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EPIGENETICA Y EPIGENOMICA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

Lurs Micuer, GOMEZ, MARiA CAROLINA PAEZ! Y JuAN-MANUEL ANAYAY?"

Resumen

Los mecanismos epigenéticos, como son las modificaciones del DNA vy las histonas, dan
como resultado un silenciamiento heredable de los genes, sin cambios en la secuencia codifi-
cante. A pesar que el estudio de las enfermedades humanas se ha centrado principalmente en
mecanismos genéticos, una alteracion en la red de eventos epigenéticos puede causar varias
patologias, entre las cuales se encuentran el cancer, sindromes de inestabilidad cromosémica
y enfermedades autoinmunes (EAI). Estudios recientes en epigenética, que incluyen la metilacion
del DNA vy sus respectivas enzimas reguladoras, podrian contribuir a la comprensiéon de la
fisiopatologia de EAI como la artritis reumatoide (AR). En este articulo se revisa la importancia
de la metilacion del DNA en la AR, en especial la hipometilacién. Existe un gran potencial en
el desarrollo de “terapia epigenética” y varios inhibidores de las enzimas que controlan estos
procesos, especificamente las DNA metiltransferasas vy las deacetilasas de histonas, podrian
ser una esperanza para el tratamiento de la AR.

Palabras clave: artritis reumatoide, epigenética, metilacion.

EPIGENETICS AND EPIGENOMICS OF RHEUMATOID ARTHRITIS
Abstract

Epigenetic mechanisms, which involve DNA and histone modifications, result in the heritable
silencing of genes without a change in their coding sequence. The study of human disease has
focused on genetic mechanisms, but disruption of the balance of epigenetic networks may
lead to several major pathologies, including cancer, syndromes involving chromosomal
instabilities, and autoimmune diseases. Recent studies on epigenetics, including DNA methylation
and its regulatory enzymes, could contribute to the understanding of the rheumatoid arthritis
(RA) pathogenesis. Herein, we review the DNA methylation and its importance in RA. Several
studies have indicated the importance possible of DNA methylation, especially hypomethylation,
in the etiology of RA. As a corollary, epigenetic therapy which includes several inhibitors of
enzymes controlling epigenetic modifications, specifically DNA methyltransferases and histone
deacetylases, could be a promising treatment of RA.

Key words: rheumatoid arthritis, epigenetic, methylation.
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Introduccion

La epigenética involucra todos los mecanismos que
dan lugar a una expresién genética diferencial en
células especializadas, que no depende directamen-
te de cambios en la secuencia de DNA!. Dentro
de los procesos mas estudiados en este campo, se
encuentran la metilacion del DNA v la acetilacion
de las histonas?, procesos que contribuyen a la
regulaciéon de las vias inmunolégicas involucradas
en la fisiopatologia de la artritis reumatoide (AR).
Estos avances han generado el espacio para el estu-
dio de diversos medicamentos, que basados en tera-
pia epigenética, buscan modular la respuesta infla-
matoria en enfermedades autoinmunes como la
AR. Este articulo revisa algunos conceptos bésicos
sobre epigenética y su impacto en la etiopatogenia
de la AR, identificando finalmente algunas de las
principales herramientas terapéuticas descritas en
este campo. La metilacion del DNA es el proceso
epigenético mejor estudiado y entendido, aunque
también se pueden incluir modificaciones etil, ace-
til, fosforil y otras alteraciones de las histonas. Una
de las posibles explicaciones funcionales de los
cambios epigenéticos del genoma, es que proveen
mecanismos por los cuales un organismo puede
responder al medio ambiente sin cambiar el DNA.
Por lo tanto, algunos autores han comparado a la
genética como el “hardware” y a la epigenética
como el “software”3. Los cambios epigenéticos son
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sensibles al ambiente, como se evidencia en el locus
Aguti, que determina un tipo de color en ratones,
los cuales, a pesar de ser idénticos genéticamente,
pueden poseer cambios en la metilacion del DNA*.
Asi mismo, el estudio de la epigenética explica,
por lo menos en parte, la contribuciéon que tiene
el medio en las enfermedades complejas.

