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EPIGENETICA I: CONCEPTOS BASICOS PARA ENTENDER ESTE CAMPO DE MODA.
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RESUMEN:

Ya con mas de medio siglo de su descripcion inicial, la epigenética esta cobrando auge en los ultimos afios gracias,
en parte, al avance en las técnicas de secuenciaciéon genética. Esta revision presenta aspectos bdasicos para la
comprension y actualizacion en el drea de la epigenética.
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EPIGENETIC I: BASICS CONCEPTS TO UNDERSTAND THIS FIELD OF FASHION.

SUMMARY
Already more than halfa century since its earlier description, epigenetics is gaining momentum in recent years thanks
in part to advances in genetic sequencing techniques. This review presents basics for understanding and updating in

the field of epigenetics.

Key words: Epigenetics, phenotype, histone, epigenome, DNA methylation.

Imagine una célula hepatica y un podocito. Las dos
provienen del mismo ser vivo, digamos, un ser humano.
Por supuesto tienen la misma secuencia genética,
poseen nucleo y organelos, son alimentadas por el
mismo flujo sanguineo; sin embargo, sus fenotipos (sus
caracteristicas visibles) son completamente diferentes
y distinguibles. ;Qué las hace particulares tanto en
morfologia como en funcionalidad? La explicacion para
este fendmeno se encuentra en parte en la epigenética.

:Qué es la epigenética?

Sin entrar en mucho detalle en los origenes y la
controversia alrededor de este término, la definicion
mas actual y aceptada de epigenética comprende los
cambios colectivos en el fenotipo que son heredables
debido a procesos que surgen independientemente de
la secuencia primaria del ADN (1). Ejemplos clasicos de
este fendmeno lo vemos en las diferencias entre gemelos
idénticos, en los cambios progresivos de la funcién de
la cromatina durante el envejecimiento normal, y en
la inactivacion del cromosoma X en las hembras (2).
En este sentido, los mecanismos epigenéticos abarcan
las modificaciones de las bases nucleotidicas y de
las proteinas asociadas al ADN dentro del nucleo, el
remodelaje de la cromatina y los ARN no codificadores
(1L, 3).

Tenemos entonces que la expresion de los genes en
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las células es regulada a dos niveles: una regulacion
labil que comprende el control momento-a-momento
de activadores y represores de la transcripcion, y la
regulacion epigenética, que comprende el control de la
expresion genética lo suficientemente estable para ser
transmitido de células progenitoras a células hijas (4).

Estructura basica de la cromatina.

La cromatina, el polimero de ADN-nucleosoma, es una
molécula dindmica existente en muchas configuraciones
repartidas  entre  heterocromatina  -cromatina
fuertemente compactada e inactiva-, y eucromatina, la
cromatina abierta transcripcionalmente activa [5]. La
unidad bésica de la cromatina o nucleosoma consiste en
un octamero de proteinas que contiene dos moléculas de
cada histona (H2A, H2B, H3 y H4), al cual se “enrolla”
una cadena de aproximadamente 147 pares de bases
de ADN (Fig.1). A su vez, los nucleosomas se pueden
empacar de forma irregular y plegarse en estructuras de
orden superior que se producen en diversas regiones del
genoma dependiendo del tipo o de las etapas del ciclo
celular.

En las células eucariotas, las principales funciones de las
histonas son:

1) la proteccion y el empacamiento del material genético; y

2) el andamio para la regulacion de procesos tales como la
transcripcion, la replicacion y la reparacién del ADN [6].
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La disposicion de los nucleosomas puede ser alterada
por modificaciones post-traduccionales de las histonas.
Estas modificaciones se establecen como resultado de un
proceso dinamico llevado a cabo por diferentes enzimas,
cuyas actividades estan reguladas por otros moduladores
asociados. Aunque las enzimas implicadas en modificar
a las histonas son especificas de la secuencia que rodea
el residuo de aminodacido alterado, se sabe que pueden
poseer sustratos fuera de las moléculas de histonas [7].

Modificaciones de las bases del ADN

El propio ADN puede experimentar modificaciones
covalentes (p.ej.,metilacién) que no alteran el patrén
de apareamiento de Watson-Crick (Citosina-Guanina,
Adenina-Timina); en procariotes la metilacion se
puede dar en los residuos citosina y adenosina mientras
en eucariotes la metilaciéon solo se da en el residuo
citosina; en particular, en los vertebrados la metilacion
de citosina de los dinucledtidos CpG (citosina-fosfato-
guanina) conduce a la supresion de la expresion genética
cuando se producen en una regién reguladora [5]. Es
asi como la metilacion del ADN en la region promotora
puede controlar la transcripcién de genes mediante el
reclutamiento de las proteinas de union a metilcitosina
(MBP por sus siglas en inglés Methyl-Binding Protein)
que reconocen secuencias de ADN metilado.

