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RESUMEN

El presente trabajo de tesis es una revisién general sobre los aspectos basicos de algunos
mecanismos de la regulacion epigenética, donde previamente también se incluyen aspectos

historicos.

Aungue la epigenética es un campo relativamente reciente, la idea fue propuesta por
Aristételes con la denominacion epigénesis. Con base en este término, tiempo después
(1939) Conrad H. Waddington acufia el término “epigenética”, definiéndola como las
interacciones causales entre los genes y sus productos que dan lugar al fenotipo, despues el

término se ha redefinido segun los avances tecnoldgicos en bilogia molecular.

En los dltimos afios, gracias al avance de la biologia molecular, la epigenética, ha
alcanzando una gran relevancia en la investigacion, proporcionando asi informacion que
relaciona a la epigenética con algunas patologias ya que regula la actividad génica
silenciando o activando ciertos genes, dando lugar a algunas enfermedades dentro de las
cuales se encuentran ciertos tipos de canceres, diabetes, esclerosis multiple, entre otras;

también se relaciona con eventos tales como la diferenciacion y reprogramacion celular.

Dentro de los mecanismos que se abordan de forma generalizada en esta tesis se encuentran
la metilacién del DNA, metilacion y acetilacién de las histonas y de manera breve RNA.I.
Aunque no son los tnicos mecanismos que participan en las modificaciones epigenéticas, la

metilacion del DNA es la principal marca epigenética estudiada.

Los mecanismos antes mencionados estan implicados en procesos tales como el

silenciamiento o inactivacidn y la activacion transcripcional de ciertos genes.

El ambiente es un factor estrechamente viculado con la epigenética, ya que afecta al
epigenoma e influye en las enfermedades, por ejemplo en el cancer (cancer colorrectal,
cancer de mama, entre otros), para las cuales se utilizan inhibidores de la metilacion e
inhibidores HDAC que ejercen actividades terapéuticas, de este modo utilizando este

conocimiento de la regulacion epigenética para generar tales terapias farmacolégicas.
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INTRODUCCION

El campo de la epigenética ha sido testigo de una explosion reciente en nuestro
conocimiento sobre la importancia de los mecanismos epigenéticos que se avanzan en este

campo a la vanguardia de la investigacion biomédica®®.

El término epigenética hace referencia a los mecanismos moleculares que establecen y
mantienen patrones mitoticamente de la expresion génica®™, sin que se produzcan
modificaciones en la estructura de la secuencia de DNA. Estos incluyen la metilacién de la
citosina en dinucledtidos CpG del DNA, modificaciones de la cromatina (metilacion o

acetilacion de histonas), o el RNAI entre otros”"®.

La mision de los procesos epigenéticos es, en general, la regulacion de la expresion de los
genes”. Una desregulacion de los estados epigenéticos estd intimamente ligada a las
enfermedades humanas, especialmente el cancer’®. Por lo tanto, los eventos epigenéticos
son decisivos en el control tanto de eventos celulares como eventos asociados con el
desarrollo del cancer y esenciales en la proteccion contra los genomas virales, y parecen ser
criticos para la integracion de las sefiales enddgenas y ambientales durante la vida de una
célula o un organismo'®®. Asi por ejemplo, a pesar de que tienen genomas idénticos en
esencia, los diferentes tipos de células en un organismo multicelular mantienen
comportamientos muy diferentes que persisten durante largos periodos’, siendo los
procesos epigenéticos los que controlan la expresion diferencial de los genes en los

distintos tipos celulares’.

Para lograr tal regulacion o control en la expresién génica se requiere que el DNA que
constituye nuestro genoma sea funcional y accesible para la maquinaria de transcripcion,
pero también debe estar protegido y empaquetado en un espacio muy pequefio en el nlcleo
de nuestras células. Para lograr tan dindmico empaquetado de la informacién genémica®
de una célula que esta codificada en el DNA, éste es empaquetado en torno a un octamero
de histonas dentro del nucleo (proteinas histonas: H2A, H2B, H3, H4 y una proteina H1

enlazadora que son los componentes del nucleosoma), formando una estructura dinamica
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conocida como cromatina®®*1%1% | a estructura de la cromatina define el estado en que la

informacién genética esta organizada en la célula’.

El empaquetamiento del DNA no solo sirve para restringir el genoma dentro del nucleo,
sino también para codificar informacion sobre el estado de actividad del gen. El
empaquetamiento limita la accesibilidad de muchos elementos reguladores de secuencia del
DNA y es funcionalmente importante en el control de la transcripcion®.

Cuando la cromatina se condensa, los nucleosomas se juntan comprimiendo al DNA, lo
cual provoca una situacion estructural del DNA en la que no se puede realizar la
transcripcion de genes. Por el contrario, cuando se requiere la transcripcion de un gen, la

cromatina de esa zona se relaja”™

separando los nucleosomas, lo que permite la entrada de
los factores de transcripcion, activando funcionalmente al gen y asi permitiendo su
transcripcion’®. La acetilacion de histonas contribuye a la formacién de un entorno
transcripcionalmente competente para abrir la cromatina y de este modo permitir a los
factores de transcripcion acceder al DNA. Por el contrario, la desacetilacién de histonas
contribuye a un estado cerrado de la cromatina y a una represion transcripcional®.

El silenciamiento de genes mediado por la epigenética se puede dividir generalmente en
tres procesos relacionados: la metilacion del DNA, la remodelacion de la cromatina y/o la
modificacion de las histonas. La modificacion mejor caracterizada y estudiada es la
metilacion del DNA especialmente en regiones promotoras de genes que regulan las
funciones celulares importantes. Un paso critico en la metilacion del DNA implica a las

DNA metiltransferasas (DNMTs)>> DNMT1, DNMT3a y DNMT3b".

Las modificaciones quimicas del DNA y de sus proteinas asociadas a la cromatina, son
marcas epigenéticas® y una vez que los patrones de estas marcas epigenéticas (p.ej., la
metilacion del DNA vy la acetilacién de histonas) han sido establecidas, se propagan de
forma autonoma y estable durante muchas generaciones de células, lo cual resulta en una
herencia epigenética. La alteracion de una de estas dos marcas epigenéticas,

inevitablemente, afecta a la otra®*%,
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OBJETIVOS

GENERAL:

Recopilar informacién para aportar una fuente de consulta, que permita a los alumnos del
area de ciencias biologicas tener acceso a informacion actualizada, sobre los aspectos

basicos de la epigenética mediante una revision hemerografica de prestigio internacional.

PARTICULARES:

e Revisar aspectos historicos sobre la epigenética y su conceptualizacion, para

conocer la evolucién y/o progreso del concepto de epigenética.

e Describir dentro de otros mecanismos epigenéticos existentes que regulan la

expresion génica, los siguientes:

— Metilacion del DNA
— Metilacion de histonas
— De manera breve algunos aspectos del RNAI en la

epigenética.

e Revisar brevemente las interacciones del ambiente, la epigenética y su influencia

y/o relacion en los organismos, para poder entender como afecta a tal relacion.
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1. HISTORIA

La epigenética es un campo relativamente reciente de la biologia que en la Gltima década,
ha adquirido una notable relevancia, sin embargo su idea de base es muy antigua, ya que
fue propuesta por Aristoteles bajo la denominacién de epigénesis, en oposicion a la
concepcién bioldgica preformacionista de Demécrito®.

Siglos después, William Harvey (1651), refiriéndose a la generacion de animales oviparos y
viviparos, postuld que en el proceso embrioldgico las diferentes partes de los animales
superiores se formaban consecutivamente mediante un proceso que denominé “epigénesis”,
rescatando el término aristotélico. Posteriormente, Kaspar Frriedrich Wolff, en su obra
“Theoria Generations” (1759), recupera la teoria de la epigénesis defendida por Aristoteles
y William Harvey, postulando que los 6rganos de un ser viviente no estaban preformados
en el ovulo y que el embrion se formaba a partir de un fluido homogéneo, una materia
indiferenciada que iria adquiriendo forma. En esta linea de pensamiento, hace casi siete
décadas, Waddington adopté el término epigenotipo para representar la complejidad
subyacente en las interacciones entre los genes, los productos del gen y el ambiente, que

llevan del genotipo al fenotipo®**°.

Conrad Hal Waddington (1905-1975) fue quien acufi6 el término “epigenética” de la fusion

de las palabras “epigénesis” y “la genética™®

, “epigénesis”, una teoria general primero
articulada por Avristoteles para™ explicar los mecanismos por los cuales la informacion
genética es selectivamente utilizada como diferenciador de células en funciones mas
especializadas®. A mediados de 1960, Waddington escribio: “Hace algunos afios [es decir,
1947], yo introduje la palabra ‘“epigenética” derivada de la palabra Aristotélica
“epigénesis”, que habia pasado mas o menos en desuso, como un nombre adecuado para la
rama de la biologia que estudia las interacciones causales entre los genes y sus productos
que dan lugar al fenotipo de ser. La teoria aristotélica de la epigénesis hace hincapié en que
los cambios evolutivos son graduales y cualitativos. “Epi” significa “sobre o encima” y la

parte genética implica que los genes estan involucrados, por lo que el término refleja la

necesidad de estudiar los eventos “sobre”, o mas alla, del gen'®. Waddington (Waddington,
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1942) ofrece una definicion general de epigenética (por supuesto, los mecanismos eran
practicamente desconocidos en ese tiempo), y relaciona el campo de la epigenética con la

3953 El término

biologia del desarrollo, evolucion, ecologia y, por supuesto, genética
epigenética, Waddington, la defini6 como “el estudio de todos los eventos que llevan al
desenvolvimiento del programa genético del desarrollo” o el complejo “proceso de

desarrollo que media entre genotipo y fenotipo™®.

Antes del surgimiento de la epigenética, la relacién genes-ambiente era explicado bajo la
vision de un “determinismo genético”. Ambas concepciones, epigenética y determinismo
genético, tienen sus ancestros en los conceptos de epigénesis y preformismo que surgieron
en los siglos XVII y XIX. Posteriormente, prevalecié la concepcion de que tanto el
desarrollo como el fenotipo estaban definidos casi exclusivamente por los genes. A
comienzos del siglo XX la genética era considerada la ciencia de la herencia y la
embriologia la del desarrollo. Waddington traté de demostrar que ambas disciplinas estaban
estrechamente ligadas entre si y con la evolucion, de manera que la explicacion del
desarrollo desde el genotipo al fenotipo tendria que necesariamente integrar el

conocimiento de ambas ciencias®.

En las Gltimas décadas, sus planteamientos se han retomado en una nueva perspectiva.
Actualmente se reconoce el papel fundamental que el ambiente extranuclear, extracelular y
social ejercen en la modulacion de la actividad genética. Los simples modelos aditivos que
sugieren que el fenotipo es la suma de los efectos de los genes y del ambiente, no dan

respuesta a la realidad®.

Un avance en la comprension de la relacion entre genes y ambiente se produjo con los
descubrimientos de las bases moleculares epigenéticas que controlan la activacion y
silenciamiento de los genes. Holliday propuso por primera vez en 1987, el posible rol de la
epigenética en la herencia de enfermedades. Holliday distingui6 funciones de los genes en
dos niveles: primero, en la transmision del material genético de generacion en generacion,
lo que seria el campo de la genética; segundo, como ellos funcionan durante el desarrollo
de un organismo desde la fertilizacion del 6vulo hasta el adulto, lo que seria el campo de la

epigenética®.




Epigenética

2. LAEPIGENETICA EN LA ACTUALIDAD Y SU CONCEPTUALIZACION

En los ultimos 50 afios, gracias al progreso tecnolégico y la profundizacién en el
conocimiento de los mecanismos moleculares asociados a la regulacion de la expresion
génica en eucariotas, el término epigenética presenta un cambio drastico de significado.
Producto de un cambio conceptual en la biologia, el eje de debate ha sido alterado por la
identificacion del DNA como el portador primario de informacién genética.
Consecuentemente el concepto epigenética es redefinido para distinguir entre los cambios
heredables que no son producto de modificaciones en la secuencia de bases del DNA de
aquéllos que si lo son. Desde entonces se ha profundizado en el conocimiento de
numerosos procesos bioldgicos. Sin embargo, los mecanismos epigenéticos que regulan el
desarrollo de un organismo a partir de la relacion entre su informacion genética y el

ambiente distan de comprenderse®.

Mientras que muchos puntos de vista de interés histdrico de la epigenética han suplantado a
la definicion de Waddington en los ultimos afios, la literatura contemporanea ahora utiliza
el término epigenética un tanto libremente, lo que refleja distintas perspectivas (Tabla 1).
Las definiciones mas amplias adoptan la palabra epigenética literalmente (“por encima de
los genes”), utilizando este término para describir casi cualquier fendmeno no genético.
Definiciones algo mas restrictivas discuten explicitamente la herencia estable del
epigenoma y la falta de cambio en la secuencia de genes como componentes necesarios de

la epigenética®®.
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Tabla 1. Una breve clasificacion de las definiciones contemporaneas de la epigenética®.

Definicion de
epigenética

Enfoque de la
definicion

Interpretacion

Referencia
representativa

Regulacion de la
expresion génica

Cambios estables
en la funcién de

los genes sin
cambio en la
secuencia del
DNA

Causas no

genéticas de un
fenotipo

Estudio de los
cambios

heredables en la
funcion  génica
que ocurren sin
un cambio en la

secuencia del
DNA

Estudio del
fenotipo

heredable sin un
cambio en la

secuencia del
DNA
Estudio de los

procesos que dan
lugar a la

plasticidad  del
desarrollo y la
canalizacién

Alteracion de la
expresion génica

mediante la
modificacion de
la cromatina

Visién mecanistica
del epigenoma

Funcién génica

Fenotipo

Transferencia
transgeneracional
de la funcion génica

Transferencia
transgeneracional
del fenotipo

Fenotipo persistente
como un resultado

de eventos que
ocurren durante el
desarrollo

Herencia estricta de

las marcas
epigenéticas  tales
como genes

improntados

—Usa la etimologia literal de “sobre” o “mas
alla de” la genética

—No haciendo especial hincapié en la
transferencia transgeneracional

—Estrecha definicién de epigenética que
considera modificacion de la cromatina

—No haciendo especial hincapié en la
transferencia transgeneracional

-Se centra en la vinculacion de wun
mecanismo con el resultado (fenotipo)
—La transferencia transgeneracional es parte
de un conjunto mas amplio de resultados,
incluyendo la plasticidad del desarrollo

—Atencion explicita a la transferencia
transgeneracional (herencia) de la funcion
génica

—Se centra en el mecanismo con menor
énfasis en el resultado fenotipico o
implicaciones evolutivas

—Atenciéon explicita a la transferencia
transgeneracional (herencia)

—Se centra en los resultados fenotipicos e
implicaciones  evolutivas, con  menor

atencion en el mecanismo

—La distincion entre ‘epigenética’, ‘herencia
epigenética’ y ‘herencia celular epigenética’
—Se centra en el resultado del fetotipo
celular e implicaciones evolutivas, con un
mayor enfoque en el mecanismo

-Se centra en la transferencia
transgeneracional a través de la transmision
genética

—-Se centra en la superposicion entre la
herencia transgeneracional no genémica y la
herencia epigenética

—Distincion entre la herencia epigenétuca
directa e indirecta

Shukla et al.,
2009
Griesemer,
2002; Bird,
2007

Wolf et al.,
2008; Gilbert
and Epel,
2009; Krause
et al., 2009
Kiefer, 2007;
Lemos et al.,
2008; Lopez
et al., 2009

Groothuis and
Schwabl,
2008;
Youngson
and
Whitelaw,
2008
Jablonka and
Lamb, 2005;
Jablonka and
Raz, 2009

Gluckman et
al., 2007




Epigenética

La definicion de epigenética mas utilizada incluye una serie de mecanismos como la
metilacién del DNA, fosforilacidn, acetilacion y metilacion de histonas que han llevado a la
elaboracion de términos como coédigo epigenético o programa epigenético®™ 'y
epimutaciones, donde al igual que las mutaciones alteran el DNA, las epimutaciones alteran
la metilacién del DNA®.

