decir,
expresion del gen. Sin embargo, esto no pue-
de tomarse como una regla simple, ya que los
cambios sutiles en cuanto al numero, sitios es-
pecificos y combinaciones especificas de mo-
dificaciones, son los que determinan el
remodelamiento final de la cromatina y por ende
la represion o expresion génica. Este patrén
de combinaciones realizadas en el extremo
amino terminal de algunas histonas, es lo que
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Tabla 1. Codigo de histonas*

J.l. Neissa y col.

HISTONA TIPO DE MODIFICACION  SITIOS(S) EFECTO REFERENCIA

H2B Ubiquitinacién Lys 123 Metilacion de Lys 4 y Lys 79 de 10, 18, 113
H3. Silenciamiento telomérico

H3 Fosforilacién Ser 10 Acetilacion de Lys 14 de H3 114

H3 Fosforilacion /acetilacién Ser 10/Lys14  Activacion génica 9

H3 Metilacién (no especifica) Lys 9 Silenciamiento del cromosoma 28, 31, 115,
X. Represion génica por unién 116
de HP1. Metilacion de ADN

en Neurospora

H3 Dimetilacién Lys 4 Actividad génica potencial 16

H3 Trimetilacién Lys 4 Expresion génica manifiesta 16

H3 Metilacion /fosforilacion Lys 9/Ser10 Disminuye afinidad por HP1. 16
expresion génica?

H3 Metilacién Lys 79 Heterocromatina. 113,117
Silenciamiento telomérico

H4 Acetilacion Lys5/Lys12 6  Unién del doble bromodominio 119

Lys8/Lys16 de TAF, 250. Expresion.
H4 Sumoilacién ? Represion génica 118
H4 Acetilacién Lys12 Silenciamiento 119

*Solo se muestran algunos ejemplos. Los efectos pueden ser dependientes de la especie. Se desconocen los efectos de las

combinaciones entre modificaciones miiltiples. Los aminodcidos que rodean el sitio sefialado también pueden ser

necesarios para la lectura del cddigo. Lys: lisina. Ser: serina. HP1: proteina de heterocromatina

define el llamado cédigo de histonas, que in-
dudablemente extiende la informacién poten-
cial del codigo genético (7) (Tabla 1).

El complejo codigo epigenético de las histonas y
su relacion con el de ADN

El papel modulador de las histonas en los proce-
sos de replicacion, transcripcion y recombinacion
depende de sus modificaciones postraduccionales.
El proceso de acetilacién como regulador, fue
propuesto por primera vez en los afios 60 (8) y se
ha convertido, junto con la metilacidn, en la modi-
ficacién més estudiada hasta el momento. La in-
terpretacion de la informacién alcanzada hasta el
2000, condujo a Strahl y Allis a proponer en ese
afio la hipétesis del “cédigo de histonas”, mencio-
nada atrds (9) (Tabla 1).

Los principales actores en la formacién del c6-

digo de histonas son las enzimas encargadas de
fijar o remover los grupos funcionales afiadidos.
Dentro de éstas se encuentran: las acetil-
transferasas de histonas (HAT) o acetilasas, que
adicionan grupos acetilo; las desacetilasas de
histonas (HDAC), que remueven dichos gru-
pos; las metiltransferasas de histonas (HMT)
o simplemente metilasas, que son enzimas
metilantes; las quinasas, que adicionan grupos
fosfato y las fosfatasas, que los remueven. Al
igual de lo que ocurre con el ADN, la metilacién
de histonas parece ser un proceso mds estable
y atin no se conocen desmetilasas. Asi mismo,
las histonas pueden sufrir, glicosilaciones, ADP-
ribosilaciones, ubiquitinaciones y sumoilaciones.
Estas dos ultimas también se han correla-
cionado con una funcién en la regulacion de la
transcripcién (10-12).

