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ESTRUCTURA DE LA CROMATINA,;
CONCEPTO DE EPIGENETICA

La descripcién de la estructura de doble hélice del
DNA (Watson y Crick, 1953a) y la de sus implica-
ciones funcionales (Watson y Crick, 1953b) consti-
tuyen los dos trascendentales hitos que sentaron las
bases moleculares de la Genética moderna e hicieron
posible que el propio Crick (1958) formularael dogma
central de la Biologia Molecular, segun el cual la
informacion genética contenida en el DNA determina
la estructura de las proteinas en un proceso en que €l
RNA desempefia un papdl intermediario. Hoy en dia,
gracias a un ingente trabgjo realizado por miles de
investigadores, se conocen con extraordinario detalle
los mecanismos que aseguran la transmision de la
informacién genética. El desciframiento del codigo
genético, por citar un importante ejemplo, permitio
conocer, dada la secuencia de un gen, la estructura pri-
maria de la proteina codificada’. El imparable pro-
greso de las técnicas de andlisis y secuenciacion del
DNA permite en la actualidad detectar mutaciones en
un determinado gen vy, en el caso de enfermedades
monogénicas’, establecer un diagnéstico mucho antes
de gue se presenten | os sintomas de la enfermedad.

Pero es evidente que ese conocimiento, alin siendo
de enorme importancia, no basta. Un sencillo gemplo
puede poner de manifiesto esainsuficiencia. El cuerpo
humano adulto esta formado por entre 10 y 100 billo-
nes de células que pertenecen a 250 tipos celulares dis-

tintos. Todas ellas derivan del cigoto inicial y poseen,
en principio, el mismo genoma. Los alrededor de
30000 genes del organismo humano se hallan pre-
sentes en todas sus células, pero es evidente que cada
una expresa una combinacién singular de ellos, que la
hace pertenecer a uno de esos 250 tipos diferentes. La
Situacion viene aser semejante, si valelacomparacion,
a la de esas pantallas formadas por un conjunto de
luces en las que seglin se enciendan unas u otras se
leen cada uno de los nimeros o de las letras del
alfabeto. Evidentemente la situacion real es mucho
mas compleja que la del gemplo, porque en vez de
unas decenas de luces hay unos 30000 genesy en vez
de resultar los 10 nimeros o las 27 letras del afabeto
castellano han de resultar 250 tipos celulares.

¢QUuEé es lo que hace que se exprese en cada tejido
una singular y especifica combinacién de sus genes?
La respuesta inmediata es que los diferentes mecanis-
mos de regulacion permiten la expresién génica
selectiva y especifica. Pero la comprensién de esos
mecanismos de regulacion no constituye, ni de legjos,
unatareafécil. Es cierto que los trabajos pioneros rea-
lizados en procariotas (Jacob y Monod, 1961) sentaron
las bases de laregulacién génica, pero habrian de pasar
aln muchos afios hasta que se empezara a vislumbrar
el acance de la regulacién genética en eucariotas. En
los abores de la Biologia Molecular, a mediados del
siglo XX, ya se sabia que e DNA se encontraba en
estos organismos formando un material complejo,
denominado cromatina, en el que unas proteinas

1 Se puede encontrar una breve revision acerca de la historia del descubrimiento del codigo genético en Franco (2008).

2 Las enfermedades genéticas se deben a las ateraciones hereditarias de uno o varios genes, que dan lugar a una disfuncién patoldgica. En
las enfermedades monogénicas sdlo se altera la secuencia de un Unico gen.
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basicas, las histonas, eran sus principales acom-
pafiantes. La primitiva idea de que las histonas serian
represores especificos de la expresion génica abrio las
puertas ala caracterizacion de este grupo de proteinas,
para encontrar que sélo hay cinco clases de ellas que,
con lanomenclatura actual, se designan como H1 (o su
equivalente, H5, en algunos tipos celulares), H2A,
H2B, H3 y H4. Esta limitada heterogeneidad y la
extraordinaria conservacion evolutiva de las histonas
hicieron pensar que las histonas mas que represores
serian simplemente proteinas estructurales. Esta con-
sideracion abrio € camino a estudio de la estructura
delacromatina.

Tras unos afios de inciertainvestigacion, a partir de
1974 se aceptdé el modelo nucleosomal para la
estructura de la cromatina (Kornberg, 1974).
Actualmente se sabe que un nucleosoma consta de una
particula nticleo y un DNA espaciador. Este es de lon-
gitud variable, pero todas las particulas nicleo de
todas las células eucaridticas son idénticas. Estan
constituidas por un octdmero de histonas —dos
moléculas de cada unadelas histonas H2A, H2B, H3y
H4— alrededor del cual se enrollan 147 pares de bases
de DNA describiendo una superhélice (Fig. 1). Tras
varios intentos infructuosos, se llegd a conocer con
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Figura 1. Representacion esquematica de un filamento de
nucleosomas. El nucleosoma, la unidad fundamental de la cro-
matina, esta compuesto por una particula ntcleo y una longi-
tud variable de DNA, el DNA espaciador. La particula ndcleo
contiene un octdmero formado por dos copias de cada una de
las histonas H2A, H2B, H3 y H4 alrededor del cual se enrollan
147 pb de DNA describiendo 1,75 vueltas de superhélice. Una
quinta histona, que puede ser H1 o H5, se une, en algunos
nucleosomas, fundamentalmente al DNA espaciador y no esta
representada en la figura.

precision la estructura del octamero de histonas,
graciasal trabajo del grupo de Moudrianakis (Arents et
a., 1991) que, incluso llegd a predecir cudl seria e
recorrido del DNA por la superficie del octamero
(Arents y Moudrianakis, 1993). Cuando, afios mas
tarde, la difraccion de rayos X de cristales de
particulas ndcleo permitié describir con unaresolucion
de 2,8 A la estructura de la particula nticleo (Luger et
al., 1997) se comprobd gue las predicciones del grupo
de Moudrianakis eran esencial mente correctas.

Desde esafecha, haaumentado precision con laque
se conoce la estructura de la particula nticleo, especial -
mente en lo que se refiere a la trayectoria del DNA
(Richmond y Davey, 2003; Ong et al. 2007), pero
siguen siendo muy numerosos | os interrogantes que se
plantean alahora de describir como se pliegan losfila-
mentos de nucleosomas hasta lograr el grado de com-
pactacion requerido para empaquetarse en el nucleo
celular o el grado ain mayor que implica la organi-
zacion de los cromosomas metafésicos (vease, por
ejemplo, Daban y Bermudez, 1998; Dorigo et al.,
2004; Robinson et al., 2006; Eltsov et al., 2008). En
cualquier caso, es evidente que la organizacion de la
cromatina supone un obstaculo para la funcionalidad
nuclear, ya que el DNA debe mantenerse accesible
para el desarrollo de multiples procesos. Por solo citar
uno de ellos, piénsese que latranscripcion exige que la
RNA polimerasa recorra una de las cadenas del DNA,
lo que, a su vez, implica que ambas cadenas se
separen. Esta separacién constituye una tarea formi-
dable si el DNA esta enrollado arededor de los
octameros de histonas y los filamentos de nucleo-
somas superenrollados sobre si mismos. Ademas, para
gue la RNA polimerasa actle, se requiere el concurso
de numerosas proteinas: factores transcripcionales
basales, activadores, coactivadores, mediadores, etc.,
que han de interaccionar, bien con secuencias especi-
ficasdel DNA, bien con otros factores.