En una reunién que se llevé a cabo en diciembre de 2008 con respecto a la epigenética,
organizada por el Centro de Conferencias Banbury y el Laboratorio de Cold Spring Harbor,
se lleg6 a la siguiente definicidon consensuada de epigenética: “un rasgo epigenético es un
fenotipo hereditario resultante de los cambios en un cromosoma sin alteraciones en la
secuencia del DNA”. La definicion de la epigenética que se propuso, al igual que con la
definicion clasica (por ejemplo, en la forma propuesta por Conrad Waddington), puede
implicar la heredabilidad de un caracter, ya sea difundido a través de la mitosis o la

meiosis™®.

De acuerdo con lo anterior, se puede estructurar una definicién de epigenética en la cual la
epigenética se podria definir como el conjunto de cambios heredables y estables en la
expresion génica y/o funcidon de los genes, sin que haya cambios en la secuencia del
DNA10,53,57,61,76

3. ORGANIZACION DE LA CROMATINA
3.1. EMPAQUETAMIENTO DEL DNA

En las células eucaridticas, las moléculas largas de DNA bicatenario se compactan en
estructuras llamadas cromosomas, los cuales no sélo caben perfectamente dentro del nicleo
sino gque también pueden repartirse con facilidad entre las dos células hijas durante cada
divisién. Cada cromosoma consiste en una sola molécula de DNA lineal muy larga,
asociada con proteinas que pliegan y condensan el delgado filamento de DNA en una
estructura mas compacta, de esta manera es empacado en un complejo de DNA, histonas,

un niimero de proteinas no histonas, el cual recibe el nombre de cromatina®**%.
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La compleja tarea de compactar el DNA es realizada por proteinas especializadas que se
unen al DNA y lo pliegan, generando asi una serie de espirales y asas que proveen niveles
de organizacion cada vez mas elevados e impiden que el DNA se convierta en una marafa
incontrolable®'®. Este empaquetado no sélo compacta el genoma para caber en el volumen
nuclear, sino también tiene secuencias reguladoras en la expresion de genes'®®. El
empaquetamiento limita la accesibilidad de muchos elementos reguladores de secuencia de
DNA vy es funcionalmente importante en el control de la transcripcién, replicacion,

reparacion y recombinacion®.

Las cadenas de nucleosomas, denominadas fibras de cromatina de 10 nm, constituyen la
plantilla del genoma transcripcionalmente activo. La mayoria del genoma se mantiene en
un estado silenciado a través de conjuntos de cromatina de orden superior, basado en la

fibra de cromatina de 30 nm*®.

El primer nivel de organizacién de un genoma eucariético consiste en un complejo de

nucleoproteina multifacético muy dindmico conocido como el nucleosoma®®***8, |a unidad

>24 que consiste de ~147 pb de DNA?'% envueltas

71,136

basica de la cromatina
aproximadamente 1.7 vueltas

de cada una de las histonas H2A, H2B, y un tetrdmero H3-H4>°2%%72% (Figura 1) y una

alrededor de un octamero que consta de dos ejemplares

proteina H1 enlazadora de ~20-50 pb de DNA que conecta un nucleosoma al siguiente al
siguiente en una cadena de subunidades que se repiten, formando asi la fibra de cromatina
de 10 nm (estructura primaria de la cromatina). En el segundo nivel, la fibra de cromatina
de 10 nm se enrrolla aun mas dando lugar a la fibra de 30 nm (estructura secundaria de la

cromatina) y considerada la estructura de cromatina de orden superior®>"#*#1% (Figura 1).
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Fibra de cromatina de 30 nm

Nucleosoma

]m.

Cromosoma mitdético

%3 700nm

Figura 1. Organizacion de la cromatina. 1) La estructura primaria de la cromatina puede ser considerada como “perlas
en una cadena” con arreglos uniformemente espaciados de nucleosomas en una distancia fija rio abajo de los sitios de
inicio transcripcional. Con la excepcion de situaciones especificas reguladoras, los nucleosomas intactos generalmente
evitan la region promotora del nlcleo, donde la maquinaria de transcripcion ensambla. Estas regiones libres de
nucleosomas proporcionan una oportunidad para regular la expresion génica en etapas mas alla del acceso simple del
promotor, por ejemplo, mediante el control de la elongacion de la RNA polimerasa Il. La proteina del nicleo de los
nucleosomas estdn compuestos de histonas, que a menudo contienen modificaciones postraduccionales en aminoécidos
especificos y pueden ser remplazados por variantes de histonas vinculadas a la transcripcion ( azul oscuro y violeta)**. 2)
Una molécula de DNA con un didmetro de 2 nm se envuelve alrededor de un octdmero de histonas (H2A, H2B, H3 y H4),
y forma un “nucleosoma” con un didmetro de 1 nm. Se presume desde hace tiempo que el nucleosoma se dobla en fibras
de cromatina de 30 nm antes de que la organizacion de orden superior de los cromosomas mitéticos o nucleos en interfase
se produzca™. 3) Un esquema de la fibra de 30 nm (300 A). Modelo de alternancia de nucleosomas contras solenoide
adyacente. El octamero de histonas se muestra adyacente. El octamero de histonas se muestra en dos tonos azul y el DNA
en color magenta. La histona H1 enlazadora se muestra en amarillo. A) El aspecto alternante de nucleosomas adyacentes
crea un patron en zig-zag de empaquetado®. En el modelo de zigzag, la fibra en una hélice doble de inicio con el DNA
enlazador entretejido entre las filas adyacentes de nucleosomas'®. B) La disposicién consecutiva de seis nucleosomas en
un giro de una hélice puede formar un solenoide con un campo de 11 nm®.
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Las histonas tienen un dominio basico N-terminal llamado cola N-terminal de las histonas,
las cuales emergen de dichas histonas en todas direcciones y no estan implicadas en el
mantenimiento de la integridad estructural del nucleosoma, sin embargo son esenciales para
la condensacién de la cromatina'*®. Estos dominios de las histonas N-terminales contienen
una gran cantidad de modificaciones postraduccionales, que juegan papeles claves en la
regulacién de la replicacion del DNA, recombinacién, reparacion y transcripcion. Estas
modificaciones incluyen la acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
sumoilacion y la ADP ribosilacion (Figura 2). Las modificaciones pueden alterar la

estructura del nucleosoma y también servir como una plataforma para el esamblaje de
multiples complejos de proteinas que modifican la cromatina®*3.
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Figura 2. Modificaciones postraduccionales en las histonas®.
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4. MARCAS EPIGENETICAS

Las marcas epigenéticas son modificaciones quimicas del DNA y de sus proteinas
asociadas a la cromatina mediadas por enzimas. A pesar de que no alteran la secuencia
primaria del DNA, también contienen informacién heredable y juegan un papel clave en la
regulacién de la funcion del genoma. Tales modificaciones —incluyendo la metilacion de la
citosina, modificaciones postraduccionales de los residuos N-terminal de las histonas (colas
de histonas), y el posicionamiento de nucleosomas (histonas octaméricas envueltas con
DNA)- influyen en el estado transcripcional y otros aspectos funcionales de la cromatina®®,
y pueden alterar la expresién génica en respuesta a sefiales ambientales y de desarrollo®.
Por ejemplo, la metilacion del DNA y en determinados residuos N-terminal de la histona
H3 [p. ej., H3 lisina 9 (H3K9)]*®, (que conllevan a cambios en la conformacién de la

cromatina)'®

son importantes para el silenciamiento transcripcional de genes y la funcién
de la cromatina®. Dado que la cromatina esté estabilizada por las uniones covalentes entre
el DNA vy las histonas y otras proteinas basicas del niucleo celular, las modificaciones
postraduccionales (marcas epigenéticas) de las histonas dan lugar a cambios de afinidad en
su unién con el DNA, generando una conformaicén cerrada o abierta de la cromatina
(hetero o eucromatina respectivamente)’®. Tales marcas son esenciales para la regulacién
de la estructura de la cromatina y la expresion de genes implicados en procesos tales como
la inactivacion del cromosoma X, improntacion, embriogénesis, gametogénesis y el
silenciamiento de secuencias no génicas (incluyendo transposones, pseudogenes,
secuencias repetitivas y virus integrados) que podrian ser perjudiciales para las células si se
expresan y por lo tanto se activan. El silenciamiento epigenético del gen es también
importante en el desarrollo de fendmenos tales como impronta en plantas y mamiferos, asi

38,46,48

como en la diferenciacion celular y reprogramacion Las aberraciones en la

metilacion de citosinas pueden jugar un papel en la enfermedad genética humana®.
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5. MECANISMOS EPIGENETICOS

Los principales mecanismos epigenéticos son la metilacion del DNA, modificaciones
covalentes postraduccionales de proteinas histonas, y el silenciamiento de genes mediado
por RNA. Diferentes tipos de modificaciones epigenéticas estan estrechamente vinculadas
y actlan a menudo en una forma de auto refuerzo en la regulacién de diferentes procesos

celulares?®,

La informacidn epigenética que cumple el criterio de la heredabilidad se puede clasificar en
tres tipos: la metilacién del DNA, modificaciones de histonas y RNAs no codificantes™®
(Figura 3).
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Figura 3. Diferentes tipos de informacion epigenética. La metilacion del DNA, modificaciéon de histonas, y
silenciamiento de genes mediado por RNA constituye tres mecanismos distintos de regulacion epigenética. La metilacion
del DNA es una modificacion covalente de la citosina (C) que se localiza en 5” unida a guanina (G) en un dinucle6tido
CpG. Las modificaciones de histona se refiere a modificaciones covalentes postraduccionales de las colas N-terminal de

las cuatro histonas (H3, H4, H2A, y H2B). El mecanismo mas reciente de herencia epigenética implica RNAs, ya sea en la

forma microRNA o Xist que pueden alterar los estados de expresion génica en una forma heredable’®.

6. METILACION DEL DNA EN EUCARIOTAS (MAMIFEROS)

Las modificaciones epigenéticas se dividen en dos categorias principales: la metilacién del
DNA vy las modificaciones de histonas (p. ej., metilacion, acetilacién, entre otras). En los
vertebrados, la metilaciéon del DNA se produce casi exclusivamente en el contexto de

dinucleétidos CpG vy la mayoria de estos en el genoma estan metilados™'. La caracteristica
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mas llamativa de los patrones de metilacion del DNA en vertebrados es la presencia de las
islas CpG, es decir, regiones ricas en GC no metiladas que poseen una alta relacion con la
densidad de dinucledtidos CpG y estan situados en los extremos 5 de muchos genes
estructurales™ y pueden extenderse a las regiones de codificacion de los exones>*.

En eucariotas, el DNA puede ser metilado en las citosinas, siendo la metilacion de éstas una
modificacion epigenética esencial en los genomas de mamiferos, la cual ocurre solamente

en el contexto de dinucleétidos CpGs****2,

La metilacién del DNA en dinucleétidos CpG es la modificacién epigenética mejor

%126 que generalmente estd asociada con el

conocida del genoma en eucariotas
silenciamiento epigenético de la transcripcion®**® de tal modo que afecta las funciones
biologicas basicas, tales como la expresion de genes y el desarrollo celular. A nivel
genético, una de las funciones de la metilacién es regular la expresion génica'®. La
metilacion también se requiere para la expresion alelo-especifica de genes improntados y

para la inactivacion del cromosoma X en hembras®.

Los cambios en los patrones de metilacion juegan un papel fundamental en el desarrollo,
diferenciacion y enfermedades tales como esclerosis multiple, diabetes, esquizofrenia, y

diferentes formas de cancer (p. ej., cancer colorrectal)™.

Un requisito previo para la comprension de la funcién de la metilacion del DNA es el
conocimiento de su distribucion en el genoma (Figura 4). En animales, el espectro de los
niveles y patrones de metilacion es muy amplio. La metilacion en vertebrados esta dispersa
en gran parte del genoma, en un patron denominado metilacion global. La variedad de los
patrones de metilacion del DNA en animales destaca la posibilidad de que diferentes

distribuciones reflejan las diferentes funciones del sistema de metilacion del DNA®*.

16




Epigenética
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Clave:
donde H =G, en el contexto de la secuencia de metilacion CG (en células madre embrionarias y células somaticas)

donde H = A, T, C2n el contexto de la secuencia de metilacion no-CG (predominantemente presente en células madre embrionarias
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Figura 4. Representacion esquematica del metiloma del DNA de mamiferos. La distribucion media de la metilacion
del DNA se asigna a un modelo de DNA del gen que indica distintos patrones de metilacion. La relacion de la metilacion
del DNA para la transcripcion en el promotor y cuerpo génico ha sido ampliamente corroborada y también destacada. (a)
El modelo génico indica caracteristicas genémicas anotadas en las proximidades de los genes entre ellos un promotor, la
region intragenica (cuerpo génico) y region intergenica. TSS indica el sitio de inicio transcripcional y TTS, sitio de
terminacion transcripcional. Para delinear las regiones con caracteristicas sutiles de metilacion: los promotores de las islas
CpG (CGI), las orillas de las CGl, que estan hasta 2 kb de distancia de un promotor, CGls huérfanas y las uniones
intrén-exon estan representadas. Las orillas de las CGls se caracterizan principalmente por la metilacion diferencial en la
mayoria de los tejidos, y por lo tanto da lugar a la expresién génica diferencial. (b) el impacto predominante de la
metilacion del DNA en la transcripcion de genes; “me” denota la metilacion, ON indica la expresion génica y OFF indica
la represion génica. (i) En genes activos, los promotores CGI estan normalmente no metilados, lo que facilita la
transcripcion. La metilacion en el cuerpo génico esta positivamente correlacionado con la expresion génica, por lo que
podria impedir la iniciacion falsa de la transcripcion. (ii) En genes inactivos, la metilacion de los promotores CGl esté
principalmente asociada con la represion génica a través del reclutamiento de proteinas con dominio de unién a metilo
(MBD) y complejos asociados a cromatina; la intensidad de la represion transcripcional es determinada por el contenido
general del promotor CG. El desafio pendiente serd la de exponer los diferentes tipos de contextos de secuencia en tejidos
y células y la maquinaria responsable para estas diferencias®.

6.1. METILACION DE LA CITOSINA DEL DNA MEDIANTE DNA
METILTRANSFERASAS

La metilacion del DNA es la adicidn covalente de un grupo metilo a la posicion del carbono
cinco (C5) de la base citosina en dinucleétidos CpG*#* formando 5-metilcitosina® (5mC)®.
La metilacion del dinucleétido CpG es tan frecuente que la 5mC ha sido referida como el
quinto nucle6tido, por lo tanto el analisis del contenido total de la 5mC es un paso inicial en
la evaluacién del papel que ésta marca epigenética puede tener en el desarrollo o la

enfermedad en el organismo®.
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La metilacién se limita a la adicion de un grupo metilo a los residuos de citosina
predominantemente en las islas CpG. Esta metilacion del DNA a los promotores que

contienen las islas CpG lleva a la inactivacion de genes'?®.

