IV Epigenética en la enfermedad

Las enfermedades complejas, también denominadas multifactoriales, son aquellas que no son el
resultado obvio del efecto de una mutacion genética simple o de una influencia ambiental Unica [Hatchwell
& Greally 2007)- La creciente incidencia de este tipo de patologias en la actualidad ha despertado un gran
interés en su comprension para disefiar e implementar alternativas terapéuticas eficaces. Inicialmente,
el estudio de estas enfermedades se baso en buscar genes que estuvieran relacionados con su desarrollo.
Sin embargo, en algunos casos no se encontraron lesiones genéticas que explicaran el comportamiento
patologico y tampoco mostraron un patron de herencia mendeliano, por lo que no se pudo
responsabilizar solamente a ciertos genes por algunas enfermedades cardiovasculares, metabolicas y

psiquiatricas.

Como ya se menciond con anterioridad, la epigenética estudia cambios hereditarios, pero
potencialmente reversibles, de la expresion genética mediada por patrones de metilacion de ADN y la
alteracion de la estructura de cromatina. Tres puntos fundamentales nos permiten considerar a los

factores epigenéticos como candidatos etiologicos de enfermedades complejas [piak & Petronis 2008]:

1. El estado epigenético de los genes es mas dindmico en comparacion con la secuencia de ADN,
ademas de que puede ser alterado por aspectos del desarrollo y condiciones ambientales a los que
esté expuesto el organismo [weaver et al. 2004]-

2. Algunas sefiales epigenéticas pueden ser transmitidas, en conjunto con la secuencia de ADN, a
través de varias generaciones celulares. Esto significa que las marcas epigenéticas presentan cierta
estabilidad meidtica [Riggs et al. 1998]-

3. La modulacién epigenética es critica para la funcidon gendomica normal en procesos como la
segregacion de cromosomas en la mitosis, la inactivacion de elementos parasitos de ADN y la
regulacion de la actividad genética [jacnisch & Bird 2003]- La estabilidad epigenética parcial, la
metaestabilidad, puede explicar ciertas irregularidades no-mendelianas de las enfermedades

complejas.

Los mecanismos patologicos epigenéticos que se han propuesto para explicar ciertas enfermedades

se enlistan en la Tabla 9 [rebertson 2005]-



Observaciones en humanos

Mortalidad (en general y

Consumo de alimentos

durante periodos

Reprogramacion de genes de impronta durante

F2
relacionada con diabetes) especificos del la gametogénesis
crecimiento
Exposicion a
Anormalidades reproductivas o ) )
dietilestilbestrol durante F1-F2 Epigenético
y tumores
el embarazo
Sindrome de Prader-Willi y ) )
Defecto de impronta F2 Error al borrar la impronta de abuelos
sindrome de Angelman
Nutricién de la linea ) Estado de desnutricion materna o desarrollo
Tamaiio al nacimiento Multiple
materna alterado del aparato reproductor materno
o ) Hiperglicemia intrauterina causada por
Diabetes tipo 2 Estrés nutricional Multiple

diabetes materna

Observaciones en animales

Variacion natural,

Fenotipo determinado por el grado de

Fenotipo agouti (ratén) nutricion materna o F1-F2 metilacion de ADN de epialelos metaestables.
exposicion endocrina El mecanismo de herencia no esta claro
Exposicion a un agente
Fertilidad, anormalidades en | perturbador de la funcion FLEF4 Cambios epigenéticos en la linea germinal del
la edad adulta (rata) endocrina durante el macho
embarazo
Exposicion a ) ) ) )
Tumores reproductivos o Cambios epigenéticos en la linea germinal de
dietilestilbestrol durante F1-F2
(ratén) la hembra
el embarazo
Fenotipo determinado por el grado de
Atencioén materna al metilacion del receptor glucocorticoide en
Comportamiento (rata) F1-F2 ) ) ) )
neonato hipocampo. La herencia puede ser epigenética
o conductual
Desregulacion del o . )
Exposicion a Transmision a partir de machos y hembra F1,
metabolismo de glucosa y o ) . .
glucocorticoides durante F1-F2 se pierde en F3; efecto epigenético en células
concentraciones de enzimas ) ) )
el embarazo embrionarias germinales
hepaticas (rata)
Restriccion proteica ) ]
Disfuncion endotelial (rata) F1-F2 Funcion uterina vascular
durante el embarazo
o ) Ambiente intrauterino alterado resultado de la
Crecimiento, metabolismo de Restriccion proteica ) )
F1-F3 desregulacion del metabolismo materno de

glucosa/insulina

durante el embarazo

glucosa/insulina

Tabla 9: Enfermedades o estados psicolégicos reportados en mamiferos con un mecanismo de herencia

transgeneracional no-genémico [Adaptado de Gluckman et al. 2007].




4.1 Irregularidades en la impronta genémica

La impronta genomica se define como la expresion selectiva de un gen de acuerdo al origen parental
del alelo. Esto significa que existen marcas epigenéticas en algunos locus basadas en el origen del alelo
(materno o paterno), lo que resulta en una expresion genética monoalélica diferenciada [gstelier 2008; Hall
1990; Barlow 1995]: para ciertos genes se prefiere la expresion del alelo materno, mientras que para otros, la
expresion del alelo paterno es la eleccion. Esta expresion diferenciada puede ocurrir en todas las
células, en tejidos especificos o durante diferentes etapas del desarrollo. En la actualidad se conocen

alrededor de ochenta genes improntados, aunque este niimero sigue en aumento [robertson 2005]-

La variacion en la metilacion del ADN en los diferentes alelos es una caracteristica basica de las
regiones de impronta, y generalmente estd localizada en regiones de metilacion diferencial (DMR).
Dentro de los DMR, se encuentran unas regiones de ~1-2 kb enriquecidas con dinucledtidos CpG [pewis
& Reik 2006] denominados centros de control de impronta (ICR) que controlan la expresion genética de los
dominios improntados [robertson 2005} Mientras los DMR pueden ser reprogramados durante el desarrollo,
la metilacion diferencial en los ICR generalmente se establece en las células germinales y se mantiene

durante todo el desarrollo [reik & walter 20017 (Fig. 49).