¢Qué acontecimientos hacen posible que la RNA
polimerasa y los demés factores puedan acceder a un
gen paratranscribirlo apesar del obstaculo que supone
la organizacion de la cromatina? Y esta pregunta
enlaza con la que se formulé més arriba, ¢cémo se
seleccionan los genes que en un momento dado se
tienen que transcribir en una célula? Para dar una
respuesta a estas preguntas, no basta el conocimiento
genético, es decir, el aportado por la secuencia de los
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genes, porgue la de un gen concreto es comun en todas
las células del organismo y en unas no se transcribe,
mientras que en otras lo hace; y en éstas, no lo hace
continuamente. Ha de haber algunainformaci én super-
puesta a la genética que determine esa selectividad
transcripcional. Esa informacién superpuesta es, en
gran medida, la informacion epigenética. Epigenética
es un término acufiado hace alrededor de 70 afios por
Conrad Weaddington, que la definié como «la rama de
laBiologia que estudialas interacciones causales entre
los genesy su entorno que conducen ala existenciadel
fenotipo» (Waddington, 1942). Como esas interac-
ciones modifican laestructuradel material genético sin
producir cambios en la secuencia del DNA, alternati-
vamente se suele definir la Epigenética como «el
estudio de los cambios —hereditarios o, a menos,
potencialmente heredables— experimentados por el
material genético y no debidos a alteraciones en la
secuenciadel DNA» (Jiang et al., 2004).

Lo que caracteriza a una determinada célula, 1o que
laencuadra dentro de un tipo celular es su proteoma, el
conjunto de sus proteinas constituyentes. Este, a su
vez, viene determinado por su transcriptoma, es decir,
por el conjunto de los RNA mensajeros caracteristicos
de esa célula. Y son, en definitiva, los factores epi-
genéticos los que hacen posible que, teniendo el
mismo genoma todas las células de un organismo
humano —con la evidente excepcion de los linfocitos
B y T—, tengan un transcriptoma y un proteoma
especifico del tipo a que pertenecen. Si se tiene en
cuenta que el DNA gendémico se encuentra en un
entorno definido por la estructura de la cromatina, €
genotipo puede dar lugar al fenotipo solamente a
través del epigenotipo. En este contexto Jiang et al.
(2004) han comparado certeramente el epigenotipo
con las variaciones del tipo de letra que pueden
anadirse a un texto primario.

FACTORESEPIGENETICOS

Llegados a este punto, es inmediato preguntarse
cuales son los factores epigenéticos que pueden condi-
cionar la expresion de los diferentes genes. En lineas
generales, puede decirse que son dos. los que, sin
alterar su secuencia como queda dicho, repercuten
directamente en el DNA vy los que afectan a los otros
componentes de la cromatina. Dentro de estos Ultimos

Figura 2. Regién de una molécula de DNA en la que se ha pro-
ducido la metilacion simétrica de una secuencia CpG. Se desta-
can dos pares de bases C=G en los que las citosinas estan
metiladas. La metilacion se simboliza con el color rojo de las
citosinas.

se han considerado cléasicamente las modificaciones de
las histonas, pero en los Ultimos afios esta recibiendo
especial atencion el papel que desempefian ciertas
moléculas de RNA no codificante. En las lineas si-
guientes se comentaran estos factoresy, al final de este
apartado, se afiadira un comentario sobre un
fendmeno, € de laimpronta gendémica, que aunque no
impligue la existencia de factores epigenéticos adi-
cionaes, desempefia un destacado papel en la regu-
lacién epigenética de la expresion de algunos genes de
gran importanciafuncional.

M odificaciones epigenéticas del DNA

El dnico factor epigenético que modifica directa-
mente el DNA en mamiferos es la metilacion del car-
bono 5 del anillo de citosina (Fig. 2) en los dinucledti-
dos simétricos CpG (Bird, 2002), modificacion que
afecta a una pequefia proporcion —algo superior a
1%— de los restos de &cido citidilico (Vanyushin et
al., 1970), pero queimplicague el 70-80% de los dinu-
cledtidos CpG estdn metilados (Ehrlich, 1982). El
grupo metilo se incorpora a partir de la S-adenosilme-
tionina, € donador universal de estos grupos, en una
reaccion enzimatica catalizada por las DNA-metil-
transferasas (Bird, 2002).
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En las células normales la metilacion del DNA
ocurre fundamental mente en | as secuencias repetitivas,
incluido el DNA satélite, que no se transcriben (véase
larevision de Robertson, 2005). De hecho, hace tiem-
po que, gracias a los estudios sobre lainactivacion del
cromosoma X humano, se sabe que existe unarelacién
causal entre metilacion de DNA y silenciamiento de
genes (Mohandas et al., 1981). Pero para comprender
e significado real de la metilacién de DNA hay que
considerar que la distribucion de los dinucleotidos
CpG en el genomade los vertebrados no ocurre al azar,
puesto que existen unas regiones, denominadas islas
CpG, en las que la presencia de estos dinucledtidos es
mucho més abundante. Estas regiones se encuentran
preferentemente en los extremos 5' del 60% de los
genes humanos y su patrén de metilacion difiere sus-

Figura 3. Relacién entre la metilacion del DNA y la desaceti-
lacién de histonas. (A) Region de cromatina con histonas
hiperacetiladas (representadas por los circulos azules) en con-
formacién desplegada de filamento de nucleosomas. (B) La
metilacién del DNA provoca que las metilcitosinas (circulos
rojos) recluten histona desacetilasas (HDAC) a través de las
proteinas que reconocen el grupo metilo (representadas por la
elipse verde en la figura). (C) Tras la actuacion de las histona
desacetilasas, la acetilacion de histonas desaparece, con lo que
la cromatina pasa a una conformacién compacta.

tancialmente del de lamediadel genoma. Mientras que
la presencia de citosina metilada en el conjunto del
genoma es proporciona a la abundancia de CpG, la
mayoria de las islas CpG, por egemplo las que se
encuentran en los promotores de genes constitutivos
(Li y Bird, 2006), no estan metiladas. Por el contrario,
la metilacién de las islas CpG se relaciona con la
represion transcripcional (Goll y Bestor, 2005).

Se han descrito dos tipos de mecanismos mediante
los cuales la metilacion del DNA provoca la represion
transcripcional. El primero implica la inhibicion del
reclutamiento de factores transcripcionales por la
metilacion del DNA (Bird, 2002). El segundo, més
complejo (Fig. 3), se puso de manifiesto gracias aunos
decisivos experimentos realizados en 1998, en los que
se comprobd que existe una relacién entre metilacion
de DNA vy desacetilacion de histonas (Eden et al.,
1998). Més adelante se mencionara que, mientras que
la acetilacion de histonas esta relacionada con la acti-
vacion transcripcional, la desacetilacién o esté con la
represion. En ese momento, se comentaran | as bases de
este segundo mecanismo por € que la metilacion del
DNA conduce alarepresion de la transcripcion.

