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CAMBIOS EPIGENETICOS EN EL DNA
PAPEL EN LA RECONSTRUCCION TISULAR,
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y CANCER

Arturo Valle Mendiola

RESUMEN

La epigenética estudia los cambios en el DNA que no alteran su secuencia, pero si afectan la expresion
de los genes. Existen muchos tipos de modificaciones, particularmente en el dominio N-terminal de las
histonas que conforman el nucleosoma. Estos cambios tienen repercusiones directas en la expresion
o represiéon de genes, con diferentes consecuencias a nivel celular. Una de estas modificaciones es
la incorporacién de un grupo acetilo en residuos de lisina (acetilacion), la cual se ha involucrado en
diversos procesos como la sanacién de heridas, en enfermedades del sistema nervioso central y en el
cdncer. Eldesarrollo de fédrmacos, capaces de controlarlos cambios epigenéticos generados en diversas
enfermedades, es actualmente un campo amplio de estudio y donde se han encontrado resultados
prometedores.
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DNA epigenetic changes. Their role in wound healing, central nervous system and cancer

ABSTRACT

Epigenetics is described as the changes that do not alter the DNA sequence but affect gene expression.
Many types of modifications do exist especially in the N-terminal domain of the histones that give structure
to nucleosomes; these changes have direct implications in the expression or repression of genes, with
different consequences at the cellular level. One such modification is the addition of an acetyl group
on lysine residues (acetylation) which has been implicated in various processes such as wound healing,
in diseases of the central nervous system and cancer. The development of drugs capable of confrolling
the generated epigenetic changes in various diseases is currently a broad field of study and where
promising results have been found.
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EPIGENETICA Y ACETILACION EN DOMINIO N-TERMINAL DE
HISTONAS

EIADN no existe en la célula como una molécula desnuda; esta
asociado con proteinas llamadas histonas, entre las cuales se
encuentran: H1, H2A, H2B, H3 y H4; las modificaciones de las
histonas y las variantes de las mismas, son parte fundamental en
los procesos epigenéticos de todos los organismos'. Las histonas
se asocian para formar el nucleosoma, el cual consiste en un
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octamero formado por dos copias de las siguientes histonas:
H2A, H2B, H3 y H4 (fig.1). Estas moléculas forman el centro
del nucleosoma. Se unen 147 pares de bases de DNA por cada
octamero, se producen interacciones DNA-histona en 14 sitios
diferentes. La histona H1 es externa, es capaz de polimerizar, y
su papel principal es en la compactacion de los nucleosomas .
Estas proteinas son relativamente pequenas (102-135
aminodcidos), son ricas en arginina (R) y lisina (K); estos
residuos le confieren carga positiva, lo cual favorece la
interaccion con el DNA.

Los extremos amino-terminales de cada una de las cuatro
histonas que se encuentran en los nucleosomas tienen una
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Figura 1. Representacién grdfica del octadmero de histonas
unido a la hebra de ADN, compuesto por un tetrdmero de
histonas H3 y H4; y dos dimeros de histonas H2A Y H2B.

secuencia de aminoéacidos altamente conservada y realizan una
funcion crucial en laregulacion de la estructura de la cromatina?.
Estos aminoacidos sufren modificaciones covalentes tales
como acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
SUMOilacion, ADP ribosilacion, formilacion e isomerizacion
de prolinas, los cuales se encuentran entre las principales
modificaciones postraduccionales que sufren las histonas.

La acetilacion de lisinas en las histonas parece conferir un
codigo que indica si un gen se encuentra en estado activo de
transcripcion® (fig. 2). Generalmente, encontrar una histona
acetilada es sindnimo de apertura de la cromatina. Esto ocurre
debidoaquelaunion del grupo acetilo al grupo amino g neutraliza
lacargapositiva de esteresiduo, lo cual ocasiona una interaccion
DNA-histona mas débil y, por tanto, un empaquetamiento mas
laxo, generando cromatina mas abierta.