El factor de union a CCCTC (CTCF) es una proteina que se une a secuencias de nucleotidos
altamente divergentes mediante diferentes combinaciones de motivos dedos de zinc contenidos en su
estructura. E1 CTCF es un regulador importante de la expresion de genes improntados al controlar el
acceso de potenciadores a regiones promotoras [kienova et al. 2002]- Varios estudios en ICR in vitro e in vivo
han mostrado que los CTCFs se unen solamente al alelo parental no-metilado [kanduri et al. 2000; Thakur et al.
2004, 10 que permite que los genes regulados por ICRs se expresen de manera alelo-especifica. Es

probable que la union de CTCF también proteja a los DMRs de la metilacion de novo [schoenherr et al. 2003]-

La pérdida de la impronta (LOI) consiste en la alteraciéon de marcas de impronta gendémica a través
de un aumento o disminucién del grado de metilacion de ADN, o simplemente, por la pérdida de

expresion genética alelo-especifica [reinberg et al. 2002]-

Este enfoque ha podido explicar enfermedades como el sindrome de Angelman, sindrome de
Beckwith-Wiedemann [weksberg et al 2003, sindrome de Prader-Willi, la osteodistrofia hereditaria de
Albright y la diabetes mellitus neonatal transitoria v et a. 20077, Para mas informaciéon de estas

patologias, consultar el articulo de Robertson 2005.



4.2 Género y susceptibilidad a desarrollar enfermedades

El dimorfismo sexual consiste en la susceptibilidad diferenciada a adquirir una enfermedad entre los
diferentes Sexo0S [puk & Petronis 2008]- Esta condicion implica que existe una frecuencia desigual a
desarrollar cierta enfermedad entre las mujeres y los hombres: aunque ambos géneros pueden ser
afectados por la patologia, uno de éstos es mas susceptible a desarrollarla. La enfermedad de Crohn, el
desorden de pénico, enfermedades cardiacas estructurales y el hipertiroidismo son mas comunes en las
mujeres; mientras que los hombres experimentan con mayor frecuencia autismo, enfermedad de

Hirschsprung, colitis ulcerativa, Parkinson, alcoholismo, alergias y asma [oster 1999]-

Contrario a lo que se pudiera inferir inicialmente, los efectos del género en la susceptibilidad a
desarrollar enfermedades complejas no pueden ser explicadas por efectos del cromosoma sexual (X/Y);
es mads, estudios de asociacion y ligacion genética han detectado relaciones entre diversas
enfermedades complejas y los cromosomas autosomales [Kaminsky et al. 2006]- LOS mismos estudios han
sugerido que los cromosomas y los genes individuales pueden ser blanco de hormonas sexuales que,
aunque no pueden cambiar la secuencia de ADN, pueden ser potentes moduladores del estado
epigenético. Se sabe que las hormonas, incluyendo las de tipo sexual, pueden controlar la expresion
genética al inducir modificaciones epigenéticas. Por lo tanto, se piensa que las diferencias en la
regulacion epigenética de los genes y el desarrollo de enfermedades complejas en los géneros estan

mediados por hormonas sexuales [Kaminsky et al. 2006]-

En algunas enfermedades complejas, el riesgo de que la progenie desarrolle una enfermedad parece
depender del sexo del padre afectado. El asma, el desorden bipolar y la epilepsia son transmitidos
principalmente por la madre afectada; mientras que la diabetes tipo 1 parece ser transmitido
mayoritariamente por el padre que la padece [pewonis 2001 Adicionalmente, estudios de genética
molecular han revelado un origen paterno en fenotipos como obesidad [Guo et al. 2006; Wu & Suzuki 2006]>

Alzheimer [gagsett et al. 2002], @SMA [Demenais et al. 2001]> AULISMO [Lamb et al. 2005] Y PSICOSIS [Schulze et al. 2003]-

4.3 Errores en la metilacion de ADN e inestabilidad de repeticiones

Algunos defectos en la metilacion del ADN se han relacionado con ciertas enfermedades asociadas
con inestabilidad en las repeticiones de secuencias (Fig. 48). En ejemplo de este tipo de errores son las
repeticiones de trinucledtidos en ciertos genes que exceden la carga de tripletes normal, lo que se
denomina expansion de repeticiones de trinucledtidos (TNR). Este fendmeno ocurre durante la
gametogénesis e induce mutaciones o silenciacion de los genes afectados. La causa de la inestabilidad

causada por TNR se desconoce, aunque se ha sugerido que puede surgir a partir de errores en la



funcion de la ADN polimerasa, en la reparacion de ADN, posicionamiento nucleosomal y por
fragmentos Okazaki aberrantes [cieary & Pearson 2003]- Las regiones TNR se encuentran hipometiladas y son
susceptibles sufrir metilacion de novo. Algunas de las enfermedades que se han propuesto como
susceptibles a tener estas repeticiones de tripletes no-metilables son la enfermedad de Huntington (con
la presencia de trinucle6tidos CAG), distrofia miotonica tipo 1, varias formas de ataxia-espinocerebelar

(SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 y SCA17), y en la ataxia de Friedreich (con repeticiones de GAA).
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Figura 48. Naturaleza de las lesiones epigenéticas.