¢Como se produce la metilacién del DNA en los
sitios requeridos? La respuesta tiene un elemento rela-
tivamente facil de contestar y otro en € que aln se pre-
sentan problemas muy importantes pendientes de solu-
cion. El primero hace referencia a las enzimas de las
gue depende la metilacion de las citosinas en € DNA.
Desde hace tiempo se sabe que existen dos tipos fun-
damentales de DNA metiltransferasas (DNMT). La
enzima DNMT1 cataliza la metilacion de CpG cuando
en la hebra complementaria del DNA se encuentra
metilada la citosina, como sugirid inicialmente Bestor
(1992) y fue comprobado posteriormente por Pradhan
et al. (1999). De esta manera, DNMT1 es capaz de
metilar un DNA previamente hemimetilado y, por tan-
to, tienelafuncion de mantener el estado de metilacion
de un DNA tras la replicacion. Por el contrario,
DNMT3A y DNMT3B son metiltransferasas de novo,
gue catalizan la incorporaciéon de restos metilo en
dinucledtidos CpG cuya pargja en la hebra comple-
mentaria no esta metilada (Okano et al., 1999). La
naturaleza de las enzimas capaces de convertir la 5-
metilcitosina en citosina, es decir, de desmetilar €l
DNA, sigue siendo objeto de controversia, pero hoy en
dia se sabe que tanto DNMT3A como DNMT3B
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poseen actividad de DNA desmetilasa in vitro y se
acepta que pueden actuar también in vivo (Kim et al.,
2009). De hecho, recientemente se ha puesto de mani-
fiesto la existencia de una rapida metilaci 6n-desmeti-
lacién de DNA en lugares especificos de promotores
concretos (Métivier et al., 2008; Kangaspeska et al.
2008), que sdlo se explica por la existencia de DNA
desmetilasas, para las cuales incluso se ha descrito un
posible mecanismo (Ooi y Bestor, 2008).

Esta claro, pues, que € estado de metilacion del
DNA depende de la actividad relativa de las DNA
metiltransferasas y desmetilasas y que su manteni-
miento en la division celular es posible gracias a la
accién delaDNMTL, pero los mecani smos gque asegu-
ran la especificidad de |os sitios de metilacion, aunque
se han discutido ampliamente (Bird, 2002; Li y Bird,
2006) siguen presentando muchos puntos 0scuros.
Recientemente se ha descrito que DNMT1 asu vez se
regula por metilacion de una de sus lisinas (Wang et
al., 2009), lo que establece un complejo didogo entre
la modificacion del DNA y la modificacion de protei-
nas, didlogo a que sera preciso aludir mas adelante.

M odificacion de histonasy remodelaciéon de la
cromatina

La existencia de una modificacién de las histonas
gue tiene lugar después de la traduccion se puso de
manifiesto en 1964, a encontrar que las histonas
pueden acetilarse reversiblemente, una reaccion que
afectaa agunas cadenas laterales de lisina, con la con-
versién del grupo amino, cargado positivamente a pH
fisiolégico, en un resto de acetamida carente de carga
eléctrica (Allfrey et al., 1964). La bioquimica de la
acetilacion de histonas se ha estudiado profusamente
desde hace tiempo y su relacién con la activacién
transcripcional esta bien establecida (Franco, 2000).
Laincorporacion de restos acetilo en las cadenas late-
rales de lisina tiene lugar, a expensas de acetil-CoA,
mediante unareaccién catalizada por las histona acetil-
transferasas (HATS). Por su parte, las histona desaceti-
lasas (HDACSs) son capaces de eliminar, en una reac-
cion de hidrdlisis, € resto acetilo, con lo que la acetil-
lisina revierte a su estado original. Pero la acetilacion
no es la Unica modificacion que pueden sufrir las his-
tonas. La metilacion de lisinas se descubrié a mismo
tiempo que la acetilacion (Allfrey et al., 1964), aungue

su interésfuncional sélo se hacomprendido en los Ulti-
mos afios y se harevisado recientemente (Cloos et al .,
2008). Ademés de la acetilacion y la metilacion, las
hi stonas pueden modificarse reversiblemente mediante
fosforilacion, ubicuitilacion y sumoilacion (Bernstein
et al., 2007).

Como se habia supuesto desde el descubrimiento
de la acetilacion de histonas y se corroboro tras la
clonacion de los genes de HATs y HDACs, esta modi-
ficacion esta relacionada con la activacion transcrip-
cional (Franco, 2000), mientras que la metilacién
puede desempefiar un doble papel. Asi, la metilacion
enlalisna4 deH3y enlasargininas 17 de H3y 3 de
H4 esta relacionada con la activacion de la transcrip-
cion, mientras que lametilacion delaslisinas9y 27 de
H3y 20 de H4 serelacionacon larepresion o silencia-
miento de genes (Peterson y Laniel, 2004; Martin y
Zhang, 2005).

En realidad, esta diferencia de comportamiento
funcional entre las metilaciones en distintos aminoaci-
dos de |as histonas es consecuencia de una caracteristi-
ca de la modificacion de histonas que habia sido pre-
vista por Allis unos afios antes. Este autor habia emiti-
do en 2000 la hipétesis del ‘codigo de las histonas',
segun la cual “una multiple modificacion de histonas,
gue actia de un modo combinatorio o0 secuencial,
especifica funciones singulares subsiguientes’ (Strahl
y Allis, 2000). Los datos experimentales disponibles
en el momento de emitir la hipotesis eran muy limita-
dos e inciertos, pero pronto se fueron acumulando
resultados en su apoyo y hoy se admite que existe un
codigo epigenético, por utilizar la terminologia de
Turner (2000), gue no se contrapone, Sin0 que se
superpone a codigo genético inscrito en el DNA,
poniendo de manifiesto |as potencialidades contenidas
en los restantes componentes de la cromatina. En reali-
dad, no sdlo las modificaciones de las histonas, sino
también la metilacién del DNA, formarian parte de
este codigo epigenético.

Un codigo, para que sea funcional, debe poder
interpretarse. Paraleer el cédigo epigenético haran fal-
ta moléculas capaces de distinguir unas modifica-
ciones de otras. Era, pues, 16gico que Strahl y Allis,
tras enunciar su hipétesis, se plantearan dos preguntas,
gue constituyen otros tantos epigrafes de su articulo:
“How is the histone code read?” y “Who reads the
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code?” (Strahl y Allis, 2000). Las respuestas iniciales
tenian que ser, por fuerza, provisionales, pero el tiem-
po ha confirmado que estaban bien encaminadas. Hoy
se sabe que existen determinados modulos en las pro-
teinas capaces de interaccionar especificamente con
acetil-lisinao metil-lisina. Son los conocidos, respecti-
vamente, como bromodominios o cromodominios
(Marmorstein, 2001).

Una particularidad del codigo epigenético es la
interrelacion entre las diversas modificaciones de his-
tonasy del DNA. Existe un extenso diélogo entre unas
modificaciones y otras. Por ejemplo, la metilacion del
DNA esté relacionada con la desacetilacion de his-
tonas, gracias a la existencia de proteinas capaces de
reconacer lametilcitosinay que, asu vez, reclutan his-
tona desacetilasas (véase, por gemplo, Ballestar et al.,
2001). Estainterrelacion es especialmente importante,
por cuanto es la causa fundamental del silenciamiento
de los genes cuyos promotores estan hipermetilados y
esta implicada en la represion de genes supresores de
tumores, que tanta importancia tiene en el desarrollo
del cancer (Vaissiére et al., 2008). Ademas de estas
relaciones entre las modificaciones de histonas y las
del DNA se ha descrito una extensa red de intercomu-
nicaciones entre las diversas modificaciones que
puede sufrir una misma histona (Zhang y Reinberg,

2001) y también las que existen entre las modifica-
ciones de una histonay las de otra del mismo o distin-
to nucleosoma (Fingerman et al., 2008). Evidente-
mente, todas estas intercomunicaciones son posibles
gracias alos médul os de reconoci miento de las modifi-
caciones alos que se ha aludido antes.

