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RESUMEN

Actualmente, el conocimiento de las modificaciones epigenéticas fisioldgicas -las
modificaciones de la cromatina que alteran la expresién genética sin producir
variaciones en la secuencia de DNA- ha permitido identificar las alteraciones
epigenéticas presentes en cancer. Los cambios en la acetilacion y metilacidn en las colas
de las histonas, la hipermetilacion de islas CpG o la hipometilacidon global del DNA se han
relacionado con distintas neoplasias sélidas y hematoldgicas, siendo actualmente un
campo de investigacion muy activo que intenta abordar estas alteraciones mediante
terapias epigenéticas dirigidas. Para ello, se estan desarrollando inhibidores de las
proteinas que intervienen en este proceso (writers, readers y erasers), en base al
conocimiento de su funcidon molecular, de las marcas epigenéticas concretas con las que
interaccionan y de sus alteraciones en cancer. En este trabajo se tratara un tema de
enorme actualidad como es el de la terapia epigenética, no solo como terapia Unica, sino
también en combinacidn con otras terapias epigenéticas, con los agentes antitumorales
utilizados tradicionalmente y con la inmunoterapia, constituyendo éste un tema en
constante renovacidn con gran potencial terapéutico para el tratamiento del cancer.

Palabras clave: epigenética, cancer, terapias epigenéticas

ABSTRACT

Currently, the knowledgement of physiological epigenetic modifications -chromatin
modifications that alter gene expression without producing variations in the DNA
sequence- has allowed to identify the epigenic alterations present in cancer. Changes in
the acetylation and methylation in histone tails, hypermethylation of CpG islands or
global hypomethylation of DNA have been related to different solid and hematological
malignancies, being a very active field of research that tries to address these alterations
through targeted epigenetic therapies. To this end, inhibitors of the proteins involved in
this process (writers, readers and erasers) are being developed, based on the knowledge
of their molecular function, the specific epigenetic marks with which they interact and
their alterations in cancer. This work will deal with the highly topical issue that is
epigenetic therapy, not only as a single therapy, but also in combination with other
epigenetic therapies, with traditionally used antitumor agents and with
immunotherapy. This is a subject in constant renewal with great therapeutic potential
for cancer treatment.

Keywords: epigenetic, cancer, epigenetic therapies
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1. INTRODUCCION

La epigenética es el proceso mediante el cual se regula la expresidn génica a
través de modificaciones heredables de la cromatina, que no suponen una variacion de
la secuencia del DNA y que son reversibles. Entre estos procesos se encuentran las
modificaciones postraduccionales de histonas, asi como la metilacién del DNA o la
regulacién con RNAs no codificantes (Klgik et al., 2020; Pfister and Ashworth, 2017).
Respecto a las modificaciones postraduccionales de las histonas destacan la acetilacion
y metilacion de lisinas y argininas en las colas de las histonas, aunque existen muchos
otros mecanismos implicados como la fosforilacion, ubiquitilaciéon y otros (Cheng et al.,
2019). También cabe destacar que la metilacién del DNA se lleva a cabo
prioritariamente en las citosinas de las islas CpG, presentes fundamentalmente en los
promotores de genes (Ahuja et al., 2016; Delgado, 2009; Esteller, 2008). En estos
procesos intervienen grandes grupos de proteinas indispensables conocidas como
writers (catalizan las modificaciones, por ejemplo, la adiciéon de un grupo acetilo o un
grupo metilo), readers (reconocen dominios especificos de las modificaciones e
interaccionan con ellos) y erasers (retiran las modificaciones realizadas por los writers)
(Brien et al.,, 2016). La cromatina también puede modificarse por los complejos
remodeladores de la cromatina, proteinas que alteran los contactos entre las histonas y
el DNA. Conocer los patrones de modificacion fisioldgicos y las proteinas que intervienen
ha ayudado a estudiar las alteraciones epigenéticas implicadas en el desarrollo del
cancer y la progresidon tumoral, asi como a desarrollar terapias dirigidas contra las
mismas. De este modo se sabe que tanto determinadas modificaciones de las histonas
como la hipometilacidn global del DNA y la hipermetilaciéon de las islas CpG estan
relacionadas con procesos cancerigenos (Baylin and Jones, 2011).

Conocer los componentes y patrones de la regulacidn epigenética que participan
en cancer ha sido clave a la hora de desarrollar terapias epigenéticas, dado que tales
alteraciones son reversibles y es posible utilizarlas como diana terapéutica.
Actualmente, la terapia epigenética constituye un campo de investigacion muy activo
qgue se encuentra en continuo estudio y desarrollo tanto en neoplasias hematoldgicas
como sélidas (Ahuja et al., 2016; Allis and Jenuwein, 2016; Pfister y Ashworth, 2017;
Cheng et al., 2019; Morel et al., 2020). Los primeros farmacos que se desarrollaron eran
relativamente inespecificos y presentaban elevada toxicidad, pero con los farmacos de
segunda generacién se ha conseguido mayor especificidad y menor toxicidad, estando
varios ya aprobados por la FDA como la decitabina y el vorinostat (un inhibidor de DNA
metil transferasas y un inhibidor de histona deacetilasas, respectivamente). Los
inhibidores mds estudiados son los inhibidores de DNA metil transferasas y los
inhibidores de histona deacetilasas, pero también se han llevado a cabo otras terapias
dirigidas al resto de proteinas que participan en la regulacion epigenética, actualmente
en multiples ensayos clinicos. Se han encontrado limitaciones al utilizar estas terapias
como terapia Unica, por lo que se han desarrollado enfoques combinados para mejorar
la actividad clinica sin empeorar la toxicidad, y resulta especialmente prometedor en las
neoplasias solidas. Dichas terapias combinadas no se han llevado a cabo solo entre
diferentes farmacos epigenéticos, sino que también se han ensayado en combinacién
con terapias estandar e inmunoterapia (Mohammad et al., 2019). En el presente trabajo
se recogen los principales avances en este campo de investigacion especialmente
innovador, actual e importante hoy en dia.



2. ESTRUCTURA'Y MODIFICACIONES DE LA CROMATINA
2.1. Estructura de la cromatina

A diferencia de las células procariotas, las células eucariotas poseen una
ordenacion del DNA en cromosomas, cada uno de ellos compuesto por una molécula
lineal de DNA. En estas células el DNA se encuentra asociado con unas proteinas de
pequeio tamafo denominadas histonas, que hacen que éste quede condensado en el
nucleo de forma organizada formando la cromatina, que se compone de una mayor
proporcion de proteina que de DNA (Kornberg et al 2017). Las proteinas fundamentales
en la estructura de la cromatina son las histonas, cuya caracteristica principal es que se
componen de aminoacidos basicos (lisina y arginina) que van a facilitar la unién con el
DNA, que posee carga negativa. Podemos distinguir cinco tipos de histonas (H1, H2A,
H2B, H3 y H4), de las cuales las cuatro ultimas van a formar la unidad basica estructural
de la cromatina, el nucleosoma, mientras que la histona H1 servira de unién (Kornberg
et al 2017).

El nucleosoma es una estructura de 10 nm formado por un octdmero de histonas:
un par de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, constituyendo las particulas
centrales o core del nucleosoma, con el DNA enrollado a su alrededor (147 pares de
bases, 1,65 vueltas) (Delgado, 2009; Cooper and Hausman, 2017; Kumar et al., 2016).
Las histonas presentan dos dominios: una a-hélice central, cuyos extremos se
componen de dos pequeias a-hélices, que se encuentra en contacto con el DNA del
nucleosoma y participa con las interacciones con otras histonas, y un dominio N-
terminal poco estructurado que forma las denominadas “colas de las histonas”,
conformado por pocos residuos (de 15 a 30 aminoacidos) y que se encuentra por fuera
del nucleosoma. Conocer la estructura de las histonas nos ayudard posteriormente a
comprender las modificaciones postraduccionales que pueden sufrir ya que éstas se
producirdn en las “colas”, provocando un cambio en la estructura de la cromatina y
como consecuencia, también en su funcién (Cooper and Hausman, 2017).

La cromatina se condensa mds o menos segln la fase del ciclo celular en el que
se encuentre y también desempefia un papel fundamental en la regulacion de la
expresion génica, de tal manera que aquellas modificaciones que no afectan a la
secuencia de DNA pero si a la organizacién y condensacién de la cromatina,
denominadas modificaciones epigenéticas, van a intervenir también en su uso y en la
herencia de las mismas. De este modo, la epigenética consiste en modificaciones o
alteraciones de la expresién génica (silenciamiento o activacién génica) heredables de
célula madre a célula hija, pero sin que impliquen una alteracién de la secuencia de DNA
propiamente dicha (Tsai and So, 2017). Waddington establecié que fundamentalmente
eran cambios en el fenotipo sin cambios en el genotipo (Allis and Jenuwein, 2016).

Los cambios epigenéticos incluyen modificaciones postraduccionales de
histonas, metilacién del DNA, remodelacion de nucleosomas y regulacion con RNAs no
codificantes (miRNA, IncRNA). Las anomalias epigenéticas se relacionan con
carcinogénesis y estan implicadas en la aparicién de diferentes canceres de forma
especifica (Klguk et al., 2020). Los que mds relevancia presentan y por tanto trataremos



con mas detalle son la acetilacion y metilacidon de histonas, la metilacién del DNA y los
remodeladores de la cromatina.

2.2. Modificaciones postraduccionales de las histonas

Como se ha mencionado anteriormente, una de las modificaciones epigenéticas
mas importantes son las modificaciones postraduccionales de las histonas. Entre estas
destacan la acetilacion y metilacion de lisinas y argininas, que constituyen los
mecanismos mas importantes y seran desarrollados a continuacién, pero también se
incluyen la fosforilacién de serinas y treoninas, la ubiquitilacion, la SUMOQilacion de
lisinas, la citrulinacién, la ADP-ribosilacién, la desaminacidon, la formilacién, la O-
GlcNAcilacidn, la propionilacidn, la butirilacion, la crotonilacion y la isomerizacion de
prolina (Figura 1) (Cheng et al., 2019).
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Figura 1. Se representa un nucleosoma con las cuatro histonas que forman el core central y la
histona H1 unida al DNA y haciendo de enlace. Se observan las colas de las histonas con
diferentes modificaciones postraduccionales, en la parte superior las marcas activas y en la
inferior las marcas represivas (Sawan and Herceg, 2010).

Las modificaciones de las colas de las histonas provocan un cambio de
conformacion y permite que puedan unirse complejos proteicos, que a su vez permitiran
nuevas modificaciones de histonas. Este proceso esta muy regulado y genera cromatina
modificada de forma estable, que puede transmitirse de generacién en generacion en
cada division celular, permitiendo que sean heredables ciertos patrones caracteristicos
de cromatina activa e inactiva (Cooper and Hausman, 2017). La acetilacidon y metilacion
de histonas, por tanto, van a activar o reprimir la transcripcion y con ello la expresién
génica (Ahuja et al., 2016). De este modo, las histonas no son Unicamente proteinas de
empaquetamiento del DNA, sino que participan en la regulacién de la expresién génica
a través de las modificaciones postraduccionales que sufren puesto que afectan tanto a
la transcripcién como a la reparacién del DNA (Esteller, 2008).