Ellenguaje oculto tras los adornos covalentes que
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consienten las histonas es complejo y aunque algo
conservado entre las especies, no parece tan uni-
versal como el genético. La acetilaciéon ocurre
sobre lisinas, de las cuales, solo 14 se han identi-
ficado como sitios diana (13). La metilacion, en
cambio, ocurre sobre algunas argininas y lisinas,
pero su interpretacion es mas confusa, por cuan-
to las lisinas pueden sufrir mono, di o trimetilacién
y las argininas mono o dimetilacién (14) (Figura
2B). Dichas sutilezas parecen tener repercusio-
nes funcionales diferentes (15,16) (Tabla 1). Si
consideramos que hasta el momento se conocen
ocho sitios diana para la metilacién de lisinas (13),
las combinaciones serian de 4%, 65536 posibilida-
des que nos dan una idea de la complejidad a la
que nos enfrentamos, aunque en realidad, la gran
mayoria de combinaciones no provoca ningtn
efecto en la estructura de la cromatina. También
se ha determinado que existe una relacién
secuencial entre algunas modificaciones de la
region N-terminal de las histonas, por ejemplo, la
ubiquitinacién puede preceder a la metilacién
(10,17) y la fosforilaciéon puede secundar la
metilacién antes de advertirse un efecto que, fun-
ciona como un interruptor (Tabla 1).

La acetilacion no es exclusiva de las histonas y
se sabe que algunas proteinas como p53, 4-
tubulina, Hsp90, MyoD y GATA-1 también lo
presentan en su proceso de regulacién funcio-
nal (18). En el caso de p53, la acetilacion au-
menta su unién al ADN y su transactivacion (19).
También se conoce que tanto las HAT como las
HDAC forman complejos con otras proteinas
involucradas en la transcripcién y el remode-
lamiento de la cromatina (18,20). Interesante-
mente, las DNMTs (ADN Metiltransferasas) asi
como algunas de las proteinas de unién a ADN
metilado como MeCP2, se asocian con HDACs
y HMTSs sugiriendo una correlacién funcional
entre la metilacion del ADN y la metilacién o
desacetilacién de histonas para causar un
remodelamiento de la cromatina y la consecuen-

te represion génica (21-23) (Figura 3). Del mis-
mo modo, la proteina aberrante de fusién PML-
RARA, que se expresa en la leucemia
promielocitica aguda, induce la hipermetilacién
de ADN mediante el reclutamiento de DNMT1
y DNMT3A y la desacetilacién por reclutamiento
de HDAC en el promotor del gen RAR B2 (24).

Lalecturadel codigo de histonas corre por cuen-
ta de unas proteinas que comparten un dominio
de unidén a las lisinas metiladas llamado
cromodominio (25-27) y por proteinas con do-
minios de unién a acetilaciones llamados
bromodominios (28). Curiosamente, algunas
proteinas que contienen cromodominios son en
ellas mismas HMTs (30) y algunas de las que
contienen bromodominios son HATS (22), sugi-
riendo que un evento primario de metilacién o
acetilacién puede extender una reaccién en ca-
dena que modifica las histonas vecinas. La pro-
teina ESET de humanos, ademas de ser una
HMT, tiene un cromodominio y un domino de
unién a ADN metilado (29), sugiriendo que la
lectura del c6digo epigenético involucra tanto las
modificaciones de las histonas como las del ADN
al mismo tiempo.

La metilacion del ADN y su relacion con procesos
fisiologicos y patologicos

La metilacién del ADN suele ocurrir en el car-
bono 5 de las citosinas (Figura 2C) y con mayor
frecuencia en citosinas que hacen parte de
dupletes CpG, agrupados en varias zonas a lo
largo del ADN formando las llamadas islas de
CpG, algunas de las cuales se encuentran en las
regiones promotoras de varios genes. La
metilacién de dichas secuencias se asocia con
la represién génica y a su vez con la
desacetilacion de histonas (30).