Las acetilasas de histonas (HAT) forman parte de un complejo
coactivador, el cual es reclutado en regiones promotoras por
factores de transcripcion especificos para ciertas secuencias

durante laactivacion de genes. En contraste, las desacetilasas de
histonas (HDAC) sonreclutadas porrepresores transcripcionales
y previenen el inicio de la transcripcion génica®. La acetilacion
a nivel de colas de histonas y la induccion de la transcripcion
génica en zonas especificas del ADN, ha sido estudiada
ampliamente, y se correlaciona con la propension a desarrollar
algunos padecimientos.

EPIGENETICA Y RECONSTRUCCION TISULAR

La regeneracion de heridas es un proceso tisular complejo que
requiere de muchos factores celulares y moleculares para poder
regresarle al tejido dafiado su arquitectura normal®. Consiste, de
maneraresumidaentres pasos: 1) Larespuestainmune temprana
inducida por dafio mecanico o agentes quimiotacticos; 2) la
respuesta inflamatoria, la proliferacion y migracion de endotelio
para reparar la herida, y finalmente, 3) el cierre de la misma*. El
conjunto de estos tres pasos permite una correcta sanacion de
dafio tisular. En el caso de personas que sufren diabetes, alguno
de estos pasos puede alargarse mas de 1o normal, teniendo como
consecuencia una incorrecta sanacion de heridas, como ocurre
en el pie diabético. Diversos estudios han indicado que existen
mecanismos epigenéticos durante la formacion de tlceras en
el pie diabético; de hecho, hay evidencia que indica un papel
importante de los microRNAs en el contexto de la sanacion
de heridas en el diabético’. Por ejemplo, se ha encontrado que
el miR-503 es regulado positivamente en células HUVEC, en
respuesta a condiciones de hiperglucemia in vitro, asi como al
plasma derivado de tlceras de pie diabético®. También se ha
demostrado que lahiperglucemia llevaacambios en la expresion
de microRNAs durante lareparacion de heridas. Lacomparacion
entre ratones diabéticos y no diabéticos durante la sanacion de
heridas revelo la expresion diferencial de 14 microRNAs. Por
ejemplo, el miR-146b, el cual esta involucrado en lamodulacion
de la inflamacién en monocitos y fibroblastos, aument6é 30
veces en ratones sanos, mientras que el miR-21 aument6 en la
piel diabética, aunque su expresion se vio reducida durante la
sanacion de heridas diabéticas®.
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Figura 2. La acetilacién de las colas de las histonas en aminodcidos especificos por accién de las acetilasas de histonas (HAT),
conlleva a una relajacién de las mismas, permitiendo la transcripcion génica del ADN. La remocidn de estos grupos acetilo
por las desacetilasas de histonas (HDAC), estd relacionada con el silenciamiento y represion de la misma.
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Existen varios estudios sobre mecanismos epigenéticos
ocasionados por la hiperglucemia en células endoteliales. Por
ejemplo, en las células HUVEC la exposicion a altos niveles
de glucosa in vitro resulta en un incremento de la expresion del
miR-221y en lareduccion del receptor para el factor de células
troncales (stem cell factor receptor), c-Kit’. El tratamiento con
un inhibidor anti-sentido para miR-221 redujo la expresion de
este microRNA, restaurando los niveles de c¢-Kit y activando
la migracion de las células HUVEC bajo condiciones de
hiperglucemia, la cual originalmente estaba desactivada. Estos
datos sugieren que la inhibicion de miR-221 es un posible
blanco para corregir la angiogénesis dafiada en las ulceras del
pie diabético’.

Otro estudio en el que se utilizaron células endoteliales primarias
de aorta humana (HAEC), mostrd6 que una hiperglucemia
transitoria resulta en la induccidén de cambios epigenéticos en
la region promotora de p65, una subunidad proinflamatoria
perteneciente a la familia del NF-kB. Estos cambios resultaron
en un incremento de la expresion génica, la cual persistid por
seis dias, después de los cuales retorno a la normoglucemia®.
Especificamente, se encontré que hubo reclutamiento de la
histona-metiltransferasa Set7, resultando en un incremento de
la monometilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4mel)
en el area proximal del promotor de NF-«B; este cambio fue
provocado por la generacion de especies reactivas de oxigeno
inducido por la hiperglucemia?®.