Segun su grado de condensacion, la cromatina puede clasificarse como
heterocromatina (inactiva, muy condensada y sin expresion) y eucromatina (regiones
menos plegadas) (Figura 2). La heterocromatina estd estrechamente ligada a niveles
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bajos de acetilacion y niveles elevados de metilacion en algunos residuos de histonas,
mientras que en la eucromatina los patrones no son tan claros, activandose o
reprimiéndose genes segln sea necesario, aungque suelen verse en los genes
transcripcionalmente inactivos niveles disminuidos de acetilaciéon, metilacion y
fosforilacién, y en los genes transcripcionalmente activos niveles elevados de acetilacién
de histonas (Figura 2).
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Figura 2. La imagen representa los diferentes estados de la cromatina, el lugar que ocupan los
nucleosomas y la metilacion del DNA en condiciones normales. En la parte superior, en la
eucromatina, la X roja determina el punto de inicio de la transcripcion de un gen silenciado. La
isla CpG promotora del gen esta invadida por el complejo polycomb (area roja) que media la
trimetilacion de H3K27 que es una alteracidon represiva (banderas rojas). Mas abajo se
representa un gen activo susceptible de ser transcrito. Este posee modificaciones activadoras
(banderas verdes) como H3K4me3 en el promotor, acetilacidn de lisinas en las histonas H3 y H4
y H3K36me3 para facilitar la elongacidon transcripcional. La flecha indica el sitio de inicio de la
transcripcion, libre de nucleosomas y con el DNA no metilado en la isla CpG. En la parte inferior
se representa la compactacion de los cromosomas con marcas represivas (H3K9me2 y
H2K9me3) que constituye la heterocromatina, inactiva transcripcionalmente, intensamente
metilada (puntos rojos) y la proteina HP1 (circulo azul) que también constituye una sefial
represiva (Baylin and Jones, 2011).

Writers, readers y erasers en la acetilacién de histonas

En general, existe una correlacion entre la acetilacion de histonas y la cromatina
transcripcionalmente activa como ocurre, por ejemplo, con la acetilacion de las lisinas
9, 14, 18 y 23 de la histona H3. Esto es debido a que el extremo N-terminal de las
histonas, al ser rico en lisinas (que poseen carga positiva), es susceptible de acetilacidn,
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lo que favorece que la carga se neutralice y la cromatina se descondense, dejando la
secuencia de DNA listo para ser transcrito y abriendo el acceso a proteinas reguladoras
(Cooper and Hausman, 2017; Esteller, 2008). La acetilacién y deacetilacion de las
histonas es un proceso altamente regulado en el que intervienen diferentes enzimas
gue se describen a continuacion.

Las modificaciones postraducionales de las histonas van a ser reguladas por tres
grandes grupos de proteinas, que se clasifican en writers, readers y erasers (Figura 3)
(Allis and Jenuwein, 2016). Los writers van a catalizar las modificaciones
postraducionales de histonas, y entre ellas se encuentran las histona-acetil-transferasas
(HAT), cuya funcion consiste en acetilar histonas o las histona-metil-transferasas (que
metilan histonas). Por su lado, los readers reconocen dominios especificos de las
histonas modificadas, se fijan a ellos mediante dominios propios como bromodominios
(BRD, que se unen a histonas acetiladas) y los interpretan para llevar a cabo una funcién
determinada. Por ultimo, los erasers cumplen la funcién de eliminar las marcas llevadas
a cabo por los writers y en este grupo de enzimas podemos encontrar histona-
demetilasas (HDM), que retiran el grupo metilo, e histona-deacetilasas (HDACs), que
provocan la deacetilacién de las colas de histonas acetiladas. De este modo, las
modificaciones postraduccionales llevadas a cabo por estas enzimas van a ser las que
provoquen un cambio de conformacién de la cromatina, activando o reprimiendo asi la
transcripcién (Ahuja et al., 2016; Brien et al., 2016; Mohammad et al., 2019).

Addition of
chromatin

modifications
Enzyme
active site

Nucleosome
Al —=

Interpretation of
chromatin
modifications

Binding
-Reade{

Removal of
chromatin
modifications

“Eraser”

Enzyme a
active site
o o

DODDODN

T
Chromatin fiber

Figura 3. Existen tres tipos de proteinas que participan en la regulacion de las modificaciones
postraduccionales de histonas: writers (aquellas que afiaden las modificaciones), readers
(reconocen e interpretan las modificaciones) y erasers (eliminan dichas modificaciones) (Brien
et al, 2016).



Histona Acetil Transferasas (HAT)

Las HAT (writers) se agrupan en familias como GNAT, que comprende un dominio
de unién de histonas que actla como coactivador de factores activadores de la
transcripcidn a través de la unién a acetil-lisinas mediante un dominio acetil-transferasa
y un bromodominio. Tenemos otros ejemplos como MYST, CBP/p300, MOZ, MORF, etc.
(tabla 1). La familia CBP/p300 regula la transcripcion de una forma mas global y se
componen de un dominio HAT, un bromo-dominio y otras zonas que favorecen la
interaccion entre proteinas (Delgado, 2009). Asi, los factores activadores de la
transcripcidn interaccionan con coactivadores con dominios HAT mientras que los
factores represores con correpresores capaces de atraer a las HDAC (deacetilasa de
histonas) a la cromatina (Cooper and Hausman, 2017).

Tabla 1. Modificaciones en cada histona y cada residuo y las enzimas esta
implicadas en dichas modificaciones (Sawan and Herceg, 2010).

Table 3.1. Different Histone Modifications on Different Histone Residues

Possible
Modification Histone Residue Oganism Enzyme role
Acetylation H2A K4 Y Esal Ta
K5 M Tip60, Hatl, P300/CBP Ta,R
K7 Y Hatl, Esal Ta
H2B K5 M ATF2 Ta
K11 Y Gen5 Ta
K12 M ATF2, P300/CBP Ta
K15 M ATEF2, P300/CBP
K16 Y Gen5, Esal Ta
K20 M P300 Ta
H3 K4 Y Esal, Hpa2
K9 MY Gen5, SRC-1 Ta,R
K14 MY Gen5, PCAF, Tip60, SRC-1, Ta, R,
hTFIIC90, TAF1, p300/ Gen5, Rep
Esal, Elp3, Hpa2, TAF1,
Sas2, Sas3
K18 MY P300, CBP/Gen5 (SAGA) Ta, R
K23 M/Y P300, CBP/Gen5 (SAGA), Sas3  Ta, R
K27 M Gen5 Ta,R
H4 K5 MY Hatl, Tip60, ATF2, p300/Hatl, Ta, R,
Esal, Hpa2 Rep
K8 MY Gen5, PCAF, Tip60, ATF2, Ta, R,
p300/Esal, Elp3 Rep
Ki12 M/Y Harl, Tip60/Hatl, Esal, Hpa2 Ta, R,
Rep
K16 MY MOF, Gen5, Tip60, ATF2/Gen5, Ta, R
Esal, Sas2
Methylation H1 K26 M EZH2 Tr
H3 R2 M CARM1 Ta
K4 M/Y MLL4, SET1, MLL1, SET7/9, Ta
MYD3/Setl
R8 M PMRTS5 Tr
K9 M/Y SUV39h1, SUV39h2, ESET, Ta, Tr
G9A, EZH2, Eu-HMTasel/
Clr4, S.p. Clr4
R17 M CARM1 Ta
R26 M CARM1 Ta
K27 M EZH2, G9A Ta, Tr
K36 M/Y HYPB, NSD1/Set2, S.c. Ta
K79 MY DOTIL/S.c. Dot-1 Ta, Tr,
R
H4 R3 M PRMTI1, PRMT5 Ta
K20 M/Y PR-SET7, SUV4-20/SET9 Ta, Tr,
R

Histona deacetilasas (HDACs)

La deacetilacidn de las histonas, al contrario que la acetilacién, provoca que la
cromatina se condense y favorece por ello la represién transcripcional. Del mismo modo
gue existen varias familias de HATs, podemos encontrar varias familias de histona



deacetilasas (HDAC), que van a constituir los erasers, clasificadas en cuatro clases (tabla
2). En la clase |, se incluyen las HDAC 1, 2, 3 y 8, que tienen en comun que presentan
zinc en su regidn activa, indispensable para su funcién y forman parte de diversos
complejos de represion acompafiadas de co-represores como NcoR, SMRT, MEF, MeCP2
o Sin3A; en laclase Il, las HDAC 4, 5, 6, 7, 9 y 10; en la clase Ill, NAD-dependiente de la
familia SIRT (sir-tuinas); y en la clase IV se incluyen las HDAC 11.

Tabla 2. Clasificacion de las familias de histona deacetilasas (Seto and Yoshida, 2014).

HDAC classification

Superfamily Family Class  Protein (S.  Subclass Protein
cerevisiae) (human)

Arginase/deacetylase superfamily Histone Class Rpd3, Hosl, HDACI,

deacetylase I Hos2, Hos3 HDAC2,

family HDACS3,

HDACS

Class Hdal Class Ila HDAC4,

)| HDACS,

HDAC7,

HDAC9
Class IIb HDACS,

HDAC10
Class HDACI1
v
Deoxyhypusine synthase like Sir2 regulator  Class Sir2, Hstl, I SIRT1, SIRT2,
NAD/FAD-binding domain superfamily  family il Hst2, Hst3, I SIRT3
Hst4 I SIRT4
v SIRTS

SIRT6, SIRT7

Familias BET (Bromodomain and extra-terminal)

Por ultimo, las familias BET son readers de acetil-lisinas que fomentan la
transcripcién. Asi, se unen a acetil-lisinas, favoreciendo la transcripcién mediante la
interaccién y reclutamiento de pTEFb (factor de elongacién de la transcripcidn positivo)
y los complejos del “mediator” a la cromatina. Dentro de este grupo se encuentran las
proteinas con bromodominios BRD4 o BRD3. Ademas, estas familias se asocian a NUT,
proteina que interactua con las HAT p300/CBP y favorece su actividad. Las proteinas de
fusion BRD-NUT se asocian asimismo con regiones con niveles elevados de acetilacion
de histonas, constituyendo estos focos megadominios de unién a BRD-NUT, aunque
también a pTEFb y componentes de mediator. Dichos megadominios requieren la
asociacion de los bromodominios BET, p300/CBP y acetiltransferasa, lo que lleva a
pensar que la acetilacidon de histonas llevada a cabo por p300/CBP forma regiones de
unién para los bromodominios BET, aumentando los complejos BET-NUT de Ia
cromatina de alrededor (Brien et al., 2016; Filippakopoulos et al., 2012).