La metilacion de citosina se lleva a cabo por dos tipos de DNA metiltransferasas (DNMTS):
las metiltransferasas de novo (DNMT3A y DNMT3B) y de mantenimiento (DNMT1)"%
que consisten en tres clases principales de DNA MTasas de las cuales dos llevan a cabo la
metilacién de nitrégenos exociclicos para convertir la adenina a N8-metiladenina o la
citosina a N4-metilcitosina, la tercera, llamada citosina-5-metiltransferasa (m5CMTasa)
modifica el carbono 5 de la citosina al catalizar la transferencia de un grupo metilo de la
S-adenosil-L-metionina (AdoMet) a la posicion C5 de la citosina para producir

5-metilcitosina®>®,

6.2. MECANISMO CATALITICO DE LA METILACION

Todas las m5CMTasas comparten un conjunto de dominios primarios bien conservados que
se cree reflejan las funciones comunes requeridas para la metilacion del DNA. Tal como
fue originalmente propuesto por Wu y Santi en 1985, el mecanismo catalitico de
m5CMTasas implica un ataque nucleofilico en el C6 de la citosina por un residuo de
cisteina conservado para generar un intermediario covalente® (Figura 5), esto activa al
carbono C5 de la citosina como un carbanion estabilizado por resonancia que entonces
puede iniciar un ataque nucleofilico en el grupo de AdoMet, dando como resultado la
adicién de un metilo en la posicion C5 del anillo de pirimidina seguida de la eliminacion

del proton C5 y liberacion del intermediario covalente proteinico.
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Figura 5. Representacion esquematica de la via de reaccion basada en el mecanismo propuesto por Wu y Santi
(1985).

6.3. ISLAS CpG

Las islas CpG (CGls) son secuencias cortas?® (500-2000 pb)*’ intercaladas en el”®> DNA
genomico enriquecido por el dinucledtido 5°-CpG-3’, el cual es el sustrato para la
metilacion por®’ las DNA metiltransferasas®, estos dinucleétidos se caracterizan por un alto
contenido de G+C y CpG. Las islas CpG cubren aproximadamente el 0.7% del genoma
humano, pero contienen un 7% de los dinucledtidos CpG', asi mientras que
aproximadamente el 60 al 90% de todas las secuencias CpG dispersas en el genoma
humano estan metiladas™, las islas CpG estan generalmente no metiladas en el tejido
normal’”?, Aproximadamente el 70% de los promotores de los genes estan asociados con
una CGl, lo cual evidencia que las CGls actian como promotores y por lo tanto son
estructuras reguladoras importantes donde la metilacion del DNA juega un papel regulador.

La mayoria, sino es que todas las CGls son sitios de iniciacién de la transcripcion®

6.4. MANTENIMIENTO DE LA METILACION

El mantenimiento de la metilacion describe los procesos que producen los patrones de
metilacion del DNA entre generaciones de células. EI mecanismo mas simple concebible
para el mantenimiento depende del copiado semiconservativo del patrén de metilacion de la
cadena parental en la cadena del DNA progenie. De acuerdo con el modelo®®, la enzima de
metilacion DNMT1?° prefiere metilar CpGs nuevos cuyos patrones en la cadena parental ya

llevan un grupo metilo®® (o dicho de otra manera, la DNMT1 reconoce DNA
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hemimetilado)®. Por lo tanto un patrén de CpGs metilado y no metilado a lo largo de una
cadena de DNA tiende a ser copiado y esto proporciona una manera de pasar la
informacién epigenética entre generaciones de células. La idea de que los patrones de
metilacién del DNA de mamiferos'® se establecen en el desarrollo temprano por las
metiltransferasas de novo DNMT3A y DNMT3B™'# y luego son copiados a células
somaticas por la DNA metiltransferasa de mantenimiento DNMTL1 es elegante y simple,
pero no puede explicar completamente la persistencia de los patrones de metilacién durante

la proliferacion celular™.

Aunque los patrones detallados de la metilacién no pueden mantenerse a nivel de un Unico
nucledtido CpG, el estado de la metilacion de los dominios de DNA parece ser fielmente
reproducido durante el desarrollo. Las islas CpG, por ejemplo, mantienen su estado no
metilado en general (0o metilado) extremadamente estable a través de maultiples
generaciones de células. La DNMT1 es en parte responsable de esta estabilidad, pero es

probable que haya otro componente aun desconocido para el proceso de mantenimiento™.

Aln no se entinende como el DNA hemimetilado es reconocido por la DNMT1, pero
estudios recientes sobre DNMT1 indican que no funciona sola®®, ya que hay evidencia de
que la metilacion de la isla CpG se mantiene estable incluso en la aparente ausencia de la
DNMT1", méas bién es probable que trabaje como parte de un gran complejo que incluye
otros factores esenciales tales como Np95 (UHRF1 —del ingles Ubiquitin-like containing
PHD and RING finger domains 1-)%°.

6.5. MAQUINARIA ENZIMATICA DE LA METILACION DEL DNA

Se han identificado en mamiferos cuatro DNA metiltransferasas (DNMTS) que comparten
un dominio DNMT. El miembro fundador, es la DNMT1 la cual mantiene la metilacion del
DNA durante la replicacién, al propagar con extrema fidelidad los patrones de metilacién
del DNA, al copiar estos, de la cadena antigua de DNA en la nueva cadena sintetizada,
produciendo patrones de metilacion y sitios CpG no metilados entre generaciones de
células'®®*'?®, La metilacién en CG se mantiene mediante DNMT1 y por un cofactor que

reconoce DNA hemimetilado en el inicio de la replicacion, llamado UHRF1%. Las DNA
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metiltransferasas DNMT3A y DNMT3B, son responsables de la metilacion de novo, ya que
establecen los patrones de metilacion del DNA durante el desarrollo temprano, al dirigirse a
sitios CpG no metilados. También cooperan con DNMT1 para propagar los patrones de
metilacién durante la division celular. La DNMT?2 tiene sdlo una débil actividad DNA
metiltransferasa in vitro y recientemente se ha demostrado que hasta metila eficientemente

un tRNA46'123'128.

La DNMT3L es homéloga a la DNMT3A y DNMT3B en la region reguladora N-terminal y
altamente expresada en células germinales. Aunque cataliticamente inactiva, DNMT3L
regula a DNMT3A y DNMT3B estimulando su actividad catalitica in vivo y tanto
DNMT3L como DNMT3A se requieren para el establecimiento de improntas

38,46

gendmicas (marcaje gendmico por metilaicon del DNA, lo que hace que algunos genes

se expresen deacuerdo a su origen parental)'>*.

Las DNA metiltransferasas son requisitos indispensables para que ocurra la metilacion,
pero la metilacion del DNA tambien requiere los remodeladores de cromatina ATPasas
dependientes, DDM1 y DRD1 y las proteinas de unién a metilcitosina VIM1, VIM2 y
VIM3. El gen HOG1 se requiere para la metilacion normal del DNA debido a un efecto
indirecto en las reacciones que implican el sustrato normal para la metilacion (S-adenosil-

L-metionina)*.

Las secuencias de sefiales que dirigen a las metiltransferasas a regiones especificas del
genoma son en gran parte desconocidas, pero los patrones de metilacion se transmiten por

herencia mitdtica en plantas y animales®.

7. SILENCIAMIENTO O INACTIVACION DE GENES MEDIANTE
METILACION DEL DNA

Como se ha mencionado anteriormente, el silenciamiento de genes mediado por la
epigenética esta relacionado con tres procesos, de los cuales, la modificacibn mejor
caracterizada y estudiada es la metilacion del DNA especialmente en regiones promotoras

de genes que regulan las funciones importantes”.
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El silenciamiento génico mediado por metilacion juega un papel importante en la etiologia
de las enfermedades humanas, por ejemplo la metilacion de los promotores de genes
supresores de tumores contribuye a la progresion de algunos canceres tales como el cancer
colorrectal®. El silenciamiento de genes supresores de tumores y otros genes relacionados

con el cancer se han asociado a la hipermetilacion de las islas CpG*#

La metilacion del DNA generalmente se asocia con un estado reprimido de la cromatina e
inhibicién de la actividad promotora’®. Las propiedades de las proteinas de unién a
metil-CpG estan demostrando ser la clave para interpretar la relacion entre la metilacion del
DNA y el silenciamiento transcripcional™. Actualmente se han descrito cinco miembros de
la familia con un dominio conservado de unién al DNA metilado (MBD). Entre ellos,
MeCP2, MBD1, MB2 y MBD3 pueden estar implicados en la represion de la transcripcion
mediada por metilacién®, de estos el principal miembro de estas proteinas es MeCP2, que
consta de un solo polipéptido que contiene un dominio de union a metil-CpG (MBD) y el
dominio de represion transcripcional (TRD). MeCP2 es capaz de unirse simétricamente a
un solo CpG metilado en el DNA desnudo y dentro de la cromatina, mientras que el TRD
confire represion cuando se encuentra enlazado a un dominio de unién al DNA del factor
Gala™.

Aunque esta bien establecido que la consecuencia predominante de la metilacion es la
represion transcripcional, no es claro si ésta es mediada directa o indirectamente?®. Se ha
propuesto dos modelos de represidn para el silenciamiento: primero, la inhibicién directa de
la transcripcion mediante la metilacién de citosina puede ser a traves del bloqueo de la
union de los factores de transcripcion a los promotores que contienen sitios CpG metilados,
y segundo, la represion indirecta mediante metilacién del DNA puede afectar los estados de
la cromatina a través del reclutamiento de proteinas de union a CpG metilado (MBPs) tales
como MeCP2 que se unen especificamente al DNA metilado a través de un dominio de
union a metil-CpG (MBD) (Figura 6). Las proteinas que contienen MBD se cree que
median la represion transcripcional mediante reclutacién de la actividad HDAC al DNA

metilado, resultando en una estructura de la cromatina desacetilada represiva?®*2**%.
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® Sitio CpG metilado Q sitio CpG no metilado ’MHstona acetilada /@/ Histona no acetilada

Figura 6. Mecanismos para el silenciamiento de genes. Los promotores que tienen los sitios CpG metilados
directamente inhiben la transcripcion de genes mediante el bloqueo de la unién de los factores de transcripcion (TF) a la
regién promotora (A). La formacién de heterocromatina asociada con el DNA metilado y las histonas desacetilasas puede
impedir el acceso de los factores de transcripcion al DNA (B). El silenciamiento de un gen puede ser resultado de la unién

de proteinas de unién a metilo (p. ej., MeCP2) a la citosina metilada que recluta histonas desacetilasas (HDAC)

conduciendo al estado de la cromatina no permisiva que impide a un TF unirse a su promotor blanco (C)*%.

Asi, aunque se sabe que las modificaciones tales como la metilacion del DNA y la
desacetilacion de las histonas (descrita mas adelante), silencian genes, no se conoce con
exactitud la jerarquia mediante la cual ocurre este silenciamiento y metilacion del promotor
del gen. Asi, hay la posibilidad de que las MBD, sean las efectoras de las modificaciones de
las histonas, silenciando la expresion de este gen y, posteriormente, dando una orden de
metilacion de su promotor a través de las DNA metiltransferasas. No obstante, también
podria ser que la metilacion del DNA fuese la que iniciara el resto de la cascada que

conlleva la silenciacion del gen®.
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8. HIPERMETILACION E HIPOMETILACION

La abundancia de grupos metilo (hipermetilacion) en la region promotora de un gen esta
asociada con el llamado “silenciamiento” o la inactivacion de dicho gen. Por el contrario,
los genes que son transcripcionalmente activos tienen un déficit de grupos metilo
(hipometilacion) en sus regiones promotoras. El papel de la metilacion del DNA en la
regulacién de la expresion génica no es sencillo, tanto la hipometilacion global de DNA
genodmico y la hipermetilacion de promotores de genes especificos han sido implicados en
la carcinogénesis®, por ejemplo las islas CpG que estan regularmente no metiladas en

células normales se hipermetilan en células tumorales*?.

La conexion entre la hipometilacion del DNA vy la inestabilidad del genoma esta bien
documentada en el contexto del cancer. Muchas células cancerosas muestran
hipometilacion de su genoma, que ha sido vinculado causalmente a un aumento de la

inestabilidad cromosémica y progresién tumoral'?,

La hipometilacion genica es
responsable de la activacion de oncogenes, como S100A4 en el cancer colorrectal, en tanto
la hipermetilaicdn en genes supresores de tumores (Tabla 5), reduce o elimina la expresion
de estos de modo que no pueden desarrollar su funcion represora de ciclo celular,

conduciendo al desarrollo de cancer®®.

9. DESMETILACION

9.1. DESMETILACION MEDIANTE MECANISMOS PASIVOS Y ACTIVOS

Existen dos posibles procesos para remover un grupo metilo del DNA metilado®, estos
implican a mecanismos pasivos y activos de desmetilacién del DNA mediante la proteina
de traslocacion diez-once (TET) y familias de enzimas AID/APOBEC'. En el mecanismo
pasivo, la metilacion no se mantiene durante la replicacién del DNA, debido a que es
blogueada la metilacion del DNA recién sintetizado, mientras que en el mecanismo activo

es catalizado por una desmetilasa®®.
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La hidroximetilacion de la citosina mediante la 5-hidroximetilcitosina (5hmC) sugiere un
medio de desmetilacion de DNA, en donde la 5hmC puede servir como un intermediario
para la remocion de citosinas metiladas, ya sea pasivamente a través de la presencia de la
5hmC, lo cual afecta la remetilacion por las DNMTs cuando se dividen las células o
mediante la sustitucion activa de las citosinas modificadas a través de la reparacion del
DNA en la ausencia de division celular'? (Figura 7).

Desmetilacion Pasiva del DNA Desmetilacion Activa del DNA
s
4
e % ‘*@U
HOAﬁ‘\N
'L (-)DNMTH, (+)DNMT1, L I SCaCI
3A/B 3A/B [Thy |
-
TET1 213 \d‘\ /\d\;\o
-5h mC
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Figura 7. Vias de desmetilacion del DNA. La desmetilacion pasiva del DNA se sabe desde hace tiempo que ocurre por
una reduccion en la actividad o la ausencia de DNA metiltransferasas (DNMTs). DNMT3A y 3B son responsables de la
metilacion de novo del DNA, mientras que la DNMT1 mantiene los patrones de metilacion del DNA a través de sucesivas
rondas de division celular. Recientemente, tres familias de enzimas han sido implicadas en la desmetilacion activa del
DNA via reparacion del DNA. (1) La 5-metilcitosina (5mC) puede ser hidroxilada por la familia de enzimas (azul) de
traslocacion diez-once (TET) para formar 5-hidroximetilcitosina (5ShmC) o posteriormente oxidada a 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC). (2) La 5mC (o 5hmC) puede ser desaminada por los miembros de la familia
AID/APOBEC (violeta) para formar 5-metiluracilo (5mU) o 5-hidroximetiluracilo (5hmU). (3) La sustitucion de estos
intermediarios (es decir, 5mU, 5hmU, o 5caC) es iniciada por la familia de glicosilasas UDG (verde) de reparacion por
escision de base (BER) como TDG 0 SMUGL, culminando en la sustitucién de citosina y desmetilacion del DNA.

Lo anterior conecta a tres familias de desmetilacion activa del DNA: la familia de proteinas
TET, de las 5mC-hidroxilasas que modifican citosinas metiladas, primero por hidroxilacion
y luego por la posterior oxidacidn para convertir la 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC), y
finalmente, una familia de glicosilasas de reparacion por escision de base (BER), que

median la reparacién del DNA'*! (Figura 7).
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9.1.1. Proteinas TET
Las proteinas TET son una familia de enzimas que modifican las citosinas modificadas

convirtiendo la 5mC a 5hmC, contienen un dominio 5mC hidroxilasa y un dominio
conservado CXXC, éste ultimo permite la modificacion de histonas o la metilacion del
DNA™!, Las proteinas TET, TET1, 2 y 3, se han descubierto recientemente en células de
mamiferos pertenecientes a una familia de DNA hidroxilasas que poseen una actividad
enzimatica hacia la marca metilo en la posicién 5 de la citosina (5mC), que catalizan la
conversién de 5mC a 5hmC. La 5hmC es poco reconocida por la Dnmt1 y puede conducir a

la desmetilacién pasiva dependiente de la replicacion® *%°.