Entender estos procedimientos es sumamente importante anivel
fisiopatologico, ya que en padecimientos como la diabetes este
proceso es ineficiente, generando la produccion de ulceras y
muerte tisular en las extremidades inferiores.

Historicamente, la metilacion de la lisina 27 de la histona
H3 (H3K27me) ha sido considerada relativamente estable,
y esta modificacion es capaz de mantener un silenciamiento
transcripcional a largo plazo; sin embargo, recientes
descubrimientos en desmetilasas de lisina (Jmjd3 y Utx), las
cuales especificamente desmetilan a H3K27, indican que esta
modificacion es mas transitoria de lo que originalmente se
pensaba. En procesos de reparacion tisular, se ha demostrado
que la presencia de H3K27me3 (lisina 27 trimetilada de H3)
disminuye en fibroblastos de piel y en queratinocitos durante
lareparacion; la pérdida de esta marca de represion contribuye
a una reparacion mas eficiente en procesos tempranos de
sanacion °.

Se han reportado gran cantidad de trabajos que profundizan en
el papel de la acetilacion en el proceso de reparacion tisular,
encontrando, por ejemplo, que laaplicacion local de tricostatina
(un inhibidor de HDAC) provoc6 un aumento en la acetilacion
de queratinocitos activados residentes en la herida'®. Este efecto
conllevo a su vez a un cierre mas acelerado de la herida, el cual
también se habia ya reportado con el uso de otro inhibidor de
HDAC selectivas de clase 1, denominado MS275°.

Estos descubrimientos refuerzan la relacion entre la acetilacion
de las histonas y la regeneracion tisular tras sufrir una herida,
como los realizados utilizando un factor activador de HAT
denominado SPV-106, el cual mostré un mayor porcentaje de
sanacion de heridas en ratones, comparandolo con otro grupo
al que se le sometio a acido anacardico (un inhibidor de HAT)
y con individuos sin tratamiento?.

SISTEMA NERVIOSO

Las afecciones al sistema nervioso son otro topico de interés
médico, que ha sido estudiado desde la perspectiva de la
epigenética, con grandes descubrimientos recientes.

La ataxia, por ejemplo, es un tipo de trastorno del movimiento
caracterizado por alteraciones del equilibrio y la coordinacion'.
Se produce comtiinmente por una disfuncion cerebelosa, aunque
una lesion a cualquier otro nivel del sistema nervioso central
(SNC) puede producir una descoordinacion motora y puede ser
congénita o adquirida''.

Laataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7) es unraro padecimiento
neuro-degenerativo heredado, caracterizado poruninicio tardio,
pérdida neuronal en el cerebelo, el tronco encefalico y laretina.
La SCA7 es provocada por una expansion del repetido de bases
CAG en el gene que codifica a la ataxina-7. SCA7 es una de las
nueve enfermedades conocidas de poliglutamina (poliQ), las
cuales se caracterizan por la agregacion de regiones de poliQ
en proteinas, inclusiones nucleares y toxicidad neuronal. La
proteina ataxina-7 tiene como funciones formar parte de dos
conocidos complejos represores de la transcripcion: el complejo
remodelador de la cromatina con actividad de acetiltransferasa
de histona, Spt/Ada/GCN5 (STAGA) y el complejo libre de
TATA-BP que contiene a TAF (TFTC)". La desregulacion en
las enfermedades de poliglutamina esta asociada con cambios
en el estado de acetilacion, debido a alteraciones en la actividad
de miembros de los complejos con actividad de HAT o por
interaccion directa de las ataxinas con desacetilasas de histonas
(HDAC:S), en particular HDACS3.

HDAC3 es capaz de unirse a la ataxina-7, provocando
modificaciones en la estabilidad, modificaciones
postraduccionales y localizacion subcelular; ademas, esta
interaccion afecta la toxicidad de la ataxina-7. También se
detectd una gran expresion de HDAC3 en las neuronas y la
glia en el cerebelo y se encontré un aumento de los niveles de
esta desacetilasa en ratones que padecen SCA7. Este aumento
en la expresion ocasiona niveles alterados de lisinas acetiladas,
y una actividad desacetilasa incrementada'®. Asi, HDAC3, se
une a un gran niimero de probables blancos para tratamientos
contra enfermedades neurodegenerativas.