Metilacion del DNA

La metilacion del DNA es uno de los mecanismos
de supresiéon de la expresion génica v el principal
regulador de los genomas in vivo. En mamiferos,
la metilacion del DNA se refiere a la insercion de
un grupo metilo (CH,) en la base nitrogenada cito-
sina. De una manera detallada, es el cambio de la
base deoxycitosina (dC) en la posicién 5’ para for-
mar deoxymetilcitosina (d™C), en presencia de un
sustrato que dona los grupos metilo y una enzima
que se encarga de transferir dichos grupos (Figura
1). Las d™C se encuentran en los dinucleétidos CG,
secuencias que en 70-80% se hallan metiladas.
Muchas secuencias CGs llamadas islas CpG (por
encontrarse en grupos y unidas por grupos fosfato),
no estan metilasdas en su mayoria. Las islas CpG
contienen miuiltiples sitios de unién a factores de
transcripcién y actian como promotores; aproxi-
madamente la mitad de los genes estan asociados
a islas CpG®.

5- metilcitosina
NH

2

CH, \N

DMNA metiltransferasa
-—#
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FIGURA 1. Metilacién de la citosina. La DNA metiltransferasa cataliza la transferencia de grupos metilo del
sustrato S-adenosilmetionina a la citosina, produciendo 5-metilcitosina y S-adenosilhomocisteina.
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La metilacion del DNA es mediada por una familia
de proteinas llamadas DNA metiltransferasas (Mta-
sas) que incluyen Dnmt1, Dnmt3a y Dnmt3b. La
Dnmt1 es una enzima de mantenimiento que sos-
tiene la metilacion a través de las divisiones celulares,
es decir, metila a partir de cadenas de DNA hemi-
metiladas. La Dnmt3a y la Dnmt3b, son capaces
de metilar DNAs que no estaban metilados, meca-
nismo que se conoce como metilacion de novo®.

La importancia de la metilacion en la homeostasis
es evidenciada por las diferentes patologias que
ocasiona cuando existe alguna falla en dicho pro-
ceso. Las funciones de la metilacion del DNA y
sus implicaciones en patologia son resumidas en
las tablas 1 y 2. En la Figura 2 se ilustran los me-
canismos por los cuales la metilacion inhibe la
transcripcion’ 8.

TABLA 1. Funciones de la metilacién del DNA

Funciones metilacion del DNA

Mecanismo de accion explicado por metilacion

Diferenciacién celular

Esta implicado en la diferenciacién Th1-Th2 de los linfocitos T

Impronta genética
Inactivaciéon del cromosoma X

Supresién de DNA parasitos

Supresién de la transcripcion

Solo alguno de los dos alelos es expresado, sea del padre o de la madre
En las mujeres una de las dos copias del cromosoma X esté inactivado para
garantizar una igual dosis génica entre hombres y mujeres

Elementos de DNA moviles como retrotransposones son inactivados, la
metilacion también es un mecanismo de defensa

Fisicamente, los factores de transcripcion no pueden unirse a los promotores

TABLA 2. Alteraciones en la metilacién del DNA

Enfermedad Mecanismo de accién

Sindrome de Rett Deficiencia de MeCP-2

Sindrome ICF Deficiencia de Dnmt3b

Sindrome de PW Error en la impronta genética

Sindrome de Angelman Error en la impronta genética

Sindrome de BW Error en la impronta genética

Sindrome de fragilidad del X Metilacion anormal del cromosoma X, expansiéon de la metilacion en la
repeticion CGG de la region 5'UTR del gen FMR1

o-Talasemia Anemia, metilacion de la isla CpG en la o-globina, deficiencia de HBA1 y
HBQ1

Sindrome ATR-X Mutaciones en el gen ATR-X, hipometilacién de ciertas repeticiones y se-
cuencias satélites del genoma

Cancer Hipometilaciéon: aumento en la expresion de proto-oncogenes,

LES inducido por medicamentos

LES idiopético

translocaciones cromosémicas y mutaciones.