Como se menciond anteriormente, los bromodominios constituyen dominios
propios de los readers que reconocen y se unen a regiones de las histonas acetiladas.
Existen 61 BRDs en el genoma humano (entre los que se encuentran los descritos en el
parrafo anterior) que forman parte de HAT, complejos de remodelacién de cromatina
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dependientes de ATP, metiltransferasas, coactivadores transcripcionales y la familia
BET, entre otras proteinas diversas (tabla 3). El dominio suele estar rodeado por otros
dominios que constituyen readers como homeodominios presentes en las plantas
(PHDs), multiples BRDs y otros dominios que permiten la unién de proteinas como
bromodominios adyacentes homdlogos (BAH) (Filippakopoulos et al., 2012).

Tabla 3. Algunos tipos de BRDs (Filippakopoulos et al., 2012).

Bromodominio que BRL, BRPF2 Regulador
contiene la proteina 1 transcripcional,
proteina estructural

Bromodominio que FISH, RING3 Regulador
contiene la proteina 2 transcripcional
Bromodominio que ORFX, RING3L Regulador
contiene la proteina 3 transcripcional
Bromodominio que CAP, MCAP, HUNK1 Regulador
contiene la proteina 4 transcripcional
Bromodominio que BP75, NAG4, CELTIX1 Regulador
contiene la proteina 7 transcripcional
Bromodominio que SMAP, SMAP2 Regulador
contiene la proteina 8B transcripcional
Bromodominio que Desconocida

contiene la proteina 9

La familia BET reconoce multiples péptidos acetilados, y se ha demostrado que
BRD4 interactua mayoritariamente con regiones de lisinas di o triacetiladas, asi como
reconoce multiples modificaciones de la cola de la histona H4. Las regiones con mas de
una acetilacion poseen mayor afinidad para la uniéon de BRD en comparacién con marcas
individuales, como ocurre por ejemplo en la histona H4 tetraacetilada en las lisinas K5,
K8, K12 y K16, que atrae con mayor intensidad a BRD2 y BRD4 (Filippakopoulos et al.,
2012).

Writers, readers y erasers en la metilacién de histonas

Por lo que se refiere a la metilacion de histonas, ésta se asocia a activaciéon o
represiéon de la transcripcion segun el residuo de la histona que ocurra (Cooper and
Hausman, 2017; Tsai and So, 2017; Esteller, 2008). Esta modificacién tiene lugar en los
residuos de lisina y arginina, que pueden ser mono, di o trimetilados (esto solo en el
caso de la lisina) y se ejerce fundamentalmente en las histonas H3 o H4 (Tsai and So
2017). Por ejemplo, la metilacion de los residuos de lisina 4, 36 y 79 de la histona H3, asi
como la metilacidn de los residuos de arginina 17 y 26 y la dimetilacion de la arginina 3
en la histona 4, se asocian a activacién transcripcional y por tanto a una cromatina
menos condensada (Tsai and So, 2017; Cooperand Hausman, 2017; Esteller, 2008). Sin
embargo, la metilacion de las lisinas 9 y 27, también de la histona H3, y de la lisina 20 de
la histona H4, se han correlacionado con represion transcripcional y con ello, a un gran
empaquetamiento de la cromatina debido a que actian como dominios de unidn para
correpresores (Cooper and Hausman, 2017; Tsai and So, 2017; Esteller, 2008). La
metilacion del residuo H3K9, y especialmente la triple metilacidn, esta estrechamente
asociada al silenciamiento de la heterocromatina. Ademas de los ejemplos mencionados
previamente, podemos aifadir que la metilacién en H3K36 y H3K79 se relaciona con
actividad transcripcional mientras que la metilacion de H3K9, H4K20 se asocian con
represion transcripcional.



Al igual que en la acetilacion de histonas, en la metilacion de éstas también
existen enzimas especificos que se encargan de afiadir, leer o retirar las modificaciones
postraduccionales.

Histona metil transferasas (HMT)

La metilacién de las lisinas y argininas es una modificacion muy estable que se
ejerce por enzimas especificos que actian como writers (lisina-histona-metil-
transferasas o KHMTasas), existiendo tres tipos fundamentalmente: i) histona metil-
transferasas especificas de lisina con dominio SET (que acttian sobre las lisinas 4, 9, 27 y
36 de la histona H3 y sobre la lisina 20 de la histona H4), ii) sin dominio SET (modifican
la histona H3 en su residuo de lisina 79) vy iii) arginina metil-transferasas (actian sobre
varias argininas de las histonas H3 y H4) (Delgado, 2009; Sawan and Herceg, 2010). Las
principales lisina-histona metil transferasas cuyas mutaciones tienen un papel en la
tumorigénesis son:

- MLL1 (KMT2A), actia como metiltransferasa de H3K4. La metilacidon de H3K4 va
a generar una region que permitird la unidn de proteinas con cromo-dominios,
posteriormente atrayendo acetil-transferasas para mediar la activacion de la
transcripcién. A su vez, también esta relacionada con la unién de complejos
remodeladores de la cromatina que generan cambios conformacionales en los
nucleosomas permitiendo asi la descondensacién de la cromatina vy
consecuentemente la activacién transcripcional (Brien et al., 2016; Jones, 2012).

- EZH2, forma parte del complejo polycomb2 (junto con SUZ12 y EED). Constituye
la subunidad catalitica del complejo polycomb y ejerce la mono, di o
trimetilacion en H3K27 en las regiones promotoras de los genes diana de PRC2,
provocando la represion transcripcional. El grupo polycomb va a hacer de
intermediario entre los elementos reguladores de genes y la maquinaria de
transcripcién (Brien et al., 2016; Jones, 2012).

- ASXL1, otra proteina del grupo polycomb relacionada con la dimetilacion y
trimetilacidon de H3K27 llevada a cabo por PRC2 que provoca una supresion de
los genes HOXA que se traduce en una inhibicién del crecimiento celular (Tsai
and So, 2017).

- NSD2, también forma parte de las HMT con dominio SET (MMSET o WHSC1) y
ejerce la dimetilacion en H3K36 en genes activos provocando una activacion
transcripcional (en ocasiones puede funcionar como represor, pero
fundamentalmente constituye un activador). Esta metilacién inhibe
directamente la actividad enzimatica del complejo PRC2 (Brien et al., 2016)

En cuanto a la metilacidén de histonas en residuos de arginina, éstas pueden ser
mono o dimetiladas por proteinas arginina-metiltransferasas (PRMTs). Estas enzimas
poseen un nucleo que presenta la actividad catalitica, pero son muy diferentes entre si
en lo que se refiere a las regiones N y C terminales. Existen dos tipos de PRMT: las tipo
I, que catalizan la monometilacion y la dimetilacién asimétrica de la arginina y las tipo Il,
que catalizan la monometilacion y la dimetilacién simétrica de la arginina. Se conoce
que la metilacion de arginina esta relacionada con la expresion de genes supresores de
tumores (Filippakopoulos et al., 2012).



Histona Demetilasas

Por lo que se refiere a las demetilasas de histonas (erasers), también se conocen
varias familias (Filippakopoulos et al., 2012; Jones, 2012).

- KDM1A o LSD1 (demetilasa especifica de lisina 1). Cataliza la desmetilacién de la
H3K4 mono y dimetilada. También es demetilasa de H3K9.

- KDMG6A/UTX (demetilasa 6A especifica de lisina)

- JARID1A. Se han descrito demetilasas que presentan un dominio C de jumoniji
(JmjC) denominadas JARID1A-D. Estas pertenecen a una gran familia de
dioxigenasa y entre ellas se encuentra, por ejemplo, JHDM1A, que retira la mono
y dimetilacion en H3K36. Esta superfamilia de enzimas desmetilan con un
mecanismo diferente al de LSD1/KDM1 y ademas pueden catalizar la
desmetilacion de residuos trimetilados.

- Ademas, existen otras familias que también poseen dominios jumonji y actian a
nivel de K4, K9, K27 y K36 retirando los residuos metilados.

Readers de histonas metiladas

En cuanto a los readers, nos centraremos en los que implican la metilisina. Existen
dos familias principales: la familia Real, donde se incluyen los dominios Tudor, los
cromodominios y los dominios de tumor cerebral maligno (MBT); y los dominios PHD
(Dawson and Kouzarides, 2012)

2.3. Metilacion del DNA

La metilacién del DNA esta fuertemente implicada en el control de la expresion
génica. En humanos ocurre en citosinas que siguen la secuencia CpG, dinucleétido que
se encuentra a lo largo de todo el genoma (Ahuja et al., 2016; Delgado, 2009; Esteller,
2008). La gran mayoria de nuestro DNA presenta poca cantidad de dinucleétidos CpG y
habitualmente se encuentran metilados. Sin embargo, existen a lo largo del genoma
zonas que presentan abundantes dinucleétidos CpG, denominadas islas CpG,
mayoritariamente sin metilacién, y que suelen formar parte de zonas promotoras
reguladoras de genes, particularmente empobrecidas en nucleosomas (NDR) y previas
a las regiones de inicio de la transcripcion (Ahuja et al., 2016; Delgado , 2009; Jones,
2012; Baylin and Jones, 2011). Los nucleosomas que delimitan los NDR se encuentran
marcados con la trimetilacion de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me3), presentan una
amplia acetilacién de lisinas y ademas poseen la variante de histona H2A.Z, cuya funcién
es desestabilizar los nucleosomas para permitir el inicio de la transcripcién (Baylin and
Jones, 2011). Asi, las islas CpG de los promotores van a ser muy activas
transcripcionalmente y, por lo tanto, tienen una estructura cromatinica muy poco
condensada (contienen muy pocos nucleosomas). Por otra parte, las regiones
hipermetiladas seran ricas en nucleosomas, constituyendo la metilaciéon de las islas CpG
un mecanismo de silenciamiento génico (Ahuja et al., 2016; You and Jones, 2012; Pfister
and Ashworth, 2017). La metilacion del DNA es un proceso muy relevante para
mantener la estabilidad gendmica mediante la regulacion tanto los promotores de islas
no CpG como de islas CpG y secuencias repetitivas (LINE y/o SINE) (Jones, 2012).
Estabiliza el silenciamiento epigenético en promotores que no presentan la variante de
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histona H2A.Z asi como en aquellos que presentan nucleosomas a continuacion de los
sitios de comienzo de la transcripcién (TSS) y los que presentan modificaciones
represivas en histonas. La metilaciéon del DNA no solo se relaciona con genes inactivos
asociados al cromosoma X, genes de “imprinting” y genes germinales especificos, sino
también con alteraciones propias del cancer incluido el silenciamiento de los genes
supresores de tumores (Baylin and Jones, 2011).