TET1 se une fuertemente al DNA rico en CpG no metilado a traves de su dominio CXXC
de union al DNA lo cual le proporciona una capa adicional de proteccion para limitar la
accesibilidad de las DNMTs (Figura 8). TET1 también se puede unir a la 5hmC en CpG del
DNA, con lo cual puede permanecer en estos sitios después de la conversion de la 5mC a

5hmC y con ello limitar aun més la accesibilidad de las DNMTs o MBDs™".

9.1.2. Proteinas AID/APOBEC
La citidina desaminasa inducida por activacion (AID), se ha implicado en la desmetilacion

del DNA,; las APOBECs, a diferencia de las AID se identificaron como RNA editores. AID
media la desaminacion de residuos de citosina a uracilos, que luego son reparados mediante

BER (reparacion por escicion de base)*>® (Figura 7).
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Figura 8. Un modelo de las funciones de Tetl en la regulacién de la metilacién CpG en la eucromatina. Tetl se une
fuertemente a regiones ricas en CpG no metiladas (tales como promotores génicos, CGIs) a través de su dominio CXXC,
lo que limita la accesibilidad de las DNMTs. Tetl también se une a CpGs dispersamente metilados en la eucromatina (que
se muestra en color verde) y convierte 5mC a 5hmC. Las 5hmC recién generadas pueden limitar aun mas la unién de
proteinas de unién a metilo (MBDs) o DNMTs. Sin embargo, CpGs densamente metilados pueden reclutar MBDs, que
posteriormente reclutan modificadores represivos de histonas tales como las H3K9me3 metiltransferasas para establecer
un estado de heterocromatina (que se muestra como nucleosomas azul oscuro), haciendo inaccesible Tetl a estos sitios
hipermetilados y previniendo la conversién de 5mC a 5ShmC*,

9.1.3. Proteinas BER glicosilasas
La familia de glicosilasas implicadas en la via BER (reparacion por escicion de base) son

miembros de la familia uracil DNA glicosilasas (UDG) que incluye a la timina DNA

glicosilasa (TDG), la cual es capaz de convertir 5hmU a citosina'?

La proteina MBD4 (proteina 4 con dominio de unién a metil-CpG) tiene la misma funcion
de TDG, es capaz de unirse al DNA metilado, preferentemente a los desajustes de T:G en
los sitios CpG (desajustes causados por la desaminacion de CpGs metilados, donde hay una
transiciéon de C a T), ademas tiene un dominio glicosilasa y es capaz de reparar estos

desajustes mediante la eliminacién de la timina del DNA®.
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En resumen, las BER glicosilasas, junto con las TET y las enzimas AID/APOBEC median
la desmetilacion del DNA via reparacién del DNA por escicién de base (BER)™.

Tabla 2. Resumen de mecanismos de metilacion del DNA%28:82123.128

Metilacion del DNA Hipometilacion e Hipermetilacion — Desmetilacion

del DNA

Es la adicion covalente
de un grupo metilo a la
posicion del carbono
cinco (C5) de la base
citosina en dinucleétidos
CpG formando  5-
metilcitosina (5mC).

La metilacion de citosina
se lleva a cabo por DNA
metiltransferasas.

La metilacién del DNA
se asocia con un estado
reprimido de la
cromatina e inhibicion de
la actividad promotora.
La inhibicién directa de
la transcripcion mediante
metilacion de citosina
puede ser a través del
bloqueo de la unién de

los factores de
transcripcion  a  los
promotores que

contienen sitios CpG
metilados; la represion
indirecta, puede afectar
los estados de la
cromatina a través del
reclutamiento de
proteinas de unioén a CpG
metilada, que se unen
especificamente al DNA
metilado.

Hipermetilacion.
Abundancia de grupos
metilo en la regién
promotora de un gen, se
asocia con el
silenciamiento 0
inactivacion de tal gen.
Hipometilacion. Déficit
de grupos metilo en
regiones promotoras de
un gen, se asocia con
genes
transcripcionalmente
activos.

Ambos estados
(hipometilacion e
hipermetilacion), se
asocian con la
carcinogénesis. La

hipometilacion génica es
responsable de la
activacion de oncogenes,
en tanto la
hipermetilacion reduce o
elimina la expresién de
genes  supresores de
tumores.

Remueve grupos metilo
del DNA metilado.

La hidroximetilacion de
citosina, sugiere un
medio de desmetilacion y
activacion de genes.
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10. MODIFICACION DE HISTONAS

Las histonas que forman el nucleosoma estdn sujetas a mas de 100 modificaciones
diferentes covalentes postraduccionales, incluyendo acetilacién, metilacién, fosforilacién y
ubiquitinacion. Estas modificaciones se producen principalmente en posiciones especificas
en residuos de lisina (K) de los extremos N-terminales de las histonas, ayudando a modular

una variedad de procesos celulares basados en el DNA?2%%,

Estos extremos que
sobresalen del polimero de la cromatina, comprenden del 25 al 30% de la masa de las
histonas individuales, proporcionando asi una superficie expuesta para las posibles

interacciones con otras proteinas'®*'?* (Figura 9).

Figura 9. Representacion esquematica de un nucleosoma y modificaciones de histonas. Las modificaciones

postraduccionales de las histonas ocurren principalmente en los residuos de lisina (K) de los extremos N-terminal de las

histonas del core (H2A, H2B, H3 y H4) e incluyen la acetilacién (A), metilacion (M), fosforilacion (P) y ubiquitinacion

(U). Se observa que varias lisinas (p.ej., lisina 9) puede ser ya sea acetilada o metilada'®.

Aunque la gran mayoria de estas modificaciones se conocen bien, en los ultimos afios se ha
visto un progreso considerable en la comprension de la acetilacién y metilacion de lisina*! y
arginina™®. Estas alteraciones no sélo regulan la accesibilidad (mediante la alteracion de la

estructura del nucleosoma o ensamblaje de la cromatina) para la union de proteinas al
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DNA, si no también crean marcas o sefiales de reconocimiento para proteinas
efectoras®®®1®. Hay varios dominios de proteinas que reconocen histonas modificadas,
cuando estos dominios estdn contenidos en proteinas que se encuentran en complejos
modificadores de las histonas, puede ocurrir el “crosstalk” entre las modificaciones de
histonas, esto es cuando la presencia o ausencia de una modificacién influye en la aparicién

de otra modificacién de histonas™?®.

10.1. METILACION DE HISTONAS

10.1.1. Enzimas con dominio SET: Proteinas Trithorax y Polycomb
Se ha demostrado que dos familias de proteinas, el grupo trithorax (TRX) y el grupo
Polycomb (PcG), juegan papeles opositores (activacion y represion) en estos procesos™’*%’.
Las proteinas PcG existen en complejos que funcionan como represores transcripcionales y
contrarrestan los activadores del grupo Trithorax™'®. Los complejos de silenciamiento
PcG consisten de tres complejos proteicos separados PcG, PRC1 (complejo 1 Pc represivo),

115,116,132

PRC2 (complejo 2 Pc represivo) y PhoRC (complejo Pho-represivo)

Estas dos clases de proteinas asociadas a cromatina funcionan por activacion y represion de
la transcripcidn, respectivamente. Ambas clases de proteinas contienen unos 130 a 140
motivos de aminodacidos Ilamados el dominio SET. Este dominio toma su nombre de las
proteinas Su(var)3-9 de Drosophila, Enhancer de Zeste [E(z)] y trithorax, también se ha
demostrado que estd implicado en la metilacién de histonas en la cromatina*®"**’. El
dominio SET se encuentra en una variedad de proteinas asociadas a cromatina. Los genes
que codifican estas proteinas también pueden mutar y/o translocar para formar funciones
con otras proteinas, resultando en la patogénesis de enfermedades malignas

hematoldgicas™*”’.

10.1.2. Metilacion
La metilacion de las histonas ha demostrado ser una modificacion compleja, ya que no sélo

los distintos residuos de lisina de las histonas tienen diferentes, y a veces opuestas
funciones, cuando se metilan, sino también diferentes grados de metilacion (mono, di o
trimetilacién) en el mismo residuo, los cuales pueden tener muchas funciones diferentes.

Ademas, las histonas también pueden ser metiladas en residuos de arginina, una
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modificacion que también juega ya sea un papel positivo 0 negativo en la transcripcion.
Hasta la fecha, mas de 20 marcas metilo en los residuos de lisina han sido identificados y
los cinco residuos de lisina en los extremos N-terminal de las histonas que han recibido la
mayor atencion son H3K4, H3K9, H4K20, H3K27 y H3K36% (Figura 10).

Pe® T
Estados de
% Di metilacion
# Mono "eH

* Promotor o activacion GG--‘ i \
# Heterocromatina o represion GK J
Elongacion GL
K _e»
® Enhancer G.
) S K G <
Dario en el DNA H4e2G R G~

Figura 10. Las principales marcas de metilacion de la lisina. Las principales marcas de metilacion del residuo de lisina
(K) en el extremo amino-terminal de la histona H3 (purpura) y H4 (azul). Los numeros incrustados se refieren a los
residuos de aminoécido metilado en cada histona. La funcién general de cada estado mono, di y trimetilado se representan
con puntos de colores distintos como se muestra en la figura clave®.

Las cadenas laterales basicas de aminoacidos de residuos de arginina y lisina en las histonas
pueden ser metiladas por histona metiltransferasas (HTMTs), como se menciond
anteriormente la mayoria de los residuos modificados se encuentran en las colas N-terminal
de las histonas H3 y H4*! (Figura 11a). Los residuos de arginina pueden ser, ya sea mono o
dimetilados (metilacion simétrica o asimétrica), mediante miembros de la familia de

proteinas arginina metiltransferasas (PRMT) (Figura 11c), mientras que los residuos de
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lisina pueden ser mono, di o trimetilados (Figura 11b) en el e-amino ya sea por el dominio
SET o dominio no SET que contiene lisina histona metiltransferasa (KHMTasa)*%%"1%,
El estado de metilacion precisa de un determinado extremo N-terminal de histona, en un
gen determinado, que puede cambiar durante el proceso de activacion de la transcripcion.
Si se toma en cuenta que a partir de la figura 11a, hay al menos nueve posiciones diferentes
en las histonas que pueden ser metiladas (una estimacion conservadora), entonces se puede
esperar una complejidad de 262144 combinaciones, en donde cada uno de estos estados
diferentes de combinacion pueden dictar un nivel distinto de regulacion transcripcional y
por supuesto no todos estos estados es probable que sean las alternativas disponibles para

un determinado gen®.
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Figura 11. Sitios y estructura de los residuos metilados en los extremos N-terminales de las histonas. (A) Los sitios
conocidos de metilacion en los extremos N-terminales de las histonas H3 y H4. Las lisinas (K) y argininas (R) que pueden
ser metiladas se encuentran sefialadas con una marca “Me”. Las lisisnas tienen el potencial de ser mono, di, o trimetiladas.
También se indican conocidas histonas metiltransferasas y sus sitios preferidos de metilacion. (B) Las estructuras
quimicas de la lisina y sus derivados metilados. La accion de las histonas metiltransferasas (HMTSs) esta indicado. La
posible reversibilidad de la reaccion desmetilasa se indica con signos de interrogacion. (C) Las estructuras quimicas de
arginina y sus derivados metilados. La accidn de las histonas metiltransferasas (HMTSs) estd indicado. Las posibles
reacciones de desmetilacion se indican con signos de interrogacion. Las dos formas en que dimetilarginina se puede

encontrar son simétrica o asimétrica’.
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10.1.3. Maquinaria enzimatica de la metilacién de histonas
La union de grupos metilo del donador AdoMet a proteinas histonas ocurre

predominantemente en residuos especificos de lisina en la histona H3 y H4 (Figura 12).
Aungue se ha descrito la maquinaria enzimatica capaz de remover las histonas mono y
dimetiladas, no hay enzimas conocidas que puedan remover un grupo metilo de una histona
trimetilada. Por lo tanto, la metilacién de histonas (especificamente la trimetilaicon) es
considerada una marca mucho mas estable en comparacion a otras modificaciones de

histonas tales como la acetilacion y ubiquitinacién®’.

Las enzimas de la maquinaria implicada en la modificacion postraduccional de las histonas
por metilacion, se han agrupado en varias clases, incluyendo (a) histona metiltransferasas
(HMTasas) que contienen dominio SET especifico de lisina implicadas en la metilacion de
los residuos de las lisinas 4, 9, 27 y 36 de la histona H3 y la lisina 20 de la histona H4; (b)
lisina metiltransferasas que contienen dominio no SET implicadas en la metilacion del
residuo de la lisina 79 de la histona H3; y (c) arginina metiltransferasas implicadas en la
metilacion de la arginina 2, 17 y 26 de la histona H3 asi como la arginina 3 de la histona
H4'",
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Ny D

Figura 12. La maquinaria enziméatica conocida implicada en la metilacién de residuos de lisina y arginina y
ubiquitinacion de los residuos de histonas. Las secuencias de aminoacidos N-terminales de las histonas H3 y H4 se
muestran junto con las posiciones de los sitios de metilacion especificos y la maquinaria enzimatica conocida responsable

de la modificacion correspondiente. Se muestra la ubiquitinacion de los residuos de lisina en la histona H2B y H2A por

Rad6/Brel y el complejo tipo 1 Polycomb represivo (PRC1-L)*".

11. ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL MEDIANTE LA METILACION DE LA
LISINA EN HISTONAS

La metilacion de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9), H3 en la lisina 27 (H3K27) y H4 en la
lisina 20 (H4K20) generalmente se correlacionan con la represién o silenciamiento™*,
mientras que la metilacién de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4)%"'% H3 en la lisina 79
(H3K79) y H3 en la lisina 36 (H3K36) se correlacionan con los genes activos (activacion)®

(Figura 10, Tabla 3). Cabe resaltar que la monoubiquitinacion de la histona H2B es un
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prerrequisito para la metilacion de la histona H3'*

, mediante la conjugacion de la histona
H2B con ubiquitina, esta ubiquitinacion de la histona H2B esta mediada por la enzima
Rad6, también conocida como enzima Ubc2 de conjugacién de ubiquitina®’, lo cual se
justifica debido a que la disrupcion del sitio aceptor de ubiquitina en H2B de la lisina 123
(H2BK120 en humanos), o de la enzima Rad6/Ubc2 de conjugacién de ubiquitina, resulta
en la pérdida de la metilacién en H3K4 y H3K79, pero no en H3K36, por lo tanto H3K4
y H3K79 requieren de la previa ubiquitinacion para ser metiladas. EI modelo actual es que
H2BK123ul facilita el reclutamiento de la H3K4 HMT Set-1 (en la levadura), lo que

implica la elongacién del complejo Paf19%%

y coincide con la fosforilacion de la serina 5
del dominio C terminal (CTD) de la RNA polimerasa Il y todo esto conduce a la metilacion
de la H3K4, esta es seguida por la desubiquitinacion de la histona H2B y asi la
estimulacion de la metilacion de la histona H3 en la lisina K36 (H3K36) mediante el

complejo HMTasa Set2bL9L111,115

(Figura 13). En mamiferos el reclutamiento de complejos
enzimaticos homodlogos del complejo Set-1 a los promotores ocurre mediante un

mecanismo similar®.