Hipermetilacion: inactivacion de genes supresores de tumores
Hipometilacion de genes de células T por medicamentos como
procainamida e hidralazina

Hipometilacién de genes de células T

Abreviaciones: MeCP2: Proteinas de unién a citosinas metiladas; ICF: sindrome de Inmunodeficiencia-inestabilidad centromérica
y anormalidades faciales; Dnmt: DNA metiltransferasas; PW: sindrome de Prader Willi; BW: Sindrome de Beckwith-Wiedemann;
FMR1: gen del retraso mental del X fragil 1; UTR: regiones no traducidas; HBA1: Hemoglobina Alfa 1; HBQ1: Hemoglobina
Tetha 1; ATR-X: Alfatalesemia/ Sindrome de retraso mental ligado a X, LES: Lupus Eritematoso Sistémico.
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FIGURA 2. Mecanismos de represién transcripcional mediada por citosinas. a. En ausencia de metilacion, la
region promotora estd permisible a la union del factor de transcripcion (FT) y de la RNA polimerasa Il (Pol II)
para iniciar el proceso de transcripcion. b. La presencia de 5 metilcitosina en el promotor inhibe la union de
los factores de transcripcion, como el Ap-2, el E2F y NFkB. c. El represor transcripcional especifico MeCP-1
interactta con la 5 metilcitosina e interfiere igualmente con la unién de los FT y la Pol Il a la secuencia blanco

Demetilacion

La demetilacion del DNA comprende dos mecanis-
mos, el pasivo y el activo. El mecanismo pasivo
ocurre cuando la enzima Dmnt1 es incapaz de me-
tilar el DNA recientemente sintetizado durante la
replicacion. Este es el mecanismo por el cual 5-
azaC, un inhibidor reversible de las metilasas, pro-
duce hipometilacion del DNA, y algunas proteinas
de uniétn al DNA pueden bloquear la metilacién

de las citosinas en la fase S (sintesis) del ciclo
celular®. El mecanismo activo involucra las demeti-
lasas, las cuales ayudan a remover grupos metilo
de los residuos d™C y actiian en expresion de genes
que no estan involucrados con la division celular;
un ejemplo de esta clase de enzimas es la DNA
glicosilasa 5-metilcitosina (5-MCDG), que es depen-
diente de RNA para realizar su funcién de remover
grupos metil. Ambos, enzima y RNA, existen en
forma de complejos largos que contienen RNA
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helicasas y una enzima reparadora con actividad
glicosilasal®!.

Estructura de la cromatina

La estructura de la cromatina en los nucleosomas
es un importante regulador de la expresién génica
y en unién con la metilacion del DNA v la acetila-
cién de las histonas, proporcionan el control de la
misma. La cromatina abierta o eucromatina es se-
fial de expresion génica y se explica en parte por la
accesibilidad del aparato de transcripcion (FT y Pol
Il) a las zonas promotoras de los genes. La cro-
matina cerrada o heterocromatina frecuentemente
se asocia con la represion de la transcripcion!2.

Acetilacion de las histonas

La acetilacion de las histonas es el mecanismo por
el cual estas adquieren grupos acetilo en los amino-
4cidos de cadenas laterales que estan en contacto
con el DNA. La acetilacion se da especificamente
en el aminoacido “lisina” en la region N-terminal
de las histonas H3 y H4 en las porciones centra-
les de los nucleosomas; esta reaccion es catalizada
por la enzima acetilasa de histonas y el efecto final
de la reaccién es limitar las interacciones entre H3
vy los residuos acidos de las histonas H2A y H2B,
favoreciendo la apertura de la cromatina y por lo
tanto, el aumento en la expresion génica. De otro
lado, las desacetilasas de histonas (HDAC) desace-
tilan las lisinas, llevando a la condensacion de la
cromatina'3. Los procesos de metilacion y acetila-
cion trabajan de manera sinérgica, ya que la pro-
teina MeCP2 se une a CpGs metiladas y retine a
las desacetilasas de las histonas!*!®. Ademés, la
Dnmt1 trabaja asociada a la desacetilasa de
histonas!®.