Como se detallard en el apartado de “alteraciones epigenéticas en cancer”, la
hipometilacién especialmente (aunque también la hipermetilacién de los promotores
como se ha explicado previamente) se han relacionado inestabilidad genémica y con la
activacion de oncogenes y elementos transponibles, debido a variaciones en la
expresion de los genes, y estas anomalias en la metilacién del DNA pueden originar
distintos tumores (Ahuja et al., 2016; Pfister and Ashworth, 2017). Desde hace afios se
conoce que las células cancerosas caracteristicamente presentan una hipometilacién
generalizada del genoma y una hipermetilacién del promotor de ciertos genes
implicados en cancer (Pfister and Ashworth, 2017).

Writers, readers y erasers en la metilacidon del DNA

Los writers, readers y erasers no son exclusivos de las modificaciones
postraduccionales de histonas, catalizando también las alteraciones en el DNA y
clasificdandose del mismo modo. A continuacidn, se detallan las enzimas implicadas en
la adicidn del grupo metilo, asi como las que lo reconocen y aquellas que eliminan la
marca.

DNA metil transferasas (DNMTs)

La metilacidon del DNA estd catalizada por DNA metiltransferasas (DNMTs), que
transfieren grupos metilo de S-adenosil-L-metionina en el extremo 5’ de las citosinas.
Existen varias familias DNMTs, de las que vamos a mencionar tres (DNMT1, DNMT3Ay
DNMT3B), que constituyen los writers que van a llevar a cabo diferentes patrones de
metilaciéon del DNA. La DNMT predominante es DNMT1, que conserva los patrones de
metilacion que ya existen, mientras que DNMT3A y DNMT3B, menos abundantes,
forman nuevas regiones de metilacion y se expresan durante todo el ciclo celular (Figura
4) (Ahuja et al., 2016; Jones, 2012). Se ha establecido la colaboracion entre DNMT1 y
DNM3A y 3B tanto en células normales como cancerosas, y se entiende que DNMT3A y
DNMT3B reparan los errores posteriores a la sintesis de DNA llevados a cabo por
DNMT1. DNMT3Ay DNMT3B se encuentran unidas a los nucleosomas y en contacto con
el DNA a través de las metilaciones generadas por ellas mismas para inducir la herencia
epigenética (Baylin and Jones, 2011).

Proteinas de unidn a metil-citososina (MBDs)

Por otro lado, las MBD (methyl cytosine binding proteins) corresponden a los
readers que reconocen el DNA metilado. Se conocen principalmente cinco MBD, entre
las que se encuentran MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBDA4. Estas, se vinculan a zonas
del DNA silenciadas por hipermetilacién y por tanto estan implicadas en la represién
transcripcional (Ahuja et al., 2016; Jones, 2012).
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Las proteinas MBD van a facilitar que se unan complejos que realizan otra accion,
por ejemplo, complejos histona deacetilasa e histona metil transferasas, haciendo que
exista una asociacién funcional entre la metilacion del DNA y las modificaciones de
histonas. De este modo, las proteinas DNMT/MBD influyen de manera directa al nivel
de metilacion del DNA, pero también intervienen en los patrones de ocupaciéon e
nucleosomas, estando la alteracién de las mismas relacionada con el desarrollo del
cancer.

Desmetilacion del DNA

Respecto a la desmetilacién del DNA, ésta se puede llevar a cabo mediante un
proceso activo o pasivo (Figura 4). La desmetilacion pasiva ocurre durante la replicacion
cuando las regiones metiladas no se mantienen y se produce por tanto la pérdida de
dichas metilaciones, mientras que la desmetilacion activa ocurre independientemente
de la replicacion del DNA y se lleva a cabo mediante enzimas que hidroxilan, oxidan o
desaminan las 5 -metil-citosinas (Jones, 2012).

Dentro del grupo de desmetilacién activa vamos a encontrar a las proteinas de
translocacion diez-once (TETs) y las citidina desaminasa inducida por activacién (AID),
gue son enzimas que eliminan la metilacién del DNA y por tanto constituyen los erasers.
La familia TET incluye tres tipos: TET1, TET2 y TET3, y se conoce que cada una de ellas
lleva a cabo una funcién (Ahuja et al., 2016; Jones, 2012). Dicha familia va a catalizar la
formacién de 5-hidroximetilcitosina a partir de una citosina metilada, con un papel
fundamental tanto en el desarrollo como en la tumorigénesis (Figura 4) (Baylin and
Jones, 2011). El proceso de desmetilacion es progresivo, de tal forma que comienza por
la hidroxilacién de 5'metil-citosina por proteinas TET y puede continuar por dos vias: o
bien con la actividad de las proteinas AID/APOBEC que producen una desaminacion o
bien con la entrada en la via de reparacion de escisiéon de base (BER) mediante una
previa carboxilacién (Jones, 2012).

active demethylation

e EmI—

NH: NH2
CH: ,
= \ ~ DNMT1
N | —&wra DNMT3E—> N | ( _)
O)\N de novo methylation o N maintenance
\__&Tg‘s-i:-e_\ 5-methyicytosine
€~_ e

—— —
passive demethylation

Figura 4. Se representa la metilacién y demetilacién del DNA. A la izquierda, se puede ver la
estructura molecular de una citosina. La DNMT3A y DNMT3B, representadas como circulos
azules, transfieren de novo el grupo metilo a la citosina, transformandola en 5-metilcitosina,
mientras que DNMT1 mantiene dicha modificacidn. Por otro lado, en la parte superior, se
esquematiza la demetilaciéon activa llevada a cabo por TET1-3, retirando el grupo metilo de la
metilcitosina y dejandola de nuevo como citosina. En la parte inferior de la imagen se simboliza
la demetilacién pasiva (Ambrosi et al., 2017).
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2.4. Remodeladores de cromatina

La cromatina puede sufrir modificaciones bien a través de enzimas que
interaccionan con las histonas o bien mediante los denominados factores
remodeladores de la cromatina, complejos proteicos que provocan una variacion en los
contactos entre las histonas y el DNA. Estos factores proteicos pueden actuar
esencialmente a través de tres mecanismos: i) mediante el desplazamiento del
octamero de histonas a lo largo de la secuencia del DNA para permitir un
reordenamiento nucleosomas y hacer mas accesibles ciertas regiones del DNA para la
transcripcién, ii) provocando cambios conformacionales en los nucleosomas que al igual
que en el caso anterior, dejarian secuencias de DNA al descubierto para ser susceptibles
de transcripcion vy iii) eliminando histonas del DNA, haciendo que algunas secuencias
queden libres de las mismas (por ejemplo, los promotores). Ademads, los factores
remodeladores pueden ir acompafiados de activadores o represores de la transcripcion,
gue van a modificar la arquitectura de los nucleosomas favoreciendo o frenando la
misma (Cooper and Hausman, 2017).

De esta manera, los remodeladores de la cromatina son complejos proteicos que,
dependiendo de la hidrdlisis de ATP, modifican la interaccion entre las histonas y el DNA
generando una reestructuracién de los nucleosomas para que la maquinaria de la
transcripcién pueda acceder a los genes diana (Delgado, 2009; Kumar et al., 2016).
Pueden actuar mediante diferentes mecanismos como la desestructuraciéon del
octamero de histonas y desenrollamiento transitorio del DNA, la formacién de lazos de
DNA o el cambio de posiciones de los nucleosomas. Asi se producen variaciones y los
factores de transcripcion pueden acceder a zonas del DNA a las que no accedian
previamente (Dawson and Kouzarides, 2012; Pfister and Ashworth, 2017; Kumar et al.,
2016).

Estos complejos proteicos se dividen en cuatro familias (Figura 5): la familia SWI/SNF
gue incluye ARID1A, ARID1B, BRG1 (también denominado SMARCA4), SNF5 (también
conocido como SMARCB1, INI11 o BAF47) y PBRM1; la familia ISWI, la familia NuRD/Mi-
2/cromodominio de unidon a DNA helicasa (CHD), y la familia INO80 (Dawson and
Kouzarides, 2012; Pfister and Ashworth, 2017; Kumar et al., 2016).

Estas enzimas estan conservadas evolutivamente y utilizan el ATP para provocar
cambios en las histonas, bien moviéndolas, intercambidndolas o retirandolas. Ademas,
poseen dominios diferentes para leer la cromatina como dominios SANT,
bromodominios y cromodominios, que identifican regiones concretas y hacen que el
remodelado sea especifico (Dawson and Kouzarides, 2012; Pfister and Ashworth, 2017).
Cada familia contiene una o dos ATPasas cataliticas tipo SWI2/SNF acompafiadas de
varias subunidades que van a aportar la especificidad para realizar determinados
procesos bioldgicos (Kumar et al., 2016).
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Figura 5. Clasificacion de las familias de remodeladores de cromatina. (a) Se representa el
dominio de la regidn catalitica ATP-asa de las cuatro principales familias, que se compone de un
dominio helicasa tipo DEAD (Dexx) y otro dominio C-terminal helicasa (HELICc). En cada familia
existen otros dominios especificos como el bromodominio de SWI/SNF o los cromodominios de
Mi-2 (NuRD). (b) Se detallan las subunidades ATPasa y otras subunidades centrales de las cuatro
familias mencionadas (Kumar et al., 2016).

Familia SWI/SNF

La familia SWI/SNF se compone de 12-15 subunidades, la mayoria de las cuales
puede unirse directamente al DNA o a los nucleosomas evitando la interaccion DNA-
histona y regulando de este modo la transcripcién de determinados genes diana (Kumar
et al.,, 2016). Actuan movilizando los nucleosomas mediante el deslizamiento de los
mismos o insertando octameros de histona, de tal forma que los complejos SWI/SNF se
unen al DNA en una posicidon concreta, interaccionan en la unién DNA-histona y lo
separan, traslocan el DNA mediante una ATPasa y forman un bucle de DNA (Wilson and
Roberts, 2011). Entre ellas se encuentran las ATPasa BRG1 (SMARCA4) o BRM
(SMARCA?2), que son mutuamente excluyentes; otras subunidades centrales (BAF250,
BAF200), BAF47 (SMARCB1), BAF155 (SMARCC1) y BAF170 (SMARCC2); y otras
subunidades accesorias (Kumar et al., 2016; Wilson and Roberts, 2011). También estan
presentes otros subcomponentes como las isoformas BCL7 y BCL11 vy los
bromodominios BRD9 y BRD7. Dependiendo de la composicion de las subunidades, esta
familia se puede clasificar en dos tipos de complejos: complejos BAF y complejos PBAF
(BAF asociado a polibromo). Los primeros contienen BRG1 o BRM como ATPasa
acompafiado de BAF250 (ARID1A) o BAF250b (ARID1B) — no pueden estar presentes
ARID1A y ARID1B, son excluyentes- mientras que los segundos se componen
Unicamente de la ATPasa BRG1 y las subunidades BAF180 (PBRM1) y BAF200 (ARID2)
(Kumar et al., 2016; Wilson and Roberts, 2011).