Tabla 3. Marcas de inactivacion y activacion en los residuos de lisina de los extremos N-terminal de las

histonas'" 8091109111,
Silenciamiento o represion Activacion
H3K9me2 H3K9
H3K9me3 H3K4me2
H4K20me3 H3K4me3
H3K27me2 H3K27
H3K27me3 H3K36me3
H3K79
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Figura 13. Interaccion entre la monoubiquitinacion de la histona H2B y la metilacion de H3. (a) La metilacion de
histonas y actividad polimerasa. Diagrama de interacciones entre la fosforilacion de S2 y S5 en el dominio C-terminal
(CTD) de la Polimerasa Il, la metilacion de H3K4 y H3K36 y la ubiquitinacion durante la transcripcion activa en S.
cerevisiae. (b) La monoubiquitinacién (Ub) de H2B facilita la metilacion de H3K4 por Setl e inhibe la metilacion de
H3K36 por Set2. El componente Ubp8 del complejo SAGA media la desubiquitinacion de H2B, que inhibe la metilacién
de H3K4 (implicada en eventos de iniciacion transcripcional) y estimula la metilacion de H3K36 por Set2 (asociado con
la elongacidn). El complejo Paf de elongacion recluta a Setl y Set2 a la RNA polimerasa Il. La monoubiquitinacion H2B
puede servir como un interruptor que media la especificidad de asociacion de Setl o Set2 con el complejo Paf. Los

nucleosomas estan representados por 6valos™
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12. SILENCIAMIENTO O REPRESION TRANSCRIPCIONAL MEDIANTE LA
METILACION DE LA LISINA EN HISTONAS

Se ha identificado que dos mecanismos diferentes de silenciamiento estan vinculacados a la
metilacién de las histonas (H3K9, H3K27 y H4K20) la cual esta intimamente vinculada a la
metilacion del DNA, por ejemplo en el primer mecanismo es bien sabido que los altos
niveles de metilacion del DNA en elementos gendmicos repetitivos ricos en GC estan
protegidos primero por proteinas de unién a metilo tales como MBDs, que a su vez reclutan
histonas desacetilasas y H3K9 metiltransferasas. Esta marca epigenética posteriormente
puede reclutar a la proteina HP1 (la cual contiene metil lisina 9) y asi establecer una
estructura condensada de la cromatina, que recluta a mas DNMTs para mantener este
patron de metilacion. En la via represiva (de la heterocromatina) del primer mecanismo

también implica la trimetilacién de H4K20, la cual esta mediada por Su(var)4-20*6280131

En el segundo mecanismo, la proteina Polycomb es reclutada para mediar el silenciamiento
génico en las etapas de desarrollo®. El complejo 2 represivo polycomb (PRC2) es
responsable de la trimetilacion de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27me3) a través de la

subunidad EZH2 (homélogo del enhancer de zeste 2)**%.

13. DESMETILAICON DE HISTONAS

Hay un mecanismo propuesto mediado por la enzima desmetilasa 1 especifica de lisina’
(LSD1, también conocida como KMD1A), la cual es parte de un complejo correpresor

transcripcional HDAC y actua como H3K4 desmetilasa®™®.

De forma general, la estructura de la LSD1 presenta un dominio N-terminal SWIRM y un
dominio amino oxidasa dividido en dos mitades, que consisten de un medio de union del
sustrato y un medio de unién para FAD (Figura 14a), que se une para formar un dominio
globular. El sitio activo de la enzima se centra entre estas dos mitades. Contiene un cofactor

proteico llamado COREST, el cual lo dota de actividad de desmetilacién nucleosomal®.
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Figura 14. Estructura de LSD1 y CoREST. (a) Estructura general de LSD1 y CoREST unido a un péptido mimetico H3
y flavin adenina dinucleétido (FAD). (b) Estructura general de JMJD2A unido a la H3K36me3 y NOG. LSD1:
desmetilasa 12 especifica de lisina; COREST: corre’resor del factor de transcripcién de silenciamiento de RE1; NOG: N-
oxalilglicina®.

La reaccion de desmetilacion requiere el dominio amino oxidasa, formaldehido liberado
como un subproducto, FAD como un cofactor (Figura 15). La enzima LSD1 desmetila el
sustrato histona a traveés de la reaccion amino oxidasa dependiente de la flavina adenina
dinucledtido (FAD). Sin embargo, debido al requerimiento de una oxidacién catalizada del
metil protonado (grupo amonio para LSD1), y asi, para la desmetilacion mediada por
LSD1, éstas y otras enzimas relacionadas son incapaces de catalizar la desmetilacion de
residuos de lisina trimetilada y solo catalizan la desmetilacion de residuos de lisina
monometilados y dimetilados (H3K4me2/mel). Sin embargo, las histona desmetilasas
caracterizadas que contienen el dominio catalitico Jumonji (JmjC), pueden desmetilar
lisinas trimetiladas®®.

La reaccion de desmetilacién conducida por JmjC es compatible con la desmetilacién de las
lisinas mono, di y trimetiladas y de hecho la mayoria de las histona desmetilasas JmjC
caracterizadas hasta ahora, son capaces de desmetilar lisinas trimetiladas y en la mayoria de
los casos favorecen a sustratos trimetilados®.
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Figura 15. Mecanismo de desmetilacion de lisina por las proteinas LSD1 y JMJC. (a) La LSD1 desmetila a
H3K4me/mel a través de una reaccién de oxidacién de amina®. EI mecanismo amino oxidasa de la desmetilacion de
lisina dependiente de flavin adenina dinucleétido (FAD) mediado por la desmetilasa 1 especifica de lisina [LSD1; también
conocida como desmetilasa 1A especifica de lisina (K), 0 KDM1A]. La marca “D” indica los carbonos que podrian ser
desmetilados en cada reaccion. (b) Fe?* y el mecanismo de dioxigenasa de desmetilacién de metil-lisina dependiente de 2-
oxoglutarato mediado por la familia de enzimas con dominio Jumonji C-terminal. La descarboxilacion oxidativa de a-
cetoglutarato, acoplada a la hidroxilacion del grupo metilo, creando un intermediario inestable hidroxil amonio, el cual es
liberado como formaldehido®.

En la desmetilacion de histonas catalizada por LSD1, el grupo amino de la lisina metilada
en cuestién es oxidado, presumiblemente para generar una imina intermediaria que se
hidroliza espontdneamente para producir formaldehido y el correspondiente residuo amino.
La oxidacion del sustrato conduce a la reduccion de dos electrones del cofactor FAD, que
se vuelve a oxidar por el oxigeno molecular para producir peréxido de hidrégeno (Figura
15a). La formacion de la imina intermedia, y por lo tanto, la desmetilacion mediada por
LSD1, tal como se ha mencionado anteriormente, depende criticamente de la protonacion
del nitrégeno. Por lo tanto, esta enzima solo puede catalizar la desmetilacion de lisinas
mono y dimetiladas®

De manera similar a LSD1, una reaccion desmetilasa conducida por el dominio JmJC fue
propuesta. Las proteinas JmjC pertenecen a la superfamilia oxigenasa dependiente de KG
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(a-cetoglutarato)®®°. Una caracteristica generalizada de estas proteinas es la habilidad de
unirse a iones Fe(ll). Varios estudios sobre oxigenasas dependientes de KG incluyen el
Factor de inhibicion HIF1 (FIH) lo que sugiere el siguiente mecanismo de reaccion:
primero, la enzima de union a hierro (Fe) a través de su motivo HXD/EXnH de union a
metal. Entonces, el complejo Fe(ll)-enzima se une al cofactor KG y subsecuentemente el
sustrato y el oxigeno. La unién del oxigeno es seguida de la descarboxilacién oxidativa de
la KG para producir succinato, diéxido de carbono y ferrilo. EI Gltimo es un grupo reactivo
y potencialmente puede oxidar un enlace C-N en un grupo metil-lisina, formando una
carbinolamina inestable que rapidamente se descompone, lo que conduce a la liberacion de
formaldehido y a la pérdida de un grupo metilo de la lisina®® (Figura 15b).

Las dos clases de desmetilasas mencionadas anteriormente funcionan en complejos
macromoleculares, uno de ellos es el complejo de LSD1%.

El complejo central de la LSD1 contiene LSD1, HDAC1-2, CoREST, BHC80 y BRAF35
(Figura 16a), todas y cada una de las subunidades del complejo atienden a un papel distinto
pero en colaboracion lo que ha conducido a proponer un modelo, en el que el complejo
promueve la represion transcripcional®.
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Figura 16. Complejos histona desmetilasa. Complejos histona desmetilasas®® (HDMs)* clave y sus actividades
descritas hasta la fecha. Los circulos de color verde y rojo representan la activacion y represién asociada a marcas metilo,
respectivamente y los tridngulos verdes representan la acetilacion de histonas. Las lineas verdes continuas y la lineas rojas
discontinuas representan actividades enzimaticas que agregan o remueven modificaciones especificas, respectivamente.
(a) La desmetilasa 1 especifica de lisina (LSD1) correpresor del complejo del factor de transcripcion de silenciamiento
RE1 (CoREST). (b) La remodelacion del nucleosoma por LSD1 y el complejo desacetilasa (NuRD). (c) EI complejo del
receptor de la hormona nuclear-LSD1 (AR/ER). (d) Repeticion tetratricopeptido transcrito ubicuamente para la proteina
de leucemia de linaje mixto (MLL), el complejo proteinico del cromosoma X (UTX). (e) El complejo 2 Polycomb
represivo (PRC2). Abreviaturas: AR/ER, receptor andrégeno/receptor estrogeno; Ash2L, ausente, pequefio, o0 homedtico
tipo 2; BHC80, BRAF y complejo 80 histona desacetilasa; EED, desarrollo del ectodermo embrionario; EZH2,
potenciador del homélogo 2 zeste; HDAC1-2, histona desacetilasa 1-2; MBD, proteina 2 con dominio de unién a metil-
CpG; Mi2, autoantigeno 2 de miositis; MOF, machos ausentes en la primera; MTA, metéstasis asociada; PTIP, proteina
de interaccion con PAX; RbAp, proteina asociada a retinoblastoma; RbBP, proteina de unién a retinoblastoma; SUZ12,
supresor del homélogo 12 zeste®™.

Hasta la fecha, muchas de las marcas de histonas metiladas clave tienen una
correspondiente desmetilasa® (Figura 17).
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Figura 17. Especificidad de sustrato de histona desmetilasas descrita hasta la fecha. Las lineas discontinuas indican
el residuo (s) metilado que se desmetila por las enzimas indicadas. Los nimeros incrustados se refieren al residuo del
aminoacido de lisina (K) metilado, en el extremo N-terminal de cada histona. La funcién general de cada estado mono, di
y trimetilado se representa con puntos de colores distintos como se muestra en la figura clave®.

14. ACETILACION DE HISTONAS

Una modificacion postraduccional bien caracterizada que regula la estructura de la

cromatina es la acetilacion de los dominios N-terminales de las histonas, en residuos

67113 que se piensa facilita la activacién transcripcional, ya sea por

67,73

especificos de lisina
neutralizacion de la carga®”"® positiva de residuos de lisina’® de interaccion con el DNA o
por la formacién de un sitio de union para factores de transcripcidon que contiene
bromodominio, algunos de los cuales pueden remodelar los nucleosomas®. De este modo,
la acetilacion de las histonas forma un entorno transcripcionalmente competente para

desplegar o abrir la cromatina y permitir a los factores de transcripcién acceder al DNA.
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Por el contrario, la desacetilacién de las histonas contribuye a un estado condensado o

cerrado de la cromatina y por lo tanto a una represion transcripcional®**,

Durante los procesos biologicos (p. ej., activacion transcripcional), lisinas selectas tales
como las lisinas 9 y 14 son acetiladas. La acetilacion de los residuos de lisina N-terminal en
las histonas del core se consigue a través de las enzimas llamadas histona acetiltransferasas
(HATs)®L. Sin embargo, el equilibrio de estas modificaciones se logra mediante la accién
orquestada de las HATSs y una especie mas de enzimas, es decir, las histona desacetilasas
(H DACS)79’81’119.

Con la excepcidn de la histona H2A, las histonas del core son acetiladas en 4 a 5 sitios. Por

lo tanto, un nucleosoma tiene 26 sitios de acetilacion®™

(Figura 9). La acetilacion en la
H3K56 (H3K56AcC) es importante para el mantenimiento de la estabilidad del genoma®, ya
que puede alterar la estabilidad del nucleosoma, lo que contribuye a la inestabilidad del
genoma. La acetilacionde H4K16, evita la condensacion de los arreglos de nucleosomas en

fibras de cromatina*®.

En general, como se menciono anteriormente, la acetilacion y desacetilacion de las
histonas, esta asociada a la descondensacion y condensacion de la cromatina,
proporcionando una accesibilidad o no de ésta y asi dando lugar a una activaciéon o

silenciamiento tanscripcional respectivamente'!?*%.

14.1. MAQUINARIA ENZIMATICA DE LA ACETILACION DE HISTONAS
14.1.2. Histona acetiltransferasas (HATs)
Hay dos tiops de HATs: HATSs tipo-A, que son responsables de la acetilacién de las
histonas y estan directamente implicadas en la regulacion del ensamblaje de la cromatina y
la transcripcion génica; HATSs tipo-B, que son proteinas citoplasmicas que catalizan la
acetilacion de las histonas en el citoplasma, particularmente la lisina 5 y 12 de la histona
H4%,

14.1.3. Histona desacetilasas (HDACS)
Las HDACs humanas se agrupan en tres clases, es decir, HDAC I, Il y I1l. Las HDACs de

clase I (HDAC-1, 2, 8 y 11) son homdlogas a yRPD3 (proteina dependiente del potasio
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reducida 3). Las HDACs de clase Il son homologas a yHDA1L (histona desacetilasa 1) y se
subdividen en dos subclases Ila (HDAC-4, 5, 7 y 9) y su variante de empalme MITR y I1b
(HDAC-6 y 10). Las HDACs de clase 111 son homélogas a ySIR2 de levadura (regulador de

informacion silente 2) y no tienen ninguna homologia con las proteinas de clase 1'y 1%,

14.2. MECANISMO DE ACCION DE LA ACETILACION DE HISTONAS
(ACTIVACION)

Los extremos N-terminales de las histonas del core contienen residuos de lisina que sirven
como blancos para varias histona acetiltransferasas, que transfieren un grupo acetilo de la
acetil-coenzima A (Ac-CoA) al grupo e-amino de un residuo de lisina. Una hipotesis de
hace mucho tiempo de como la acetilacion de las histonas afecta la estructura de la
cromatina se basa en la neutralizacion de la carga (eliminacion de las cargas positivas) de
los residuos de la lisina en la acetilacion. La neutralizacion de la carga reduce la afinidad de
la lisina al DNA (Figura 18). Se cree que esto facilita el acceso de la RNA polimerasa Il y
factores de transcripcion a la region promotora lo que resulta en un elevado nivel de
accesibilidad del DNA®%,
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Figura 18. Acetilacion de histonas. La acetilacion de histonas ocurre en los extremos N-terminales de histonas y es
mediada por histona acetiltransferasas (HATS). (A) Una representacion de la reaccion quimica de la acetilacion de la
histona. Esta reaccion estd mediada por HATs e implica una adicion covalente del grupo acetil en los grupos g-amino de
residuos de lisina evolutivamente conservados. (B) La acetilacién de histonas conduce a una apertura de la cromatina
transcripcionalmente permisiva. La acetilacion es una modificacion reversible y los grupos acetil son removidos por varias
histona desacetilasas (HDACs)'.