Aunque la naturaleza de las lesiones genéticas es bien relativamente bien comprendida, las
lesiones epigenéticas han sido un poco mas dificiles de definir. En esta imagen se
demuestran defectos conocidos y posibles en el epigenoma que pueden inducir un estado
patoldgico. (a) X es un gen transcripcionalmente activo con un patréon de metilacion
disperso en ADN (circulos cafés), y una estructura abierta de cromatina, interacciéon con
proteinas de la eucromatina (complejo proteico verde) y modificaciones en histonas como
la acetilacion de H3K9 y metilacion de H3K4 (puntos verdes). Y es un gen
transcripcionalmente silenciado con metilacion densa de ADN, estructura de cromatina
cerrada, que interacciona con proteinas de la heterocromatina (complejo proteico rojo) y
con modificaciones en histonas como metilacion de H3K27 (circulos rosas). (b) La célula
anormal puede cambiar su epigenotipo a través del silenciamiento de genes normalmente
activos o viceversa, por la activacion de genes normalmente reprimidos. Ademas, la lesion
epigenética podria incluir un cambio en el nimero de proteinas de heterocromatina en el
gen X (como en EZH2 en cancer) o proteinas eucromaticas en el gen Y (como proteinas
tritorax en leucemia). También pueden tener patrones anormales de metilacion en zonas
promotoras [ Adaptado de Feinberg 2007].
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Figura 49. Ciclo de vida de las marcas de metilacion de impronta.
El borrado, el establecimiento y el mantenimiento de las marcas en los centros de impronta
durante el desarrollo embrionario. Se muestran como ejemplos los elementos de control IC1 e
IC2 (cromosoma 11p15.5). El color gris indica modificaciéon y el blanco es no-modificacién
en los alelos correspondientes. Los cromosomas paternos se marcan segin el sexo en azul
(hombre) o rojo (mujer). La interpretacion transcripcional de las improntas primarias (lectura)
en el embrion en desarrollo esta indicado con flechas [Adaptado de Reik & Walter 2001].
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Figura 50. Regulacion epigenética de los dominios IGF2-H19 y KCNQI.

En una organizacion normal, el ICR de H19 esta metilado (puntos rojos) exclusivamente
en el alelo paterno (P). Esto permite la expresion paterna del gen IGF2 y la expresion
materna de H19. El dominio ICR regulador del dominio adyacente, KCNQ1, estd metilado
solo en el alelo materno (M). En el alelo paterno no metilado, esta region produce un
ARNnc (KCNQIOT1) que aparentemente tiene un efecto represivo sobre el dominio del
cromosoma paterno. En la parte inferior, se muestran los patrones de expresion anormal
caracteristicos del sindrome de Silver-Russell (SRS, izquierda) y el Beckwith-Wiedemann
(BWS, derecha) [Adaptada de Delaval et al. 2006].
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Figura 51. Alteraciones epigenéticas en la progresion de la tumoracion.
Muestra de un modelo de carcinogénesis, de varios pasos, en la piel. Ademas de los
cambios fenotipicos celulares y la acumulacion de defectos genéticos, existe una pérdida
progresiva de las marcas de metilacion global en el ADN, una frecuencia incrementada de
islas CpG hipermetiladas y un mayor desequilibrio en las modificaciones de histonas
durante el desarrollo de la enfermedad. Abreviaturas: H-ras=Harvey-ras (oncogén);
S5mC=5-metil-citosina [Adaptada de Esteller 2008].




4.4 Defectos especificos en la maquinaria de metilacion

Las enfermedades humanas que surgen a partir de mutaciones en los componentes de la maquinaria
metilacion en el ADN han probado ser importantes para mantener los patrones de metilacion normales
de cada tipo celular. La regulacion inapropiada de la metilacion de ADN en tipos celulares especificos
conlleva consecuencias patologicas, como el desarrollo de lupus eritematoso sistémico (SLE) y el

sindrome de inmunodeficiencia inestabilidad centromérica y anomalias faciales (ICF) (robertson 2005]-

La investigacion sobre patologias con trasfondo epigenético se ha enfocado principalmente sobre la
metilacion del ADN (Fig. 52); sin embargo, como se mencionara a continuacion, también hay otros

factores de remodelacion de la cromatina que intervienen en estas enfermedades.

4.4.1 Cancer
El cancer, también llamado neoplasma maligno, es una clase de patologia que se caracteriza por
células que muestran un crecimiento descontrolado, invaden tejidos adyacentes, y que en algunas

ocasiones, se esparcen hacia otros compartimentos corporales por via linfatica o sanguinea (metastasis).

Segun multiples estudios, existe una estrecha relacion entre el cancer y las alteraciones epigenéticas,
tanto asi que esta enfermedad es una de sus principales lineas de investigacion (Tabla 10). Sin
embargo, aun no se sabe si los cambios epigenéticos son la causa o el resultado de las transformaciones
celulares de esta enfermedad [viiet e al. 2007)- El epigenoma de células cancerigenas generalmente sufre
grandes alteraciones en los patrones de metilacion de ADN en forma de hipometilacion global e
hipermetilacion en zonas promotoras especificas [Eseler 2005); ademas de patrones aberrantes de
modificacion de histonas [praga et al. 20055)- AUn no se sabe si las epimutaciones causan la transformacion

celular anomala o son resultado de ésta [Laird 2005; Baylin & Bestor 2002]-

La LOI de un gen promotor de crecimiento induce la activacion de un alelo normalmente silenciado,
lo que resulta en una expresion anormalmente alta de proteinas de crecimiento. El locus de impronta
IGF2/H19 codifica IGF2, un factor de crecimiento autocrino, y H19, un ARNnc con propiedades
supresoras del crecimiento [wao ot al. 1993]- Las proteinas IGF2 y H19 se expresan en células normales a
partir de alelos maternos y paternos, respectivamente, de tal forma que la activacion del alelo materno
IGF2 resulta en una expresion aumentada de IGF2 y una expresion reducida de H19 en el mismo alelo
(Fig. 50). La pérdida de impronta de IGF2 es el LOI méas comun entre diferentes tipos tumorales, entre
los que se encuentran el de colon, higado, pulmén y ovario moulton et al. 1994; Steenman et al. 1994]- Ademas, se
ha observado que los defectos por LOI en IGF2/H19 varian segun el tipo de lesion [robertson 2005]. Por

ejemplo, en el tumor de Wilm (en rifidon) la region ICR1 en el alelo materno se metila de novo, lo que



inhibe la union de CTCF y asi permite el acceso de los potenciadores de H19 al promotor IGF2 en

ambos alelos.

