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PRESENTACION

Los Informes Anticipando, elaborados en el marco del
Observatorio de Tendencias de la Medicina del Futuro im-
pulsado por la Fundacién Instituto Roche, surgen con el
objetivo de contribuir a la generacién y puesta en comdn
de los avances en dreas de conocimiento incipiente re-
lacionadas con la Medicina Personalizada de Precision y
que formaran parte de la Medicina del Futuro.

El Observatorio cuenta con un Comité Asesor de ex-
pertos formado por el Dr. Angel Carracedo, el Dr. Joa-
quin Arenas, el Dr. Pablo Lapunzina y el Dr. Fernando
Martin-Sanchez. Entre sus funciones se incluye la selec-
cion de las temdticas que abordan estos informes, la iden-
tificacion de expertos y la validacion de los contenidos.

Este informe que versa sobre la Epigenémica esta
coordinado por el Dr. Manel Esteller y en su elaboracion
han participado como expertos el Prof. Angel Barco, el
Prof. Mario Fernandez Fraga y el Dr. Jorge Ferrer.

El Dr. Manel Esteller, se gradud en Medicina por la
Universidad de Barcelona, donde obtuvo también su Doc-
torado especializado en Genética Molecular del Carcino-
ma del Endometrio. Fue investigador invitado en la Escue-
la de Ciencias Biolégicas y Médicas de la Universidad de
St. Andrews, (Escocia, Reino Unido), donde centré su in-
vestigacion en el estudio de la genética molecular del can-
cer de mama hereditario. De 1997 a 2001, el Dr. Esteller
fue investigador posdoctoral e investigador asociado en
la Escuela de Medicina de la Universidad Johns Hopkins
(Baltimore, EEUU) donde estudié la metilacion del ADN y
su relacién con el cancer en humanos. Sus resultados han
sido decisivos para establecer que la hipermetilacion de
los genes supresores de tumores es un sello caracteristico
de los tumores humanos. Desde octubre del 2001 a sep-
tiembre del 2008, lider¢ el Laboratorio de Epigenética del
Céncer del CNIO y desde octubre del 2008 hasta mayo

2019, fue director del Programa de Epigenética y Biologia
del Céncer del Instituto de Investigaciones Biomédicas de
Bellvitge (IDIBELL) en Barcelona. Actualmente, es direc-
tor del Instituto de Investigacion Josep Carreras (1JC) y es
Catedrdtico de Genética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Barcelona y Profesor de Investigacion del
ICREA.

El Prof. Angel Barco, licenciado y doctor en Ciencias
Bioldgicas por la Universidad Auténoma de Madrid, es
profesor de investigacion del Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas (CSIC) en el Instituto de Neurocien-
cias (IN-UMH-CSIC), que actualmente dirige. Inicié su
carrera cientifica en neurociencias en el grupo del premio
Nobel Prof. Eric Kandel trabajando en los mecanismos
moleculares del aprendizaje y la memoria, donde realizd
estudios pioneros en la emergente area de la neuroepige-
nética. En 2004 se traslad¢ al IN-CSIC-UMH de Alicante,
donde su equipo investiga el papel de la expresién génica
impulsada por la actividad en la plasticidad neuronal, la
discapacidad intelectual, el aprendizaje y la memoria. Su
grupo ha realizado importantes contribuciones a la com-
prension de la relacion entre las marcas epigenéticas en la
cromatina y la plasticidad neuronal, tanto en contextos fi-
siolégicos como patoldgicos. El laboratorio tiene una des-
tacada presencia internacional y colabora con numerosos
grupos de investigacion en Espafia y en el extranjero. El
Dr. Barco ha organizado diversos cursos y reuniones cien-
tificas en el campo de la neuroepigenética. Ha sido pre-
sidente de la European Molecular and Cellular Cognition
Society (EMCCS), miembro del consejo de gobierno de
la Federacion de Sociedades Europeas de Neurociencia
(FENS) y de otros consejos cientificos, y director del De-
partamento de Neurobiologia y Neuropatologia Molecular
del IN-CSIC-UMH, antes de acceder a la direccion de
ese mismo centro.
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El Prof. Mario Fernandez Fraga es licenciado en Bio-
logia por la Universidad Complutense de Madrid, y en
Bioquimica por la Universidad de Oviedo, donde obtuvo
su Doctorado cum laude, por su trabajo sobre epigené-
tica del desarrollo. Actualmente, es subdirector cientifico
del Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de
Asturias (ISPA) y Profesor de Investigacion del CSIC con
adscripcion al Centro de Investigacion en Nanomateria-
les y Nanotecnologia (CINN). Su trabajo orientado a la
practica asistencial en el campo de la epigenémica, se
centra en la utilizacion de técnicas de inteligencia artifi-
cial para la identificacién de biomarcadores epigenémicos
en muestras obtenidas mediante punciones con agujas
finas, que reduzcan el nimero de cirugias innecesarias
en pacientes con posibles tumores de tiroides; en la iden-
tificacion de nuevas dianas terapéuticas en cancer colo-
rrectal mediante cribados funcionales utilizando técnicas
de edicion epigenética; y en el descubrimiento de nue-
vos biomarcadores epigenémicos en tumores de vejiga
y céancer colorrectal mediante cribado masivo utilizando
técnicas de espectrometria de masas. Es, ademas, editory
revisor de varias publicaciones cientificas internacionales,
miembro de varias sociedades cientificas, revisor habitual
para agencias de evaluacion nacionales e internaciones,
y miembro de varios comités cientificos tanto nacionales
como internacionales.