En estudios enfocados a enfermedades psiquiatricas como
la esquizofrenia y la bipolaridad, se encontré evidencia de
la correlacion entre la propension a estas enfermedades y
alteraciones a nivel epigenético'. Estudios postmortem
han demostrado que los pacientes con un mayor grado de
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esquizofrenia, bipolaridad y trastornos del comportamiento,
presentaban alteraciones en su RNAm y una sobreexpresion
de proteinas HDAC 1,2y 5 151¢,

En tejido neuronal, los inhibidores de HDACs previenen la
desacetilacion de histonas a través de la inactivacion de las
HDAC:S de clase I y II, lo cual resulta en un aumento de la
acetilacion de histonas. Al examinar el potencial antidepresivo
de algunos inhibidores de HDACs [4cido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA)], el cual es inhibidor selectivo de las
HDAC:S de clase 1 y II; y el N-(2-aminofenil)-4-[N-(piridina-
3-ilmetoxi-carbonil) aminometil] benzamida (MS-75) sobre el
nucleus acumbes, se descubri6 que poseen efectos antidepresivos
en algunos ensayos de comportamiento y a nivel de expresion
de genes. Estos descubrimientos nos indican que la acetilacion
de histonas dentro del nucleus acumbens, es en parte, una
adaptacion individual al estrés crénico y que el tratamiento
con inhibidores selectivos de HDACs puede proporcionar un
nuevo enfoque para tratar la depresion’.

Algunos mecanismos epigenéticos se han implicado en la
fisiopatologia de desérdenes del humor (afectivo), incluyendo
depresion, desorden bipolar, asi como en otras enfermedades
psiquiatricas como la esquizofrenia. La investigacién en modelos
animales sostiene la relacion entre la actividad de HDACs y
desérdenes del humor. La terapia electroconvulsiva, usada en
el tratamiento de depresion resistente, altera la acetilacion de
las histonas H3 y H4 en regiones de promotores activos en el
hipocampo de rata '*°. Otro estudio demostré que la inhibicion
selectiva de HDACI y 2 resulta en cambios benéficos en
la neuroplasticidad y pueden ser nuevos blancos para tratar
desordenes del humor?.

ACETILACION DE HISTONAS EN CANCER

Durante las pasadas décadas, se han aplicado muchos esfuerzos
en descubrir mas y mejores farmacos para el tratamiento del
cancer. Comoresultado, se han obtenido diversos compuestos con
actividades prometedoras. Sin embargo, la quimiorresistencia
desarrollada durante las terapias es una de las principales causas
de la falla en el tratamiento. Se ha observado que los cambios
epigenéticos provocan quimiorresistencia 2!.

Tan solo en el terreno de las HDAC, se tiene hoy en dia un
amplio listado delos diferentes tipos de cancer que son inducidos
por la sobreexpresion de este tipo de proteinas. Las HDAC de
clase I y II tienen distintos niveles de expresion en diferentes
tipos de cancer?!. La HDACI por ejemplo, es sobreexpresada
en cancer de prostata y gastricos, en este tipo de cancer su
expresion se asocia con un mal pronostico’’; HDACI también
se sobreexpresa en cancer de pulmon, esdfago, colon y mama?.
Se han encontrado altos niveles de HDAC2 y HDAC3 en
cancer colorectal, cervical y géstrico**?, estos cambios en la
expresion de estas moléculas puede tomarse como una marca
de transformacion, debido a que pueden ocasionar un cambio
global en la expresion de genes, dando ventaja proliferativa a
las células transformadas. La expresion alta de HDAC 1y 2 se
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correlaciona con una menor expectativa de supervivencia en
pacientes con carcinomas colorectales?.