En modelos experimentales, al evaluar la memo-
ria y flexibilidad en el patrén de expresion de genes
de citoquinas como propiedades particulares de
los linfocitos Th1 y Th2, Meci y col. evidenciaron
in vitro, que células T de memoria nativas (CD4+),
poseen un patrén no selectivo de hiperacetilacion
de histonas en el promotor de los genes que codi-
fican para IL-4 e IFN-y, contrario a lo observado
en células T de memoria efectoras, las cuales se
pueden diferenciar por un patrén de acetilacion
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polarizante Th1 (hiperacetilacion del promotor del
gen IFN-y) o Th2 (hiperacetilacion del promotor
del gen IL4). Aunque este hallazgo pudiese pare-
cer excluyente, en condiciones favorables el perfil
de acetilacion puede ser modificado y por ende la
expresion génica de estos marcadores, lo que evi-
dencia que este efecto aunque determinante, no
es irreversible y podria actuar como modulador de
las respuestas inmunolégicos presentadas en dife-
rentes entidades inflamatorias y autoinmunes!’.

Epigenética y medio ambiente

El niquel y el arsénico son potentes carcinogénicos,
sin embargo, su asociacion con AR no se ha inves-
tigado. El efecto epigenético del niquel (Ni) fue evi-
denciado en la heterocromatina; dentro del ntcleo,
el Ni se une selectivamente a la heterocromatina,
ya que contiene mas relacion proteina/DNA y por
lo tanto, mas sitios potenciales de uniéon!®. El Ni
se une tanto a histonas como a otras proteinas y
en especial a la histona H1'°. Otros sitios de unién
han sido demostrados en puntos especificos, como
en las histonas H2A y H4. El efecto epigenético
del arsénico necesita del mismo sustrato que usan
las Dnmtasas, por lo tanto compite por el sustrato
y los genes que deberian ser metilados, quedan
hipometilados. Por lo general, dichos genes son
reguladores de la proliferaciéon celular?.

Metilacion en el sistema inmune

El descubrimiento de la metilacion del DNA se rea-
lizo en timo de becerros en 19482!. Posteriormen-
te, los estudios en metilacién han beneficiado enor-
memente el entendimiento de la epigenética en el
sisterna inmune. La metilacién controla varios pro-
cesos homeostéticos como la hematopoyesis, com-
petencia inmune, autoinmunidad, repertorio de re-
ceptores de antigenos, reactividad antigénica, ciclos
de vida virales, vigilancia de células tumorales y
cambios en el sistema inmune relacionados con la
edad. La accesibilidad de los genes para el receptor
de célula T (TCR) y el receptor de célula B (BCR)
influyen en el repertorio que presentan dichos re-
ceptores y dependen en gran parte, de la regula-
ciébn epigenética, especificamente en la tasa de
metilacion/demetilacién del DNA.
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La metilacion y demetilacion dindmica del DNA,
regulan el desarrollo de diferentes lineas de células
T, activan, diferencian y vuelven a expresar molé-
culas co-receptoras de CD4+, CD8+, expresan
citoquinas tipo interleuquina 2 (IL-2), IL-4, e IFN-
vy diferencian células T CD4+ virgenes, ya sea a
Th1 o Th2%.

En la regulacién del complejo mayor de histocom-
patibilidad clase II (MHC Clase II), la metilacion
juega un papel importante a través del gen transac-
tivador clase II (CIITA)??, en respuestas antigeno-
especificas, tumorales y de autoantigenos. Clara-
mente la metilacion controla aspectos claves del
sistema inmune periférico, en el desarrollo de cé-
lulas especificas del contexto y de la actividad re-
querida del momento. En la parte inicial de este
capitulo se comentaba que los cambios epigenéti-
cos eran mas rapidos que los cambios genéticos
del DNA, de acuerdo con esto, el sistema inmune
ha tomado esta herramienta para poder ponerse
a tono con los desafios del medio (Figura 3).