La estructura nucleosomal representa un obstaculo,
no solo para el ensamblaje de la maguinaria transcrip-
ciona (Fig. 4) sino, en general, para el desarrollo del
conjunto de operaciones nucleares. Para que éstas se
[leven acabo, es preciso eliminar, desplazar o alterar la
estructura de los nucleosomas. Este es el proceso que
se denomina remodelacién de la cromatina. En él
estan implicados unos complicados complejos de
remodelacion que, con la energia proporcionada por la
hidrélisis del ATP, son capaces de realizar ese cambio
endergdnico que supone la reestructuracion de los
nucleosomas.

RNA no codificante

A medida que ha ido avanzando la secuenciacion
de genomas eucari6ticos se han observado dos hechos.
Por una parte, laabundancia de regiones que no codifi-

7
V)

RNApolll
DA

Nucleosoma

DNA

Figura 4. La transcripcién no puede iniciarse sobre un nucleosoma. (A) Esquema de una regién de un gen, en la que el sitio de ini-
ciacién de la transcripcion (barra vertical) se encuentra precisamente en un nucleosoma. Resulta imposible formar el complejo de
preiniciacion que, entre otros factores, exige el ensamblaje de la RNA polimerasa Il. En esta parte de la figura los nucleosomas y la
polimerasa no estan dibujados a la misma escala. (B) Estructuras de la RNA polimerasa Il y de un nucleosoma a escala. Como mode-
lo estructural de polimerasa se ha escogido la RNA polimerasa Il de Saccharomyces cerevisiae (Cramer et al., 2001) y para construir
la figura del nucleosoma se han tomado los datos de Luger et al. (1997). Tanto la RNA polimerasa como el nucleosoma se han
representado con el programa RasMol 2.7.3.1 a partir de los archivos pdb mencionados en los respectivos articulos. El nucleosoma
se representa con el eje de la superhélice horizontal de izquierda a derecha, de modo que se aprecie la seccion del DNA.
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can proteinas aumenta en complejidad con la evolu-
cion, mientras que el nimero de genes con informa-
cion para proteinas se mantiene relativamente cons-
tante (Mattick, 2004; Taft et al., 2007). En segundo
lugar, se hademostrado que existen abundantes RNAs
no codificantes, que se suelen designar con la abre-
viacion ncRNA. Ya en 2003 se propuso que esos
RNAs podian desempefiar un importante papel en la
regulacién de la expresion génica (Mattick, 2003) y en
|os afios posteriores se han acumulado datos que corro-
boran esa propuesta, de modo que hoy se acepta que
los ncRNAS pueden desempefiar un papel en la estruc-
turay funcién de la cromatina, con lo que constituyen
un factor epigenético adicional alos considerados has-
taahora.

Particular interés revisten los RNAS pequefios, aso-
ciados al sistema de interferencia de RNA (RNAI).
Este sistema, que se vislumbrd en plantas como un
mecanismo de defensa frente a virus y, en general,
frente a la invasion por parte de material genético
ex6geno, posee una funcién mucho méas general, como
demostraron Fire y Mello, que obtuvieron por elo €
premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 2006 (Fire
et al., 1998). El sistema RNAI es capaz de convertir
RNA de doble cadena en fragmentos pequefios, de
unos 20 nucledtidos, denominados SSIRNA (small inter-
fering RNA) y miRNA (micro RNA). Los miRNAs
poseen numerosas funciones reguladoras. Pueden
aterar la estabilidad del mRNA o provocar su destruc-
cion, con los consiguientes resultados en el control de
la traduccidn, pero también, através de su interaccion
con regiones del genoma asociadas con la oncogéne-
sis, pueden actuar a modo de supresores de tumores o
de oncogenes (Zhang et al., 2007). Esta también
demostrado €l papel de los SiIRNAs en el estableci-
miento de la heterocromatina (Martienssen y Moazed,
2006).

El modo de accién de los miRNAsy ssRNAsen la
cromatina se debe a su capacidad de interaccionar, por
una parte con el DNA debido a la complementariedad
de bases, por otra con numerosas proteinas, entre las
gue se encuentran enzimas modificadoras de las his-
tonas, y componentes de complejos de remodelacion

(Mehler, 2008). Esta es la base de su consideracion
como factores epigenéticos, aunque muchos aspectos
de la funcién de estos ncRNAs se desconozcan
todavia.

I mpronta genémica

Hasta la década de 1980 se admitia implicitamente
gue las dos copias, paternay materna, de |os cromoso-
mas autosdmicos® eran funcionalmente equivalentes,
Pero esta idea cambié como consecuencia de los ya
clésicos estudios realizados con embriones de raton
(Barton et al., 1984; McGrath y Solter, 1984), que
dieron origen al descubrimiento de la impronta
gendémica®. La impronta genémica se puede definir
como un fendmeno epigenético en el cual la actividad
de un gen se modifica reversiblemente en funcion del
sexo del progenitor que lo transmite. Da lugar a una
expresion diferenciada de los alelos paterno y materno
en un locus diploide. Algunos genes se expresan solo
cuando se heredan por linea maternay otros cuando lo
hacen por linea paterna. En cierto modo se puede decir
gue los genes sometidos a impronta “recuerdan” su
origen parental. En €l hombre y en el raton se estima
que €l nimero de esos genes es solo de 80-100, pero la
mayoria de ellos tienen funciones importantes, tanto
en el crecimiento y en la diferenciacion embrionariay
fetal, como en € crecimiento y funcién de la placenta.
Por tanto, del funcionamiento correcto de estos genes
depende, en muchos casos, la viabilidad fetal y, al
menos, € progreso normal de la gestacion. Por otro
lado, también varios genes sometidos aimpronta estén
relacionados con el desarrollo del sistema nervioso
central y su funcionamiento normal asegura las correc-
tas funciones cognitivas.

La causa de la distinta expresion de los dos alelos
es epigenética. Li et al. (1993) identificaron la meti-
lacién del DNA en unas regiones concretas como una
de las causas de ese marcgje diferencial, pero poste-
riormente se ha encontrado que las modificaciones epi-
genéticas de las histonas también pueden provocar la
impronta de determinados genes (véase, por e emplo,

3 Se denominan cromosomas autosdmicos o Simplemente autosomas a los cromosomas no sexuales. Toda célula somética posee una copia

paternay una materna de los cromosomas autosémicos.

4 El término inglés genomic imprinting se traduce agui como impronta genémica.
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Figura 5. Mecanismo esquemdtico de la impronta genémica.
Se sefalan, como rectangulos rojos, dos ICRs arbitrarias, ICR1
e ICR2, sobre un hipotético cromosoma. Las improntas se
sefializan como pequefas elipses negras en la parte superior
de las ICRs. ICR1 tiene una impronta de origen paterno, mien-
tras que la de ICR2 deriva de la madre. El cromosoma hereda-
do de la madre esta coloreado en rosa, mientras que el pater-
no aparece en azul. Las improntas se adquieren durante el
desarrollo de la linea germinal a partir de las células primor-
diales germinales, que no estdn marcadas.

Umlauf et al., 2004). Esas secuencias modificadas epi-
genéticamente, contiguas a los genes, se conocen
como regiones de control de impronta (ICR, imprint-
ing control regions).