Familia ISWI

Por lo que se refiere a la familia ISWI, presentan dos subunidades ATPasa:
hSNF2H (SMARCAS), que corresponde a la subunidad catalitica y hSNF2L (SMARCA1),
gue actua como factor de remodelacion de nucleosomas (NURF). La subunidad catalitica
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va a promover la formacidon de nucleosomas o la modificacién de los mismos y para
ejercer la remodelacion requiere del dominio HAND-SANT-SLIDE presente en dicha
unidad. El complejo NURF ya mencionado se compone de SNF2L, BPTF (factor de
transcripcidn que presenta bromodominio y homeodominio de planta -PHD- y proteinas
asociadas al retinoblastoma RbAP46 / RbAP48. El remodelador ACF esta formado por
SNF2H y Acfl y su funcién es medir la longitud del DNA. Por su parte, CHRAC contiene
hACFly pl7 y p15 y van a llevar a cabo el plegamiento de las histonas. Por ultimo, el
RSF se compone de hSNF2H y Rsfl (una chaperona de histona) y facilitan la
remodelacidon y empaquetamiento de la cromatina (Kumar et al., 2016).

Familia Mi-2/NuRD

En cuanto a la familia Mi-2/NuRD, esta presenta CHD3 y CHD4 como subunidades
cataliticas (son ATPasas que participan en el acoplamiento de la cromatina y en la
reparacion del DNA), HDACs, RbAp48 y RbAp46 (estos dos ultimos se unen a las histonas
y mantienen la estructura de la cromatina), la familia de proteinas asociadas a
metdstasis MTA1-3 (regulan la estructura de la cromatina uniéndose a las histonas y
juega un papel fundamental en la tumorigénesis) y MBD2 y MBD3 (que presentan
dominios de unidn al dinucleétido CpG metilado). La integracion de RbAp46/48 en el
complejo NuRD es posible debido a la interaccion RbAp48-MTA1, por lo que esta es
fundamental (Kumar et al., 2016).

Familia INO8O y SWR1

Por ultimo, la familia INO80 y SWR1 contienen un dominio ATPasa y proteinas Rvb1/2.
INO80 mediante la hidrélisis de ATP facilita la movilizacidon de nucleosomas mientras
que SWR1 (que corresponde al dominio de una levadura y en humanos seria la p400 y
SRCAP) sustituye la histona H2A por la variante H2A.Z. El complejo INO80/SWR1de este
modo también participa activamente en la regulacion de la transcripcion y la reparacion
del DNA.

Las sefiales extracelulares y citoplasmaticas (factores de crecimiento, citocinas,
hormonas, metabolitos) van a reclutar los remodeladores de la cromatina al gen en el
gue se quiere llevar a cabo la transcripcidn para que pueda expresarse mediante la
accesibilidad al DNA. De este modo, los remodeladores ejercen un papel fundamental
integrando dichas sefiales extracelulares y citoplasmaticas en el nldcleo para la
regulacién de la expresion de un gen diana. La disfuncion de estos elementos
remodeladores provoca alteraciones en los mecanismos de transcripcidn génica que se
traducen en la expresion de genes especificos de enfermedades, lo que conlleva al
crecimiento tumoral y la transformacion neopasica (Kumar et al., 2016).

3. ALTERACIONES EPIGENETICAS EN CANCER

Numerosas investigaciones han puesto en evidencia el papel central que tienen las
alteraciones epigenéticas, junto con las alteraciones genéticas, en el desarrollo del
cancer y en la progresiéon tumoral (Baylin and Jones, 2011). La progresién tumoral con
frecuencia estd asociada a hipometilacion global del DNA, hipermetilacion de islas CpG
de ciertas regiones reguladoras y un patrén alterado de las modificaciones de histonas
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(Figura 6), en muchos casos producidos por mutaciones en reguladores epigenéticos. El
conocimiento de estas alteraciones esta generando nuevas herramientas para el
diagndstico y tratamiento de diversas neoplasias. En este apartado se recogen los
principales mecanismos epigenéticos alterados en cdancer, con especial foco en la
metilacion aberrante del DNA y mutaciones en genes que afectan a reguladores
epigenéticos.

H-ras H-ras mutation p53
mutation duplication mutation

Normal skin Papilloma Epidermoid carcinoma Fusocellular carcinoma

- "_’ ¢ -4—' P | v-_’ - il
sl 4 b o . a9 3 -
F Naid wid

Clonal Malignant
expansion progression
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CpGrisland methylation

Altered histone modification pattern

Figura 6. Fases de oncogénesis en la piel como ejemplo de progresién tumoral. En la parte
superior se representa la progresion maligna desde la piel normal hasta el carcinoma fusocelular
secundaria a mutaciones en diferentes genes (H-ras y p53). En la parte inferior se representan
los cambios epigenéticos producidos a medida que avanza el tumor, disminuyendo la metilacién
general de todo el DNA (hipometilacion del DNA), aumentando la metilacion en islas CpG vy
produciéndose patrones alterados de modificaciones de histonas (Esteller, 2008).

3.1. Alteraciones en la metilacién del DNA

La metilacion del DNA es una de las modificaciones epigenéticas mas estudiadas,
conociéndose la relacién entre una metilacion aberrante y enfermedades inflamatorias,
lesiones precancerosas y cancer. A pesar de que frecuentemente las células
cancerigenas presentan una hipometilacion global del DNA, las alteraciones
epigenéticas mas conocidas son las alteraciones en la metilacién presentes en las islas
CpG que forman parte de los promotores (Dawson and Kouzarides, 2012).

En el cancer se produce una reactivacion de genes que en condiciones normales en
células somaticas se encuentran silenciados a través de la metilacion de novo, mientras
gue a través de metilaciones aberrantes se produce la represidn de la transcripcion y la
inestabilidad de la cromatina (Cheng et al., 2019). Asi, se conoce la relacién entre ciertos
tumores humanos y tanto la hipometilacién global del DNA (una de las primeras
alteraciones identificadas en cancer) como la hipermetilacién de promotores en genes
supresores de tumores que en condiciones normales se encuentran sin metilar (Cheng
et al., 2019; Esteller, 2008; Lan et al., 2020). Igualmente, la metilacién del DNA puede
llevar a la inactivacion de genes de microRNAs (Esteller, 2008).
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Hipometilacion del DNA

La hipometilacidon del DNA ocurre en secuencias repetitivas de DNA y regiones
codificantes e intrones, que van a provocar alteraciones en el RNA mensajero obtenido
tras la transcripcién. La hipometilacion general del genoma, por tanto, es tumorogénica
ya que facilita la inestabilidad gendmica y la activacién aberrante de oncogenes y
transposones (Esteller, 2008; Pfister and Ashworth, 2017). En una neoplasia la
hipometilacion es mas pronunciada a medida que aumenta la lesidn, haciéndose
invasiva. Existen tres mecanismos principales que llevan a cancer por hipometilacion del
DNA: i) reactivaciéon de elementos transponibles, ii) generacion de inestabilidad
cromosOmica y iii) pérdida del imprinting (Esteller, 2008). En cuanto al primer
mecanismo, se ha descubierto que la hipometilacidn en las células cancerosas lleva a
reactivar regiones repetitivas de DNA transponible como las regiones L1 (elementos
nucleares largos intercalados) y Alu (secuencia recombinogenética), que ademads debido
a su naturaleza de transposén pueden cambiar su posicion en el genoma y provocar una
alteracion aun mayor. Por lo que se refiere a la modificacion del imprinting genémico
por hipometilacion como mecanismo en la génesis del cancer, tenemos el ejemplo del
sindrome Beckwith-Wiedemann, en el que se ve alterado el imprinting de IGF2 (gen del
factor de crecimiento similar a la insulina) y aumenta el riesgo de cancer. Igualmente, el
tumor de Wilms y el cancer colorrectal se asocian a una pérdida del imprinting de IGF2
(Esteller, 2008).

El resultado de esta modificacion también provoca recombinacién mitética y con
ello delecciones y translocaciones que llevan a modificar la organizacién cromosdmica.
Esto se descubriéo mediante experimentos en los que una alteracién de las DNMTs y la
consecuente hipometilacion llevaban a aneuploidias (Esteller, 2008). En algunas células
cancerigenas, existen determinados genes especificos de los testiculos, genes que
codifican los antigenos del melanoma o genes especificos de proliferacién, que se
expresan debido a la hipometilacion de los promotores. Por ejemplo, la activacion del
gen PAX2, que codifica un factor de transcripcidn relacionado con regulacién de la
proliferacién se produce por la hipometilacidon de su promotore, al igual que la expresion
del gen miRNA let-7a-3, implicado en cancer de colon y endometrio (Esteller, 2008).

Hipermetilacion del DNA

En relacién con la hipermetilacidon del DNA, se sabe que los promotores de los
genes activos, en general, no se encuentran metilados en tejidos sanos y si lo estan en
gran medida en tejidos cancerosos, especialmente en los promotores de genes
supresores de tumores (Dawson and Kouzarides, 2012; Cheng et al., 2019). Se ha
demostrado que las islas CpG de los promotores se metilan anormalmente en cancer.
Esta hipermetilacion de las islas CpG va a provocar la inactivacion de los genes y
consecuentemente generar multiples cdnceres, afectando por ejemplo a genes
supresores de tumores como retinoblastoma (RB), VHL (relacionado con la enfermedad
von Hippel-Lindau, puede ser silenciado por hipermetilaciéon en carcinomas renales),
P16 (gen supresor de tumores codificado por CDKN2A que se hipermetila de novo en
aproximadamente el 20% de las neoplasias primarias), hMLH1 (un homdlogo de MutL
Escherichia coli) y BRCA1 (gen asociado la cancer de mama pero también se identifica
en multiples canceres, al igual que P53) (Esteller, 2008; Cheng et al., 2019; Lan et al.,
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2020; S et al., 2019). Este mecanismo afecta a genes implicados en diversos procesos
relacionados con la carcinogénesis, entre los que encontramos la reparacion del DNA,
apoptosis, reguladores del ciclo celular, metabolismo de las células cancerosas,
interaccidn intercelular y angiogénesis (Esteller, 2008; Cheng et al., 2019). En la tabla 4
se indican algunos genes cuyos promotores estan hipermetilados y el tipo de cancer al
gue estdn asociados.

Tabla 4. Promotores hipermetilados en genes asociados a cancer.