Un lenguaje requiere de dos contrapartes, quien
lo escribe y quien lo lee. La metilacion de las
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Figura 3. Modelo que correlaciona los cambios epigenéticos del ADN y los de las Histonas. (A) El ADN metilado
es «leido» por proteinas como la MeCP2. El correpresor Sin3A sirve de «puente» entre MeCP2 y las HDACs. (B) Las
HMT también se unen al complejo y metilan las histonas después de su desacetilacion. (C) La metilacion de la lisina
9 de la histona H3 es reconocida y permite la union del cromodomino de la proteina HP1 (Heterocromatin Protein).
(D) La HP1I induce la formacion de heterocromatina y por ende, la represion génica. Se omiten las colas de las
histonas para mayor simplicidad. [No siempre se requiere la metilacion del ADN para la metilacion y/o acetilacion de
las histonas. (119). La metilacion de ADN puede depender de la metilacion de histonas, y no al revés, en algunos genes
y/o especies. (116)]
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citosinas, como pilar de su escritura, es realiza-
da por las enzimas ADN metiltransferasas
(DNMT), de las cuales se han caracterizado
varios miembros: DNMT 1, DNMT 1o,
DNMTI1p, DNMT 2, DNMT 3a, DNMT3b,
DNMT 3L (31). La lectura de este cédigo, co-
rre por cuenta de una familia de proteinas que
poseen un dominio de reconocimiento y unién al
ADN metilado, MBD (Methyl-bindig domain),
dentro de la cual destacan MeCp2, MBD2 y
MBD3 (Ver figura 3A) (31). Una tercera parti-
cipante, la desmetilasa de ADN, podria estar en-
cargada de deshacer y modificar la escritura del
cddigo antes de su lectura, pero la existencia de
tales enzimas es aun controversial, el candidato
en potencia es el mismo MBD?2 (32,33).

La asociacion de la metilacién del ADN con la
represion génica fisioldgica se sugirié por pri-
mera vez hace casi 30 afos (34); su participa-
cién en procesos patoldgicos fue demostrada en
1990 con base en que la inactivacion de genes,
en lineas celulares derivadas de cancer, se
asociaba con la metilacién de las islas CpG (35).
Dentro de los procesos fisioldgicos involucrados
se encuentran: la regulacién transcripcional, el
mantenimiento de la estabilidad cromosdmica,
la modulacion de la estructura de la cromatina,
la inactivacién de uno de los cromosomas X en
mujeres, la impronta gendmica y el
silenciamiento de retrotransposones (30,36).
Por ejemplo, en el caso de la impronta, la
metilacion de ADN como patrén hereditario,
puede determinar cual de los alelos, el prove-
niente de la madre o el del padre, se expresa, o
si finalmente lo hacen ambos (37,38). La ex-
presion de un solo alelo supondria una menor
actividad de la proteina relacionada y la expre-
sion de ambos una actividad aumentada, lo que
lleva a manifestaciones fenotipicas diferentes
que podrian ser patolégicas. En el caso del gen
del factor de crecimiento similar a la insulina 2
(IGF2), la copia materna se halla inactivada por

su hipermetilacion, sélo 10% de las personas
no ocurre asi. En el cdncer esporddico de co-
lon, el defecto se halla presente en el 30% de
los pacientes (39,40).

Estas variaciones en la impronta podrian expli-
car las caracteristicas fenotipicas que desapa-
recen y reaparecen al cabo de varias genera-
ciones, también aclararia las diferencias regis-
tradas en algunas enfermedades como la Dia-
betes tipo 2, que se manifiesta en diferentes eda-
des en los miembros de una misma familia; igual-
mente, explicaria las enfermedades de gemelos
idénticos, como la esquizofrenia, que pueden
afectar a solo uno de ellos. Recientemente, se
ha propuesto que en la esquizofrenia, la reduci-
da expresion de la proteina Reelina, necesaria
para la migracién neuronal y la sinaptogénesis,
pueda deberse a una hipermetilacién en su pro-
motor (41,42).