El Dr. Jorge Ferrer, es catedratico de Genética y Me-
dicina, Coordinador del Programa Transversal de Genémi-
ca Médica y lider del Grupo de Regulacion del genoma y
diabetes del Centro para la Regulacién Genémica (CRG).
Se licencié en Medicina y se formé en Endocrinologia
en la Facultad de Medicina de la Universidad de Barce-
lona. Posteriormente se formé en genética y regulacion
transcripcional en la Universidad de Washington y la Uni-
versidad de Harvard antes de regresar al Institut d'Inves-
tigacions Biomediques August Pi i Sunyer, Barcelona, y
al CIBERDEM. Luego se traslad¢ al Imperial College de
Londres, donde establecié un laboratorio con sede en el
Centro Imperial de Medicina Traslacional y Experimental.
Fue jefe de la Seccion de Epigenémica y Enfermedades,
jefe de Genética y Gendmica en el Centro de Investigacién
Biomédica Imperial del NIHR e investigador senior de We-
llcome Trust. Desde 2018 es jefe de grupo en el Centro de
Regulacion Genémica (CRG) de Barcelona y mantiene la
posicion de profesor de Genética y Gendémica en Impe-
rial College. La linea de investigacion del profesor Ferrer
esta dirigida a comprender la regulacion del genoma de
las células beta pancredticas y sus implicaciones para la
diabetes humana. Su equipo ha combinado sistemas de
modelos genéticos y gendmica avanzada para abordar
cuestiones clave en la biologia, regeneracion y enferme-
dad de las células beta humanas.




RESUMEN EJECUTIVO

La epigenémica es la ciencia que estudia el conjunto
de marcas epigenéticas, es decir, aquellas modificaciones
quimicas que se producen en el entorno de la molécula
de ADN, sin madificar su secuencia, y que regulan la ex-
presion génica.

Es ampliamente conocido que las alteraciones gené-
ticas no son la causa exclusiva de las enfermedades, sino
que, en la mayorfa de los casos, las enfermedades son
complejas y/o estan altamente condicionadas por factores
ambientales. Algunos de estos casos pueden ser explica-
dos a través de mecanismos epigendmicos. De hecho, en
los ultimos afios ha sido posible correlacionar los hallaz-
gos epigenéticos con el desarrollo de ciertas patologias
0 con su progresion. Esto pone de manifiesto el gran po-
tencial de esta ciencia 6mica en diferentes campos, como
en investigacion para la interpretacion de hallazgos gené-
ticos, la identificacion de biomarcadores o el desarrollo de
lo que se conoce como “epifarmacos”.

Profundizar en el conocimiento sobre la capacidad de
influir la sintesis de una proteinas u otras y el hecho de que
estd determinada no solo por factores intrinsecos (su ge-
noma Yy predisposicion genética) sino también por facto-
res extrinsecos y ambientales, estd estrechamente ligado
al desarrollo de aproximaciones que permitirdn de manera

precisa identificar, analizar e interpretar el epigenoma y
gue posicionaran a la epigenémica como una rama de co-
nocimiento con un gran potencial para contribuir a que la
Medicina del Futuro sea mas personalizada y precisa.

Sibien, la oncologia es el campo en el que se han pro-
ducido mds avances, se ha demostrado que el epigenoma
juega un papel fundamental en el desarrollo de diferentes
patologias, como enfermedades cardiovasculares o neu-
rodegenerativas, entre otras.

La epigendmica, al tratarse de un area de conocimien-
to en desarrollo, debe enfrentarse a una serie de retos
para su traslacion a la préactica clinica. Algunos ejemplos
de estas limitaciones y barreras son la elevada compleji-
dad de este nuevo cddigo de informacion, la necesidad
del avance de las tecnologias para su estudio o la dificul-
tad a la hora de validar la relevancia clinica de los hallaz-
gos acontecidos en este campo.

Sin embargo, las perspectivas en cuanto a las posi-
bilidades que ofrece son esperanzadoras y ya es posible
vislumbrar un futuro en el que se desarrollen nuevas apli-
caciones gracias a la combinacion de esta dmica con, por
ejemplo, las terapias avanzadas para el desarrollo de téc-
nicas de edicion del epigenoma, que permitan individuali-
zar estrategias terapéuticas.
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INTRODUCCION

El ADN contiene, en forma de genes, la informacion
necesaria para producir todas las proteinas de todos los
tipos celulares mediante un proceso denominado “expre-
sién génica”. Este proceso, descrito por Crick en 1970
como dogma central de la biologia molecular,” consiste

Figura 1. Dogma central de la biologia molecular.

en que la secuencia de ADN, por un proceso de trans-
cripcion, sirve de molde para generar una molécula de
ARN mensajero (ARNm), cuya secuencia codifica para
una protefna que se produce mediante un proceso deno-
minado traduccion.

EL DOGMA CENTRAL

PSR ETEET
TACTAGAGCATT

ADN

l

[ TRANSCRIPCION J

ARNm

AUGAUCUCGUAA

[T T T [ woeom
— @O -

Durante la expresion génica, la informacion contenida en el ADN se transforma en un ARN para dar lugar a las proteinas. En la transcripcion, la secuencia de ADN de un
gen se copia para obtener una molécula de ARNm. Posteriormente, en la traduccién, la secuencia de ARNm especifica la secuencia de aminoécidos de un polipéptido
de aminodcidos, que daré lugar a las proteinas.

A pesar de que todas las células de un organismo tie-
nen, en principio, la misma informacion genética, no todas
las células expresan los mismos genes, ni producen las
mismas proteinas y, por lo tanto, no presentan las mismas
funciones. Esto se consigue principalmente a través de

modificaciones en la estructura de la cromatina, la estruc-
tura tridimensional altamente organizada y compleja en la
que se presenta el genoma empaquetado dentro del nu-
cleo de las células.?
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Figura 2. Empaquetamiento de cromatina.
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Esquema que muestra el empaquetamiento del ADN para formar la cromatina que conforma los cromosomas. Adaptado de (3).

El genoma humano estéd compuesto por méas de 3 mil
millones de pares de bases por lo que, si se dispusiera de
manera extendida la doble hélice de ADN, tendria una
longitud de 1 metro. Teniendo en cuenta que las células
somaéticas presentan 2 copias del genoma, es necesario
que el ndcleo, de unos 5 pm de didmetro, contenga en
su interior 2 metros de secuencia genética, por lo que el
ADN debe adoptar un alto grado de empaquetamiento
para poder alojarse dentro del ntcleo. Para ello, el ADN se
combina con proteinas, generalmente histonas, formando
los nucleosomas que constituyen las unidades estructura-
les de la cromatina. Estos nucleosomas estén constituidos
por 4 pares de histonas (un octédmero de H2A, H2B, H3
y H4) rodeadas por una secuencia de ADN de 147 pares
de bases. Los nucleosomas se van plegando hasta for-
mar primero la estructura en forma de collar de cuentas,
después la estructura de 30 nm y la fibra de 300 nm, que
se pliegan sobre si mismas en fibras de cromatina que se
condensan para dar lugar a los cromosomas durante la
fase de mitosis o division celular.?