Se han encontrado que genes involucrados en diversas funciones celulares pueden estar mal
regulados en células cancerosas. Algunas estimaciones recientes sugieren que un tumor promedio
contiene entre 100 y 400 regiones promotoras hipermetiladas [ggeiier 20077- En tumores con una
progresion bien definida (Fig. 51) se puede observar una hipermetilacion aberrante en el ADN de
células precursoras viie et al. 2007 ESto sugiere que la hipermetilacion, mas que ser resultado secundario
de alteraciones genéticas, contribuye directamente a la transformacion celular maligna [chan et al. 2002}- S€
han encontrado patrones de hipermetilacion anomala en zonas promotoras de genes involucrados en la
regulacion del ciclo celular (pl6™** p15™%* Rb, p'**%F), reparacion de ADN (BRCA1, MGMT),
sefializacion, resistencia a farmacos, detoxificacion, apoptosis (DAPK, TMSI1), diferenciacion,

angiogénesis y metastasis [scarano et al. 2005; Esteller 2007]-

Se cree que la hipometilacion general observada en células cancerosas [hsiung et al. 2007; Ehrlich 2002]
provoca inestabilidad genémica y la formacion de estructuras cromosémicas anormales. Ademas, se ha
reportado que induce la activacion de oncogenes, como el homo6logo RAS viral (r-ras), antigeno de

melanoma 1 (MA GE]) y PAX2 [Feinberg et al. 2006]-

Los patrones de metilacion de histonas también parecen estar alterados en CANCET [Fraga et al. 2005b; Pogribny
etal. 2006]- Los dinucledtidos CpG estan generalmente metilados en células normales, con la excepcion de
las islas CpG reguladoras que se encuentran hipometiladas rund & van Lohuizen 2004]- En contraste, las
c€lulas cancerosas muestran una hipometilacion general y una hipermetilacion de islas CpG. Este
cambio en el patron de metilacion de ADN resulta generalmente en el silenciamiento inapropiado de
ciertos genes, especialmente en los supresores de tumoracion, lo cual induce el desarrollo de varios

tipos de cancer.

Se ha observado una pérdida en el grado de la acetilacioén en residuos H4K16 y de trimetilacion de
H4K20 en tejidos pre-cancerosos como linfoma, adenocarcinoma colorectal y carcinoma escamoso.
Estas pérdidas se acumulan durante el desarrollo tumoral fraga et al. 2005 La expresion de maspina, un

inhibidor de serina proteasa, esta reducida en algunas formas de cancer avanzado por la metilacion de

sus secuencias promotoras [Boltze et al. 2003; Futscher et al. 2004; Yatabe et al. 2004]-

También se han reportado alteraciones en la dimetilacion de H3K9 [prigola et al. 2006) Y Niveles reducidos

de acetilacion de histonas en general pmitsiades et al. 2004]-



Funcion en el desarrollo tumoral

Sitio de tumoracion

Gen
Desmodulacion de proliferacion celular, migracion,
APC adhesion, reorganizacion del citoesqueleto y Seno, pulmon, eso6fago.
estabilidad cromosomica
BRCA1 Reparacion de ADN y activacion de transcripcion Seno, ovario
- ; o ; GIT, cuello y cabeza, NHL,
CDKN2A/p16 Inhibidor de cinasa ciclina-dependiente pulmén
Enzima dependiente de calcio/calmodulina que

DAPK1 fosforila residuos de serina/treonina en proteinas. Pulmoén

E-cadherina
ER

GSTP1

hMLH1

MGMT

p15

RASSF1A

Rb

VHL

Supresion de apoptosis
Incremento de proliferacion, invasion y/o

metastasis

Resistencia hormonal

Detoxificacion disminuida de metabolitos activos
derivados de carcinégenos
Reparacion de ADN defectuosa y mutaciones
genéticas
Gen relacionado a p53 involucrado en la reparacion

de ADN vy resistencia a farmacos
Activacion y proliferacion celular no-restringida

Pérdida de regulacion negativa de proliferacion a
través de la inhibicion de la progresion de fase
G1/S
Falla en la represion de la transcripcion de genes
requeridos para la replicacion de ADN vy division
celular
Estabilidad de ARN alterada y degradacion erronea

de proteinas de union a ARN

Seno, tiroides, estomago
Seno, prostata
Prostata, seno, rifion

Colon, estobmago, endometrio,

ovario
Pulmon, cerebro

Leucemia, linfoma, carcinoma

de células escamosas, pulmon

Pulmén, seno, ovario, rifion,

nariz, faringe.

Retinoblastoma,

oligodendroglioma

Rifidén

Tabla 10. Genes metilados en cincer humano y su rol en el desarrollo tumoral.
Abreviaturas: APC=poliposis coli adenomatosa; BRCAl=cancer de seno 1; CDKN2A/p16=cinasa
dependiente de ciclina 2% DAPKI=proteina cinasa asociada con muerte 1; ER=receptor de
estrogenos; GSTP1=glutation S-transferasa fosfato 1; hMLH1=homdlogo Mut L 1; MGMT=0-6
metilguanina-ADN metiltransferasa; RASSF1A=miembro de la familia de dominios de asociacion

a Ras 1

;  Rb=retinoblastoma;

VHL=von Hippel-Lindau;

NHL=linfoma no Hodgkin [Adaptado de Das & Singal 2004].