La impronta gendémica varia de forma sustancial a
lo largo del ciclo vital y en lafigura 5 se esquematiza
este proceso. Las improntas se adquieren durante el
desarrollo de la linea germinal a partir de las células
primordiales germinales, que no estan marcadas. Tras
la fecundacién esas improntas se mantienen durante el
desarrollo embrionario y fetal de los lingjes somaticos
hasta llegar intactas a los tegjidos adultos. Su
reconocimiento da lugar a la expresion monoalélica
selectiva de los genes controlados por ambas ICRs.
Por el contrario, durante €l desarrollo de las células de
la linea germinal la impronta se borray asi los genes
delas células primordial es germinal es estan desprovis-
tos de impronta. Los mecanismos por |10s que se pro-
ducen los fendbmenos antedichos son complejos y
muchos de sus mecanismos no se conocen alin con
precision.

Una vez adquirida, la impronta se mantiene tras la
fecundacion a lo largo del desarrollo de las lineas
sométicas. Aunque también hay aspectos oscuros en el
mecanismo de tal mantenimiento, esta claro que inter-

viene laDNMT1 que, como se ha comentado anterior-
mente, es capaz de metilar la cadena no modificadadel
DNA hemimetilado. Més interrogantes se plantean en
cuanto a proceso de borrado durante € desarrollo de
las células de lalineagerminal.

La impronta tiene que “leerse’, es decir, tiene que
existir un mecanismo de reconocimiento de la marca
correspondiente. No se plantean problemas especiales
cuando laimpronta consiste en la metilacién del DNA
y laICR coincide con el promotor de un gen, ya que
operan los mecanismos gue se han esbozado anterior-
mente. Pero en el caso frecuente de que la ICR no
coincida con el promotor, los mecanismos de
reconacimiento son més complejos y pueden implicar
NcRNAS.

ENFERMEDADESEPIGENETICAS

Desde hace mucho tiempo se conoce la existencia
de enfermedades genéticas. Es facil comprender que
algunas mutaciones pueden dar lugar a un fenotipo
alterado que tenga consecuencias patolégicas. Pero,
habida cuenta de la influencia de los factores epi-
genéticos en la expresion de los genes, se puede con-
cluir que € fenotipo puede también resultar alterado
como consecuencia de errores epigenéticos. No
obstante, |as lesiones epigenéticas son més dificiles de
delimitar que las genéticas;, mientras que es facil pre-
cisar la naturaleza y alcance de un error genético, las
alteraciones del epigenotipo son mas dificiles de
advertir y laprediccién de sus consecuencias puede ser
imposible a priori.

Un caso paradigmatico de la influencia de factores
epigenéticos en la patologia es €l descrito por Korenke
et al. (1996). Dos hermanos gemelos monozigéticos
poseian la misma mutacion en el gen ALD, un gen
localizado en el cromosoma X, cuya defectuosa
expresion causa la adrenoleucodistrofia. Se trata de
una enfermedad rara, que se caracteriza primariamente
por la progresiva y letal degeneracion neurol égica,
provocada por la pérdida de mielina. Uno de los her-
manos desarroll6 los sintomas tipicos de la enfer-
medad, mientras que el otro permanecié sano. Al
describir €l caso, los autores concluyeron que “algunos
factores no genéticos podian ser importantes para los
diferentes fenotipos adrenoleucodistréficos’. El pro-
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greso en € estudio de las modificaciones epigenéticas,
ha confirmado lainterpretacion delos autoresy haper-
mitido apuntar las causas del comportamiento difer-
encial de los dos hermanos. Hoy se sabe, por ejemplo,
gue los gemel os monozigéticos, a pesar de su idéntico
genoma, desarrollan a lo largo de su vida claras dife-
rencias epigenéticas, tanto en la metilacion del DNA,
como en la modificacion de las histonas (Fraga et al.,
20054), que pueden dar lugar a un patrén disimilar de
expresion génica.

Para explicar mejor esta cuestion, un gemplo facil,
apoyado en cuestiones descritas en este articul o, puede
ayudar a centrar el alcance de los cambios epi-
genéticos. Supdngase que en una célulanormal el gen
A debe expresarse, mientras que €l B hade permanecer
silencioso. Es natural que el promotor de A se
encuentre hipometilado y, teniendo en cuenta lo
comentado al tratar de la modificacion de histonas, es
también razonable que | as histonas de |os nucleosomas
gue cubren el gen se encuentren hiperacetiladas, con lo
cual el gen adoptar4d una conformacion abierta.
También es [6gico que estén metiladas la lisina 4 de
H3y las argininas 17 de H3 y 3 de H4, ya que todas
estas son marcas que, segun el cédigo de las histonas,
corresponden a genes transcripcionalmente activos.
Por el contrario, es probable que el promotor de B esté
hipermetilado, con lo que se habran reclutado histona
desacetilasas que mantendran al gen en un estado de
hipoacetilacion, con una conformacién condensada.
También sera [6gico encontrar en el gen B las marcas
caracteristicas de genes silenciados, como son las
metilacionesen laslisinas 9y 27 de H3. Posiblemente,
todas estas modificaciones del DNA y de las histonas
definirian el epigenotipo de la célula en cuanto se
refiere a los genes A y B. Pero un error en las
maguinarias enzimaticas que se encargan de mantener
€l epigenotipo mencionado puede alterar el fenotipo de
lacélula. Por gjemplo, una hipermetilacion erroneadel
promotor de A, puede conducir a silenciamiento de
este gen, como una deficiente metilacion del promotor
de B puede conducir a su expresién. Aungue no sea
facil predecir las consecuencias de estas alteraciones,
puede admitirse que cambios epigenéticos pueden dar

lugar a patrones aberrantes de expresion génica. Si el
gen A fuera un supresor de tumores 'y € gen B un
oncogén®, las alteraciones epigenéticas que se acaban
de apuntar conducirian alaexpresion del segundoy a
silenciamiento del primero, con la consiguiente trans-
formacion neoplasica.

cTienen realmente lugar alteraciones como las que
se acaban de postular? La respuesta es afirmativa,
aungue no se den todas las circunstancias que, a modo
hipotético, se han apuntado. La primera evidencia
experimental se obtuvo cuando se comprobd la exis-
tencia de cambios en la metilacion del DNA en
algunos casos de cancer (Feinberg y Vogelstein, 1983).
Desde entonces se han acumulado muchos datos sobre
la activacién por hipometilacidn de genes promotores
de crecimiento (Feinberg, 2007). El silenciamiento
epigenético por hipermetilacion también esta docu-
mentado, especialmente en las etapas tempranas de la
progresion tumoral (Baylin y Jones, 2006). La
alteraciéon de la metilacion del DNA es, pues, un
mecanismo epigenético de transformacion neopléasica,
pero, ademés, otras marcas epigenéticas estdn aso-
ciadas con los procesos tumorales. Por gjemplo, se ha
descrito la pérdida de acetilacion en la lisina 16 de la
histona H4 y la deficiente trimetilacion de lalisina 20
de la misma histona. Estas marcas epigenéticas estan
asociadas a la hipometil acién de secuencias repetitivas
de DNA (Fragaet al., 2005b).

Aunque las alteraciones epigenéticas estén pre-
sentes en muchos tipos de cancer, €l conjunto de enfer-
medades que se pueden catalogar como epigenéticas
cubre un amplio espectro. En primer lugar, hay que
sefialar que se puede hablar de enfermedades epi-
genéticas puras y de enfermedades mixtas genéticas-
epigenéticas (Zoghbi y Beaudet, 2006). Las primeras
se deben tan s6lo a un defecto en la introduccidn de
marcas epigenéticas. Un caso tipico es el de las enfer-
medades relacionadas con defectos en la impronta
gendémica. Como se ha descrito en la seccién anterior,
en cada generacion las marcas especificas del pro-
genitor deben borrarse, restablecerse y mantenerse alo
largo del desarrollo. Esto hace que los loci sujetos a

5 Una descripcion completa de la funcién de los oncogenes y de los genes supresores de tumores cae fuera del alcance de este articulo. Puede
bastar comentar que los primeros normalmente codifican factores que promueven la proliferacion celular, mientras que los segundos tienen
el efecto contrario. De forma gréfica, se han comparado a veces los oncogenes con el acelerador de un coche y 1os genes supresores con €l

freno.
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impronta sean vulnerables a errores. Y como e man-
tenimiento del epigenotipo no esta asegurado por
tantos mecanismos de control como el del genotipo, €
resultado es que las alteraciones epigenéticas pueden
surgir con mas probabilidad que las genéticas.