A su vez, la cromatina puede presentarse dentro del
nicleo de las células con un mayor o menor grado de

condensacion o compactacion. El sentido bioldgico de es-
tas diferencias de condensacion es que cuanto mas com-
pacto se encuentre el genoma, menos accesibles estan
los genes a la maquinaria de transcripcién y, por lo tanto,
el nivel de expresiéon génica serd menor. Asi, es posible
diferenciar entre la heterocromatina, con un mayor grado
de compactacion y transcripcionalmente menos activa; y
la eucromatina, menos compactada y con un nivel eleva-
do de expresién génica.

Es importante sefialar que las modificaciones de la
cromatina que afectan tanto al ADN como a las histonas
son un proceso dindmico que contribuye a modificar la
expresion de la informacion genética sin alterar la informa-
cion genética en si. El resultado de estos mecanismos se
conoce como el “epigenoma”?

EPIGENETICA Y EPIGENOMICA

La epigenética es el estudio de las modificaciones
quimicas que ocurren en el entorno de la molécula




de ADN que son heredables, pero que no suponen
un cambio en la secuencia del ADN, y que juegan un
papel fundamental en la regulacién de la estructura de la
cromatina y, por lo tanto, en la regulacion de la expresion
genética. La epigendémica es el estudio del conjunto de
todas las modificaciones epigenéticas que se produ-
cen a lo largo del genoma de un individuo.*

El concepto de la epigenética surgid en el contexto de
la biologia del desarrollo, donde se vio que estas modifi-
caciones epigenéticas, que incluyen modificaciones cova-
lentes® del ADN y de las histonas, constituyen un codigo
de informacién® que se transmite de las células madre a
las hijas y que establece qué genes se expresan y cua-
les no, determinando el linaje celular. Por ejemplo, en el
pancreas, existen células productoras de insulina y células
productoras de glucagén, hormonas con acciones muy
diferentes. Esta diferencia funcional se debe a la presencia
de modificaciones quimicas que permiten la activacion/
inhibicion de genes que determinan la funcion celular. Asi,
en las células productoras de insulina se observa un pa-
trén epigenético distinto del de las células productoras de
glucagon. Ademas, los cambios epigenéticos se pueden
producir como respuesta a estimulos o agentes externos,
como pueden ser la presencia de nutrientes, el estrés
0 contaminantes ambientales, por lo que los factores a
los que se estad expuesto no solo afectan a un individuo,
sino que también afectan a su descendencia. Esto pone
de manifiesto la relevancia del estudio de la epigenética
y la epigenémica, disciplinas transversales que permitiran
comprender lo que sucede en un organismo en condicio-
nes fisiolégicas y patoldgicas.

Ademés, las variantes epigenéticas tienen un papel
fundamental tanto durante el desarrollo ontogénico® como
durante la etapa adulta de un organismo y, cuando los me-
canismos que introducen modificaciones epigenéticas (en
adelante, mecanismos epigenéticos) fallan, nos encontramos
ante un escenario de enfermedad o patologia. Por lo tanto, la
relevancia del estudio de la epigenémica es, por un lado, su
potencial para la identificacion de marcadores que sirvan
como herramientas de prediccion de riesgo de enfermeda-
des, de diagndstico o de prondstico, o para la prediccion de
la respuesta a terapias asi como para la monitorizacion
de intervenciones de estilo de vida.* Ademas, por otro lado,
resulta de interés el desarrollo de terapias que modifican
estos mecanismos epigenéticos y la posibilidad de contribuir
a la interpretacion de hallazgos genéticos.

MECANISMOS Y TIPOS DE
MODIFICACIONES EPIGENETICAS

Existe una gran variedad de modificaciones epigenéti-
cas que son cruciales para la regulacion del estado de la
cromatina que se pueden clasificar en:

+ Maodificaciones del ADN. La primera que se
definié y sobre la que mas se ha investigado es la
metilaciéon del ADN en citosinas, generalmente
de lo que se conoce como islas CpG®, que suele
estar asociada a represion de la expresion. Por
ejemplo, volviendo al ejemplo de las células pan-
credticas, los genes del glucagon estan metilados
en las células productoras de insulina para evitar
que lo expresen. Asi, el hecho de que una parte
del genoma esté metilado en mayor o menor me-
dida puede ofrecer mucha informacion. Ademas,
se ha visto que la metilacién también se puede
dar en otros nucleétidos del ADN y hay otras
modificaciones, como la hidroximetilacion,
pero para las que su sentido biolégico es menos
conocido.

* Modificaciones de las histonas. Se trata de
modificaciones covalentes que acttian de forma
coordinada con la metilacién del ADN regulando
la compactacién de la cromatina y, por lo tanto,
regulando la actividad transcripcional, pudiendo
en este caso activar o silenciar la expresion de
genes. Estas modificaciones pueden ser de dife-
rente naturaleza, como acetilaciones, metila-
ciones o fosforilaciones (adicién de un grupo
acetilo, metilo o fosforilo, respectivamente); que
a su vez pueden variar en cuanto a su nime-
ro (siendo mono-, di-, tri-, etc.) y en cuanto a
la localizacion en que se producen dentro de la
propia histona. De hecho, se han descrito mas de
100 tipos de modificaciones covalentes diferen-
tes de la cromatina? y, gracias al avance en las
técnicas de estudio del epigenoma, cada vez se
descubren mas.

+ Madificaciones que afectan a la estructu-
ra de la cromatina. Estas modificaciones afec-
tan a la manera en la que el material genético se
pliega en el ndcleo, lo que afecta a la forma en

2Una modificacién covalente en el contexto de la epigenética consiste en la adicién, mediante una unién covalente, de un grupo quimico a los nucleétidos de la cadena de
ADN o de la cadena lateral de alguno de los aminoécidos de las histonas. "La ontogenia describe el proceso de desarrollo que se da desde la formacién del zigoto hasta la
etapa adulta del organismo. “Isla CpG hace referencia a regiones de unos 500 pares de bases con un elevado nimero de repeticiones del dinucleétido citosina-guanina que
se encuentran principalmente en los exones y en el inicio de la transcripcion de los genes.
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que se estan expresando los genes. Estas inte-
racciones pueden ser de rango largo o de rango
corto (entre regiones lejanas o cercanas en la se-
cuencia de ADN).