La HDACG6 es altamente expresada en cancer de mama,
mientras que HDACS presenta una sobreexpresion en células
de neuroblastoma. Este fendmeno de sobreexpresion se
correlaciona con metastasis y, en estados avanzados, con un
prondstico malo?*. Todos estos datos nos indican que los
cambios en la expresion de estas moléculas puede serun posible
blanco terapéutico paramejorar los tratamientos dirigidos contra
el cancer, debido a esto se han desarrollado diversos inhibidores
de las HDAC:s, algunos de los cuales estan en fases de estudio
clinico; entre estos tenemos acidos grasos de cadena corta (fenil
butirato y el acido valproico); acidos hidroxamicos (vorinostat,
nombre comercial Zolinza, SAHA); panobinostat (LBH589);
PCI-24781 y el belinostat (PXD101); tetrapéptidos ciclicos
(romidepsina, nombre comercial Istodax) y las benzamidas como
el entinostat (MS-275)*. De estos inhibidores de HDACs, el
vorinostaty laromidepsina han sido aprobados porlaFDA, para
el tratamiento de pacientes con linfoma progresivo, persistente
o recurrente de células T cutaneas (CTCL)?" %,

El desarrollo del cancer es conducido por cambios genéticos y
epigenéticos, los cuales anivel celular pueden activar o inactivar
oncogenes y genes supresores de tumores. El silenciamiento
transcripcional por desacetilacion de histonas es un mecanismo
conocido para la inactivacion de genes supresores de tumores;
por ejemplo, se han encontrado histonas desacetiladas en las
regiones promotoras de diversos genes supresores de tumores.
Este cambio suprime laactividad transcripcional de estos genes,
entre los cuales localizamos a la proteina de retinoblastoma,
receptor B del acido retinoico (RARP2), p21, p53, pl6,
E-caderina y muchos otros®.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, Feng y cols. realizaron
un estudio en muestras de carcinomas cervicales escamosos.
Se investigo la correlacion de la acetilacion con la expresion
de genes supresores de tumores, utilizando como blancos de
estudio laexpresion de lahistona H3 acetilada (AcH3), RARB2,
E-caderina, y B-catenina. Los resultados demostraron que la
ausencia de AcH3 esta directamente asociada con una pobre
diferenciacion histoldgica y metdstasis nodal, asi como con
una expresion reducida/negativa de RARP2, E-caderina, y
f3-catenina en muestras tumorales clinicas®.

Los estudios epigenéticos abarcan una gran variedad de tipos
de cancer, entre ellos el de tiroides, debido a que su incidencia
se ha incrementado en las tltimas décadas y han proliferado
los casos de cancer de tiroides refractario al tratamiento. Es
importante destacar que en muestras de cancer anaplastico de
tiroides (ATC), se encuentran altamente expresadas HDACI1
(80%)yHDAC?2 (92%); en contraste, el tejido de tiroides normal
mostré un 0% de expresion de ambas HDACs, sugiriendo que
HDACT1 y2 contribuyen ala tumorogénesis y desdiferenciacion.
Estudios realizados, usando el inhibidor de HDACs PXD101
(belinostat) solo 0 en combinacion con otros agentes terapéuticos,
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mostraron que la combinacion del PXD101 con doxorrubicina
o con paclitaxel muestra efectos sinérgicos en contra de cuatro
lineas de ATC; estos datos sugieren que el PXD101 puede ser
usado para tratar a pacientes con cancer avanzado de tiroides**.

CoNcLusION

Los cambios epigenéticos tienen repercusiones en muchos
aspectos de regulacion celular; desde cambios en la metilacion
del DNA que se traducen en compactacion de la cromatina,
hasta produccién de microRNAs capaces de regular diversos
fenomenos. Durante los ultimos afios se han estudiado estos
cambios y sus efectos en diversos padecimientos, encontrando
una amplia variedad de posibles blancos terapéuticos.

La epigenética, en todas sus posibles modificaciones a nivel
de estructura del nucleosoma, es un campo explotable y que
debe ser ampliamente estudiado para conocer la relacion entre
los patrones epigenéticos celulares y la prevencion, o por el
contrario, induccion a multiples padecimientos; elaborando
nuevas terapias que permitan atacar en la mayor manera posible
a estos mismos. En este trabajo se resefiaron algunos de los
trabajos relacionados con un solo proceso epigenético (la
acetilacion de colas de histonas), pero se cuenta con muchos mas,
requiriendose mas trabajo y estudio en esta rama de la ciencia.
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