Otras patologias asociadas con procesos de
metilacion de ADN son: el sindrome ICF,
(“Immunodeficiency, Centromere instability,
Facial anormalies”) causado por una mutacién
que inactiva el gen de la ADN metiltransferasa
3b (DNMT3b) (8); el sindrome de Rett, causa-
do por la mutaciéon de MeCP2 (43); y los
sindromes de Prader-Willi y Angelman causa-
dos por la misma delecién en el cromosoma 15,
pero con manifestaciones diferentes dependiendo
de si el cromosoma afectado es el materno o el
paterno; por el fendmeno de impronta (44). En
el caso del cdncer, la investigacién se encuentra
ante una paradoja, por un lado, se ha demostra-
do que hay una hipermetilacion restringida a
determinadas regiones del ADN; por otro lado,
existe una hipometilacion generalizada del
genoma en presencia de un aumento de la acti-
vidad de DNMTs (45,46). La interpretacion de
estos hallazgos constituye un reto a la hora de
generar un modelo de carcinogénesis, los me-
canismos por los cuales se adquieren estos pa-
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trones, aberrantes y contradictorios de metila-
cién, se desconocen. La hipermetilacion de las
islas CpG ha sido el fenémeno mads estudiado y
asociado con el cdncer. La hipermetilacién de
promotores de genes supresores de tumores
como pl6/CDKN2, Rb, p21, BRCA1, genes de
reparacion de ADN como ZMLH1,y otros como
el receptor de estrogeno &, produce su repre-
sion en tejidos cancerosos (47). Se ha propues-
to que la hipometilacién generalizada podria des-
estabilizar el genoma al activar las secuencias
transponibles de ADN, coloquialmente denomi-
nadas “genes saltarines”. El descontrol de estos
elementos puede causar mutaciones de tipo
insercional inactivando genes de control de la
proliferacién y el crecimiento (36,48). La
hipometilacién podria generar una inestabilidad
cromosOmica como la observada en el sindro-
me ICF (36).

Utilidad diagndstica y terapéutica de la metilacion
del ADN

La importancia clinica del papel de la
hipermetilacién en el cincer, quedé al descu-
bierto, cuando se hall6 ADN metilado en lesio-
nes hiperpldsicas premalignas en determinados
promotores de genes. La deteccion de dichas
regiones metiladas se ha propuesto como he-
rramienta de diagndstico temprano o de clasi-
ficacién para varios tipos de lesiones pre y
malignas
adenocarcinoma esofagico, carcinoma gastri-
co y céncer colorectal entre otros (40, 49-56).
La posibilidad de contar con estos hallazgos
paraclinicos ha aumentado, gracias al desarro-
llo de un tipo de reaccién encadena de la
polimerasa (PCR) que es capaz de discriminar
ADN no metilado del metilado, el MSP
(Methylation specif PCR), sumado al uso de
microarrays (57,58). Ademads, la toma de mues-
tras puede provenir comodamente de suero, es-
puto, lavado bronquial, orina o nédulos linfaticos,

en prdstata, pulmén, seno,

J.l. Neissa y col.

dependiendo de la localizacién de la lesion en
estudio. EIl patrén de metilacién de algunos
genes también podria usarse para determinar
el pronéstico como en el caso de los
meduloblastomas (45,59).