Proteinas de varios virus que son altamente inmu-
nogénicas son mantenidas en un estado silente,

Estimulo

§
Cambios

" =

por mecanismos de latencia reversible de las regio-
nes promotoras virales, facilitando que no sean
reconocidos por células T citotéxicas?+2.

El sistema inmune reconoce como extrafios dinu-
cleétidos CG que no estan metilados, los cuales
pueden activar tanto la inmunidad innata como la
adaptativa. Nucleotidos sintéticos no metilados
(ODNSs) se han ensayado para modular actividades
inmunologicas, y dos clases de ellos, el tipo Ky el
tipo D se han trabajado para estimular células de
sangre periférica, con el objetivo de mirar su com-
portamiento y ser usados en adjuvantes para va-
cunas y como terapia potencial de cancer, asma y
alergia?’.

Niveles exagerados en metilacién del DNA estimu-
lan el desarrollo de células T autorreactivas y por
lo tanto, de AR. Inhibidores ex6genos de la metila-
cién de células T, como procainamida (medicamen-
to usado en arritmias cardiacas) e hidralazina (me-
dicamento usado en crisis hipertensivas) provocan
una enfermedad tipo lupus eritematoso sistémico
(LES), o también coinciden con varias de las mani-
festaciones clinicas del LES idiopético. Estos tra-

Genéticos

: == Lentos

R

af>  Rapidos

Epigenéticos

FIGURA 3. Los cambios genéticos del DNA son mds lentos que los cambios epigenéticos
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tamientos causan expresiéon anormal de genes cla-
ves en autoinmunidad y reducen la cantidad de
células CD4+, posiblemente también disminuyan
la produccién de células T reguladoras?®.

La hipometilacién de células T in vivo causa pro-
duccion de anticuerpos anti-DNA a través de la
estimulaciéon de las células B, con implicaciones
letales para macrofagos y en general para células
presentadoras de antigenos (CPA). Estos efectos
pleiotrépicos sobre la respuesta inmune son expli-
cados, en parte, por niveles alterados en las molé-
culas de adhesion y por una disminucién en la lim-
pieza de cuerpos apoptéticos, debido al poco ni-
mero de CPAs?.

La hipometilacion del DNA podria estar conteni-
da en enfermedades autoinmunes como AR, escle-
roderma y sindrome de Sjogren. Al respecto, en-
sayos en modelos murinos para dichas patologias
han mostrado una tasa de metilacion menor en
relacion a la de ratones normales®.

Metilaciéon y AR

Un resumen de los estudios realizados en metila-
ci6én y autoinmunidad en orden cronologico, es
ilustrado en la Tabla 3.

En el LES se produce un aumento en la autorreacti-
vidad celular, debida en parte a moléculas de adhe-
si6n tipo LFA-1 (antigeno 1 asociado a la funcion
de los leucocitos), involucrada en la activaciéon celu-
lar T, la cual puede ser inducida en el laboratorio
por el agente 5-azaC. El aumento en la expresion
de LFA-1 parece ser suficiente para causar auto-
rreactividad, como se observé en un estudio en
pacientes con LES (45) y la transferencia de clones
de células T tratadas con este agente puede causar
en ratones varias manifestaciones, como anticuer-
pos anti-DNA, glomerulonefritis por inmunocom-
plejos, dafios en el sistema nervioso central y alveo-
litis pulmonar37-38, Parece ser que en el suero de
los pacientes con LES se potencia la activacion
hacia metilacion®?4¢. En ratones la metilacion de
genes del timo y de nédulos linfaticos disminuye
con la edad, contrario a lo que sucede en el bazo,
en donde la metilacion se incrementa, llevando a
progresion de la enfermedad?’.
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Hace mas de un década \o “Click to search for
citations by this author.” Richardson B y col.,
incursionaron el papel de la metilacion en las enfer-
medades autoinmunes y su modulacién farmaco-
l6gica®®. En su trabajo evidenciaron como la pro-
cainamida y la hidralazina inhiben la metilacion
del DNA e inducen clonas de CD4* autorreactivas,
hallazgo que apoya lo descrito en estos farmacos
como inductores de sindromes autoinmunes; ade-
mas evidenciaron una alterada metilacion del DNA
en pacientes con AR y LES*8.