El control de la metilacion y desmetilacion se
encuentra en balance en condiciones fisioldgicas.
Las metiltransferasas de ADN (DNMT, EC 2.1.1.37)
catalizan la transferencia de grupos metilo a ADN a
partir de S-adenosilmetionina (SAM) transformando
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la citosina en 5-metilcitosina, mientras que el proceso
de desmetilacion esta a cargo de la familia de proteinas
TET (por Ten-Eleven Translocation).

Las DNMT se pueden agrupar en cuatro familias
distintas basadas en la homologia de secuencia
dentro de sus dominios cataliticos C-terminal:
familias DNMT1, DNMT2 y DNMT3 y la familia
Cromometilasa, Gnico en el reino de las plantas [8].
En los mamiferos, DNMT1 es la metiltransferasa de
mantenimiento (durante la replicacion del ADN en
la division celular), que preferentemente metila ADN
hemimetilado de doble cadena, mientras que DNMT3
se conoce como la metiltransferasa de novo (metila el
ADN de doble cadena no metilado o hemimetilado). El
genoma de mamiferos codifica dos metiltransferasas de
citosina funcionales de la familia DNMT3, DNMT3A y
DNMT3B, y un tercer homdlogo, DNMT3L, que carece
de actividad metiltransferasa citosina y funciona como
un factor regulador en las células germinales. DNMT3A
y DNMT3B se expresan en una variedad de tejidos
adultos, pero en niveles inferiores a DNMT1 [8].

Las proteinas TET son responsables de la conversion
de  5-metilcitosina  en  5-hidroxi-metilcitosina,
5-formilcitosina y 5-carboxilcitosina a través de tres
reacciones de oxidacion consecutivas, para luego dar
paso al reemplazo de la citosina modificada por citosina
no modificada (9).

Los patrones de metilacion de ADN pueden
proporcionar informaciéon de muchos aspectos de la
biologia, pero también funcionan como biomarcadores
en medicina (10). El patron de metilacion del ADN
aparece alterado en una serie de patologias como por
ejemplo el cancer (9), la obesidad (11) y la preeclampsia
[12], entre otras, asi como en el envejecimiento [13].
En el caso del cancer incluyen metilacion de las islas
CG en los promotores de genes supresores de tumores.
También se ha visto que la Malnutricién in utero altera
el patrén de metilacion del ADN en células germinales
que son subsecuentemente transmitidas y mantenidas
en células somaticas, por lo tanto influenciando el riesgo
de enfermedades en la descendencia (14,15).

Modificaciones post-traduccionales de la cromatina o
el “Codigo de las histonas”.

La region amino terminal de las histonas puede ser
modificada enzimaticamente por metilacion de los
residuos lisinas (Lys 0 K) o arginina (Argo R), acetilacion,
biotinilacién, sumoilacion o ubiquitinizacion de lisinas,
fosforilacion de serina (Ser) o treonina (Thr), entre
otros (tabla 1).
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TABLA 1. Modificaciones post-traduccionales identificadas en las histonas.