Una aproximacioén farmacolégica razonable al
patrén de hipermetilacién encontrado en el can-
cer, es el uso de compuestos que hoy se cono-
cen genéricamente como agentes hipometilantes,
pero que en realidad son inhibidores de las
DNMTs. Dos de ellos se han utilizado desde
los afios 60, in vitro e in vivo como antileucémi-
cos, mucho antes de que se conociera su meca-
nismo de accidn, son la 5-azacitidina (azaC) y la
5-aza-2’-desoxycitidina (DAC), este dltimo tam-
bién conocido como decitabina (24). Estos com-
puestos son andlogos del nucleosido citidina y
por ello se incorporan a los acidos nucléicos. La
decitabina, en particular, es un desoxinucleosido
y por lo tanto se incorporard al ADN durante la
replicacién y no al ARN (32), como si es el caso
de la azacitidina, esperando que con ello dismi-
nuyan los efectos adversos. Existe evidencia que
sustenta la hipdtesis de que la decitabina, una
vez incorporada en el ADN, se une covalente-
mente ala DNMT1 bloqueando su funcién (60).
Aunque el modelo actual supone el riesgo de la
hipometilaciéon generalizada y la aparicion de
efectos tan graves como los vistos en el sindro-
me ICF, intrigantemente, los experimentos
preclinicos y clinicos no ha mostrado tal toxici-
dad y han avanzado rdpidamente. Ademds, a
dosis altas, estos andlogos producen citotoxicidad
y a dosis bajas promueven la diferenciacion, asi,
su efecto parece mediado por dos mecanismos
diferentes. También se ha sugerido que el
silenciamiento de la DNMT1 puede inducir la
expresion génica pero por un mecanismo inde-
pendiente de su actividad metiladora (61).

Actualmente, la decitabina (Dacogen®) es el
andlogo mds potente y se perfila como una droga
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prometedora en el tratamiento de varios tipos de
cidncer hematoldgicos, como los sindromes
mielodispléasicos de alto riesgo en pacientes an-
cianos y en pacientes jovenes sin donante com-
patible. (Para una revision de los ensayos clinicos
en enfermedades hematopoyéticas véase la re-
ferencia 24). Su principal efecto secundario ha
sido la mielosupresion prolongada (62-66), sinem-
bargo, su aprobacién por la FDA podria estar
préxima dependiendo de los resultados de los en-
sayos clinicos de fase III en curso. La combina-
cién con otros antineopldsicos podria permitir la
disminucion de las dosis tanto de decitabina como
de AzaC y asi evitar su toxicidad. Ensayos de
este tipo se encuentran en fase II.

Un medicamento con una amplia trayectoria en
el mercado, usado principalmente como
antiepiléptico, ha demostrado recientemente te-
ner una actividad hipometilante de ADN. Se trata
del 4cido valproico, cuyo mecanismo de accién
puede estar relacionado con su conocida activi-
dad como inhibidor de las enzimas desacetiladoras
de histonas (67). La ventaja de éste medica-
mento, ademds de la confianza que inspira su
antigiiedad, es que su efecto hipometilante no
depende de la replicacién como en el caso de
los andlogos de nucledsidos y por ello, puede
utilizarse en células que no sufren mitosis como
las neuronas. Este mecanismo podria explicar
el alivio de sintomas psicéticos y su efecto como
modulador del dnimo, si llegasen a depender de
la expresion génica (41). Los ensayos clinicos
que combinan 4cido valproico y decitabina como
tratamiento de varias lesiones malignas, ya han
comenzado (68).

Otra estrategia farmacoldgica naciente, es la
construccién de oligonucleétidos antisentido. El
MG-98 es un antisentido de segunda genera-
cién, construido por la empresa canadiense
MethylGene, que se une a la regién 3’ del
mRNA de la DNMT]1 inhibiendo su traduccién

a proteina. Los experimentos en células
tumorales han demostrado que induce
desmetilacion y expresion de los genes supre-
sores de tumores p16 y p21 e inhibe el creci-
miento tumoral en ratones (69,70). Los prime-
ros resultados de ensayos clinicos de fase I para
el tratamiento de tumores sélidos han mostra-
do efectos indeseables a dosis altas (71), pero
han recomendado la dosis necesaria para en-
sayos de fase II (72), del primero de ellos se
espera una publicacion de resultados (73).