En concordancia, Corvetta y col. apoyaron el papel
de la hipometilacién del DNA como componente
importante en la fisiopatologia de dichas entida-
des*’, determinando el porcentaje de 5-metilcito-
sina (m5Cyt) en sangre periférica, células mononu-
cleares en liquido sinovial v tejido sinovial de pa-
cientes afectados con AR y LES, comparados con
controles. El porcentaje promedio de m5Cyt en
individuos sanos fue significativamente maés alto
que en los casos; adicionalmente los pacientes con
enfermedad activa presentaban mas bajos niveles
que los pacientes en remision. Estos hallazgos es-
tan de acuerdo con la hipotesis que involucra la
hipometilacién del DNA como un factor importan-
te en la patogénesis de la AR, determinando posi-
blemente una expresion alterada de genes, entre
ellos oncogenes®.

En la actualidad los trabajos en AR en este cam-
PO son muy escasos, sin embargo, cabe resaltar
el papel del metotrexate (MTX), farmaco de
eleccion para el manejo de esta entidad, en la
inhibicién de los procesos de transmetilacion®.
En su forma natural, como poliglutamato, el MTX
puede inhibir directamente la sintasa de metionina
y el transporte de metionina, conduciendo a una
disminucién de S-adenosylmetionina, la cual re-
duce no solamente la metilacion del RNA, DNA
y fosfolipidos, sino que también restringe la sin-
tesis de poliaminas, tales como la espermidina y
espermina (Figura 4). En pacientes con AR, es-
tos agentes tienden a acumularse en células mono-
nucleares de sangre periférica, orina, liquido y
tejido sinovial; su metabolismo por parte de los
monocitos da lugar a la producciéon de agentes
toxicos como el peroxido de amoniaco y de hidré-
geno, que pueden deteriorar la funcién del linfo-
cito y por ende, influir en la fisiopatologia de esta
entidad®®.
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TABLA 3. Metilacién del DNA en autoinmunidad vy AR

Autor

Resumen

Ref

Sano et al (1985)

Richardson et al (1986)
Evans et al (1987)

Eleftheriades et al (1989)
Yoshida et al (1990)

Shauenstein et al (1991)
Quddus et al (1993)

Yung et al (1995)
Mizugaki et al (1997)
Deng et al (2001)
Okada et al (2002)

Motegi K et al (2005)

Shin HJ et al (2005)

Marin J et al (2005)

La hipermetilacién produce disminucién en la expresion de moléculas
HLA-DR en células B de pacientes con LES

Clones de células T autorreactivas mediados por 5-azaC

El aumento en la expresion del proto-oncogen c-myc dependiente de
hipometilacién en células T MRL/Ipr

La metilacién no se correlaciona con el aumento en la expresion de
c-myc

Efecto protector de 5-azaC en el desarrollo de autoinmunidad en
ratones MRL/Ipr

Tiroiditis autoinmune en los pollos es inducida por 5-azaC

Induccién de autoinmunidad en ratones por transferencia de células
T tratadas con procainamida o 5azaC

Induccién de manifestaciones tipo lupus in vivo e in vitro por células
de ratones que fueron tratadas con 5-azaC o procainamida

Cambios en los niveles de metilacién en diferentes 6rganos de ratones
MRL/Ipr con el envejecimiento

Hipometilacién del DNA en células T de pacientes con LES es regulado
por la via de senalizacién ras-MAPK

Funcién importante de la hipometilacion en la transcripcion de HERV
en LES

La administracién in vitro de un agente demetilante (5-aza-2'-deoxici-
tidina, 5-Aza-CdR), aumenta la expresién funcional del gen que codifica
para canales de agua en la membrana (aquaporin-5, AQP5) de las
células ductales glandulares, generando un incremento en la secrecion
del fluido en glandulas de pacientes con pSS.