Histona Residuo Modificacién Funcién
H1 Lys26 Metilacién Silenciamiento transcripcional
Ser27 Fosforilacion Descondensacién de cromatina, activacion transcripcional
H2A Serl Fosforilacion Mitosis, ensamble de cromatina, represion transcripcional
Lys4 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys5 Acetilacion Activacion Transcripcional
Lys7 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys9 Biotinilacién Desconocido
Lys13 Biotinilacién
Lys119 (mamiferos) Ubiquitinacion Espermatogenesis
Thr119 (D. melanogaster) Fosforilacién Mitosis
Ser122 Fosforilacion Reparacion de ADN
Lys126 Sumoilacién Represion transcripcional
Ser129 Fosforilacion Reparacion de ADN
Ser139 Fosforilacion Reparacion de ADN
Lys5 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys6 o Lys7 Sumoilacién Represion transcripcional
Ser10 Fosforilacion Apoptosis
Lysl1 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys12 Acetilacion Activacion transcripcional
Serl4 Fosforilacion Apoptosis
Lys15 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys16 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys16/17 Sumoilacién Represion transcripcional
Lys20 Acetilacion Activacion transcripcional
Ser33 Fosforilacion Activacién transcripcional
Lys120 Ubiquitinacién Meiosis
Lys123 Ubiquitinacién Activacion transcripcional
Thr3 Fosforilacion Mitosis
Lys4 Acetilacion Activacion transcripcional
Metilacion (mono, di, tri) Activacién transcripcional
Biotinilacién Expresion genetica
Arg8 Metilaciéon Represion transcripcional
Lys9 Acetilacion Activacion transcripcional
Metilacion (tri) Represion transcripcional
Biotinilacién Expresion genetica
Serl10 Fosforilacion Activacién transcripcional
Thrll Fosforilacion Mitosis
Lys14 Acetilacion Activacion transcripcional
Argl7 Metilacion Activacion transcripcional
Lys18 Acetilacion Reparacion de ADN, activacion transcripcional, replicacion
Biotinilacién Expresion genetica
Lys23 Acetilacion Reparacion de ADN, activacion transcripcional
Lys27 Acetilacion Activacion transcripcional
Metilacion Silenciamiento transcripcional
Ser28 Fosforilacion Mitosis
Lys36 Metilacion Activacion transcripcional
Lys56 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys79 Metilacion Eucromatina, activacion transcripcional, respuesta checkpoint
Serl Fosforilacion Mitosis, ensamble de cromatina, reparacion de ADN
H2B Arg3 Metilaciéon Activacion/represion transcripcional
Lys5 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys8 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys12 Acetilacion Activacion transcripcional
Biotinilacién Respuesta dano al ADN
Lys16 Acetilacion Activacion transcripcional
Lys20 Metilacion Silenciamiento transcripcional (mono), heterocromatina (tri)
Lys59 Metilacién Silenciamiento transcripcional
Lys91 Acetilacion Ensamble de cromatina
Lisinas en cola N terminal Sumoilacién Represion transcripcional
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La acetilacion de lisinas en las histona 3 (H3) y la
histona 4 (H4) asociada con la transcripcion activa es el
resultado de la interaccion entre las histonas acetilasas y
desacetilasas. Las Histona acetiltransferasas (HAT; EC
2.3.1.48) catalizan la transferencia de un grupo acetilo
del acetil-CoA a lisinas especificas en las histonas.
Adicionalmente, coactivadores de la transcripcion,
como p300/CREB Proteina de Union (PCAF), presentan
actividad acetiltransferasa [16]. En contraparte, las
histona desacetilasas (HDAC; EC 3.5.1.98) son las
responsables de catalizar la eliminacion de grupos acetilo
de las histonas y se clasifican en clase I, II o III segiin
los dominios de secuencias homologas. La actividad de
HDAC es inhibida por el butirato, tricostatina A (TSA)
y acido hidroxdmico suberoilanilida (SAHA), con la
lista de los inhibidores de HDAC en crecimiento debido
al creciente interés por sus efectos en el area clinica
como farmacos contra el cancer, la inflamacidn, las
enfermedades neuroldgicas y virales [17, 18].

La metilacion de histonas es también una modificacion
epigenética dinamica gracias a la participacion de
Histona-lisina N-metiltransferasas (HMTasa, EC.
2.1.1.43) o protein-arginina metlil-transferasas (PRMT,
E.C.2.1.1.125) e Histona-desmetilasas (por ejemplo LSD,
E.C. 1.14.11.B) [19, 20]. El residuo de lisina puede estar
mono-, di- o trimetilado y, dependiendo de la posicién
en la cadena de histona, las lisinas metiladas se asocian
con la activacion de la transcripcion o la supresion
génica (20). Es asi como H3K9mel, H3K27mel,
H3K36me3, H3K79me2/3 y H2BK5mel sefnalan genes
transcripcionalmente activos, mientras H3K27m3 se
consigue en promotores represados y H3K9me3 indica
heterocromatina silenciada (20). El residuo de arginina
en las histona puede ser monometilado o dimetilado, en
este tltimo caso dando lugar a dimetilarginina simetrica
o asimetrica (21). Similar a lo encontrado con las
metil-lisinas, la metilacién de arginina en las histonas
puede indicar tanto represion (H3R8) como activacion
(H3R17, H4R3) transcripcional (22).

La ubiquitinaciéon se refiere a la adiciéon de una o
varias moléculas de ubiquitina (la ubiquitina es una
proteina de 76 aminoacidos) al grupo epsilon amino
de lisinas, modificando la funcion de la proteina
(monoubiquitination) o marcandola para su posterior
degradacion por el proteasoma 26S (23). Las histonas son
mayormente monoubiquitiniladas y esta ubiquitinacion
puede afectar a su vez a otras modificaciones de histonas,
como metilacion y acetilacion (23).