14.3. SILENCIAMIENTO POR DESACETILACION DE HISTONAS

Las HDACs, conducen a una condensacion de la cromatina, lo cual esta relacionado con el

silenciamiento transcripcional®®

, esto se puede correlacionar con la metilacion del DNA'®,
se han descubierto dos vias independientes en vertebrados que conectan la desacetilacion de
histonas con la 5mC. La primera utiliza proteinas de unién a metil-citosina, proteinas
MeCP o MBD como adaptadores que conectan la 5mC a los complejos histona desacetilasa

(complejos proteicos HDAC MBD/MeCP identificados en células de mamiferos)®, asi
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como se meciono anteriormente que las proteinas que contienen MBD, se cree que reclutan
a las HDACs al DNA metilado, dando como resultado una estructura de la cromatina

desacetilada represiva'®® (Figuara 19).

Una segunda via, también descubierta en mamiferos, opera a través de una interaccion
fisica entre las metiltransferasas DNMT1 de mantenimiento (se cree que actlan como
correpresores independientes de su capacidad para metilar) y las HDACSs. Esta interaccion
podria actuar para reforzar la herencia de la cromatina silenciada, facilitando Ila

desacetilaicon de histonas en las horquillas de replicacion®.

Figura 19. Silenciamiento mediante desacetilacion de histonas. Las HDACs reclutadas por MBDs, desacetilan lo cual
lleva a una condensacion de la cromatina haciendo inaccesibles a los genes para los factores de transcripcion y por lo tanto

se produce un silenciamiento génico?'%,
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Tabla 4. Resumen de las principales enzimas participantes en la metilacion, desmetilacion, acetilacion y desmetilacion de

histonas mencionadas? 728191107137,

ENZIMAS FUNCION

Histonas metiltransferasas con dominio SET Metilacion de residuos de lisinas 4, de la histona H3
especifico de lisnia 9,27y 36.

Lisina metiltransferasas con dominio no SET Metilacion del residuo de lisina 79 de la histona H3.
Arginina metiltransferasas Metilacidn de la arginina 2, 17 y 26 de la histona H3.

Metilacidn de la arginina 3 de la histona H4.
Desmetilasa 1 especifica de lisina (LSD1 0 KMD1A) Actda como H3K4 desmetilasa.

Cataliza la desmetilacion de residuos de lisina

monometilados y dimetilados (H3K4me2/mel).
Histonas desmetilasas que contienen el dominio Pueden desmetilar lisinas trimetiladas.
catalitico Jumonji (JmjC)

Histona acetiltransferasas (HATS) Acetilacion de residuos de lisina N-terminales de las
histonas.
Histona desacetilasas (HDACS) Desacetilacion de residuos de lisina

N-terminales de las histonas.

15. REMODELACION DE NUCLEOSOMAS Y/O CROMATINA

Como se ha descrito hasta ahora las PTMs (modificaciones postraduccionales) de las
histonas se han correlacionado con funciones definidas, tales como la regulacion de genes,
estd claro que no so6lo un tipo de PTM de histonas dicta un solo resultado. Por lo tanto,
ahora parece prudente considerar a la cromatina como un compuesto de varios dominios
(Figura 20). Estos dominios estan caracterizados por el enriquecimiento local de una
combinacion especifica de PTMs de las histonas, variantes de histonas, ocupacion
nucleosomal (espaciamiento entre nucleosomas), patrones de metilacion del DNA y
posiblemente la localizacion nuclear. Es a este conjunto de caracteristicas al que se le se

refiere como estructura o paisaje de la cromatina’.
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Figura 20. Caracteristicas de un dominio de cromatina. Representacion esquematica de las modificaciones que definen
diferentes dominios de cromatina. La gama de factores que pueden contribuir a las caracteristicas de un dominio se
muestran en los cuadros sombreados. Las lineas discontinuas representan la separacion entre dos dominios adyacentes.
PTM, modificacién postraduccional

Estas modificaciones postraduccionales, también puden afectar indirectamente a las
estructuras de la cromatina o paisajes de la cromatina, al servir como marcas para el
reclutamiento de complejos de proteinas que remodelan la estructura del nucleosoma y/o
cromatina. Los complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP, tales como
el complejo SWI/SNF (switch/sacarosa no fermentable), RSC y NuRF son un grupo de
complejos de proteinas que pueden deslizar nucleosomas en el DNA o provocar el
intercambio de las histonas. Estos complejos contienen bromodominios que reconocen y se
unen a las histonas acetiladas, los cuales pueden servir para ligar el complejo SWI/SNF en
los nucleosomas y también para dirigir preferencialmente a las histonas acetiladas para la
eviccion®™ M8 (Figura 21).
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Figura 21. Generacion de una region libre de nucleosomas a través de la acetilacion (AC) secuencial de histonas y
desplazamiento de histonas. (superior) Los activadores de transcripcion unidos a DNA especificos de secuencia reclutan
a SAGA histona acetiltransferasa para dirigir genes que fueron acetilados por SAGA un parche de nucleosomas en la
region promotora. Los mismos activadores pueden reclutar el complejo remodelador de nucleosomas hacia el mismo sitio.
(en medio) El bromodominio contenido en la subunidad Swi2/Snf2 reconoce y se une a las histonas acetiladas. (inferior)
SWI/SNF utiliza la energia de la hidrélisis de ATP para desplazar preferentemente del DNA las histonas acetiladas

generando una regién libre de nucleosomas™®.

50




Epigenética

16. CROSSTALK EN LAS MODIFICACIONES DE LAS HISTONAS

La creciente evidencia sugiere que las modificaciones de manera simultanea de las histonas
pueden influir o “comunicarse” unas con otras en varios niveles*’, esto es que las
modificaciones de las histonas actian de manera combinada dependiente del contexto para
facilitar o reprimir la transcripcion mediada por la cromatina. En algunos casos la
modificacion de un residuo puede alterar la capacidad de un segundo residuo para ser
implementado por su(s) enzima(s) de modificacién®” (Figura 22).

Los ejemplos més tempranos de “crosstalk” en la modificacion de las histonas (una
modificacion de histonas promueve la generacion de otra) se observan para modificaciones
en el mismo extremo N-terminal de la histona. En las levaduras de fision Saccharomyces
cerevisiae, la fosforilacion de la serina 10 (S10) en la histona H3 mediante la Snfl cinasa
promueve la acetilacion de la histona H3 en la lisina 14 (K14) por la Genb acetiltransferasa
(Figura 22A), potenciando la interaccion de las histonas H3’s con las Bmh1l y Bmh2 14-3-3
durante la metilacién de arginina 17 (R17) mediante la CARM1 metiltransferasa, lo que
resulta en la activacion de genes de respuesta al estrogeno. Otro ejemplo bien caracterizado
es el requerimiento de la monoubiquitinacion de la histona H2B por la enzima Rad6 es
necesaria para desencadenar metilacion de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4) por la
subunidad Set1 metiltransferasa del complejo COMPASS H3K4 metilasa y la metilacion de
la histona H3 en la lisina 79 (H3K79) por la Dotl metiltransferasa (Figura 22B). El
complejo COMPASS metiltransferasa requiere la subunidad Cps35 para metilar a H3K4.
Sin embargo, Cps35 s6lo se asociara con el complejo COMPASS cuando se une a la

cromatina que contiene a la H2B ubiquitinada (UbH2B)®"**°,
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Figura 22. Ejemplo de crosstalk de histonas. (A) El primer ejemplo caracterizado de crosstalk de histonas es la
estimulacion de la actividad acetiltransferasa de GCNS5 hacia la cola de la histona H3 mediante la previa fosforilacion (P)
de la serina 10. Acetilacion, Ac. (B) El crosstalk entre las modificaciones de histonas puede abarcar mas de una histona.
La monoubiquitinacién de la histona H2B en lisina 120 de la hélice C-terminal puede llevar a la trimetilacion de lisina 4
en la cola de le histona 3 (H3K4) por Setl/COMPASS. Sin embargo, la metilacion de H3K4 por COMPASS y complecos
tipo-COMPASS puede ser bloqueada si la arginina cercana de H3 ya est4 metilada®. (C) Zippo y colegas descubrieron
una nueva forma de crosstalk de histonas mediante el estudio del control transcripcional de FOSL1, un gen activado en
respuesta a suero. La activacion requiere la unién de PIM1 al potenciador (enhancer) FOSL1. PIM1 es una quinasa
responsable de la fosforilacion (P) de la serina 10 en el extremo N-terminal de la histona H3 (H3S10). La H3S10
fosforilada crea un sitio de union para 14-3-3, una proteina de unién a fosfoserina. La acetilacion (Ac) de lisina 16 en el
extremo N-terminal de la H4 (H4K16) ocurre a través de la interaccion de 14-3-3 con la histona acetiltransferasa MOF. La
H4K16 acetilada puede a su vez formar un sitio de unién para la proteina Brd4 que contiene bromodominio, un
componente de® P-TEFb, una quinasa que fosforila el dominio C-terminal®° de la RNA Pol Il para facilitar la
elongacion de la transcripcidn. Sin embargo, en una etapa anterior de la estimulacion con suero, una quinasa MSK1/2 es
reclutada hacia el promotor donde se fosforila la H3S10. 14-3-3 es entonces reclutada hacia el promotor, pero a diferencia
de la situacion en el potenciador (enhancer), MOF no es reclutado hacia el promotor. De este modo, el momento,
ubicacion y quizas la identidad de la quinasa H3 y no solo la modificacién de H3S10, determina los eventos rio abajo®’.
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Otros ejemplos de dos enzimas modificadoras de histonas en el complejo macromolecular
MLL3/4 Setl-H3K4 metiltransferasa (Figura 23), se puede encontrar en los complejos de
silenciamiento transcripcional del grupo Polycomb (PcG). Como se menciond
anteriormente, los complejos de silenciamiento PcG consisten de tres complejos proteicos
separados: PcG, PRC1, PRC” y PhoRC que ensamblan y coordinan en la cromatina la
ubiquitinacion de la histona H2A en la lisina 119 (H2AK119) y la metilacion de
H3K27115'116.

RBBPS

; ASH2) MLL
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Figura 23. “Crossregulacion” entre las modificaciones de histonas. Se muestra un complejo que contiene enzimas

desmetilasas y metiltransferasas que coordinan la remocién de una marca represiva —metilacion de la histona H3 en lisina
27 (H3K27)- con la formacion de una marca activadora —metilacion de la histona H3 en lisina 4 (H3K4)-. El complejo

MLL3/4 Set1-H3K4 metiltransferasa es reclutado por proteinas con dominio WD40 (WDR2 y RBBP2) que reconocen la

H3K4 en regiones activas de los genes Hox. La subunidad UTX del complejo desmetilasas H3K27 di y trimetilado*.

De acuerdo con los mecanismos mencionados anteriormente, se puede apreciar una
cooperatividad entre los modificadores de la cromatina, lo cual es probable que sea una
consecuencia de la exclusividad mutua en algunas PTMs en un residuo definido de las
histonas. Por ejemplo, la acetilacién y la metilacién no pueden ocurrir en el mismo residuo,
por lo tanto las HDACs se han encontrado que estdn asociadas con las histonas
metiltransferasas, por ejemplo SUV39H1 se asocia ya sea con la HDAC1 o con sirtuin 172
(SIT1)®. Sin embargo, la cooperatividad también podria ocurrir por el mismo tipo de
modificacion en un residuo en particular, por ejemplo SUV39H1 y SUV39H2 dimetilan a
las H3K9 y H4K20 y SUV4-20H1 y SUV-20H2 trimetilan a las H3K9 y H4K20, pero cada

una de estas histonas requiere de un sustrato monometilado™.

53




Epigenética

17. IDENTIDAD CELULAR

El desarrollo adecuado de los organismos multicelulares implica la especificacion de
distintos tipos de células’®. En esta especificacién participan mecanismos epigenéticos que
regulan la transicion de la totipotencia a la pluripotencia'!’, siendo las células madre (stem
cells) embrionarias (ESCs) pluripotentes, las que tienen la capacidad de diferenciarse en
diferentes linajes de células del organismo en desarrollo y adulto, necesarios para la
integridad y funcion de los tejidos'®***. A pesar de tener secuencias gendmicas idénticas,
diferentes tipos de células presentan sustancialmente diferentes perfiles y expresion génica,
y su identidad celular debe ser conservada durante la division de células somaticas. Ahora
se sabe que la clave es epigenética: la informacion’? estable y heredable®® que es distinta de
las secuencias de DNA y fomentada por mecanismos especializados, de los cuales solo la
metilacion del DNA se ha demostrado que se hereda establemente entre las divisiones

celulares’.

Aproximadamente el 60% de los genes humanos estan asociados con islas CpG*>*?%, de las
cuales no estan metiladas la gran mayoria en todas las etapas del desarrollo y en todos los
tipos de tejidos™, de tal modo que el grado de metilacién de los dobletes CpG varia entre

los tejidos>.

Varios estudios sobre histonas han indicado que los mamiferos poseen diferentes
proporciones de especies metiladas de lisina y arginina, dependiendo del tipo de celula o

tejido de origen?.

El potencial de diferenciacion de multiples linajes requiere plasticidad del genoma lo que
permite la maltiple diferenciacion. Hay estudios, donde los resultados sostienen que la
pluripotencia de la células madre puden ser definidos mediante patrones especificos de
acetilacion y metilacion de histonas, donde los loci especificos de linaje son accesibles para
la maquinaria de transcripcion, pero los cuales no son expresados debido a la presencia de

las marcas de histona que se oponen*®.
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18. REPROGRAMACION EPIGENETICA EN CELULAS GERMINALES
PRIMORDIALES (PGCS)

La reprogramacion epigenética, se piensa que permite a las células germinales primordiales
(PGCs) readquirir un estado pluripotente estable, y un genoma “blanco” para establecer las

improntas especificas del sexo del embrién™.

Las PGCs son un pequefio grupo de células en el embrion temprano que estan destinadas a
tener la capacidad para servir como células germinales y por lo tanto, someterse a una

reprogramacion epigenética™®.

Esta reprogramacion en todo el genoma ocurre en el desarrollo de mamiferos en dos
distintas etapas: en PGCs principalmente una vez que han alcanzado las gonadas
embrionarias (dia embrionario E10.5 a E13.5, la tasa de cambios epigenéticos aumenta

1938 yenel

rapidamente y en el caso de la desmetilacion del DNA es completada en dias)
inicio temprano del embrion en el cigoto inmediatamente después de la fertilizacion y se
extiende hasta el estadio de morula de desarrollo preimplantacional (Figura 24). Esta
reprogramacion implica el borrado diferencial de la metilacion del DNA, la pérdida de
modificaciones de las histonas (asi como pérdida de histonas y variantes de histonas, tales
como la histona enlazadora H1 y H2A.Z), por ejemplo una pérdida de la H3K27me2 y

H3K9ac entre otras®®*,
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Figura 24. Las dos fases principales de borrado de la metilacion en todo el genoma en embriones tempranos y en
células germinales primordiales (PGCs) del ratdn. El grosor de las flecahs exteriores indica los niveles de metilacion
del DNA. El rojo, el genoma materno; el azul, el genoma paterno. Despues de la fecundacion, el genoma paterno es mas
rapidamente desmetilado que el de un materno. Durante la gametogénesis, la metilacion de novo en la espermatogénesis
ocurre antes que en la ovogénesis. El circulo interior muestra los factores o factores candidatos que estan implicados en la
metilacion de novo, el mantenimiento de la metilacion y desmetilacion, respectivamente. Las flechas continuas en el
circulo interior muestran en qué momento del desarrollo éstos reguladores epigenéticos se cree que actGan. Las células
ES, células TS y las células XEN son lineas de células madre que se derivan de la masa celular interna (ICM), el
trofectodermo (TE) y el endodermo primitivo (PE) del blastocisto, respectivamente®,
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19. RNA DE INTERFERENCIA (RNAI)
19.1. RNA NO CODIFICANTE EN LA REGULACION EPIGENETICA
19.1.1. RNA no codificante (ncCRNA)
Otro mecanismo no menos importante que los mencionados anteriormente, es el

silenciamiento epigenético de la transcripcion mediado por RNA no codificante en el cual
esta implicado el RNA de interferencia (RNAi)***.