La utilidad de todos estos inhibidores de
DNMTs en tumores sélidos, parece depender
del tipo de tumor (74-77). El tratamiento de la
anemia de células falciformes y de las
talasemias también podria beneficiarse de los
inhibidores de DNMT, al parecer por medio
de la induccién de la producciéon de hemoglo-
bina fetal, dado que el promotor de este gen
se encuentra regulado por metilacién (78-81).

El hallazgo relevante de la diversidad de do-
minios entre las DNMTs y su patrén de ex-
presion tejido especifico, las convierte en po-
tenciales blancos de selectividad farmaco-
légica en el futuro (61). Por otro lado, hasta
hace poco no se conocian farmacos que co-
rrigieran la baja metilacion del genoma que
ocurre en el cdncer. In vitro se ha ensayado
la S-adenosilmetionina (SAM), donador natu-
ral del grupo metilo y es probable que sirva
para este efecto (82).

La desacetilacion de histonas: un blanco tera-
péutico actual

La proposicién de modelos que explican los pro-
cesos de modificacién epigenética, en particu-
lar 1a acetilacidn, ha sido posible gracias al ad-
venimiento de inhibidores de las proteinas
desacetiladoras de histonas HDACIs (histone
deacetylase inhibitors), los cuales también han

Ve
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demostrado tener un uso potencial como medi-
camentos. La inhibicién de la desacetilacion
puede incrementar el nimero de histonas
acetiladas causando un desempaquetamiento
de la cromatina y que facilita la expresion de
ciertos genes, hasta entonces reprimidos; como
por ejemplo, el gen supresor de tumores e
inhibidor de la proliferacién celular, p21. La cla-
sificacion y una lista de los principales HDACIs
se puede observar en la Tabla 2.

El uso de HDACISs supondria la activacién ma-
siva de genes que hacen parte de la heterocro-
matina, sin embargo, la expresion parece ser mds
especifica de lo esperado y afecta solamente al
2% de los genes (81, 83). Larazén de esta limi-
tada induccién se desconoce.

Los HDACI parecen ejercer su accion inhibitoria
por ocupacién directa del sitio activo de las
HDAC, segtin el modelo propuesto desde la
cristalografia de rayos X (84). No obstante, exis-
te evidencia que sugiere un mecanismo de ac-
cién independiente de su efecto hiperacetilador
y remodelador de la cromatina (85,86). Los efec-
tos celulares de los HDCALIs incluyen: deten-
cién del ciclo, induccidn de la diferenciacion y
promocion de la apoptosis (83,87-90).

El 4cido valproico y el fenilbutirato (Buphenyl®)
son los dos tnicos HDACIs aprobados por la
FDA, aunque, la autorizacién de su prescripcion
se limita a la tradicional gama de patologias para
el primero y como tratamiento de desérdenes
relacionados con el ciclo de la urea para el se-
gundo. Los resultados de los ensayos clinicos
de fase I para varios HDACI ya se han publica-
do. Los efectos secundarios més criticos han
sido la trombocitopenia y la arritmia cardiaca
(91,92). El futuro puede ser especialmente
promisorio para el depsipéptido, en el tratamien-
to de los linfomas de células T, si se corroboran
los resultados obtenidos en un caso (93).

J.l. Neissa y col.

Si la metilacién del ADN y la desacetilacion de
las histonas juegan un papel concomitante en la
represion de genes supresores de tumores, en-
tonces, el uso conjunto de inhibidores de DNMTs
y de HDACI deberia mejorar los resultados. En
efecto, se ha demostrado una accién sinérgica
en lineas celulares derivadas de leucemias in-
cluyendo la promielocitica aguda (24, 94, 95), de
carcinoma pulmonar (96) y de carcinoma de seno
entre otras (97). Los ensayos clinicos de fase I,
realizados en pacientes con sindromes mielodis-
plésicos ratifican estos datos (24). Actualmen-
te, se lleva acabo una gran cantidad de estudios
clinicos de fase I y I, que combinan estos dos
farmacos entre si o con algtn otro antitumoral
reconocido, como tratamiento para mieloma
multiple, varios tipos de linfomas y leucemias,
cancer de colon, rifidn, tiroides y pulmén (68).