GIT=tracto

gastrointestinal,




Figura 52. Patrones de metilacion de cromosoma 1 en dos pares de
gemelos monocigoticos de diferentes edades.

Tres afios (izquieda) y cincuenta (derecha) afios de edad. Aunque cada
gemelo comparte la misma informacion genética con su hermano, se pueden
apreciar diferentes patrones de metilacion; especialmente cuando aumenta su
edad. Codigo de colores: hipermetilacion= verde; hipometilacion= rojo;
metilacion similar= amarillo [Adaptado de Fraga et al. 2005a].

Tejidos con productos de

Alelo interaccién con GNAS Pérdida de funcion alélica
Disminucion de la adiposidad, funcion
Goénadas, glandula pituitaria, hipermetabdlica, hipoglicemia,
Materno | tiroides, tubulo proximal renal y disminucién en la actividad de
tejido adiposo. locomocion y resistencia a la hormona
paratiroidea
Paterno Tejido adiposo pardo Mayor adiposidad

Tabla 11. Tejidos con los que interactia la proteina Gsa y los efectos de la pérdida
de funcion alélica del complejo GNAS materno y paterno [Adaptado de Gallou-
Kabani & Junten 2005].




Curiosamente, durante el proceso normal de envejecimiento celular también se presenta una
disminucion generalizada de los niveles de metilacion [wiison & Jones 1983, Yy un incremento en la
hipermetilacion de zonas localizadasdel ADN [gichardson 2002]- Por lo tanto, la mayor incidencia de cancer

en individuos maduros tiene una explicacion epigenética.

4.4.2 Lupus

El lupus eritematoso sistémico (SLE) es una enfermedad autoinmune caracterizada por erupciones
cutaneas, dolor en las articulaciones, glomerulonefritis, células T defectuosas y presencia de
anticuerpos anti-ADN, anti-cromatina y anti-anticuerpos. El SLE es 8-10 veces mas frecuente en

mujeres que en hombres, con una incidencia de ~1 por cada 2,000 personas a nivel mundial [robertson

2005]-

Se piensa que en esta enfermedad las células T, responsables de la respuesta inmunologica mediada
por anticuerpos, sufren una disminucién en el grado de metilacion de su ADN [peng et al. 2001} LOS
genomas de células T con SLE estan hipometilados, ya que presentan una disminucion del 15-20% con
respecto a su grado de metilacion normal. Ademas, se han encontrado concentraciones reducidas de
DNMT]1 en estas células [richardson et al. 1990]- Un experimento que sustento esta idea fue el realizado sobre
células CD4" normales de raton a los que se les expuso a 5-aza-2’-deoxicitidina, (un inhibidor de la
metilacion de ADN), las cuales posteriormente mostraron comportamiento autoreactivo. La
transferencia adoptiva de estas células provoco en los ratones una enfermedad tipo SLE [quddus et al. 1993]-
Ademas, hay reportes de humanos que presentaron una enfermedad tipo-lupus al ser expuestos a

inhibidores de la metilacion de ADN [Richardson 2003; Scheinbart et al. 19917

En células T normales, la DNMT]1 se activa transcripcionalmente cuando se estimula por sefiales
provenientes de la via cinasa regulada por seniales extracelulares (ERK), la cual estd alterada en
células T de lupus [robertson 2005} El sefialamiento anomalo de ERK probablemente contribuye a las
concentraciones reducidas de DNMT1 y la consecuente hipometilacion de las células T en pacientes
con SLE [peng et al. 2003]- S€ piensa que el farmaco antihipertensivo hidralazina causa hipometilacion en

células T y enfermedad tipo-lupus en humanos al inhibir esta via [robertson 2005]-

Adicionalmente, algunos estudios en humanos sugieren que la exposicion a inhibidores de la DNMT
tiene un efecto similar al visto en ratones con enfermedad tipo-lupus [Harmon & Portanova 1982]. Por lo tanto,
SLE demuestra que los defectos en la metilacion del ADN se regulan de manera diferencial, al

responder a diferentes estimulos y dependiendo del tipo celular.



4.4.3 Sindrome metabdlico
El sindrome metabodlico consiste en una combinacién de sintomas que promueven el desarrollo de
enfermedades cardiacas y de diabetes. El cuadro diagndstico de esta enfermedad consiste en

hipertension arterial, hiperglicemia, hiperlipidemia, concentracion baja de HDL y obesidad central

[MedlinePlus 2008]-

Se han descrito alteraciones epigenéticas tempranas en aterosclerosis, animales alimentados con
dietas aterogénicas, diabetes mellitus tipo 2 y envejecimiento [issa 2002; Poirier et al. 2002; Lund et al. 2004; Dong et al.
2002; Post et al. 1999]- 51N embargo, las alteraciones epigenéticas involucradas en el sindrome metabdlico atin
no han sido totalmente exploradas, pero ya se inicid su investigacion [Boloker et al. 2002; Dabelea et al. 2000; Issa

2002]-

La Organizacion Mundial de la Salud reportd6 que en el 2005 existian aproximadamente 1,600
millones de personas mayores de 15 afios con sobrepeso, y que al menos 400 millones de adultos eran
obesos. Ademas, se calcula que en el ano 2015 habran ~2,300 millones de adultos con sobrepeso y mas

de 700 millones con obesidad, un incremento que se ve especialmente marcado en el medio urbano joms