Por otro lado, aunque no existen discrepancias a la
hora de clasificarlo como modificaciones epigenéticas ya
que no se trata de un mecanismo quimico, cabe sefialar
que existen ARNs no codificantes con capacidad de re-
gular la compactacién de la cromatina y, por tanto, de la
expresion génica.

TECNICAS Y TECNOLOGIAS PARA SU
ESTUDIO

El avance en el desarrollo de técnicas y tecnologias
que permiten el estudio de las modificaciones epigenéti-
cas ha sido notable en los Ultimos afios y ha contribuido al
conocimiento sobre el epigenoma. En este punto es po-
sible distinguir entre las técnicas que permiten estudiar
procesos 0 marcas epigenéticas en regiones especificas
del ADN, y las técnicas o tecnologias para medir cambios
0 marcas epigenéticas a nivel global:

« Técnicas o tecnologias para medir cambios o
marcas epigenéticas en regiones especificas del
ADN:

- MSP (Methylation Specific PCR) para el es-
tudio de la metilacion del ADN en una region
concreta.

- Técnica de reduccion por bisulfito del ADN
o Pirosecuenciacion de ADN modificado
con bisulfito sédico. Estas técnicas fueron
las mas empleadas para estudiar la metilacion
del ADN, hasta que surgieron las técnicas de
secuenciacion de nueva generacion y permi-
tieron el desarrollo de otro bloque de técnicas
qgue permiten estudiar marcas epigenéticas a
nivel del genoma completo.

« Técnicas o tecnologias para medir cambios o
marcas epigenéticas a nivel global:

- Técnicas de secuenciacion masiva. En los
tltimos afios ha habido una revoluciéon en el
avance de estas técnicas con el desarrollo de

las técnicas next generation sequencing que
han facilitado enormemente la obtencion de in-
formacion sobre la secuencia completa de los
acidos nucleicos. Un ejemplo es la Secuencia-
cion de bisulfito de genoma completo que
permite estudiar la metilacion del genoma.

- Técnicas de inmunoprecipitacion de la cro-
matina acopladas a secuenciacion de aci-
dos nucleicos (ChiP-seq): permiten estudiar
a nivel de genoma completo las modificaciones
de las histonas que se detectan mediante el
uso de anticuerpos produciéndose un cross-
linking (unién covalente) entre las proteinas
modificadas y el ADN lo que permite aislar
estas protefnas modificadas. Una vez aisladas,
se separa el ADN y se secuencia, de manera
que se consigue mapear estas modificaciones.
Se obtienen perfiles epigenémicos de regiones
del genoma que se encuentren enriquecidos
en estas modificaciones.

- Hi-C sequencing. Es una técnica para el estu-
dio de los cambios estructurales en la cromati-
na que permite identificar zonas del ADN que
estdn interaccionando entre si.

- Técnicas dirigidas a identificar zonas de la
cromatina que estdn mas accesibles o me-
nos accesibles, como por ejemplo el ensayo
de cromatina accesible por transposasa con
secuenciacién (ATAC-Seq, por sus siglas en
inglés).

Un aspecto a tener en cuenta a la hora de estudiar
las marcas epigenéticas o epigenémicas de las células es
la muestra empleada. Hasta el momento, se han aplicado
las técnicas mencionadas sobre grupos de células o frag-
mentos de tejidos. Esto es relevante porque, si bien en el
campo de la genética el codigo genético es igual en la
mayor parte de las células del organismo, el epigenoma es
diferente en todas las células o tipos celulares, por lo que,
se esta trabajando en el desarrollo de algoritmos mate-
maticos que permitan estimar las proporciones de pobla-
ciones celulares en la muestra; o mediante el andlisis de
células individuales, lo que ha supuesto un gran avance
en este campo.




APLICACIONES
DE LA EPIGENOMICA

La gendémica ha contribuido, en gran medida, a elucidar
los mecanismos moleculares que dan lugar al desarrollo de
muchas patologias, constituyendo hasta el momento la he-
rramienta més prometedora de la Medicina Personalizada
de Precisién (para mas informacion, ver Informe Anticipando
sobre “Ciencias Omicas™). Sin embargo, se ha observado

que los hallazgos genéticos, no son suficientes para explicar
los fenotipos de enfermedades complejas o de aquellas que
se ven altamente influenciadas por factores ambientales, que
sf pueden ser explicados por la epigendmica. Los esfuerzos
que se han realizado en los Ultimos afios para correlacionar

los hallazgos epigenéticos con la presencia de patologias
0 con su progresion estan poniendo de manifiesto el gran
potencial de esta ciencia émica para la interpretacion de
hallazgos genéticos, la identificacion de biomarcadores
o el desarrollo de lo que se conoce como “epifarmacos”.
Ademas, nuevos descubrimientos y avances tecnoldgicos
permitiran en el futuro, por un lado, ahondar en los conoci-
mientos del epigenoma gracias a las técnicas de célula tnica,
y por otro lado, combinar la epigenémica con estrategias de
terapias avanzadas, como la edicién génica, para dar lugar a
las prometedoras técnicas de edicién epigenémica.

Figura 3. Aplicaciones de la epigenética actuales y futuras.
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ESTADO ACTUAL
DE LA EPIGENOMICA

Actualmente, muchas de las potenciales aplicaciones
del conocimiento derivado del estudio de la epigenémica
se encuentran en fase de investigacion y desarrollo, sien-
do la oncologia el Gnico campo en el que la traslacion a
la practica clinica de la epigenémica es una realidad. Sin
embargo, a continuacion, se hace también mencién de
algunos ejemplos de patologias en las que tanto la identi-
ficacién de biomarcadores epigenéticos y epigenémicos,
como el desarrollo de epifarmacos estan muy avanzados
y su implantacién en la practica clinica se prevé cercana
en el tiempo, abriendo las puertas a la personalizacion de
la medicina. A continuacion, se detallan las tres lineas en
las que se esta centrando actualmente el desarrollo de la
epigendémica:

+ Interpretacion de hallazgos genéticos. Se
estan realizando grandes avances en el estudio y
el andlisis de la informacion sobre las modificacio-
nes epigenéticas y epigendomicas que contribuyen
a comprender los mecanismos moleculares de di-
versas patologias, sobre todo de enfermedades
complejas o poligénicas®. Afios de investigacion
han puesto de manifiesto el complejo escenario
en el que el epigenoma juega un relevante pa-
pel en la regulacion de la expresion génica y, por
lo tanto, en diversos procesos, tanto patolégicos
como fisiolégicos, como el desarrollo, la plastici-
dad celular o el envejecimiento. Un ejemplo de
como la epigenémica ayuda a contextualizar la
informacién genética es su aplicacion en el desa-
rrollo de herramientas de prediccion de enferme-
dades poligénicas, como los Polygenic Risk Sco-
res o PRS. Estos PRS analizan miles de variantes
genéticas a las que se les asigna una puntuacion
sobre su capacidad de predecir el riesgo de de-
sarrollar diferentes enfermedades. El estudio de la
informacién epigenética o epigendmica permitiria
establecer la contribucién de diferentes variantes
genéticas al desarrollo de una patologia o iden-
tificar los distintos mecanismos por los que una
variante contribuye al desarrollo de una enfer-
medad. En un futuro, la aplicacién de estos PRS
en la practica clinica facilitara la estratificacion de

patologias y el establecimiento de estrategias te-
rapéuticas mas precisas, fomentando la Medicina
Personalizada de Precision.

+ Identificacion de biomarcadores epige-
néticos y epigenémicos. Una aplicacion de
la epigenomica es la identificacion de biomar-
cadores de enfermedad, que pueden ser de
prondstico, de diagndéstico o de respuesta a
farmacos. Desde el punto de vista de la epige-
némica, los biomarcadores epigenéticos son
marcas epigenéticas en regiones concretas del
ADN o en genes candidatos, mientras que los
biomarcadores epigenémicos son biomarcado-
res mas complejos formados por un grupo o un
conjunto de marcas epigenéticas.

* Desarrollo de farmacos epigenéticos o
epifarmacos. Los epifirmacos son pequefias
moléculas inhibidoras cuya diana es o bien el
epigenoma o bien las enzimas encargadas de
introducir las modificaciones epigenéticas, por
lo que pueden clasificarse como inhibidores de me-
tiltransferasas de ADN (DNMTi, por sus siglas en
inglés), inhibidores de acetiltransferasas de histo-
nas (HATI, por sus siglas en inglés), inhibidores de
metiltransferasas de histonas (HMTi, por sus siglas
en inglés), inhibidores de desmetilasas de histonas
(HDMIi, por sus siglas en inglés), inhibidores de
desacetilasas de histonas (HDACI, por sus siglas
en inglés) o inhibidores de dominios de bromo®. El
desarrollo de estos farmacos esté siendo amplia-
mente investigado ya que son una herramienta con
un gran potencial sobre todo en patologias como
el cancer ya que, a diferencia de las enfermedades
causadas por alteraciones genéticas, las alteracio-
nes epigenéticas o epigenémicas pueden ser abor-
dadas regulando las enzimas mencionadas.

ENFERMEDADES ONCOLOGICAS

Existen diferentes mecanismos por los que una célu-
la pre-cancerosa evoluciona hasta una célula maligna y
que constituyen las sefias de identidad (o hallmarks) de
las células tumorales. Se ha visto que, en alguno de ellos,
como la regulaciéon de genes asociados a tumores’ (de
proliferacion, de resistencia a la apoptosis, de evasion del

dLas enfermedades poligénicas son patologias que estan causadas por la accion combinada de mas de un gen e influenciadas por factores ambientales. °El bromodominio es
una estructura que presentan algunas protefnas que permite reconocer histonas acetiladas en lisina (una sefial de activacion transcripcional), y recluta al factor de elongacion
transcripcional (P-TEFb) promoviendo la actividad transcripcional y la remodelacién de la cromatina. 'Los genes asociados a tumores u oncogenes son aquellos que participan
en el ciclo celular celular y que, tras sufrir mutaciones que alteran su funcién normal, inducen una multiplicacién excesiva de las células.



sistema inmune, etc.) o la inestabilidad genémica, las mo-
dificaciones epigenéticas juegan un papel relevante. Es
por esto que, a lo largo de los Ultimos afios, las modifica-
ciones epigenéticas relacionadas con cancer han sido es-
tudiadas como posibles biomarcadores de diagndéstico
o de respuesta al tratamiento.*

El elemplo mas estudiado es la metilacion del ADN en
islas CpG.° Se ha visto que en cancer este patrén a nivel ge-
némico estd alterado, con una pérdida epigenémica gene-
ralizada de metilaciones en CpG (lo que produce inestabili-
dad cromosémica) y un aumento local en genes concretos,
como en los genes supresores de tumores?, silenciandolos.

Esta alteracion del perfil de metilacion se ha empleado
para clasificar subtipos de céncer gdstrico, cancer colo-
rrectal (CRC, por sus siglas en inglés), tumores del Siste-
ma Nervioso Central (SNC) o carcinoma de células esca-
mosas. De hecho, la hipermetilacién de genes en el CRC
se puede emplear como test de cribado para la deteccion
temprana de este cancer. Sin embargo, las técnicas de
deteccion de estas alteraciones son menos especificas y
con un coste mayor que las tradicionales, por lo que su
uso no se ha instaurado en la practica clinica.

Por otro lado, es posible emplear las marcas epigené-
ticas como biomarcadores de prediccion de la respuesta
al tratamiento oncoldgico. Tal es el caso de la hipermeti-
lacion del gen de la metilguanina-ADN metil-transferasa
(MGMT), que se ha relacionado con una mejor respues-
ta de los pacientes con glioblastoma al tratamiento con
agentes alquilantes".®

Otra aplicacion reciente de la epigendmica en el drea
de la oncologia es el uso del perfil epigenémico de las cé-
lulas para identificar el origen de tumores metastasicos
de procedencia desconocida. Esta herramienta se basa
en el papel de la epigenémica en la definicion del tipo
celular, y asocia las marcas epigenéticas de metilacion del
ADN con el origen,’” lo que permite establecer una estra-
tegia terapéutica mas precisa.