En células T humanas la expresion o silenciamiento del gen que
codifica para STAT4, esta mediado indirectamente por el grado de
metilacion de su promotor. Lo cual regularia la respuesta inmune, al
modular la expresion de FT tejido especificos y citoquinas, como
IFN-y e IL-4 durante el desarrollo de poblaciones Th.

En un modelo bovino, la metilacién de regiones especificas del
colageno tipo Il se asocia con autoinmunidad, al aumentar la
especificidad de Linfocitos T-reactivos en la iniciacion y desarrollo
de la artritis inducida por coléageno.
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Abreviaciones: MRL/Ipr: modelo murino linfoproliferativo asociado a un defecto en la via de Fas; LES: lupus eritematoso sistémico;
5-azaC: 5-Azacitidina; HERV: retrovirus endégenos; ras-MAPK: via de las MAP kinasas activadas por la proteina mitogénica Ras
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Metionina
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X
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FPaoliaminas
(Espermina — Espermidina)

Metilacion de DMA, RMNA, i
Proteinas y Fosfolipidos. '
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FIGURA 4. Inhibicién de reacciones de transmetilacién y formacién de poliaminas por el metotrexate. Abrevi-
aciones: SAM: S-Adenosilmetionina; SAH: S-adenosilhomocisteina; Me-TH:N5-CH3-Tetrahidrofolato.
TH: Tetrahidrofolato; MTX: Metrotexate; DHT: Dihidrofolato.

La revolucion del bisulfito

La principal caracteristica que ha posibilitado los
estudios de metilacion del DNA es su afinidad por
el bisulfito de sodio. El bisulfito tiene la propiedad
de unirse a la citosina (sin metilacion) o a la 5-
metil citosina por un proceso de deaminacién y
convertirlo en uracilo y timina, respectivamente®!.
Técnicas de biologia molecular para analizar loci
individuales como la PCR vy clonacién, no permiten
detectar el grado de metilacidon de una secuencia
dada, por lo tanto, se conoce la informacién gené-
tica pero la epigenética se pierde, porque queda
en el genoma original, informacién que si puede
obtenerse por medio del bisulfito, cuyo fundamento
se aprecia a continuaciéon (Figura 5).

Terapia epigenética

El hecho de que varias enfermedades como AR,
infecciosas y céncer tengan una gran influencia
epigenética, ha llevado a pensar en nuevas estra-
tegias terapéuticas, dando lugar a una nueva rama
de la medicina conocida como “terapia epigenéti-
ca”. Aquellos agentes que alteran el estado de hi-
permetilacién/hipometilacion estan siendo evalua-
dos para tratamientos clinicos (Tabla 4).
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Inhibidores de la metilacién del DNA reactivan rapi-
damente la expresién de genes que han sufrido
silenciamiento epigenético, especialmente en con-
dicion patolégica. Los inhibidores de metilacion
mas importantes hasta el momento son 5-aza-CR
y 5-aza-CdR, que fueron desarrollados en un prin-
cipio como agentes citotdéxicos®, pero posterior-
mente se descubrié su accion sobre la activacion
génica en cultivos celulares®>>*. Ambos son analo-
gos de nucledsidos que son convertidos a deoxinu-
cleotidos de trifosfato y se incorporan en la nueva
hebra que se esta duplicando (Figura 6). Por lo
tanto, estos agentes son soélo activos en la fase S
del ciclo celular por un mecanismo de inhibicion
marcado en la metilacion®*.