Céncer de colon, mieloma mdiltiple

Genes con hipermetilacién de las
islas CpG de los promotores

Céncer colorrectal, cdncer prostata,

salivares
Céncer colorrectal, cdncer préstata

Céncer de préstata
Cancer colorrectal

Cancer de pancreas

Neoplasias intraepiteliales pancredticas
Cancer de ovario

Linfoma T periférico

Céncer de pdncreas, cdncer de mama,
carcinoma hepatocelular, cincer de
esdfago, carcinoma de células renales

El grado de metilacién estd relacionado con el tamafio del tumor y el grado de
diferenciacién del mismo (Cheng et al., 2019). Ademas, la hipermetilacion de las islas
CpG ocurre desde etapas tempranas en la carcinogénesis (S et al., 2019). Segun el patrén
de metilacién especifico se produce un tumor determinado, denominandose al DNA
hipermetilado “hipermetiloma” (Esteller, 2008).

Se han encontrado diversos genes cuyos promotores se encuentran
hipermetilados en cancer entre los que se encuentran genes supresores de tumores
como P73, hMLH1, P16, P15 y RARP. Estos se relacionan con un tipo de linfoma natural
killer/célula Tperiféricos y esta asociado a la infeccidn con virus Epstein Barr, siendo P73
el gen mas asiduamente hipermetilado (Kigclk et al., 2020). Por otro lado, en el cancer
de pdncreas existe una sobreexpresion de DNMT que provoca una hipermetilacion del
gen APC, otro supresor tumoral (Cheng et al., 2019). Otros genes supresores de tumores
hipermetilados, en este caso en el cdncer de vejiga, son P15, P16 y PAX6 no en el
promotor, sino a nivel de todo el gen (Cheng et al., 2019).

No solo se afectan genes supresores de tumores, sino que también pueden
hipermetilarse promotores de genes que codifican enzimas relacionadas con el ciclo
celular, como UCHL1 (ubiquitina carboxil-terminal hidrolasal), que induce la detencion
del ciclo celular y la regulacién de la formacidén de microtubulos mediante su actividad
desubiquitinante. Su promotor se encuentra hipermetilado en cancer de mama,

18



carcinoma hepatocelular, canceres de eséfago y carcinoma de células renales, siendo
ademads muy especifica del cancer de pancreas (Singh et al., 2020). También se han
encontrado hipermetilados los promotores de algunos genes de reparacion como
BRCAL. La hipermetilacién del promotor de BRCA1 constituye una alteracién precoz en
el cancer de ovario y la frecuencia de dicha metilacion se correlaciona no solo con el
subtipo histoldgico, sino también con el estadiaje FIGO (que es la clasificacion utilizada
para el cancer de ovario, trompa uterina y peritoneo) y los niveles de los marcadores
tumorales CA125 y CEA (Esteller, 2008). La metilacion de islas CpG no solo ocurre en
genes codificantes, también puede ocurrir en RNAs no codificantes con potencial
transformaciéon maligna (Dawson and Kouzarides, 2012).

La hipermetilacion de los promotores en las islas CpG también se asocia a
modificaciones postraduccionales de las colas de histonas, existiendo patrones
especificos que lo favorecen entre los que encontramos la deacetilacién de las histonas
H3 y H4, la pérdida de la trimetilacion H3K4, la metilacidon de H3K9 y la trimetilacidon de
H3K27. Ademas, la hipoacetilacion e hipermetilacion de H3 y H4 provocan el
silenciamiento de genes supresores de tumores como p21WAF1 (Esteller M, 2008).

3.2. Mutaciones en reguladores epigenéticos

Las mutaciones en genes codificantes de enzimas que catalizan las modificaciones
tanto en las colas de histonas como en el DNA van a llevar a procesos cancerigenos
debido a la alteracion de los patrones normales de modificaciones epigenéticas.

Mutaciones en reguladores de modificaciones de histonas

Como se ha descrito anteriormente, las modificaciones postraduccionales de
histonas tienen una influencia importante en la regulacién de la transcripcion y las
variaciones de las mismas puede derivar en procesos oncoldgicos. Conocer y
comprender las modificaciones postraduccionales en las colas de histonas puede ser
una herramienta eficaz para predecir e intervenir en los canceres.

En los tumores, en la histona H4 las monoacetilaciones (especialmente en la
lisina 16) y trimetilaciones (especialmente en la lisina 20), se van perdiendo
progresivamente a medida que avanza el tumor. Las alteraciones en las histonas
comienzan temprano y se acumulan a medida que avanza el tumor (Esteller, 2008;
Cheng et al., 2019), como se observa en los tumores de mama e higado. En el cancer de
prostata el hallazgo de la dimetilacion de la lisina 4 y acetilacidn de la lisina 12 en la
histona H3 se relaciona con un alto riesgo de recidiva y se utiliza como marcador de alto
riesgo de la misma. Por otra parte, en las leucemias y sarcomas predominan las
translocaciones cromosdmicas en las que se ven afectados genes de enzimas
modificadoras de histonas (histona acetiltransferasas e histona metiltransferasas) y se
producen proteinas de unién al DNA anormales, mientras que en los tumores sdélidos
existe una amplificacion de genes para histona metiltransferasas o demetilasas (Esteller,
2008).

A continuacién, se detallan los principales reguladores epigenéticos cuyas
alteraciones se han asociado con diferentes tipos de cancer.
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Acetilacion y deacetilacion de histonas

Los patrones de acetilacidén de histonas se encuentran alterados en cancer, pero
ademas se sabe que muchos oncogenes y genes supresores de tumores (como MYC y
P53) y otras proteinas también se acetilan y desacetilan dindmicamente (Dawson and
Kouzarides, 2012). En la leucemia mieloide aguda no promielocitica suele existir una
hipoacetilacion de las histonas H3 y H4 respecto a las series celulares normales. La
hipoacetilacion de histonas puede conllevar reordenamientos cromosémicos que
provocan que las regiones de DNA a las que se asocian normalmente las enzimas HAT
no se encuentren donde deberian, provocando que dichas HAT se asocien a otros genes
(Dhall et al., 2019).

Writers: Histona acetil transferasas.

Las principales histona acetil transferasas alteradas en cancer son: CPB, p300 y
MOZ. CBP (o CREBBP) es una histona lisina acetiltransferasas (KAT) capaz de unirse a la
region transformadora de la oncoproteina viral E1A, lo cual hizo evidente la importancia
de las KATs en la carcinogénesis (Dawson and Kouzarides, 2012). Las mutaciones
inactivantes de CBP, con pérdida de la actividad HAT, se relacionan con linfoma difuso
de células B, leucemia mieloide aguda, cancer de pulmdn y cancer de vejiga (Pfister and
Ashworth, 2017). Actualmente se conoce que la mayoria de las KATs estan implicadas
en la diferenciacidén neopldasica y multiples oncoproteinas virales se vinculan con ellas
(Dawson and Kouzarides, 2012).

Existen varias translocaciones cromosdémicas que relacionan varias KAT con
neoplasias sélidas y hematoldgicas, como MLL-CBP o MOZ-TIF2. MLL-CBP se relaciona
con leucemia mieloide aguda y MOZ-TIF2 induce una leucemia agresiva por ganancia de
funcion de la actividad HAT de MOZ (Dawson and Kouzarides, 2012; Pfister and
Ashworth, 2017). En la leucemia mieloide aguda también se producen mutaciones en
MOF, que regula la diferenciacién y desarrollo celular, lo que provoca una alteracion de
la proliferacion (Dhall et al., 2019)

Las mutaciones en p300 (o EP300), provocan una disminucion de su actividad y
se relacionan con linfoma difuso de células B, leucemia mieloide aguda y cdncer de
cérvix. Al igual que en el caso de CBP, existen translocaciones que provocan fusiones, en
el caso de P300 se ha descrito la fusién con MLL (p300-MLL), relacionada con cancer
endometrial (Pfister and Ashworth A, 2017).

Readers: Familia BET.

Respecto a la familia BET, proteinas con bromodominios que reconocen histonas
acetiladas, existen translocaciones que implican a BRD3/4 y estan asociadas con el
carcinoma NUT-midline agresivo (Dawson and Kouzarides, 2012). BRD4 se fusiona con
NUT (BRD4-NUT) y constituyen una oncoproteina que va a detener la diferenciacién y
promover la proliferacién del epitelio, provocando dicho carcinoma. Por otro lado, BRD4
se encuentra sobreexpresada o amplificada en cancer de mama, de higado y de ovario
(Pfister and Ashworth, 2017).
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Erasers: Histona deacetilasas.

En cuanto a las HDACs, éstas actlan sobre histonas y otras proteinas no histonas
con un papel relevante en cadncer. Las mutaciones somaticas de las HDACs no son muy
caracteristicas en el cancer, pero los niveles de HDAC si que se encuentran
frecuentemente alterados en multiples canceres, asociados en general a un peor
prondstico (Dawson and Kouzarides, 2012). HDAC1 se encuentra sobreexpresada en
linfoma de Hodgkin y tumores sdlidos como cdncer gastrico, de mama, pancreatico,
hepatocelular, pulmonar, renal y de préstata. Por su parte, HDAC2 se ha encontrado
mutada e inactiva en cancer colorrectal y sobreexpresada en LH y cdncer renal. La
sobreexpresion de HDAC8 se relaciona con neuroblastoma infantil y de HDAC9 con
meduloblastoma, leucemia linfocitica aguda infantil y cancer de cérvix. Mutaciones de
HDAC4, asi como su sobreexpresion, se relacionan con el cdncer de mama (Pfister and
Ashworth, 2017).

Finalmente, existen proteinas de fusién como PML-RARa, PLZF-RARa y AML1-
ETO producidas por translocaciones cromosdmicas en leucemias agudas, que atraen
HDACs a sus genes diana, lo que provoca un silenciamiento transcripcional y favorecen
el desarrollo de estas leucemias.

Metilacion y demetilacion de histonas

Se han descrito mutaciones recurrentes que afectan a reguladores epigenéticos
implicados en la metilacion de las histonas. Entre ellos, destacan las histonas metil
transferasas de la familia MLL, la metil transferasa EZH2 (KMT6) y la familia NSD
(KMT3B). Por otra parte, se han descrito mutaciones en genes de histona demetilasas,
destacando LSD1.

Writers: Histona metil transferasas.

La familia MLL se ha encontrado alterada en diversos canceres. De todas las
HMT, la metiltransferasa MLL (KMT2A) es la mas frecuentemente alterada, asociada al
desarrollo leucemias agudas mieloides y linfoides con muy mal prondstico. Cuando
existe una mutacion en MLL (que regula genes HOX) existe una metilacién incrementada
en H3K79, asociada a activacion transcripcional. MLL a través de la trimetilacion de H3K4
en los promotores de genes activos entre otras, ejerce un papel de activacién de la
transcripcidon. El gen MLL presenta numerosos reordenamientos que hacen que se
fusione a determinadas regiones, constituyendo las translocaciones mas comunes MLL-
AF4 t t(4;11), MLL-AF9 t(9,11), MLL-ENL t(11; 19), MLL-AF10 t(10; 11) y MLL-ELL t(11;
19). Estas fusiones son el motor para desarrollar leucemias y en ellas se pierde el
dominio SET de MLL, pero se mantienen los niveles correspondientes de H3K4
metilados, lo que nos hace pensar que existen otras metiltransferasas que lo mantienen.
Se cree que el mantenimiento de los niveles de metilacién en H3K4 influye en el
potencial leucémico (Brien et al., 2016).