L as enfermedades mixtas genéticas-epigenéticas se
deben a una mutacién genética que tiene efectos epi-
genéticosentranso encis. Laetiologiadelas primeras
consiste en que una mutacion genética afecta a la
funcién de una proteina que se encarga de transmitir
una marca epigenética. Por gjemplo, una mutacion en
la proteina MeCP2, que se encarga de reconocer las
citosinas metiladas en las islas CpG y reclutar las
histona desacetilasas, es |la causa fundamental del sin-
drome de Rett® (Amir et al., 1999), pero también se
han descrito enfermedades por mutacion de enzimas
gue modifican histonas e incluso por ateraciones en
|os sistemas de remodel acion de lacromatina (Ausié et
al., 2003; Ko et al., 2008). Cuando se dice que la
mutacion genética tiene efectos en cis, se entiende que
la mutacién afecta a una regién no codificante del
DNA, pero quetieneimportanciaen laorganizacion de
la cromatinay, por tanto, en la transcripcion de uno o
varios genes. Ejemplos tipicos de estas enfermedades
son las talasemias, que se deben a mutaciones en la
region de control que regulala organizacién de la cro-
matina de los genes de las globinas (Zoghbi y Beaudet,
2006). Finalmente, se dan casos de enfermedades cau-
sadas por un defecto genético que afecta a un proceso
complejo en e que intervienen modificaciones epi-
genéticas. Esas enfermedades se encuentran en el
limite de las que se pueden considerar enfermedades
epigenéticas. Un caso de estas enfermedades com-
plejas, con implicaciones epigenéticas, es el de la
ataxiartelangiectasia.

Como se ha apuntado antes, muchos tipos de cancer
pueden clasificarse como enfermedades epigenéticas,

aungue raras veces la etiologia proceda exclusiva-
mente de causas epigenéticas, pues e cancer es, de
ordinario, una enfermedad multifactorial. Asi a las
causas genéticas, que incluyen, por ejemplo, muta-
ciones en oncogenes 0 en genes supresores de tumores,
se afiaden las alteraciones en patrones de metilacién
del DNA o en lamodificacion de las histonas. Esteller
ha recopilado una extensa lista de genes cuyamutacion
modifica las marcas epigenéticas de la cromatina y
conduce a la aparicion de enfermedades cancerosas o,
a menos, coopera con su desarrollo. En esa lista de
genes se incluyen los que codifican enzimas impli-
cadas en la metilacion del DNA, en la acetilacion o
desacetilacion de histonas, en la metilacion de his-
tonas, en la remodelacion de la cromatina 'y en el
reconocimiento de algunas de las anteriores marcas
epigenéticas (Esteller, 2006).

El sindrome de Beckwith-Wiedemann constituye
un excelente modelo para el estudio de las enfer-
medades epigenéticas. Se trata de un trastorno que
afecta a uno entre 12000 nacidos vivos. Los sintomas
principales son macroglosia’, macrosomia’, defectos
de la pared abdominal, como el onfalocele®, citome-
galiadelacortezaadrenal, hiperplasiadelas célulasde
Leydig, displasia de lamédularenal, visceromegdia
hiperpléstica, hemihiperplasia. Ademas, se caracteriza
por la predisposicion a cancer infantil. Otras ano-
malias minoritarias asociadas con el sindrome de
Beckwith-Wiedemann son hipoglucemia neonatal,
nevus flanmeus™, y alteraciones en la gestacion,
como el engrosamiento de placenta o cordén umbilical
y polihidramnios'®. Esta Gltima circunstancia estarela-
cionada con la elevada proporcion de partos
pretérmino en el caso de nifios afectados por € sin-
drome de Beckwith-Wiedemann, asi como de la
hipertensién frecuentemente padecida por sus madres
durante el embarazo (Wangler et al., 2005). Los
pacientes del sindrome de Beckwith-Wiedemann que

6 EI sindrome de Rett es una enfermedad neurodegenerativa ligada al cromosoma X. Sus primeras manifestaciones en nifias tienen lugar
después de los 6 meses de edad y comprenden deficiencia mental severa, ataxia, microcefaliay pérdida progresiva del uso de las manos, que

realizan movimientos repetitivos y descontrolados.
7 Lengua excesivamente grande.
8 Tamafio excesivo del cuerpo.

9 Defecto congénito que implica la protrusion de |as visceras a través del ombligo.

10 cdulas localizadas en los testicul os.

11 Manchas de color vino tinto que aparecen en la piel como consecuencia de una malformacion vascular.

12 Cantidad excesiva de liquido amniético.
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llegan a la edad adulta siguen teniendo un elevado
riesgo de cancer, pero ademas se ponen de manifiesto
otras alteraciones, como disfuncion testicular (Greer et
al., 2008).

La predisposicion a los tumores merece un comen-
tario adicional. Aunque los datos varian mucho de
unos autores a otros (véase, por g emplo, larevision de
Rump et al., 2005), se acepta que €l 7,5% de los
enfermos contraen algun tipo de tumor (Cohen, 2005),
s bien el riesgo es muy diferente segin e subgrupo
molecular en e que se encuadre la enfermedad, como
se discutird més adelante. Tras un estudio exhaustivo,
Lapunzina (2005) concluyé que de un total de 115
tumores malignos detectados en enfermos del sin-
drome de Beckwith-Wiedemann, el mayoritario era el
tumor de Wilms™ (43%), seguido del hepatoblastoma
(20%) y, a més distancia, del carcinoma adrenocor-
tical, rabdomiosarcoma™ y neuroblastoma.

Los sintomas del sindrome de Beckwith-
Wiedemann que se han mencionado no se presentan en
todos los individuos afectados. Es més, mientras que
algunos fallecen en €l periodo perinatal, otros llegan a
la edad adulta. Esta variabilidad fenotipica sugiere que
setratade una enfermedad compl eja desde un punto de
vista genético, suposicién confirmada por la existencia
de casos de gemelos monozigdticos discordantes
(Cohen, 2005). Los primeros estudios genético-mole-
culares permitieron concluir que el sindrome de
Beckwith-Wiedemann es un desorden multigénico
causado por alteraciones en los genes reguladores del
crecimiento localizados en el cromosoma 11p15 (Li et
al., 1998). Pero las alteraciones moleculares en 11p15
se han observado solo en un 75-80% de los individuos
afectados, por lo que se puede concluir que otros loci
gendmicos estdn también implicados en la etiologia
del sindrome (Bliek et al., 2009).