2008]-

También se ha observado una prevalencia de obesidad en paises con ingresos bajos o medios. La
hipétesis del genotipo ahorrador (‘thrifty genotype’) propuesta en 1962 por el genetista James V. Neel
intentd explicar la tendencia de ciertos grupos étnicos a padecer diabetes. La hipotesis dice que un
genotipo diabético pudo haber sido ventajoso para las poblaciones cazadoras y recolectoras,
especialmente para las madres, ya que les habria permitido engordar mas rapido en tiempos de
abundancia y asi tener mejores probabilidades de supervivencia durante periodos de escasez. Por lo
tanto, con los habitos de consumo abundante de alimentos y el sedentarismo, este genotipo pudo
haberse convertido en un elemento de desventaja al inducir obesidad cronica y problemas de salud

relacionados a estos factores (neel 1962]-

En la actualidad existen reportes disponibles para apoyar la idea de que, junto con la herencia del
genotipo “ahorrador”, los individuos que padecen el sindrome metabdlico experimentaron una
programacion epigenética inadecuada durante su desarrollo fetal y post-natal. Aparentemente, cuando
un individuo con un fenotipo ahorrador esta expuesto a altos niveles de nutrientes durante su vida es
mas susceptible a presentar obesidad, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, ademas de que

aparentemente se puede transmitir esta predisposicion a su progenie [Hales & Barker 1992: Barker 1990, 1993]-



La insuficiencia placentaria se ha asociado persistentemente con alteraciones epigenéticas en ratas.
Cambios en el metabolismo del monocarbono en higado, provocados por deficiencia de folato, produce

hipometilacion de ADN y acetilacion de histonas en este tejido MacLennan et al. 2004]-

La restriccion proteica durante la gestacion incrementa la velocidad de la apoptosis pancreatica en
crias de ratas. Esto implica que existan menor cantidad de células pancreaticas  y se altere el
desarrollo endocrino del pancreas en la siguiente generacion [Biondeau et al. 2002 D€ manera similar, una
dieta rica en carbohidratos en ratas recién nacidas induce inmediatamente hiperinsulinemia, la cual
persiste durante la edad adulta sin necesidad de algiin estimulo adicional. Esta impronta metabdlica,
una vez establecida, forma un ciclo vicioso por que las ratas hembra con un fenotipo “alto en

carbohidratos™ lo trasmiten a su progenie [srinivasan et al. 2003]-

Se ha propuesto que la desnutricion o la sobrealimentacion en etapas criticas del desarrollo, como la
nifiez y la adolescencia, podrian programar su metabolismo de lipidos, y de otros sistemas metabdlicos,
por el resto de su vida pwu et at. 20047 Por ejemplo, un analisis utiliz6 la informacion de ALSPAC (4von
Longitudinal Study of Parents and Children) y reportes historicos de Overkalix (Suecia) para estudiar
la influencia de los efectos transgeneracionales del tabaquismo y el consumo de alimentos (basandose
solamente en la disponibilidad, sin datos nutricionales) en la mortalidad [arspac 200s)- Se reportd que la
longevidad de los sujetos de estudio esta influenciada por el consumo de alimentos de los abuelos
paternos, particularmente durante el periodo de crecimiento lento (de los 8-10 afios en nifias; 9-12 en

nifios). Se encontrd ademads que si los abuelos paternos, durante el periodo de crecimiento lento:

e Experimentaron hambruna, el sujeto de estudio estuvo generalmente protegido contra muerte por
eventos cardiovasculares. Se piensa que las abuelas paternas podrian tener el mismo efecto.

e Vivieron hambruna, la mayoria de sus nietos no experimentaban diabetes.

e Tuvieron acceso a una gran cantidad de alimento, sus nietos presentaban cuatro veces mas riesgo de

muerte por diabetes mellitus.

Ademas, los nietos presentaron la tendencia a estar protegidos de muerte cardiovascular si la madre
vivio durante uno o varios afios con abundancia alimenticia durante su periodo de crecimiento lento.
Por lo tanto, se cree que el periodo de crecimiento lento es un periodo ontogenético critico pero que

aun no tiene un mecanismo de funcionamiento definido [kaati et al. 2002; Pembrey et al. 2006]-

En adultos se han descrito cambios en los patrones de metilacion durante la diferenciacion celular
para algunos pocos genes. Por ejemplo, dos estudios mostraron una estricta correlacion entre la

desmetilacion del promotor leptina y en preadipocitos durante su diferenciacion a adipocitos pmelzner et al.



2002; Yokomori et al. 2002]- La leptina regula el balance energético a través de la modulacion electro-
fisiolégica de neuronas orexigenas (neuropéptido Y/péptido relacionado a agouti) y neuronas
anorexigenas, por lo que también tiene un efecto tréfico en neuronas del hipotdlamo involucrado en la
respuesta a nutrientes. No obstante, la leptina solo tiene estos efectos durante una corta ventana
temporal en el desarrollo post-natal: en el periodo neonatal, antes de que la leptina se involucre en la
regulacion del consumo de alimentos en adultos [Bouret et al. 2004)- Por lo tanto, es muy probable que las
concentraciones de leptina, en conjunto con un estimulo nutricional particular, durante este periodo
tengan consecuencias a largo plazo por la remodelacion epigenética variable de la cromatina [waterland &
Garza 1999]. S1n embargo, se infiere hay mecanismos similares que se aplican en los genes relacionados

con el desarrollo y la diferenciacion.