El linfoma folicular y otros tumores malignos presentan alrededor del 90% de los
casos mutaciones de la histona metiltransferasa MLL2 (Dawson and Kouzarides, 2012).
Ademads, mutaciones en MLL2, MLL3 y MLL4 se relacionan con una disminucion de la
metilacion en H3K4 y son responsables de linfoma no Hodgkin. Mutaciones
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heterocigdticas de estas HMT se han encontrado en cdncer de vejiga, pulmodn,
endometrio y hepatocelular (Pfister and Ashworth, 2017).

DOT1L es una histona metil transferasa que no posee dominio SET que produce
la metilacién de la lisina en las colas de las histonas (H3K79) y en el nucleo de las
histonas. Como se ha explicado previamente, el gen MLL se asocia a translocaciones
cromosomicas, perdiéndose con éstas el dominio SET y generando proteinas de fusion.
Estas proteinas de fusion movilizan y atraen a DOTLL, por lo que esta metiltransferasa
participa en el mantenimiento de la leucemia linfocitica aguda y se asocia por tanto
prioritariamente a neoplasias hematoldgicas. Sin embargo, también se ha asociado a
cancer colorrectal, de mamay de ovario (Cheng et al., 2019).

La metiltransferasa EZH2 (subunidad catalitica de complejos PRC2) también se
encuentra mutada en neoplasias mielodisplasicas y mieloproliferativas, y es esencial
para la progresion rapida de la leucemia mieloide aguda (Dhall et al.,, 2019). Las
mutaciones de EZH2 con ganancia de funcion se asocian a neoplasias linfoides como el
linfoma folicular y el linfoma difuso de células B, donde se encuentran mutaciones
heterocigotas que provocan la sustitucién de la tirosina 641 en el dominio SET (Brien et
al., 2016; Dawson and Kouzarides, 2012; Pfister and Ashworth, 2017). Por tanto, las
mutaciones de EZH2 ocurren en la regién activa catalitica, que impulsa el dominio
trithorax (SET). Las mutaciones en el dominio SET relacionadas con linfomas provocan
un aumento del paso de la dimetilacion en H3K27 a trimetilacién que facilita la represion
de los genes que regulan el inicio del ciclo celular y la diferenciacién apropiada de las
células B, conduciendo a una diferenciacién aberrante y una mayor proliferacién (Brien
et al.,, 2016; Dawson and Kouzarides, 2012). Esta metiltransferasa se encuentra
sobreexpresada en tumores sdélidos como el cdncer de mama, melanoma, prdstata,
endometrio, vejiga, glioblastoma, higado, pulmdn y ovario (Pfister and Ashworth, 2017).

NSD2, gen que codifica para una HMT, interviene en la translocacién
cromosomica t(4;14) presente en varios casos de mieloma multiple. Ademas, presenta
mutaciones por ganancia de funcion en muchos tumores malignos linfoides,
especialmente en leucemias linfoblasticas agudas pediatricas portadoras de ETV6-
RUNX1. Las mutaciones ocurren en el dominio SET de NSD2, que lleva a un aumento de
los niveles de dimetilacidn en H3K36 y a una pérdida global de la metilacion H3K27 (que
reprimia la transcripcién). Sin embargo, aunque provoque una disminucién de la
metilacion H3K27 global, ésta aumenta en determinados promotores relacionados con
genes de diferenciacion de células B que se encuentran normalmente reprimidos (Brien
et al.,, 2016).

Readers de histonas metiladas

Por lo que se refiere a los readers que reconocen histonas metiladas, éstos
también se relacionan con el cancer, como la proteina con cromodominio HP1, que
presenta una expresiéon anémala en multiples canceres. No se han encontrado
mutaciones somaticas en el cromodominio HP1, aunque si en la familia ING, implicadas
en melanoma y cdncer de mama (Dawson and Kouzarides, 2012). Cuando existen
mutaciones inactivadoras de ING1 se produce una alteracion de la reparacion del DNA,
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asociandose a melanoma, carcinoma escamoso de eséfago y leucemia linfocitica aguda
(Pfister and Ashworth, 2017).

Erasers: Histona demetilasas

LSD1 (KDM1A) esta sobreexpresada en varios canceres como el neuroblastoma,
el cdncer de prostata, de vejiga, colorrectal, de pulmén y algunos hematopoyéticos. La
mono y dimetilacién de H3K4 esta regulada por LSD1, que se encuentra mutado en
leucemia mieloide aguda e interviene en su malignidad (Brien et al., 2016). La alteracion
de LSD1 produce una disminucion global de H3K4me?2.

Se han observado mutaciones en las demetilasas KDM5A (JARID1A), KDM5C
(JARID1C) y KDMB6A (UTX). Las mutaciones inactivantes en UTX se encuentran en gran
proporcién de canceres sélidos y hematoldgicos (Dawson and Kouzarides, 2012).

Respecto a las demetilasas de la familia Jumoniji, se han encontrado mutaciones
en genes que codifican las enzimas metabdlicas isocitrato deshidrogenasa-1 (IDH1) e
IDH2, que dependen de NADP y catalizan la descarboxilacidon oxidativa de isocitrato,
transformandolo en a-cetoglutarato y produciendo ademas NADPH. El NADPH se reduce
debido a la actividad enzimatica derivada de las mutaciones generando 2-
hidroxiglutarato (2-HG). Las células malignas pueden ir acumulando 2-HG que va
generando la inhibicién de las demetilasas Jumonji, por lo que aumenta la proporcién
de histonas metiladas. En pacientes con glioblastoma multiforme se encuentran en una
amplia proporcion mutaciones en IDH1 e IDH2, y también estan presentes en neoplasias
mieloides, especialmente leucemia mieloide aguda (Dawson and Kouzarides, 2012).

Metilacion del DNA

La reciente secuenciacidon de genomas del cancer ha permitido la identificacion
de mutaciones tanto en los genes de las DNMTs, como de las proteinas reader MBD y
de las enzimas TET que producen alteraciones en la metilacion del DNA y favorecen el
desarrollo tumoral.

Writers: DNMTs

En la leucemia mieloide aguda existe una hipermetilacion del DNA debido a una
sobreexpresidn de la DNMT1, que lleva a un silenciamiento génico, En algunos casos de
cancer colorrectal esta DNA-metil transferasa presenta mutaciones que la inactivan
(Pfister and Ashworth, 2017).

Las mutaciones en DNMT3A, se encuentran en aproximadamente un 25% de
pacientes con leucemia mieloide aguda. Son muy recurrentes en pacientes con LMA de
nueva aparicién con un perfil de riesgo intermedio y se asocian con mal prondstico. (Ley
et al., 2010), aunque también se encuentra en carcinoma endometrial, colorrectal,
linfoma T y cancer de pulmén (Dawson and Kouzarides, 2012; Scourzic et al., 2015;
Pfister and Ashworth, 2017). Existe una sobreexpresiéon de la misma en LMA,
provocando que exista un aumento de la metilacion y silenciamiento génico. En el resto
de tumores se produce hipometilacién puesto que la mutacién producida en la DNMT3A
es inactivante (Pfister and Ashworth, 2017).
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Respecto a la DNMT3B, ésta presenta sobreexpresion en AML y en cancer
endometrial produciendo hipermetilacién local del DNA y silenciamiento génico (Pfister
and Ashworth, 2017).

Readers: MIBDs

Las mutaciones de las MBD se asocian también a neoplasias sélidas como cancer
de pulmoén o de mama y a neoplasias hematoldgicas (principalmente LMA) (Scourzic et
al., 2015).

Erasers: TET

Las mutaciones en las TET se asocian a patologias hematolégicas variadas como
la leucemia mielomonocitica crdénica, que presenta una alta tasa de mutacion de la TET2.
También se conoce que esta enzima estd relacionada con sindromes mielodispldsicos,
neoplasias mieloproliferativas y linfoides y un peor prondstico en la leucemia mieloide
aguda (Dawson and Kouzarides, 2012; Scourzic et al., 2015). En tumores malignos
secundarios a mutaciones de TET2 encontramos una elevacion de los niveles de 5-
metilcitosina a expensas de un descenso de los niveles de 5-hidroximetilcitosina.
Normalmente estas mutaciones afectan al dominio catalitico, aunque pueden afectar a
otra region afectando también su funcion. Ademas, cabe remarcar que en las células
hematoldgicas el nivel de expresidon de TET2 es mucho mayor que de TET1 o 3. Se han
descrito mutaciones de TET3 pero al tener menor expresidén, parecen ser menos
relevantes (Scourzic L et al., 2015).

Remodeladores de la cromatina

Diversos componentes de la familia SWI/SNF de remodeladores de la cromatina
se encuentran alterados en un numero importante de neoplasias hematoldgicas y
sélidas. Esto se debe a que los complejos SWI/SNF regulan la progresion del ciclo celular,
la motilidad y la sefializacion intracelular, por lo que se altera la diferenciacion y la
proliferacién celular (Dawson and Kouzarides T, 2012). Estas mutaciones se encuentran
en aproximadamente el 20% de todos los canceres humanos (Helming et al., 2014). En
la figura 7 se observan los componentes de los complejos remodeladores de la
cromatina ATP-dependientes.

SMARCB1 (SNF5/INI1/BAF47) fue el primer remodelador de la cromatina
identificado como supresor de tumores y el primero en relacionarse con el tumor
rabdoide (un tipo de tumor inusual y agresivo que afecta a nifios) mediante la
inactivacion bialélica (Helming KC et al., 2014; Pfister SX y Ashworth A, 2017).

En la familia ARID podemos encontrar mutaciones en ARID1A que se relacionan
con una amplia variedad de canceres como el carcinoma de ovario de células claras,
endometroide, cancer de vejiga, hepatocelular, mama, colorrectal, melanoma y
pancreas entre otros. Las mutaciones en ARID2 estdn asociadas con melanoma y
carcinoma hepatocelular. En general el efecto de estas mutaciones es el silenciamiento
transcripcional aberrante. SMARCA4 (BRG1) también estd mutada en una gran cantidad
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de canceres como pulmdén, meduloblastoma, pancreas, y carcinoma de ovario de células
pequefias y PRBM1 esta alterado en el carcinoma renal (Helming et al., 2014).