Ademas, dado que las alteraciones del perfil de meti-
lacion del ADN estan presentes en numerosas enferme-
dades oncoldgicas, se han desarrollado numerosos epifar-
macos dirigidos a corregir este fenémeno. Tal es el caso de
los DNMTI, como la azatidina, que se emplean en primera
linea para el tratamiento de sindromes mielodisplasicos,
cuya funcién es disminuir la metilacion (y por tanto, eliminar

la accion silenciadora de esta marca epigenética) en genes
supresores de tumores.® Pero no solo se estdn desarrollan-
do epifarmacos contra la hipermetilacion del ADN, sino que
existen otros medicamentos que regulan la actividad de las
enzimas modificadoras de histonas. En esta linea, los epi-
farmacos clasicos son los HDACI, como el vorinostat, para
el tratamiento del linfoma cutdneo de células T refractarias.

ENFERMEDADES NEUROLOGICAS
Y NEURODEGENERATIVAS

La epigenética es un proceso crucial en el desarrollo
del cerebro (y de todos los 6rganos) desde las etapas
mas tempranas (ontogenia), pero también en la formacion
de recuerdos a largo plazo.t® De hecho, la formacién de
recuerdos puede producir modificaciones en la cromati-
na,'® que condicionan la formacién de nuevas conexiones
neuronales''? (sinapsis), poniendo de manifiesto la estre-
cha relacion entre estas modificaciones epigenéticas y los
procesos y funciones neurolégicas, y abriendo las puertas
al estudio de la “neuroepigenética”.’®"

Tal es la evidencia, que en modelos animales se ha
visto que, las condiciones en las que viven los animales en
etapas postnatales tempranas cambian el epigenoma en
regiones concretas del cerebro, y se ha relacionado con
cambios en su comportamiento, alteraciones cognitivas,
estrés, y otras alteraciones de conducta.

En las enfermedades neurodegenerativas, como la en-
fermedad de Alzheimer (EA) o la enfermedad de Parkin-
son (EP), los factores ambientales parecen jugar un papel
fundamental en los casos en los que no hay un origen
genético claro. De hecho, se ha visto que existe una dis-
minucion de la metilacion de citosinas del ADN en genes
como el de la alfa-sinucleina en el caso de EP y de la in-
terleukina-1 en EA 2167

Sin embargo, para verificar la presencia de modifica-
ciones epigenéticas en las neuronas, serfa necesario rea-
lizar una biopsia cerebral, un proceso altamente invasivo.
Por lo tanto, a pesar de que se han propuesto numerosos
biomarcardores para estas y otras enfermedades neuro-
degenerativas, todavia no se han aprobado para su apli-
cacion en la préactica clinica.*

9Los genes supresores de tumores dan lugar a proteinas que contribuyen a controlar el ciclo celular. Cuando estos genes sufren mutaciones que les impiden su funcién se
produce una desregulacion del ciclo celular y las células proliferan en exceso. "Medicamento que se usa para el tratamiento de céncer que introduce grupos alquilo en la

molécula de ADN, impidiendo la divisién de células cancerosas.
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ENFERMEDADES METABOLICAS
Y NUTRICION

Los nutrientes pueden considerarse uno de los fac-
tores ambientales més relevantes a los que estamos ex-
puestos, con una influencia clara en la aparicién de en-
fermedades metabdlicas, aunque también en el desarrollo
de otras patologias como cancer o enfermedades inmuni-
tarias. Dentro de las enfermedades metabdlicas, las mds
relevantes por su frecuencia y por estar estrechamente
relacionadas con la dieta son la obesidad y la diabetes
tipo 2 (DT2).

Por ejemplo, se ha observado que existe una gran
correlaciéon entre marcas epigenémicas concretas en
genes que codifican proteinas implicadas en el meta-
bolismo del aztcar, el metabolismo de los lipidos, la adi-
pogénesis, la regulacion de la ingesta o la produccion
de insulina, con la obesidad y la distribucion del tejido
adiposo.™

En el caso de pacientes con DT2, se ha visto en mues-
tras de tejido adiposo, en los islotes pancredticos, en el
musculo esquelético o incluso en sangre que el perfil de
metilacion del ADN de distintos genes esta alterado en
comparacion con individuos sanos.'®-%

De hecho, algunos estudios relacionan alteraciones
epigenéticas en individuos con DT2 u obesidad con el
estado nutricional de sus madres durante la gestacion,
planteando la posibilidad de que estas modificaciones se
produjeran durante la etapa intrauterina del desarrollo.?*?°

ENFERMEDADES RARAS

Las enfermedades raras son patologias con manifes-
taciones muy heterogéneas y muy poco frecuentes en la
poblacién. Gracias a los avances en el estudio del epi-
genoma, se han podido relacionar alteraciones en la ma-
quinaria responsable de incluir o eliminar estas modifica-
ciones epigenéticas, como pueden ser metiltransferasas
0 enzimas modificadoras de histonas, con el desarrollo
de estas enfermedades hereditarias. De hecho, se ha vis-
to que muchas de estas condiciones se desencadenan
durante el desarrollo temprano del individuo, cuando el
control de la expresion génica mediante procesos epige-
némicos es fundamental, y como resultado se producen
alteraciones del desarrollo que dan lugar a neuropatias,

desdrdenes del desarrollo neurolégico, con manifestacio-
nes a nivel intelectual e inmunodeficiencias.

El ejemplo mas claro en este campo es el Sindrome de
Rett, en el que se han identificado mutaciones en el gen
de una proteina de unién a citosinas metiladas (MECP-
2). Cuando esta proteina funciona mal, se produce una
disminucion del silenciamiento de genes a nivel global, y
como resultado el cerebro no se desarrolla correctamen-
te, causando una pérdida progresiva de las habilidades
motoras y del habla.?