Teoricamente, la acumulacion de errores de metilacion durante el envejecimiento [isa 2002] puede
contribuir al desarrollo de diabetes mellitus 2 al disminuir la capacidad de respuesta de los genes, cuya

expresion debe ajustarse con respecto a concentraciones variables de glucosa [waterland & Jirtle 2004]-

Aunque ain no estd demostrado formalmente, existe numerosa evidencia que indica que los genes
de impronta son los candidatos con mayor probabilidad de estar involucrados en efectos evolucionarios

y transgeneracionales de respuesta a las condiciones nutricionales [Galou-Kabani & Junien 2005]-

La diabetes y la obesidad, dos de los pilares del sindrome metabodlico, generalmente van
acompafiados con cambios en la impronta gendmica [peirue & Michaud 2004- El knockout de genes de
impronta paternos resulta en el desarrollo de una placenta pequena, mientras que el knockout de genes
de impronta maternos induce placentomegalia [constancia et al. 2002]- Este efecto esta relacionado con el gen
improntado IGF2: la expresion placentaria de IGF2 puede causar retraso idiopatico en el crecimiento

uterino en humanos [sipley et al. 2004]-

Los genes de impronta gendmica también parecen tener funciones en el desarrollo post-natal. El
complejo GNAS es un dominio de impronta que codifica la subunidad a de la proteina estimuladora G
(Gsa), la cual interactia con la adenilato ciclasa y otros productos de transcripcion tejido-especificos

del alelo materno y paterno (Tabla 11) [Gallou-Kabani & Junten 2005]-

Otros dos genes improntados de expresion paterna, Pegl y Peg2, ejemplifican la sincronizacion
entre la ingesta y la demanda de alimento. Estudios sugieren que las modificaciones epigenéticas
pueden alterar el fenotipo de la madre y los hijos de acuerdo a la disponibilidad de comida. La
sincronizacion de estas caracteristicas adaptativas en la madre y la progenie, por medio de la expresion

de algunos genes de impronta paternos, asegura que las crias tengan un buen cuidado materno curiey et at.



2004]- Sin embargo, un estudio que utiliz6 micromatrices de oligonucleotidos concluy6 que Pegl y Peg3
estan activados transcripcionalmente en tejido adiposo de ratones con obesidad inducida por la dieta
[Moraes et al. 2003]- EN otro estudio se observd que la sobreexpresion de Pegl alargaba adipocitos, lo que
podria hacer que las concentraciones de ARNm de Pegl pueda funcionar como un indicador del

tamafio de adipocCitos [Takahashi et al. 2005]-

La demostracion formal de la influencia de genes de impronta en la adaptacion metabdlica

relacionada con diabetes y obesidad requerird un andlisis detallado de patrones epigenéticos en

complejos de Impronta [Gallou-Kabani & Junten 2005]-

Como en el caso del cancer, en casos de aterosclerosis se han reportado hipermetilacion regional. El
receptor de estrogeno o (ER-a) tiene un grado de metilacion superior en ateromas a comparacion de

tejido de musculo liso y aorta in Vitro [ying et al. 2000]-

4.4.4 Esquizofrenia

La incidencia interracial de esquizofrenia sugiere que los genes de susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad han estado presentes en el ser humano desde hace aproximadamente 160,000 afos [muskict &
Kemperman 2006]- Estudios sobre familias con historial de esquizofrenia han mostrado que esta asociada con
un pequefio nimero de genes de susceptibilidad, los cuales también estan involucrados en la depresion,
desorden bipolar, sociopatia y problemas de aprendizaje. Se piensa que estos genes se han conservado
durante la evolucion porque también estan relacionados con la creatividad excepcional y la inteligencia

[Horrobin 2001]-

La concordancia de esquizofrenia entre gemelos homocigoticos es de ~50% [muskiet & Kemperman 2006]-
Ademas, esta enfermedad parece ser transmitida a la progenie principalmente por el padre que la

padece, lo que sugiere patrones de impronta gendmica [ohara et al. 1997]-

Varias lineas de estudio indican que la deficiencia de 4cido folico y ciertos polimorfismos de genes
relacionados con el metabolismo de folato estian relacionados con esquizofrenia [apdolmaleky et al. 2006]-
Estos estudios han mostrado que los pacientes con esquizofrenia tienen concentraciones bajas de folato
circulante |Muskiet & Kemperman 2006, ademds de que las concentraciones séricas en pacientes con
esquizofrenia son inversamente proporcionales a la severidad de sus sintomas [Gofr et al. 2004 Algunas
condiciones que han sido definidas como factores de riesgo para desarrollar esquizofrenia, y que
pueden inducir una deficiencia de folato, son: desnutricién materna, nacer en el periodo de transicion
invierno-primavera, ambientes urbanos, ser de un nivel socioeconémico bajo, alcoholismo, tabaquismo

y evacuaciones frecuentes. Ademas, el consumo de ciertos medicamentos puede inducir un estado de



deficiencia: anticonceptivos orales, anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs), anticonvulsivantes,

hipolipemiantes, metotrextato, antihiperglucemiantes, diuréticos y ciertos antibioticos.

Por ejemplo, las mujeres que estuvieron en condiciones de hambruna en Holanda [rock et al. 1998] ¥
China [s; clair et al. 2005] tuvieron hijos con riesgo duplicado de desarrollar esquizofrenia. La alta incidencia
de esquizofrenia reportada en una cohorte holandesa coincidié con una incidencia 2.5 veces mayor

defectos del tubo neural, lo que sugiere un estado de folato bajo prenatal [ock et al. 1998]-