A parte de su papel en la condensacién cromosémica
y la transcripcion, la fosforilaciéon de histonas, en
particular la fosforilacion de la variante H2AX, juega
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un papel en la respuesta al dafio y reparacion de ADN
(23).

La sumoilacion consiste en la adicion de SUMO (familia
de proteinas similares a ubiquitina, por sus siglas en
inglés (Small Ubiquitin-related MOdifier protein) a
residuos lisina, particularmente en H4, lo cual conduce
al reclutamiento de HDAC o HP1 y por ende a la
represion transcripcional (24).

El ARN también participa en procesos epigenéticos.

Los ARN no codificadores (ARNnc) son ARN transcritos
a partir del ADN pero que no son traducidos en
proteinas. Muchos son funcionales y estan involucrados
en el proceso y regulaciéon de otros ARN tales como
ARNm, ARNt y ARNr. ARNnc tipo-procesador incluye
ARN nuclear pequeio (ARNnp) involucrados en el
empalme (splicing), ARN nucleolar pequeio (ARNnop)
que modifica nucle6tidos en ARNt y otros ARN. Otros
ARNnc pequeios tales como micro-ARN (ARNmi) y
ARN de interferencia corta (ARNic) estan involucrados
en la regulaciéon de ARNm y cromatina. Ademas, estan
los ARNnc largos (>200nt). Todos estos ARNnc forman
una red de procesos, la ARN-infraestructura, que se
expande en la célula no solo espacialmente ya que el ARN
se mueve por la célula, pero también temporalmente ya
que el ARN regula procesos genéticos durante el ciclo
celular (25).

Los ARNmi se derivan de transcritos que se pliegan
sobre si mismos para formar caracteristicas estructuras
de “gancho de pelo’, mientras que los otros tipos de
ARN endogenos pequeiios se derivan bien de “gancho
de pelo” largos que dan lugar a una gran diversidad de
pequeiios ARN de interferencia como de moléculas
dobles de ARN o de precursores sin ningun indicio de
doble cadena (ARNpi) (26). Los ARNmi se aparean con
ARNm lo que conduce a la represion de la transcripcion.

Existe una intrincada conexién entre los ARNnc
y los demds componentes del epigenoma, lo cual
agrega nuevos retos y posibilidades terapéuticas,
particularmente en oncologia (27).

Perspectivas y desafios para el laboratorio clinico.

El EPIGENOMA es esencialmente la interfase entre
el genoma y el medio ambiente (9). La informacion
presentada en las paginas que anteceden, es apenas
un abrebocas de lo que representa la complejidad de
los procesos epigenéticos hasta ahora reconocidos.
La epigenetica es un area aun naciente de menos de
medio siglo que actualmente “de moda” No obstante,
el continuo avance de las investigaciones en el campo
de la epigenetica es clave para la identificacion de
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Clasificacion de ARN no-codificadores (25)

ARNnc Tamaio (nucleotidos) Descripcion

micro ARN 21-23 Regulacion de ARNm blanco.
Renovacion y diferenciacion de celulas madre.

ARN de interferencia corta 20-25 Asociados con transposones, retroelementos y
ADN repetitivo.
Guian metilacion de regiones especificas de ADN.
Degradacion de ARNm.

ARN de interaccion

con PTWT (ARNpi) 27-30 Control de transposones
ARN ligados a inactivacion

del cromosoma X 24-42 Asegura que solo uno de los cromosomas X en
hembras XX se exprese durante el desarrollo:
Xist y Tsix.

ARNnNc largo >200 Regulacion del cluster de genes Hox en insectos y

vertebrados: HOTAIR ARN

“marcadores” epigenéticos que pudieran correlacionarse
con algunas condiciones de salud/enfermedad.

En este sentido, los marcadores epigenéticos son nuevos
marcadores biologicos que deben entrar en el arsenal
de pruebas que el laboratorio clinico puede detectar
y debe estar en la obligacién de actualizar no solo su
conocimiento sino en su aplicacion. El laboratorio
del futuro a mediano plazo tendra a su disposicion
nuevas y mejores herramientas para estudiar el patrén
de metilacion de las celulas, la detecciéon de ARNnc y
el codigo de histona y asi contribuir al diagnostico y/o
prondstico de una enfermedad mucho antes de que
aparezcan los primeros sintomas.
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