Las Dnmts detectan bases modificadas como azaci-
tosina, 5 fluorocitosina, seudoisocitosina, resultan-
do en la formacién de nuevo DNA hipometilado®.

El silenciamiento epigenético ha sido realizado con
la deacetilacion de las histonas, la cual es realizada
por tres tipos de enzimas tipo HDAC. Los inhibi-
dores de HDAC pueden inducir diferenciacién,
anquilosamiento en el crecimiento y apoptosis®.
La acumulacién de proteinas acetiladas, particular-
mente histonas, resulta en la induccién de genes y
en aumento de la funcién en otros genes que han
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sido silenciados epigeneticamente. Varios inhibi-
dores de HDAC estan siendo evaluados en fase 1 y
fase II, lo que en un futuro sera de gran valor para
el tratamiento de enfermedades autoinmunes como

AR.

Glosario

Epigenética: Conjunto de mecanismos que influ-
yen en la expresion de los genes sin modificar la
secuencia de DNA, por lo general secundarios a
cambios quimicos o estructurales de la molécula.

Solucidn PCR con bisulfito Denaturalizacion

C—U—T
M—M— C

No metilada ’—~

Hebra supericr

SERE ACCGAG

ACCGAG
TGGCTC

TGGCTC

Secuencia
muestra Hebra inferior
[TTTTI
ACCGAG
TGGCTC
Hebra EupE-r'H}r
F RS Tl
TTTT] ACMGAG
Metilada ACMGAG
TGGMTC
4J_I_I_I_I_L

TGGMTC

|, BRI Sk

Hebra inferior

RN ’

L, [ESGE

Herencia Epigenética: Transmision del patron
epigenético ya sea por mitosis o meiosis y que no
es mediada por DNA!

Epialelo: Genes con diferente grado de metilacién
en loci iguales de cromosomas homologos.

Epigenoma: Patrones de metilacion y modifica-
ciones de histonas.

Terapia Epigenética: Estudio de la farmacogené-
tica y farmacodinamia de los medicamentos diri-
gidos a modificar los marcadores epigenéticos?®.

Conversion PCR
bisulfito

TTTTT1

ATTGAG

TTTTT] TAACTC
G

AUUGAG LL1ll]

PCR en
hebra superior
TTTTT1d
TGGUTU ATCGAG
TAGCTC
ITTTI I.
T |, Ageass
AUMG,
L
PCR en
hebra inferior
TGGMTU ITTITTd
ACCGAA

FIGURA 5. La exposicién del DNA al bisulfito de sodio, produce la conversion de las citosinas no metiladas
en uracilos. Como consecuencia, el DNA transformado necesita diferentes cebadores.
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TABLA 4. Medicamentos epigenéticos

Blanco Medicamento Fase clinica
Metilacién del DNA 5-azacitidina Fase I/11/11]
5-Aza-2’-deoxicitidina Fase I/11/11I
FCDR
Zebularina
Procainamida
EGCG Fase |
Psammaplin A
Oligémeros anti-sentido Fase |
Deacetilasas de Histonas Acido fenilbutirico Fase I/11
SAHA Fase I/1I
Depsipéptido Fase I/11
Acido valproico Fase I/11

Abreviaciones: EGCG: epigalocatequina-3 galato; FDCR: 5-fluoro-2”deoxicitidina; SAHA: acido suberoilanilide hidroxamico.

replicacion de DMNA

FIGURA 6. Mecanismo de accién de los andlogos de nucleésidos con propiedades para inhibir la metilacion.
El andlogo de nucleésidos 5-azaC (representado por la Z) es convertido en trifosfato en la fase S del ciclo
celular y es incorporado en el sitio de la citosina en la hebra nueva. Una vez estdn en el DNA, estas bases
“fraudulentas” forman enlaces covalentes con las metiltransferasas de DNA (Dnmts) resultando en la demeti-
lacién del DNA. Circulos rosados: CpG metiladas, circulos claros: CpG no metiladas.
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