En el cromosoma 11p15 (Figura 6), yendo desde el
centromero hacia el telémero, el primer gen que
interesa considerar es CDKN1C, también conocido
como p57¢'"? que codifica un inhibidor de una
quinasa dependiente de ciclinas'®. La accion dela pro-
teina codificada es, por tanto, de inhibidor del creci-

13 El tumor de Wilms es un tipo de cancer renal.

miento y, en este sentido, se puede decir que CDKN1C
es un gen supresor de tumores. El siguiente gen,
KCNQ1, codifica una subunidad de un cana de
potasio regulado por voltaje; setranscribe en el sentido
teldmero-centromero. KCNQ1OT1 se encuentra en €
interior de KCNQL y se transcribe en sentido contrario
(hacia el telémero). Su promotor se encuentra situado
en un intron de KCNQL1 y e gen codifica un RNA no
traducible, antisentido del mRNA de KCNQ1, con lo
gue su expresion anula la aparicion del producto de
KCNQL1. Todos estos genes, junto con otros que no son
relevantes para entender |a etiologia molecular del sin-
drome de Beckwith-Wiedemann, constituyen el
dominio 2 de 11p15. Este dominio posee unalCR en €
extremo 5' del gen KCNQ1OT1.

El dominio 1, situado en el extremo telomérico del
locus, contiene dos genes relevantes para €l sindrome
de Beckwith-Wiedemann. El gen IGF2 codifica un
factor de crecimiento fetal relacionado con lainsulina
y €l gen H19, situado en & extremo distal del locus,
codificaun ncRNA gue puede actuar como supresor de
tumores, puesto que regulalatraduccion del mensajero
de IGF2. Ademas, en 3' de H19 se encuentran ele-
mentos potenciadores requeridos para la expresion de
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Figura 6. Representacién esquemética del cromosoma 11
humano. Se esquematiza la organizacién del locus sub-
telomérico 11p15, en el que sélo se han representado los
genes relevantes para la enfermedad de Beckwith-Wiedemann.
Las flechas acodadas indican el sentido de la transcripcion.
Véase el texto para una descripcién de los diferentes detalles.

14 El rabdomiosarcoma es un tumor que afecta a tejidos blandos, generalmente durante lainfancia.
15 E| papel de las quinasas dependientes de ciclinas como promotoras de la proliferacion celular se ha revisado en otro lugar (Franco, 2007).
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IGF2. La expresion de los genes IGF2 y H19 esta
regulada de forma coordinada por la |CR del dominio,
situada justo en 5' de H19. Esta ICR, en adelante
[lamada ICR1, es simultaneamente €l sitio de unién de
CTCF, una proteina aisladora que impide la interco-
municacién de | GF2 con sus elementos potenciadores.
Cuando ICR1 no esta metilada se transcribe €l gen
H19, pero a unirse CTCF, & gen IGF2 permanece
silente. Por el contrario, si ICR1 est4 metilada no se
transcribe H19, ya que las proteinas que reconocen
metilcitosina reclutan histona desacetilasas. Pero a la
ICR1 metilada no puede unirse CTCF, con lo que se
establece la comunicacion entre IGF2 y sus potenci-
adoresy este gen se transcribe.

En la copia paterna del locus se encuentra metilada
la ICR1, mientras que la ICR2 lo esta en la copia
materna. Como consecuencia de esta impronta, en el
dominio 1 se expresael alelo materno de H19. Por otro
lado, al estar metilada |CR1 en |a copiapaterna, lapro-
teina CTCF no se une a esa secuenciay los elementos
potenciadores 3' pueden actuar, con la consiguiente
expresion del alelo paterno de IGF2. La presencia
simulténea del regulador, producto de H19, controlala
expresion del factor de crecimiento IGF2, con lo que,
en situaciones normales, no se produce un crecimiento
incontrolado durante el desarrollo fetal y neonatal.

La ICR2, por el contrario, estd normamente
metilada en la copia materna y desmetilada en la
paterna. Para comprender €l alcance de estaimpronta,
hay que tener en cuenta que ICR2 se encuentra en €l
promotor de KCNQ1OT1, por lo que a estar
desmetilada el gen setranscribey el ncRNA producido
anulalaexpresion del gen KCNQL, pero también lade
los genes situados inmediatamente aguas arriba en este
dominio (Arnaud y Feil, 2005). En consecuencia, de
los genes KCNQ1 y CDKN1C solo se expresa el aelo
materno.

En el 50% de los pacientes del sindrome de
Beckwith-Wiedemann se da una pérdida esporéadica de
metilacion en ICR2 (Weksberg et al., 2009), lo que da
lugar a la ausencia total de KCNQ1 y CDKN1C. La
desaparicion de esta Ultima proteina, que como se ha
dicho antes acttia como inhibidora del crecimiento, es

la causante de los sintomas de sobrecrecimiento, como
la macroglosia y € onfalocele; produce también un
cierto riesgo, ordinariamente bajo, de tumoracion, y ho
aparece el tumor de Wilms. Otro defecto epigenético
de la impronta es la adquisicion de metilacion en la
ICR1 materna, que se daentre el 2y e 7% de los
pacientes del sindrome. En este caso, se expresan tanto
el alelo materno como el paterno de IGF2y laausencia
simultanea del regulador producido por H19 conduce a
la presencia de una cantidad extra de IGF2. Por este
motivo, los individuos que presentan este defecto epi-
genético tienen un riesgo muy elevado de padecer un
tumor pediatrico, especiamente & de Wilms.

Ademas de servir de modelo para la investigacion
de mecanismos epigenéticos, el estudio del sindrome
de Beckwith-Wiedemann ha permitido profundizar en
aspectos de la reprogramacién epigenética en las
etapas iniciales del desarrollo embrionario al
establecer una conexion entre su manipulacion y las
variaciones en la impronta genomica. En 2002 se
publico € primer estudio clinico que sugeria la exis-
tencia de una conexién entre las técnicas de repro-
duccién asistida y un sindrome causado por defectos
en la impronta gendmica, concretamente el sindrome
de Angelman™® (Cox et al., 2002). Un afio més tarde se
planted la misma sugerencia en relacion a sindrome
de Beckwith-Wiedemann (DeBaun et al., 2003;
Gicquel et al., 2003; Maher et al., 2003). Como se
trata, sin duda, de una cuestion de hondo interés cien-
tifico y social, puesto que entre el 1y & 3% de los
nacimientos en paises desarrollados se produce actual -
mente tras el empleo de técnicas de reproduccion
asistida, se ha investigado profusamente en los afios
transcurridos desde entonces y € tema ha sido objeto
de numerosas revisiones (Allen y Reardon, 2005;
Amor y Halliday, 2008; Arnaud y Feil, 2005; Hazout et
al., 2008; Lucifero et al, 2004; Maher, 2005;
Manipalviratn, 2009; Paoloni-Giacobino, 2007; Shiota
y Yamada, 2005; Weksberg et al., 2005; 2009;
Wrenzycki et al., 2005).

Es evidente que una revision exhaustiva de los
resultados obtenidos a lo largo de estos afios estaria
aqui fuera de lugar, pero vale la pena sefidar algunos
de los datos publicados. Si bien las sugerencias ini-

16 El sindrome de Angelman en un desorden neurolégico que provoca retraso mental, ataxia, y muy frecuentemente microcefalia, convul-

siones, hiperactividad y risa incontrolada.