Otro ejemplo de enfermedades hereditarias poco fre-
cuentes causadas por alteraciones en procesos epige-
némicos son el sindrome de Angelman y el sindrome de
Prader-Willi, en las que se produce una alteracion en el
imprinting de una regién del cromosoma 15. El imprin-
ting o impronta gendémica es un proceso biolégico nor-
mal por el que se identifica en el cigoto si un cromosoma
es de origen materno o paterno. Esta diferenciacion es
necesaria para el correcto desarrollo embrionario ya que
consiste en la metilacion del ADN en ciertas regiones cro-
mosomicas para regular la expresion de algunos genes
en funcion de si proceden del padre o de la madre. En la
region en el cromosoma 15 implicada en estos sindromes,
todos los genes presentan una impronta paterna excep-
to el gen UBE3A, cuyas marcas epigenéticas indican su
origen materno. En todos los tejidos se expresan ambas
copias de todos los genes, salvo en el cerebro, que sélo
se expresa la copia del gen materna y la copia paterna
se encuentra silenciada. Si no es posible establecer estos
patrones de impronta en el gen UBE3A, se ve alterado su
patrén de expresion, pudiendo dar lugar a los sindromes
de Angelman y Prader-Willi y, como consecuencia, estos
pacientes presentan distintos problemas fisicos, mentales
y conductuales.

LA EPIGENOMICA EN LA MEDICINA
DEL FUTURO

A medida que se profundice en el conocimiento de la
epigendmica, se definira de manera mas precisa el contexto
particular de cada individuo, determinado no sélo por facto-
res intrinsecos (su genoma y predisposicion genética), sino
también por factores extrinsecos y ambientales. Por lo tan-
to, el futuro de la epigendmica estd estrechamente ligado




al desarrollo de aproximaciones que permitan de mane-
ra precisa identificar, analizar e interpretar el epigenoma,
como las técnicas de estudio del epigenoma en células
Unicas o las técnicas de edicion epigendmica que abre las
puertas a la posibilidad de incluso controlar el epigenoma
de cualquier organismo,? contribuyendo al progreso de la
Medicina Personalizada de Precision.

ESTUDIO DEL EPIGENOMA EN CELULAS
UNICAS O SINGLE CELL EPIGENOMICS

Las técnicas de estudio del epigenoma en células
Unicas o single-cell epigenomics seréan herramientas
fundamentales para discernir qué mecanismos y marcas
epigenéticas y en qué medida contribuyen a los procesos
fisiolégicos, pero también a los patoldgicos. Este tipo de
aproximaciones permiten, no sélo estudiar los procesos
epigenéticos en células de manera individual, sino que
permitirdn detectar los cambios que se producen de ma-
nera dindmica a lo largo del tiempo. Por ejemplo, permiti-
ran conocer los cambios epigendmicos que se producen
desde que una célula normal se transforma en una célula
pre-cancerosa hasta que, finalmente, se transforme en
una célula maligna, abriendo las puertas a la posibilidad
de erradicar las enfermedades oncoldgicas. Otro ejem-
plo de aplicacion de estas tecnologias es el estudio del
proceso de remodelacion del epigenoma que se produce
durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. En
este campo el conocimiento es limitado, debido al redu-
cido nimero de células en las muestras humanas y a la
elevada heterogeneidad entre células en las etapas mas
tempranas, por lo que estas técnicas pueden proporcionar
informacion sin precedentes sobre los mecanismos mole-
culares que gobiernan los procesos de diferenciacion.?’

Este conocimiento podrd emplearse, por ejemplo, en
el desarrollo de terapias celulares. Conociendo los meca-
nismos epigenéticos que definen el destino de las células,
podréan generarse tejidos o tipos celulares concretos a
partir de células madre promoviendo su diferenciacién de
manera precisa.

EDICION EPIGENOMICA CON CRISPR

Gracias al desarrollo de las técnicas de edicion ge-
némicas, principalmente basadas en CRISPR (para més
informacién, ver Informe Anticipando sobre “Terapias
Avanzadas: Terapia celular y Terapia génica”), es posi-
ble plantear la posibilidad de adaptar estas herramientas
a la modificaciéon del epigenoma en lo que se ha deno-
minado “epiediting”, con una gran proyeccion de cara al
futuro.

Se estan adaptando distintas aproximaciones basadas
en CRISPR-Cas9 que emplean una variante desactivada
de la nucleasa, denominada “dCas9”, que no introduce
cortes en la secuencia del ADN, sino que se fusiona al
dominio catalitico de enzimas con actividad metiltransfera-
sa (como DNMT3 o TET1) que modifican el ADN. De esta
manera, es posible dirigir el proceso de metilacion a regio-
nes concretas del genoma.?® Por ejemplo, si un gen no se
estd expresando correctamente porque deberia estar re-
primido, pero ha perdido la sefial de metilacion del ADN,
se puede emplear la técnica de epiediting para metilarlo
y silenciar su expresion de manera especifica. Esto abre
las puertas al control total de la expresion génica, permi-
tiendo el dominio de las enfermedades, pero también de
procesos fisiolégicos, como el envejecimiento.

Numerosos estudios indican que el proceso de en-
vejecimiento estd relacionado con mecanismos epigenéti-
cos, y en concreto se ha detectado que el patrén de me-
tilacion del ADN en regiones concretas del genoma esté
alterado en individuos de edad avanzada.? Al conjunto de
estas modificaciones se les denomina el “reloj epigenémi-
co” y pueden emplearse para determinar la edad de dife-
rentes tejidos.®® En este sentido, el uso de las técnicas de
epiediting podrian, en el futuro, retrasar o incluso impedir
la aparicién de las marcas epigenéticas caracteristicas del
envejecimiento y por lo tanto su progresion.
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RETOS TECNOLOGICOS

En los dltimos tiempos se ha avanzado considerable-
mente en el campo de la epigendmica, si bien, a pesar de
lo cual, conocer todas las posibles marcas epigenémicas
en los diferentes tipos de células que componen el orga-
nismo lleva asociada la necesidad de solventar retos de
cardacter tecnoldgico, algunos de los cuales se sefialan a
continuacion.

« La elevada variabilidad intercelular del
perfil epigenético dificulta su estudio y la
interpretacion de la informaciéon obteni-
da.* A diferencia del genoma, el epigenoma es
diferente en cada célula por lo que, si se quiere
estudiar un fenémeno que sucede en un tipo ce-
lular concreto, es necesario obtener una muestra
de dichas células. Esto supone una limitacion para
el estudio de aquellas patologias cuyas células no
estdn accesibles, como las enfermedades neuro-
degenerativas. Ademas, el hecho de que el epige-
noma esté condicionado por los factores intrinse-
cos y extrinsecos de cada célula afiade un grado
de dificultad para su estudio, ya que el mismo tipo
celular en personas distintas, aunque cuenten con
la misma dotacién genética (como es el caso de
los gemelos idénticos), presentara un perfil epi-
genético distinto. Para solventar este reto, se ha
propuesto el uso de algoritmos matematicos que
permitan estimar las proporciones de poblacio-
nes celulares en la muestra; o mediante el uso de
single cell epigenomics o las tecnologias de se-
cuenciacion de moléculas Unicas (single molecule
sequencing), con las que se evita la necesidad de
amplificar el ADN mediante PCR, lo que distorsio-
na la cantidad real de molécula inicial, permitiendo

conocer la secuencia del ADN y las modificacio-
nes epigenomicas que puedan presentar.