La regulacién génica mediada por RNA tiene sus origenes en los primeros dias de la
biologia molecular, cuando se propuso por primera vez que la secuencia especifica de RNA
no codificante (ncRNA) podria interactuar con promotores para regular los genes. Las
pistas importantes de los mecanismos reguladores del ncRNA fueron el silenciamiento de
genes dependientes de homologia en las plantas, que puede ser provocado por transgenes y

virus recombinantes®*.

Las clases de transcritos no codificantes se pueden dividir en RNAs no codificantes de
limpieza y RNAs no codificantes reguladores. Entre los RNAs no codificantes reguladores
estan los microRNAs, RNAs de interferencia y los RNAs asociados a PIWI. La mayoria se

transcribe, pero no codifican proteinas®™.

La mayoria de los ncRNAs implicados en el silenciamiento génico son, 0 se sospecha que

son sintetizados por RNA Pol 1113,

Uno de los primeros ejemplos descubiertos y mejor caracterizados de un ncRNA que media
los cambios en la estructura de la cromatina y expresion génica es HOTAIR, un transcrito

no codificante de 2.2 kb hecho a partir del locus HOXC en el cromosoma 12% (Figura 25).
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Figura 25. Los ncRNAs que regulan la estructura de la cromatina. HOTAIR reprime la transcripcion mediante el
reclutamiento de complejos modificadores de cromatina a regiones especificas del genoma. HOTAIR actla como un
andamio que simultaneamente puede unir PRC2 y LSD1, que metila a H3K27 y desmetila a H3K4, respectivamente®.

El largo ncRNA HOTAIR, se dirige a PRC2 (complejo represor Polycomb 2) para silenciar
el gen HOXC vy otros genes. Un dominio 5°de HOTAIR se une a PRC2 con EZH2
(enhancer de zeste 2) y un dominio 3'de HOTAIR se une a LSD1-CoREST [desmetilasa 1
especifica de lisina—correpresor para el factor de silenciamiento de transcripcion RE1
(REST)]?**® (Figura 26).

@ Silencing K-me
@ Active K-me
@ DNA methylation
R = = } RNA

Figura 26. Silenciamiento por ncRNA. El largo ncRNA intergénico HOTAIR (RNA intergénico antisentido HOX)
(barra de color purpura) se transcribe desde el locus HOSC vy se dirige hacia PRC2 para silenciar al locus HOXD. El
dominio 5" de HOTAIR se une a Ezh2 como el PRC2 y el dominio 3" de HOTAIR se une al complejo LSD1
(H3K4mel/me2 desmetilasa)-CoREST [factor de silenciamiento de transcripcion RE1 (REST)]. Andlisis de ChlP en todo
el genoma mostré que el loci rico en CG unido a CoREST dependiente de HOTAIR esta enriquecido en la isla CpG
enriquecida de Ezh (fosfodiéster unido entre la citosina y la guanina en el DNA), lo que sugiere que el motivo rico en CG
sirve para el reclutamiento de la desmetilacion LSD1-K4 dependiente de HOTAIR hacia sitios unidos a PRC2 para el
silenciamiento de genes HOXC™®.
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19.1.2. RNA de interferencia (RNAI)
El RNA de interferencia (RNAI) es un proceso de silenciamiento postranscripcional de

secuencia especifica iniciado por el RNA de doble cadena® que proviene de la propia
célula (microRNA o miRNA, una clase de pequefios RNAs no codificacantes) o del
exterior de la misma (pequefio RNA de interferencia o siRNA)?*®#1% Este proceso de
silenciamiento fue descubierto por primera vez en el neméatodo Caenorhabditis

eIegal.1827,44,101

y se conserva en gran variedad de organismos, incluyendo plantas
(Arabidopsis thaliana), artropodos (Drosophila melanogaster) y mamiferos (como ratas)™*.
El proceso que tiene como protagonista al RNAI consiste en el silenciamiento especifico de
la expresion de determinados genes por fragmentos cortos de RNA de doble cadena

(dsSRNA) (descrito mas adelante)™".

19.1.2.1. RNAI en invertebrados
Los estudios para determinar los mecanismos involucrados en el RNAI se realizaron

principalmente en el nematodo Caenorhabditis elegans y en la mosca de la fruta
Drosophila, introduciendo dsRNA de ~500 nucledtidos (dsRNA “largos”). Como primer
paso, el dsRNA largo es reconocido por la RNasa de tipo Il llamada Dicer. A
continuacion, Dicer escinde el dSRNA en RNA pequefios de doble cadena (siRNA) de 22-
25 nucledtidos de largo con 2-3 nucledtidos no apareados en el extremo 3" de cada hebra,
un grupo fosfato en el extremo 5" y un grupo hidroxilo en el extremo 3". Estos siRNAs son
reclutados por el complejo proteico de silenciamiento inducido por RNA (RISC). RISC
separa las hebras del siRNA y utiliza la hebra anti sentido como guia para reclutar la
molécula del mRNA que presenta la secuencia complementaria (MRNA blanco). A
continuacion RISC (complejo proteico de silenciamiento inducido por RNA) escinde el

mRNA, el cual es rapidamente degradado®’.

19.1.2.2. RNAI en mamiferos
Identificado por primera vez como un mecanismo antiviral conservado evolutivamente, el

RNAI surge como un proceso natural de regulacion de la expresibn de genes en

eucariotas®’.
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En mamiferos no existen evidencias de la generacion natural de siRNA a partir de dsSRNA
largos de origen exdgeno en células somaticas de mamiferos, pero se ha demostrado la
existencia de RNA pequefios de doble cadena (~22 nucle6tidos) de origen enddgeno
(microRNAs o miRNAs), estructuralmente similares a los siRNAs®. La regulacion de
genes enddgenos en células de mamiferos se produce a través de la produccion de
moléculas cortas de RNA de doble cadena (miRNA). Estas moléculas se producen primero
como precursores por la RNA polimerasa 11 y acontinuacion se procesan a fragmentos
progresivamente més pequefios por nucleasas especificas*. Una RNA polimerasa Il
transcribe el gen para el miRNA dando lugar a a transcriptos primarios llamados miRNA
primario o pri-miRNAs (~60-100 nucledtidos) con estructura de “harpin”, en el nicleo
celular. Los transcriptos primarios contienen una regiéon conocida como estructura “stem-
loop”, que es reconocida en el nucleo por el complejo Drosha-DGCRS, el cual escinde el
pri-miRNA y produce el miRNA precursor o pre-miRNA (~70 nucledtidos) con estructura
de “harpin”, un grupo fosfato en el extremo 5" y dos nucleotidos no apareados en el
extremo 3°. A continuacion, el pre-miRNA es exportado del nucleo al citoplasma por la
exportina 5 (XPO5). En el citoplasma, la ribonucleasa Dicer (junto con TARBP2) escinde
el pre-miRNA cerca del “rizo” para producir finalmente el miRNA maduro de ~22
nucleétidos, el cual se combina con el complejo RISC™®®". Una vez incorporado al
complejo RISC, el miRNA?®" o el duplex final de RNA posee una cadena, que es altamente,
pero no preferentemente, complementaria a uno o mas mMRNAs diana. Esta
complementariedad conduce al ensamblaje de un complejo RNA-proteina en el mMRNA
diana, que a su vez, evita que éste ultimo sea traducido. De forma importante, la
introduccién de duplex de RNA con perfecta homologia para el blanco, resulta

predominantemente en su degradacién®* (Figura 27).

60




Epigenética

Intronic Intergenic Polycistronic Figura 27. La via de biogenésis del
— miRNA iRNA iRNA- iRNA- . . .
gy W] (1 ———miRiL o B i miRNA. Los microRNAs (miRNAs)

Polll transcription Pol 1l . . L.
transcription  generados por la via de la biogenésis

canonica son transcritos como

precursores de loci  gendémico

Pri-miRNA Pri-miRNA intergénicos, intronicos 0
policistronicos  por la  RNA
Canonical . .
miRNA pathway polimerasa Il (Pol Il). El transcripto
miRNA  primario  (pri-miRNA)
1 DOERS Spliceosome forma una estructura “stem-loop”
debranching .
Non-canonical = J==== ]~ (que es reconocida y procesada por la
-mi iRNA path Mirtrons i .
Pre-miRNA ¢) ( mITRA pa way / enzima Drosha y el complejo
\_rendoshRua DGCR8 RNasa Il o el

Nucleus | Pol Il and Pol Il asa Il o el aparato
= transeription === spliceosoma en el nucleo. En la via

Colﬁsm%%%m —_—— = = . . .
ytop ——— o de miRNA no canonica, los miRNAs

Exportin 5
1 RAN-GTP son transcritos directamente como
o RNAs cortos en horquilla endégenos
ICer

TRBP (endo-shRNAs) 0 derivados
directamente a través del splicing de
lv intrones que pueden replegarse en
Guidestrﬂndj%?.li{ii horquillas (mirtrones). EI precursor

en horquilla recortado (pre-miRNA)

miRNA de ambas vias canonicas y no
canonicas de miRNA es transportado

Sequestration or Repression of .
degradation of mRNA protein translation por una exportina 5y y un proceso

D‘@—AAAAA AAAAA dependiente de RAN-GTP hacia el

e citosol, donde son por lo regular

E@_AAAAA Ribosome mayormente procesados por Dicer

y el complejo enzimatico de la proteina de unién al RNA en respuesta a la transactivacion (TRBP) RNasa Il para formar

el miRNA de doble cadena de aproximadamente 22 nucledtidos. Las proteinas argonauta (por ejemplo, AGO2, no

mostradas) luego desenrrollan el diplex miRNA y facilitan la incorporacion de la cadena guia del miRNA en el complejo

de silenciamiento inducido por RNA (RISC) que contiene AGO. El ensamblaje RISC-miRNA se guia a secuencias blanco

especificas en los mRNAs. El reconocimiento inicial de mRNAs por el complejo RISC-miRNA es conducido por el

apareamiento de base Watson-Crick de 2 a 8 nucledtidos en el miRNA principalmente localizados en la region 3" no
traducida y adicionales apareamientos de base proporcionan una mayor afinidad y eficiencia en la orientacion.®

A diferencia de los invertebrados, la introduccion de dsRNA largos en células somaticas de
mamiferos induce la activacion de la respuesta antiviral por la produccién de interferon

(IFN), la cual produce la inhibicién general de la traduccion y la apoptosis celular. La
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produccion de IFN activa la expresion de varios genes, incluyendo la expresion de la
proteincinasa dependiente de RNA (PKR), ésta PKR reconoce dsRNAs y a continuacion
fosforila e inactiva al factor de iniciacion 2 (elF-a), inhibiendo asi la traduccion del mRNA

de forma generalizada®’.

En general, los miRNAs son reguladores pleiotrdpicos de la expresion génica y al igual que
los factores de transcripcion, juegan un papel importante en los procesos de supresion

tumoral y la transformacién oncogénica*®’.

19.1.2.3. RNAI en la metilacion de histonas
El establecimiento y mantenimiento de la heterocromatina es algo regulado por la

maquinaria del RNA de interferencia (RNAI) y factores de transcripcion’.

El RNAI actua principalmente de forma postracripcional, pero los componentes de la
maquinaria RNAI también pueden estar implicados en procesos nucleares conduciendo a la
formacion de heterocromatina mediado por RNA, haciéndose referencia a éste como RNAI
nuclear, y parece ser un mecanismo epigenético natural de regulacién génica. Este
mecanismo esta presente en la mayoria de los eucariotas y controles de cambios heredables
en la expresidn géncia que no son causados por mutaciones. Dependiendo del organismo, el
RNAI nuclear puede realizar procesos especificos, p.ej., la metilacion del DNA y/o

amplificacion del RNA.

Como ejemplo de metilacion se tiene que en S. pombe, la delecién de Clr4 (la H3K9
metiltransferasa) elimina la generacion de pequefios RNAs de interferencia (SIRNAS),
revelando un bucle de auto-ejecucion e interdependencia de la metilacion de histonas y la
via del RNAI. La union del complejo de iniciacion inducida por RNA del silenciamiento
transcripcional de genes (RITS) a centrémeros requiere la metilacion de H3K9 y la
presencia de los factores de cromatina Swi6 y HP1'*>. También en S. pombe, Dicer (dcrl),

RdRp (rdpl) y Argonauta (agol) son necesarios para la formacion de heterocromatina®’.

Entre los organismos modelo que permiten los estudios genéticos y bioguimicos para
descubrir mecanismos de silenciamiento transcripcional, anteriormente descritos, los cuales

estan implicados con las modificaciones del DNA, de las histonas y con el RNAI, se
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encuentran el nematodo Caenorahabditis elegans, la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, hongos y células de mamiferos, asi como en las plantas'**, de los cuales, las
células de mamiferos, se tomé como modelo para describir los mecanismos epigenéticos

anteriormente mencionados.

20. EL AMBIENTE Y LA EPIGENETICA

20.1. INFLUENCIA DEL AMBIENTE EN LA EPIGENETICA

La mayoria de los factores ambientales no pueden modificar la secuencia del DNA, pero
pueden influir en el epigenoma. La estabilidad mitética del epigenoma y la habilidad del
ambiente epigenetico para influir en la variacion fenotipica y en la enfermedad, sugiere que

el ambiente epigenético podria tener un papel critico en la etiologia de la enfermedad™*.

Los agentes ambientales, como las toxinas tales como el humo del cigarrillo, los metales,
asi como la nutricion, el estrés, afectan el epigenoma y el desarrollo de tumores y se ha

informado que alteran los patrones de metilacion del DNA®*.

La exposicion a una amplia variedad de xenobidticos, p.ej., dietilestibesterol (DES),
durante el periodo critico del desarrollo de los mamiferos puede persistentemente alterar los
patrones de metilacién conduciendo a la expresion aberrante de genes. La exposicion
perinatal del DES, una de las hormonas ambientales que poseen actividad estrogenica, se ha
encontrado que induce tumores epiteliales en el utero de ratones. Las mujeres que se
exponen al DES con el fin de prevenir el aborto involuntario durante los primeros tres
meses del embarazo tienen cambios en los tejidos y/o estructura de sus Uteros, cérvix o
vagina que las ponen en un alto riesgo de desarrollar cancer de estos drganos mas adelante
en la vida. Recientemente, se ha demostrado que el xenoestrogeno induce la represion
epigenética de microRNA-9-3, que contiene el progenitor. Ademas, la represion
epigenética mediada por estrogenos se ha demostrado que esta asociada con grandes
regiones cromosomicas a traves de un enlazamiento con el DNA,; junto con la adquisicion

de la metilacion del DNA y modificaciones represivas de la cromatina en el loci 16p11.2°°.
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21. EL CANCER Y LA EPIGENETICA

Desde se que describi6é un patrén alterado de la metilacion del DNA en el cancer (1983),
una gran cantidad de estudios reportaron patrones aberrantes epigenéticos, acompafiados

°105 (Tabla 5) y otros genes asociados a

por silenciamiento de genes supresores de tumores
cancer en una variedad de canceres humanos. A pesar de su presencia casi universal, se ha
debatido, hasta hace poco, si los eventos epigenéticos juegan un papel causal directo en el
desarrollo y progresion del tumor, o si son simplemente una consecuencia de fenotipo
anormal de las células cancerosas. Sin embargo, muchas lineas de evidencia sostienen que
los mecanismos epigenéticos juegan un papel directo y causal en préacticamente todas las
etapas del desarrollo del tumor. Esto se ejemplifica en los estudios que muestran la
desregulacion epigenética de genes supresores de tumores (tales como los genes RB1 y
VHL) en los casos familiares de determinados tipos de cancer y la inactivacion epigenética
del gen hMLH1 de reparacion de desajustes en los casos esporadicos de cancer de

colon®2105,
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Tabla 5. Genes supresores de tumor con expresion silenciada por metilacién de su promotor®.