Luis Franco Vera

Rev.R.Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. (Esp), 2009; 103 91

ciales publicadas en 2003 sobre la conexion entre €l
sindrome de Beckwith-Wiedemann y las técnicas de
reproduccion asistida se habian basado en un nimero
relativamente pequefio de casos, un afio mas tarde
Halliday et al. (2004) publicaron un extenso estudio de
caso y control en el que compararon 14.894 nifios
nacidos mediante técnicas de reproduccion asistida
con 1.316.500 nacidos tras concepcion natural. Frente
a los 37 casos de sindrome de Beckwith-Wiedemann
detectados entre estos ultimos (frecuencia del
0,00281%) entre los primeros encontraron 4 casos
(0,0269%), una proporcion 9 veces superior alade la
poblacién general. En general, se han descrito tres
estudios de cohorte entre 2005 y 2007. En dos de ellos
no se detectd ninglin caso de sindrome de Beckwith-
Wiedemann entre 6.052 y 16.280 nifios nacidos tras
fecundacion asistida, mientras que en el tercero se
detect6 un caso entre 1.524 nacidos. Por el contrario,
en los 7 estudios realizados entre 2003 y 2007 entre
pacientes del sindrome de Beckwith-Wiedemann se ha
encontrado que entre el 2,9 y e 10,8% fueron conce-
bidos mediante técnicas de reproduccion asistida
(véase la revision de Manipalviratn et al., 2009).
Parece claro, pues, que hay una correlacion entre la
utilizacion de técnicas de reproduccion asistida y la
aparicién del sindrome de Beckwith-Wiedemann.

El espectro de las enfermedades epigenéticas es
extraordinariamente amplio y el propio titulo de este
articulo indica que su gravedad es muy diferente de
unos casos a otros. Se ha comentado como el cancer
puede tener en muchas ocasiones un fuerte compo-
nente epigenético y se ha contemplado con cierto
detalle una enfermedad epigenéticatipica, como €l sin-
drome de Beckwith-Wiedemann. En las lineas que
siguen se consideran otras patologias epigenéticas
muy diversas. En primer lugar, se puede resefiar que se
ha postulado un origen epigenético mixto para algunas
sorderas sensorineurales'’. Guenther et al. (2000) ais-
laron a partir de células HeLa un complegjo que con-
tiene el correpresor SMRT junto con la histona
desacetilasa HDAC3 y TBL 1, una proteina semejante
a la transducina B. El gen que codifica esta proteina
estd mutado en al gunos casos de sordera sensorineural,
lo que llev6 alos autores a postular que la deficiencia
de TBL1, que interacciona directamente con la cro-

matina, dificulta el reclutamiento del complejo que
contiene desacetilasa, con la consiguiente alteracion en
el estado de acetilacion de las histonas en los promo-
tores correspondientes. Aunque esta por determinar
cud de los genes regulados por este complejo esta
implicado en la transmision del impulso nervioso, 10s
resultados sugieren efectivamente un origen genético,
con consecuencias epigenéticas para este tipo de sor-
deras.

Recientemente se ha puesto de manifiesto laimpli-
cacion de las histona desacetilasas en la adquisicion de
lamemoria. Utilizando un modelo animal, Guan et al.
(2009) han mostrado que la sobreexpresion de la
histona desacetilasa HDA C2 en neuronas conduce ala
disminucién del nimero de sinapsisy de la plasticidad
sindptica y a dificultades en la adquisicion de la
memoria. Curiosamente, la sobreexpresion de HDAC1
no gerce ninguno de esos efectos. Los autores pos-
tulan que las enfermedades que cursan con trastornos
de lamemoria pueden estar causadas por un exceso de
actividad de HDAC2, por lo que la inhibicion de esta
enzima podria representar una diana terapéutica en
tales enfermedades.

Evidentemente, la recopilacion de enfermedades
epigenéticas que se acaba de hacer es sdlo unamuestra
de la extension de una clase de patologias a cuya etio-
logia se habia prestado hasta hace poco una insufi-
ciente atencion. Algunos tipos de leucemia estan pro-
ducidos por transl ocaciones cromosomal es que afectan
alos genes de histona acetiltransferasas o histona meti-
lasas. Enfermedades como el ya mencionado sindrome
de Angelman o el sindrome de Prader-Willi se originan
también por alteraciones epigenéticas en la impronta
gendémica. El sindrome de Rubinstein-Taybi se
produce por mutaciones en la histona acetiltransferasa
CBP. Algunos autores, por fin, incluyen algunas enfer-
medades mentales, como la esquizofrenia, la ansiedad
0 la depresion entre las que pueden tener un compo-
nente epigenético. El articulo ya citado de Zoghbi y
Beaudet (2006) contiene una revision sistematica de
enfermedades epigenéticas.

Para concluir este apartado, cabe mencionar que
esta demostrado que el medio ambiente puede alterar

17 Se denominan sensorineural es aguellos tipos de sordera cuya causa se encuentra en una deficiente transmision del impulso nervioso através

del nervio vestibulococlear o nervio auditivo.
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el epigenoma, con el consiguiente riesgo patogénico
potencial. De hecho agentes medioambientales como
las radiaciones, la contaminacion, etc. pueden afectar
también el genoma, pero, como se ha comentado més
arriba, los organismos tienen mecanismos de
reparacion que corrigen gran parte de las ateraciones
gendmicas, mientras que no se han descrito mecanis-
mos para reparar €l epigenoma. Esto explica que la
exposicion al humo de tabaco, € acoholismo crénico
o0 la aimentacién se hayan descrito entre los factores
gue pueden alterar el epigenoma, con el riesgo
patogénico asociado (Zoghbi y Beaudet, 2006).

MEDICAMENTOS EPIGENETICOS

De la misma manera que se puede hablar con toda
propiedad de enfermedades epigenéticas, desde hace
algunos afios se ha comenzado a hablar de terapia epi-
genética, término acufiado por Baylin y Jones (2006).
Si muchas enfermedades epigenéticas tienen como
causa una aberrante metilacion del DNA o una modifi-
cacion errénea de histonas, un medicamento que
corrigiera esos defectos moleculares podria llamarse
legitimamente un medicamento epigenético. Hasta
ahora se han utilizado fundamentalmente inhibidores
delametilacion del DNA y de ladesacetilacién de his-
tonas, con los gque se han llegado a hacer numerosos
ensayos clinicos. A finales de agosto de 2009 habia 20
ensayos clinicos activos que utilizan inhibidores de
histona desacetilasas para tratar tumores y policitemia
y para eliminar el virus de la inmunodeficiencia
humana latente. Otros 20 ensayos clinicos activos
estédn encaminados a reducir la hipermetilacién del
DNA™,

Los inhibidores de la metilacién del DNA que se
usan con finalidad terapéutica son, fundamental mente,
la 5-azacitiding, la 5-aza-2'-desoxicitidina y la zebu-
larina (1-B-p-ribofuranosil-2(1H)-pirimidinona), que
pueden incorporarse a las células tumorales. En ellas
se convierten en los correspondientes trifosfatos, que
pueden actuar como sustratos de las DNA polimerasas.
Una vez incorporados al DNA, interaccionan con las
DNA metilasas que quedan covalentemente unidas a
estos analogos, con lo que se inhibe la metilacion del
DNA en las siguientes rondas de replicacion.

18 Datos obtenidos en la fecha indicada de www.clinicaltrials.gov.

Por 1o que se refiere ala inhibicidn de las histona
desacetilasas, se suelen emplear derivados del butirato,
un conocido inhibidor de estas enzimas, acidos hidro-
xémicos, como e SAHA (&cido suberoanilida-hidro-
xémico) y algunos depsipéptidos. El inconveniente
gue presentan estas moléculas es que inhiben todas las
desacetilasas de forma inespecifica, con lo que resulta
dificil predecir los efectos secundarios, que hay que
establecer de forma empirica (Baylin y Jones, 2006).
En cualquier caso, los farmacos epigenéticos consti-
tuyen hoy en dia una prometedora via terapéutica.
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