El butirato, que actia como un HDACI, es un
dcido graso de cadena corta, producido natural-
mente por las bacterias que colonizan el intestino
y ha demostrado tener un efecto antitumoral a
concentraciones relativamente elevadas
(milimolar). La fibra de la dieta podria incremen-
tar su produccién y se postula este mecanismo
como uno de los relacionados con la prevencién
del cancer de colon, sin embargo, no todos los
estudios confirman este papel protector (98).

Otros usos propuestos para los HDACI son:
tratamiento de la esquizofrenia, trastorno afec-
tivo bipolar (20), malaria (99), enfermedad de
Huntington (100) y la hipertrofia cardiaca. (101).
No se conocen inhibidores o inductores de
HATs; en cambio, se ha propuesto que la
teofilina, clasificada usualmente como
broncodilatador, ejerce parte de su accién al
inducir la actividad de las HDAC y con ello
disminuiria la expresiéon de los genes
involucrados en la inflamacién (102). Hasta el
momento, se han descrito 18 tipos de HDAC:s,
divididas en tres clases en razén a su homologia
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Tabla 2. Algunos inhibidores de desacetilasas de histonas (HDACI)*
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H Piroxamida uM
Seriptaid phd
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*Adaptada de las referencias 71, 83, 103, 104y 120
con algunos genes de levadura. Su expresion  de histonas también ejercen un papel regulador
en diversos tejidos y localizacién subcelular son  en la remodelacién de la cromatina y la trans-
diferentes (71, 103, 104), lo que apunta hacia  cripciéon. Algunos patrones de metilacién y
un necesario refinamiento en la fabricacién de  acetilacién son heredables, aunque se descono-
HDACIs para alcanzar mayor especificidad ce el mecanismo de esta transmision de infor-
terapéutica macion entre generaciones, a su vez, se desco- Z
. noce por qué ciertos genes presentan este pa- “C_)
Conclusiones y perspectivas trén, fisioldgica o patoldgicamente, y otros no. Q
El descubrimiento de que los errores en el pa- ﬁ
La metilacién del ADN junto con la metilacién  trén epigenético, y no las mutaciones, sean los -
y desacetilacion de las histonas parecen proce- implicados en la etiologia molecular de algunas %
sos correlacionados entre si, implicados en la  patologias, ha impactado la concepcién que se =
represion génica. Otros procesos como la  teniadespués del hito que supuso el advenimiento %E)

fosforilacion, la ubiquitinacién y la sumoilacion

de la era postgendmica, tras el secuenciamiento
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de la totalidad del ADN humano. Nos es ahora
claro, que en la conquista de los secretos del
funcionamiento celular debemos incluir otra etapa
mads, que sin mayores pretensiones de la ante-
rior, bien podriamos llamar, era epigenémica. Es
por eso, que compafifas como Wellcome Trust
Sanger Institute, Epigenomics y The Centre
National de Génotypage se han asociado para
ejecutar el proyecto Epigenoma Humano, que
pretende mapear todas las secuencias de ADN
metiladas. (www.epigenome.org). La universi-
dad de Otago en Nueva Zelanda tiene una base
de datos que registra los genes sometidos a la
impronta genética. Al momento de la redaccién
de este manuscrito se habian identificado 224
(www.otago.ac.nz/IGC).