Gen Nombre del gen Tipo de tumor Funcidn Referencias
pld Inhibidor de cinasa 2a dependiente  Cancer colorrectal Inhibidor de ciclina dependiente Esteller 2000,
de ciclina (CDKN2A), beta de cinasa Fulda 2001
pls Inhibidor de cinasa 2b dependiente  Hematolégicos Inhibidor de ciclina dependiente  Li 1995; Tien 2001
de ciclina de cinasa
pl6 Inhibidor de cinasa 2a dependiente  Tumores solidos Inhibidor de ciclina dependiente  Belinsky 1998;
de ciclina (CDKN2A), alfa de cinasa Garcia 1999,
Shim 2000
BRCA-1 Gen del cancer de mama | Mama, ovario Reparador del ADN Magdinier 1998;
Catteau 1999
E-Cad Cadhenina epitelial Mama, gastnico Adhesion intercelular Zochbaver-Muller
2001; Garinis
2002
APC Poliposis adenomatosa Cancer colorrectal, gastnco  Interacciona con betacatenina Esteller 2000
MILH] Homélogo humano de MutL. de Céncer colorrectal, gastrico  Reparador del ADN Myochannen 1998
_ Escherichia coli.
VHL Von Hippel-Lindau Renal Angiogénesis Prowse 1997
p73 Proteina tumoral p73 Linfoma Ciclo celular Ping Siu 2002
MGMT 0-6-metilguanina-ADN Cancer colorrectal, gastrico,  Reparador del dafio de ADN Oue 2001
metiltransferasa linfoma
pRb Retinoblastoma Glioblastoma? Ciclo celular Nakamura 2001
TIMP3 Inhibidor tisular de Cancer colorrectal, renal Inhibe las metaloproteinasas Esteller 2001
metaloproteinasa 3 de tejido
DAPKI Pm(c]ini"inm asociada a muerte Cérvix Apoptosis por [FN Dong 2001
celular
ER Receptor de estrégenos Vejiga urinaria Receptor Habichi 2001
p33 Proteina tumoral p33 Higado Inhibidor del ciclo celular Pognibny 2002
RASSFIA Ras association domain family Nasofaringeo, ovario, ifén  Homologo del efector RAS Kwong 2002
protein |
RARB2 Receptor del dcido retinoicobeta 2 Nasofaringeo R de dcido retinoico Kwong 2002
C0xX-2 Ciclooxigenasa 2 Gastrointestinal Sintesis de prostaglandinas Kikuchi 2002
CASP § Caspasa § Meduloblastoma Proteasa proapoptotica Zuzak 2002
EDNI Endotelina | Pulmén Vasoconstrictor Takai 2001

Notablemente, numerosos tumores humanos (p.ej., tumores solidos, linfoma, entre otros)
presentan alteraciones en los procesos epigenéticos, y la metilacion aberrante del DNA es
actualmente el sello de patologias como el cancer, las células cancerosas se caractierizan
tanto por pérdida global como especifica de genes de la metilacion del DNA, asi como la
hipermetilacion de promotores especificos. La metilacion del DNA, por lo tanto, es vital
para la expresion génica durante el desarrollo normal y en la etiologia de la enfermedad

(p.ej., el cancer colorrectal)®*.

La mayoria de las islas CpG se encuentran en las regiones promotoras proximales de casi la

*8120 generalmente, no metiladas’

mitad de los genes en el genoma de los mamiferos y estan
en células normales. En el céncer, sin embargo, la hipermetilacion de estas regiones

promotoras y a intrones reguladores, particularmente, en genes supresores de tumores es
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ahora el cambio epigenético mejor categorizado que ocurre en tumores; se encuentra
practicamente todo tipo de neoplasias humanas y se asocia con el inapropiado
silenciamiento transcripcional de genes. Sorprendentemente, la hipermetilacion del
promotor es al menos tan comin como la disrupcion de genes supresores de tumores
clasicos en el cAncer humano por mutacion y posiblemente mas. Casi el 50% de los genes
que causan formas familiares de cancer cuando hay mutacion en la linea germinal se sabe
que sufren silenciamiento asociado a metilacion en varias formas esporadicas de céncer.
Ademas, hay una creciente lista de candidatos de genes supresores de tumores que estan
silenciados por la hipermetilacion del promotor en ciertos tipos de cancer. La
hipermetilacién del promotor es el Gnico mecanismo para la pérdida de la funcién de

muchos de estos genes en los tumores>®*2°.

El significado funcional de la hipermetilacion de promotores clave de genes supresores de
tumores también puede apreciarse mediante el examen de las consecuencias de la
inactivacion de copias individuales de tales genes. EI modelo de los dos hits de Knudson’s
predice que la consecuencia fenotipica de la pérdida del gen supresor de tumores que no se
ve a menos que ambos alelos de un gen se inactive en un tumor. Los resultados de varios
estudios ahora muestran claramente que los tumores pueden mantener establemente
mutaciones en un alelo de un gen, mientras que el otro alelo este hipermetilado, lo que
conduce a la inactivacién funcional del gen. De hecho, cuando uno de los dos alelos se
encuentra mutado en la linea germinal de un paciente con una forma familiar de cancer y el
tumor resultante conserva ambos alelos del gen, la hipermetilacion es cominmente
considerada como el segundo cambio de inactivacion. Ademas, parece nunca estar presente

en el promotor del gen mutado, pero siempre esta asociado con el alelo tipo silvestre®.

22. LA EPIGENETICA Y LA PREVENCION DEL CANCER

Aunque la desmetilacién de genes supresores de tumores puede tener un efecto benéfico, la
disminucion de la metilacién de oncogenes que reactivan estos genes puede tener un efecto
adverso. Sin embargo, se ha demostrado que los agentes hipometilantes ejercen actividades

terapéuticas relacionadas al hecho de que células tumorales son mucho mas dependientes

66




Epigenética

de genes silenciados para mantener su fenotipo en las células normales adultas. Asi, el
efecto global de la disminucién de la metilacion parece ser positiva®.

Dado que en principio, las alteraciones epigenéticas son potencialmente reversibles, la
utilizaciébn de blancos epigenéticos para el desarrollo de nuevos tratamientos de

quimioterapia esta emergiendo como una estrategia con gran potencial®.

Los pacientes con cancer pueden beneficiarse del tratamiento combinado con dosis bajas de
un inhibidor de la DNA metiltransferasa y un inhibidor de la histona desacetilasa™.

El uso de inhibidores de la DNA metiltransferasa en la clinica no es nuevo: tales drogas
como la azacitidina y decitabina estan aprobadas para el tratamiento de pacientes con
mielodisplasia. Inicialmente, estos farmacos se utilizan en su dosis méxima tolerada, a la
que tienen un efecto citotoxico. Sin embargo, la modulacion de la metilacion del DNA por
estos inhibidores es eficaz a dosis méas bajas en pacientes con mielodisplasia. Los HDACIs
también se utilizan en la clinica y los datos preclinicos indican que una combinacion de un
inhibidor de la DNA metiltransferasa y un HDACI pueden conducir a la reexpresion de

genes DNA-metilados’™.

22.1. DROGAS SINTETICAS
22.1.1. Inhibidores de la metilacion del DNA
Hay dos tipos de inhibidores de la metilacién de DNA> (azacitidina y decitabine)'*’:
analogos de nucleosidos y no-nucledsidos (Tabla 6). Los andlogos de nucleodsidos tienen un
anillo de citosina modificado, p.ej., el carbono en la posicion 5 del anillo esta reemplazado
por un nitrégeno en el farmaco 5-azacytidina (Fig. 28). Las DNMTs transfieren un grupo
metilo de la AdoMet a la posicion 5 del anillo de citosina. Estos farmacos inhiben la

199 cuando se

metilacion® y permiten la reexpresion de genes modificados (metilados)
integran en el DNA vy bloquea la liberacion de las DNMTs mediante la formacion de un
complejo covalente con estas enzimas. Se ha encontrado que tienen actividades clinicas
especialmente en malignidades hematopoyéticas. Aunque la metilacion aberrante de
promotores se corrige por inhibidores de la metilacién del DNA, una vez que se suspende la

droga, la metilacion aberrante del promotor y el silenciamiento génico regresan. Por lo

67




Epigenética

tanto, el uso prolongado de la droga es necesario con el fin de la terapia para el cancer y
aun mas importante con un proposito de prevencion. Debido a que estos farmacos necesitan
ser incorporados en el DNA para tener efectos, las células quiescentes, p.ej., las células
madre, pueden ser menos sensibles. Los analogos no-nucledsidos son pequefios inhibidores
moleculares. Ellos se unen directamente a la region catalitica de las DNMTs o son
oligonucledtidos antisentido de las DNMTs que suprimen la traduccion. Ambos de los
cuales conducen a la desmetilacion del DNA sin la integracion en el DNA. Estos grupos de

drogas sin embargo son menos y/o no activas en los tumores s6lidos>>.

Estos farmacos pueden ayudar a mejorar la resistencia a otros agentes quimioterapéuticos
reactivando genes como MLH1™.

Tabla 6. Efectos de la metilacién del DNA e inhibidores de histona desacetilasa en pacientes®.

Droga Ensayo clinico y enfermedad Resultados

especifica
Inhibidores de metilacion de Fasel, I, 111 El primer agente de desmetilacion
DNA-5-Azacitidina (azacitidina) Subtipos de  sindrome  de aprobado para tratamiento de
analogo de nucledsido mielodisplasia sindrome mielodisplasico
5-Aza-2’-deoxicitidina Fase I, I, I Mejorar la  respuesta  de
(decitabina) Malignidades hematopoyéticas desmetilacion
Inhibidores de la metilacion de Fasel Desmetilar 'y reactivar genes
DNA-Hidralazina andlogos de Cancer cervical supresores de tumores sin afectar
no-nucleésido la metilacién global. No hay

efectos relacionados con la dosis.

MC98 Fase | -Oligonucledtido antisentido de
Tumores solidos DNMT1 humana
-No se observo evidencia de
actividad antitumoral.

Inhibidor histona desacetilasa- Fase | Se observo respuesta en medula en
acidos grasos de cadena corta Leucemia aguda mieloide en 3 pacientes. Otros dos pacientes
Combinacion de acido valproico pacientes mayores presentaron una mejoria
y &cido retinoico trans hematoldgica.

Inhibidor histona desacetilasa- Fase | -Aumento de histonas acetiladas
4cido hidroxamico suberoilanilida Tumores hematoldgicos y sélidos -Regresion del tumor en cuatro
(AHSA) pacientes

Inhibidor de histona desacetilasa- Fase | Inhibe efectivamente HDAC pero
tetrapeptidos ciclicos. Leucemia cronica linfocitica y no hubo respuesta parcial o
Depsipeptido (FK228) leucemia mieloide aguda completa.
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Figura 28. La metilacion de citosina por las DNMTs y la inhibicion de la metilacién con 5-azacitidina. (A) Usando
S-adenosilmetionina como el donador del grupo metilo (CH3), las DNMTs catalizan la metilacion de la posicién 5 del
anillo citosina. (B) La 5-axacitidina, un analogo de la citosina, es un farmaco hipometilante que puede bloguear esta
reaccion mediante el reemplazamiento de citosina y actta como un inhibidor directo e irreversible de las DNMTs™,

22.1.2. Inhibidores de la HDAC
Los inhibidores de HDAC incluyen una cadena corta de acidos grasos, hidroxamico y

tetrapéptidos ciclicos (Tabla.1). Ellos contienen diferentes grupos funcionales pero todos
inhiben a la HDAC lo que conduce a la acumulacion de acetilacion de histonas. En
combinacion con el acido trans-retinoico, el acido valproico produce respuesta completa de
la médula de pacientes mayores con leucemia mieloide aguda. Entre los inhibidores se
encuentran el tricostatin A (TSA)®, el 4cido hidroxamico suberoilanilida (AHSA o SAHA
por sus siglas en inglés)®>'% éste Gltimo es probablemente el inhibidor de HDAC de mayor
éxito. EI AHSA puede unirse a un ion de zinc en el dominio catalitico de la HDAC lo que
resulta en la inhibicidn de la enzima. El tratamiento con AHSA produce buenos resultados
y mejora los sintomas en pacientes con tumores hematoldgicos y solidos. EI LBH, un acido

cindmico hidroxamico analogo inhibidor de histonas desacetilasas, aumenta la acetilacion
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de la H2B y H3 en pacientes con neoplasias hematoldgicas refractarias. Ademas, el
depsipéptido (FK228) inhibe efectivamente a la HDAC pero no produce respuesta parcial o
completa en la leucemia crénica linfocitica y la leucemia mieloide aguda®.
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CONCLUSIONES

La epigenética abarca maltiples mecanismos, y aunque en esta tesis solo se realizo una
breve recopilacion de lo méas sobresaliente sobre el tema, se logro integrar aspectos basicos,

para tener una nocion de ésta.

Aungue durante mucho tiempo se pensd que la genética era suficiente para explicar la
expresion génica, se ha visto que esta no es suficiente y que es la epigenética la que juega
un papel determinante en la expresion y/o manifestacion de varias enfermedades (p.ej.,
algunos canceres), de este modo y deacuerdo con los datos revisados, se concluye que las
modificaciones epigenéticas desempefian un papel regulador en la expresion géenica de una
célula y asi también afecta a un organismo; que el ambiente es un factor que puede
desencadenar cambios epigenéticos a nivel de una célula y de organismo, ya que al exponer
un organismo a ciertos factores ambientales, estos interactian con el organismo y pueden
desencadenar todo un mecanismo que dara lugar a un silenciamiento o inactivacion, asi
como a una activacion epigenética al inducir o influir en las modificaciones tales como la

metilacion a nivel de DNA y de histonas.

En cuanto a los objetivos establecidos, estos se lograron cumplir, al recopilar e integrar la
informacion, a partir de revistas cientificas de prestigio internacional, de este modo
concluyendo en la realizacion de éste material de consulta, siendo esto el objetivo principal;
los objetivos particulares de igual forma se cumplieron al recabar e integrar informacion
sobre la historia que acontece a la epigenética, asi como de los mecanismos mencionados
en dichos objetivos, de la misma manera se hace mencion de forma breve sobre la
influencia de algunos factores del ambiente, en la epigenética de los organismos como el
ser humano y como se relaciona con algunas patologias en éste, dentro de las cuales destaca

algunos tipos de cancer.

El estudio de la epigenética, permitira el desarrollo de farmacos y asi mejores estrategias
terapéuticas para tratar ciertos tipos de canceres, por lo tanto este trabajo tiene un aporte en
el conocimiento de los mecanismos epigenéticos, con los cuales se puede tener una base

fundamentada que se puede utilizar como fuente de informacion para el entendimiento de
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esta ciencia, su influencia en los organismos y el futuro de cietos farmacos que se utilizan

con respecto a las modificaciones epigenéticas para regular tales modificaciones.

Cabe resaltar que aun falta mas investigacion para entender de forma completa como
funcionan los mecanismos epigenéticos, ya que estos interactlan entre si mismos, el

ambiente intra y extracelular asi como el medio ambiente donde se desarrolla un
organismo.
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