Los genes involucrados con el desarrollo de esquizofrenia y que podrian ser sensibles a alteraciones
epigenéticas son los de la catecol-O-metiltransferasa (COMT), reelina (RELN) y glutamato
descarboxilasa (GADg7) [viiet et al. 2007 La COMT cataliza el primer paso de la degradacion de
neurotransmisores como dopamina, epinefrina y norepinefrina. Se encuentra en el tejido cerebral en
forma soluble (S-COMT) y unida a la membrana (MB-COMT). Un estudio post mortem en cerebro
mostrd que el promotor MB-COMT esta hipometilado, y por lo tanto mas activo, en pacientes con
desorden bipolar y esquizofrenia que en pacientes control. La hiperactividad de MB-COMT esta
asociada con problemas de atencion y funciones cognitivas ejecutivas. Ademas, existe una correlacion

entre COMT hiperactivo con la hipermetilacion del promotor RELN [apdolmaleky et al. 2006]-

La reelina es una proteina encontrada en la matriz extracelular que modula las interacciones
intercelulares criticas para el posicionamiento y migracion neuronal durante el desarrollo cerebral. La
proteina GADg; cataliza la produccion del neurotransmisor dcido gama-amino-butirico (GABA). El
gen que codifica la DNMT1 se activa por las mismas interneuronas que silencian la expresion de
RELN y GADg7 [Guidotti et al. 2000; Veldic et al. 2005] Y@ que €l promotor RELN ha demostrado ser sensible a la
metilacion, se ha propuesto que la sobreexpresion de DNMTT1 es, al menos parcialmente, responsable
de la represion de RELN en las neuronas [Grayson et al. 2006]. Ademas, RELN ha mostrado estar
hipermetilado en pacientes esquizofrénicos [Grayson et al. 2005]- Esto concuerda con observaciones de
estructuras corticales post-mortem donde se ha encontrado una reduccion de reelina y GADg; en

pacientes esquizofrénicos, con desorden bipolar y depresion con respecto a pacientes control [Guidotti et al.

2000; Fatemi et al. 2000; Grayson et al. 2006]-

El tratamiento cronico con metionina induce la hipermetilacion del promotor RELN y reprime la
expresion de RELN y GADg7, induciendo un estado tipo psicotico en roedores [rremolizzo et al. 2002} EN
humanos, un estudio mostré6 que la administracion de metionina en pacientes esquizofrénicos

exacerbaba los sintomas de la enfermedad en la mayoria de los casos [antun et al. 1971]-



4.4.5 Autismo

El tejido cerebral de pacientes con autismo presenta una expresion inferior de MeCP2, el gen que
codifica la proteina de union a CpG metilado [samaco et al. 2005; Thatcher et al. 2005]- Ademads, en estos pacientes
se han encontrado anormalidades en la metilacion de UBE3A, un gen de impronta gendémica que
codifica la ubiquitina proteina ligasa E3A (Ube3A4). Alrededor del 5% de los pacientes con autismo

tienen duplicada la region de impronta del cromosoma 15q11-q13, en la cual se localiza UBE3A [cook et

al. 1998; Cook et al. 1997; Schroer et al. 1998; Schanen 2006]-

Los nifios con autismo tienen un menor indice de SAM/SAH en sangre, lo que posiblemente se
traduce en una capacidad de metilacion disminuida [james et al. 2004]- Adicionalmente, el desarrollo de
autismo se ha relacionado con la exposicion prenatal al 4cido valproico, un agente anticonvulsivante

que también actia como inhibidor de la histona desacetilasa (HDACI) [christianson et al. 1994]-

Ademas se han reportado concentraciones reducidas de una proteina también relacionada con la

esquizofrenia y el trastorno bipolar en pacientes autistas, la reelina ( en forma de ARNm y proteina)

[Fatemi et al. 2005; James et al. 2004]-

4.5 Acciones a futuro para el estudio de influencias epigenéticas en

enfermedades humanas

4.5.1 Definir los epigenomas estandar

La organizacion epigenética anormal solo podra ser definida cuando se conozcan los patrones
normales de cada tipo celular. En la actualidad, los conceptos como islas CpG o elementos
transponibles se utilizan para definir secuencias no-metiladas o metiladas, respectivamente.
Idealmente, en el futuro se podran definir patrones epigenéticos para cada una de las lineas celulares en
diferentes etapas de desarrollo del cuerpo en varios organismos como una base importante de los

estudios de enfermedades [robertson 2005]-

4.5.2 Identificar la variabilidad epigenética

Una vez que se hayan definido los epigenomas normales, se tratard la heterogeneidad entre los
diferentes patrones individuales. Al recopilar informacion sobre varias poblaciones, probablemente se
podran asociar cambios individuales con caracteristicas generales de algiin grupo demografico que
tiene factores en comun. Considerando que varios cambios epigenéticos ocurren durante las etapas
tempranas de la enfermedad humana, se espera que ese rango de variabilidad pueda ser un instrumento

de diagnostico para los individuos que sean alin asintomaticos [robertson 2005]-



4.5.3 Estudios especializados sobre fuentes de variabilidad epigenética

Paralelamente a los estudios previamente mencionados, se podra comparar informacion contenida en
cohortes para determinar si hay factores especificos que influyen el comportamiento epigenético. Los
que estan recibiendo mas atencioén en el presente son la dieta, firmacos, edad, género y el genotipo

[Robertson 2005]-

4.5.4 Estudios de asociacion epigendmicos

Ya que se tengan suficientes estudios como los mencionados previamente, se podran realizar estudios
de asociacion epigendémica sobre enfermedades especificas. La localizaciéon y el grado de variabilidad
en el genoma seran utiles porque permitirdn comprender la funcion de la desregulacion epigenética en
los mecanismos patologicos. Con esto se podran disefiar biomarcadores para la deteccion temprana y la

Prognosis [Robertson 20051-

4.5.5 Mayor desarrollo bioinformatico
El estudio epigendmico requiere de herramientas para organizar, manejar y analizar una gran
cantidad de datos generados en los estudios, por lo tanto, sera necesario promover la epigenémica

computacional para poder cumplir con esas necesidades [robertson 2005]-