+ El manejo e interpretacion de los datos
obtenidos por técnicas de nueva genera-
cion constituye el principal cuello de bote-
lla a la hora de generar conocimiento en el
ambito de la epigendmica. Este hecho implica
que, tanto en esta como en el resto de las cien-
cias 6micas, se requiera del desarrollo de nuevas
aproximaciones para el andlisis bioinforméatico de
la mano de matematicos e informaticos integrados
en los equipos multidisciplinares de investigacion.

+ Laintegracion de los datos epigenémicos
con los datos derivados del estudio del
resto de 6micas supone un reto esencial
para conocer de manera integra el fun-
cionamiento del organismo. Esta integracion
permitird conocer de manera holistica el funcio-
namiento de los organismos a nivel molecular. De
hecho, gracias a los primeros esfuerzos por inte-
grar esta informacidn, se esta contribuyendo a re-
velar el codigo epitranscriptémico' y su relevancia
para la salud y la enfermedad.

LA TRASLACION A LA CLIiNICA

A pesar de las multiples aplicaciones que previsible-
mente tendrd la epigenémica en el campo de la clinica,
hoy en dia, salvo excepciones, estos avances se encuen-
tran en fase de investigacion y tendran que superar diver-
sos retos, algunos de los cuales se detallan a continua-
cion, para asegurar una traslacion 6ptima y de valor.

'Conjunto de modificaciones postranscripcionales que sufre el ARN que pueden ser de naturaleza quimica sobre los nucleétidos o alteraciones de la secuencia de la molécula

de ARN.



Informes ANtICI pando

EPIGENOMICA

Diferenciar entre las modificaciones epi-
genémicas que suceden de manera natu-
ral durante el desarrollo de los individuos
a lo largo de la vida de aquellas que son
indicativas de enfermedad. Las modifica-
ciones epigenéticas son un proceso bioldgico y,
de hecho, el genoma se encuentra metilado de
manera constitutiva. Esto supone que, a la hora
de estudiar el epigenoma en diferentes células,
la caracterizacion de estas marcas en condicio-
nes patoldgicas serd fundamental para realizar
diagndsticos basados no solo en sintomas si no
en caracteristicas moleculares facilitando inter-
venciones terapéuticas tempranas. Por otro lado,
serfa interesante conocer las modificaciones epi-
genéticas que se transmiten a la descendencia y
que pueden condicionarla su fenotipo, afectando
a generaciones futuras. Este paso resulta esencial
para asegurar la traslacion y aplicacion de la epi-
gendmica en la practica clinica.

Es necesaria la validacion clinica de los
biomarcadores epigenéticos y epigeno-
micos. Los estudios clinicos que permitan iden-
tificar aquellas aplicaciones diagndsticas, pronés-
ticas y de prediccion de respuesta a farmacos de
estos biomarcadores, contribuirdn a establecer su
utilidad para los pacientes.

La reducida especificidad de los epifar-
macos supone una limitacién para su
traslacién a la practica clinica. Los epifar-
macos suelen estar dirigidos a revertir modifica-
ciones introducidas por enzimas, generalmente la
acetilacion de histonas o la metilacion del ADN,
pero deben estar dirigidos a las poblaciones celu-
lares diana para no producir efectos secundarios.

Necesidad de capacitacion y formacion
del personal clinico para que conozca el
potencial de este tipo de biomarcadores.
La adopcion de los biomarcadores epigenéticos
en un entorno clinico, ademas de por los profe-
sionales que desarrollan su labor en el laboratorio,
esta condicionada a que los profesionales clinicos
deben conocer las tecnologias y metodologias
para la determinacién de este tipo de biomarca-
dores. Para ello, es fundamental concienciar del
potencial diagndstico, prondstico y de prediccion
de respuesta a fadrmacos de estos biomarcadores
y disponer de herramientas para su implementa-
cion en la rutina.

Las tecnologias para el estudio del epige-
noma tienen un elevado coste. Al igual que
sucede en el caso de otras ciencias émicas (que
en muchos casos comparten las aproximaciones
empleadas para su estudio), el elevado coste de
estas tecnologias dificulta su traslacion a la prac-
tica clinica, haciéndolas poco accesibles para to-
dos los centros.




CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

A pesar de que la epigendmica se encuentra en una
etapa temprana de desarrollo, actualmente se han aproba-
do nuevos epifarmacos y numerosos biomarcadores para
el diagndstico y prondstico de patologias o para predecir
la respuesta a farmacos en desarrollo. El conocimiento de-
rivado del estudio del epigenoma nos permite comprender
y, en el futuro, llegar a controlar los mecanismos de regu-
lacion de la expresion génica, facilitando un acercamiento
sustancial a la Medicina Personalizada de Precision.

Fomentar e impulsar la investigacion en el
campo de las émicas y, en concreto, en epige-
némica, es una necesidad de cara a poder apro-
vechar todo su potencial. Si bien, por la estrecha
relacién entre genoma y epigenoma, las acciones
impulsadas en este sentido deben ir dirigidas a
ambas ramas de conocimiento.

Promover la formacion en epigenémica de di-
ferentes perfiles profesionales implicados en el
campo de la atencion sanitaria, de la biomedicina
y de la salud en general.

Crear equipos multidisciplinares que contribu-
yan a interpretar la informacioén obtenida con
estas técnicas en colaboracion con otros investi-
gadores, como biélogos moleculares y celulares.

Establecer una especialidad clinica en gené-
tica se plantea como una condicion fundamental
para la traslacion a la préctica clinica del conoci-
miento derivado del estudio de estas ciencias y
para la evolucion del Sistema Sanitario espafiol.
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