El lenguaje epigenético que modula la cromatina
parece muy complejo y muchos de los efectos
de represion o expresion, enddgenos o provoca-
dos farmacol6gicamente, podrian deberse a las
modificaciones sobre los factores de transcrip-
cion y no sobre las histonas o el ADN (86), o
por inhibicién de estructuras que regulan la vida
media de las proteinas como el proteosoma
(105). La disposicion espacial del ADN dentro
de la estructura del nucleosoma, que se distin-
gue en la figura 1, también podria jugar un papel
importante al crear nuevos puntos de reconoci-
miento entre secuencias distantes para protei-
nas aun no identificadas. Un trabajo reciente
sustenta esta hipdtesis, al recalcar la necesidad
de la arquitectura total del promotor y no de sus
secuencias discretas (106). Considerando la
importancia clinica del c6digo epigenético, sor-
prende la escasez de trabajos que estudien el
mecanismo de acciéon de sus modificadores
farmacoldgicos; pero como su ignorancia no im-
pide el empleo en la préctica clinica, la linea de
investigacion que le apuesta al desarrollo de me-
dicamentos que inhiben las HDACs, no se ha
detenido y ha tomado la delantera junto con algu-
nos inhibidores de DNMTs, creando una serie de

J.l. Neissa y col.

compuestos que se comportan como verdaderos
reprogramadores de la expresion génica y cuya
principal utilidad, aunque no la iinica, radica en el
tratamiento de patologias malignas y tumorales.
La combinacién de ellos entre si o con otros
antitumorales conocidos, se advierte como préc-
tica comtn, por su mayor eficacia y menor riesgo
para el paciente. Algunos de estos medicamen-
tos se encuentran en ensayos clinicos de fases II
y III. El portal www.clinicaltrials.gov, amparado
por el Instituto Nacional de Cancer de los Esta-
dos Unidos, mantiene una actualizacion de los
ensayos proximos a realizarse o que estdn
reclutando pacientes. La especificidad del blan-
co molecular y el desarrollo de inhibidores e
inductores de HMTs y HATS son un desafio para
superar en los préximos afos.

Aunque estos nuevos medicamentos no supo-
nen ser la panacea, dada la complejidad y varia-
bilidad de los mecanismos involucrados en pato-
logias como el cdncer, si brindardn nuevas ex-
pectativas a pacientes adecuadamente seleccio-
nados. Una aplicacion previsible, pero atn no
examinada, es la de poder correlacionar el diag-
ndstico molecular con una terapia especifica y
personalizada. Por ejemplo, si se detecta por
técnicas como la MSP (Methyl Specific PCR)
que un paciente presenta inactivacién de un gen
trascendental en la inhibicién de la proliferacion
como p21, debida a la hipermetilacion de su pro-
motor, entonces se favoreceria de un tratamien-
to con inhibidores de DNMTs; pero si este gen
no estd inactivado o su inactivacion se debe a
otro mecanismo como la mutacion, no tendria
sentido darle este tratamiento. Por ello, resulta
util identificar todos los genes sometidos a
metilacién y determinar su verdadera importan-
cia en la carcinogénesis. La Universidad de
Missouri en Estados Unidos tiene un portal don-
de se citan los genes afectados por la hiperme-
tilacion de su promotor y relacionados con el
cancer, actualmente son 82 (107). Este mismo
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planteamiento también aplica para otro tipo de
enfermedades. La utilidad de los procesos de
metilacién como prondstico y ain como diag-
ndstico, podria verse desvalorada en pacientes
ancianos, considerando que la metilacion es un
proceso que aumenta en ciertos genes y dismi-
nuye en otros con la edad. (108, 109). La mayor
incidencia de enfermedades genéticas en hijos
de personas mayores también podria deberse,
en parte, a este efecto (110). Interesantemente,
se ha observado que ratas con una alimentacion
deficiente en metionina (aminodcido que hace
parte de SAM) y folato, presentan una hipome-
tilacién gendmica generalizada y un mayor ries-
go de hepatocarcinoma (111,112). El probable
papel comentado del butirato aumentado por la
fibra, en el cancer colorectal; también resulta
intrigante. El estudio detallado de estos fenéme-
nos, podria definir esquemas de manejo o pre-
vencidn nutricional en el futuro.
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