SWI/SNF ISWI NURF CHRAC
(a) BAF (SWI/SNF-A) (b) CERF Corm) =
e 2SS
o"@ ACF NORC RSF

Figura 7. Representacién de los componentes de los complejos remodeladores de la cromatina
ATP-dependientes. a) se observan los complejos SWI/SNF, coloreados en naranja las
subunidades ATPasa cataliticas, en verde las subunidades que forman el nicleo y en azul las
accesorias. b) complejos ISWI, con las subunidades cataliticas en naranja y las accesorias en azul.
c) se representa el complejo INO80, con la misma distribucién de colores que en los casos

anteriores (Hasan and Ahuja, 2019).

25



4. Terapias epigenéticas en cancer

Conocer y estudiar los componentes de la regulacion epigenética, asi como los
patrones de alteracidn en tumores ha resultado clave para buscar y desarrollar terapias
epigenéticas en cancer (Ahuja et al., 2016). Las modificaciones epigenéticas, a diferencia
de las mutaciones en la secuencia de DNA, constituyen un mecanismo reversible que
presenta diferentes fases en los que intervienen varios componentes (writers, readers,
erasers) que se pueden utilizar como dianas terapéuticas (Foulks et al., 2012). El hecho
de que los cambios epigenéticos sean reversibles se denomina plasticidad epigenética e
incluye tanto las modificaciones en las histonas como en el DNA. Las terapias
epigenéticas han resultado ser mas efectivas cuando se llevan a cabo en combinacién
con otras terapias. Asi, los farmacos epigenéticos sensibilizan las células tumorales y se
combinan con otra terapia, evitando las resistencias adquiridas con la aplicacion de
Unicamente una terapia (Morel et al., 2020).

Las alteraciones epigenéticas, como ya hemos visto, estan implicadas en el
desarrollo tumoral tanto en neoplasias hematoldgicas como sélidas (Morel et al., 2020).
Una vez conocidas las modificaciones epigenéticas en los diferentes cdnceres, las
proteinas que participan en dicha regulacidn epigenética se identificaron como dianas
terapéuticas prometedoras de tal forma que comenzaron a desarrollarse inhibidores
(Allis and Jenuwein, 2016). Dentro de los primeros inhibidores, que abrieron camino al
resto, se encuentran los inhibidores de DNMT, que bloquean la metilacién del DNA,
acompafiados de inhibidores de HDAC como TSA (tricostatina A) y vorinostat. En 2006
la FDA aprobd los primeros farmacos como terapias epigenéticas: decitabina y
vorinostat. Los resultados clinicos de estas terapias abrieron la puerta a buscar otras
dianas terapéuticas entre las enzimas que llevan a cabo las modificaciones epigenéticas
ademds de buscar combinaciones eficaces (Allis and Jenuwein, 2016; Pfister and
Ashworth, 2017; Cheng et al., 2019; Ahuja et al., 2016). Las terapias epigenéticas se
estdn utilizando especialmente en los tumores hematolégicos puesto que en los
tumores solidos existe una diferenciacion celular muy especifica que implica una
reduccion en la capacidad de reprogramacion epigenética, por lo que resulta mas
complicado modificar las alteraciones epigenéticas presentes. Ademads, se necesitan
mas ensayos clinicos en tumores sélidos, lo cual también ha podido retrasar el avance
de estas terapias en estas neoplasias (Morel et al., 2020; Ahuja et al., 2016).

En la figura 8 se resumen las principales dianas epigenéticas que se iran
describiendo en los siguientes apartados.
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Figura 8. Representacién de las dianas epigenéticas frente a las que se estan dirigiendo distintas
terapias. Se observan los remodeladores de la cromatina interaccionando con las histonas y
alterando los contactos entre éstas y el DNA. Representado en verde, un reader con
bromodominio (BRD) unido al grupo acetilo en una cola de histona hacia el que se dirige un
inhibidor BET. Como hexagonos azules aparecen las histona metiltransferasas e histona
demetilasas, afiadiendo o retirando el grupo metilo de la cola de histonas, respectivamente. En
azul mas oscuro se representan sus respectivos inhibidores (HMTi, HDMi). Como tridngulos
amarillos aparecen las histona acetiltransferasas e histona deacetilasas ejerciendo la adicion o
retirada del grupo acetilo de la cola de histonas, respectivamente, y a las que se han dirigido sus
inhibidores (HATi, HDACI, en naranja). Sobre la secuencia de DNA vemos la actividad de las DNA
metiltransferasas (DNMT) y DNA demetilasas (TET), representadas en azul claro, y hacia las que
también se dirigen inhibidores. Por ultimo, también en azul, observamos la proteina IDH, que a
través de la producciéon de a-KG, favorece la desmetilacidn por parte de las TET, mientras que
mutaciones de la misma producen oncometabolitos 2-hidroxiglutarato, que inhiben la
desmetilacion por parte de a-KG (Morel et al., 2020).

4.1. Dianas terapéuticas epigenéticas
4.1.1. Inhibidores de DNA metil transferasas (DNMTi)

Dado que la hipermetilacién de las islas CpG de los promotores de determinados
genes, como los genes supresores de tumores, se relaciona con diversos canceres, se
han utilizado inhibidores de las DNMTs como terapia anticancerigena. Estos inhibidores
impiden la metilacion del DNA, disminuyendo la cantidad de promotores hipermetilados
y provocando la expresion de genes que se encontraban silenciados por esta alteracién
(Figura 9) (Pfister and Ashworth, 2017).

Se conocen dos clases de inhibidores de DNMTs: analogos de nucledsidos y analogos
no nucledsidos. Los primeros son formas modificadas de la citidina que se incorporan al
DNA en la replicacién provocando ademas la retencion de las DNMT en el DNA y su
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posterior degradacién mediada por proteasoma. Los segundos se unen al dominio
catalitico de las DNMTs compitiendo con el cofactor S-adenosil-L-metionina (SAM) e
inhibiendo la actividad DNMT (Pfister and Ashworth, 2017; Mohammad et al., 2019;
Cheng et al., 2019; Foulks et al., 2012; Ahuja et al., 2016).
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Figura 9. Se representa la hipermetilacién de islas CpG por parte de DNA metiltransferasas (azul)
cuyo resultado final es la inactivacion de la transcripcidn génica. En el recuadro se recogen los
principales inhibidores de las DNMTs.

A lo que mas se presta atencion a la hora de realizar estudios sobre el bloqueo de
DNMT es a la especificidad y toxicidad, puesto que los inhibidores de DNMTs causan
hipometilacion de todo el DNA y no solo reactivan los genes de interés, sino que pueden
reactivar cualquier gen aleatoriamente, provocando efectos perjudiciales (Pfister and
Ashworth, 2017; Cheng et al., 2019).

Asi, los analogos de nucledsidos son algo toxicos y no siempre presentan las
propiedades farmacocinéticas esperadas (Mohammad et al., 2019). Ademads, pueden
tener también efectos citotéxicos debido a que presentan un elevado riesgo mutagénico
y provocan inestabilidad gendmica (Pfister and Ashworth, 2017; Cheng et al., 2019). La
5-azacitidina (azacitidina) y la 5-aza-2’-deoxicitidina (decitabina) son los dos andlogos de
nucledsidos mas estudiados hasta ahora y se utilizan en el tratamiento del sindrome
mielodisplasico y la leucemia mielomonocitica crénica, habiendo sido aprobado su uso,
como se menciond previamente, por la FDA. Debido a que se insertan en el DNA recién
sintetizado, afectan principalmente a las células cancerosas que se encuentran en
divisién activa (Cheng et al., 2019). Fueron los dos primeros en utilizarse y actualmente
se encuentran en multiples ensayos clinicos como tratamiento potencial de otras
leucemias y tumores sélidos (Pfister and Ashworth, 2017).

La 5-azacitidina constituye un analogo de la citidina que presenta importantes
efectos secundarios (mayores cuanto mas elevadas sean las dosis) como anomalias
fetales e infertilidad masculina, mientras que la 6-azatidina no presenta dichos efectos
secundarios. Ademas, la 5- azacitidina presenta un analogo, la dihidro-5-azacitidina, que
presenta menor toxicidad y puede administrarse en infusion intravenosa. Sin embargo,
la azacitidina se ha utilizado en lineas no invasivas de cancer de mama (MCF-7 y ZR-75-
1) provocando que las células adoptaran potencial invasivo secundaria a la
hipometilacion de varios genes que promueven metastasis. Por su lado, la decitabina y
5-fluoro-2’-desoxicitidina son analogos de desoxirribonucledsidos, por lo que se unen al
DNA (requieren fosforilacion). La decitabina frena la metilacion del DNA, teniendo
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diferentes propiedades segun la dosis: a dosis bajas, puede reactivar genes inactivos,
mientras que a dosis altas adopta propiedades citotdxicas. A todas las dosis se produce
mielosupresién como principal efecto adverso (Cheng et al., 2019).

Ademas de la toxicidad, otro argumento en contra de los analogos nucledsidos
clasicos es que resultan inestables en soluciones acuosas y que son susceptibles de
desaminacion por la citamina desaminasa (Foulks et al., 2012). Por otro lado, el
sindrome mielodisplasico puede desarrollar resistencia a los analogos de nucledsidos
clasicos (azacitidina y la decitabina) debido a que las células tumorales pueden detener
la entrada, fosforilacidn e integracion de los mismos al DNA, por lo que se comenzaron
a desarrollar los andlogos no nucledsidos, que no necesitan incorporarse al DNA,
evitando este obstaculo (Foulks et al., 2012).

Entre los andlogos no nucledsidos se encuentran procainamida, procaina,
hidralazina, disulfiram, RG108, SGI-1027 y compuestos naturales que incluyen
genisteina y galato de epigalocatequina (EGCG) (Pfister and Ashworth, 2017). Los
analogos no nucledsidos presentan menor toxicidad puesto que no se integran en el
DNA, pero no son muy eficaces ni especificos, ademas de que no se han llevado tantos
ensayos clinicos como con los analogos nucledsidos (Pfister and Ashworth, 2017). Sin
embargo, han demostrado provocar una desmetilacion del DNA mas importante que
con la decitabinay sin que la toxicidad suponga un problema, presentando de este modo
una accion antitumoral importante (Mohammad et al., 2019). RG108 inhibe
selectivamente a la DNMT1 y disminuye de este modo la metilaciéon. Ademas, silencia el
gen la metiltransferasa in vitro y en las células detiene la metilacién del promotor del
gen supresor de tumores, pero no de los satélites o centrémeros, todo ello sin efectos
citotéxicos incluso a dosis altas (Cheng et al., 2019; Foulks et al., 2012). Psammaplin, por
su lado, pertenece a una familia que procede de la esponja Pseudoceratina Purpurea e
inhibe conjuntamente las DNMTs y las HDACs con una toxicidad reducida. EGCG (un
compuesto del té verde) retira grupos metilo de forma reversible del DNA, reactivando
algunos genes que permanecian inactivos en cancer de colon, eséfago y prdstata como
hMLH1, P16 y RA. La hidralacina y la procainamida, que se utilizan en determinadas
patologias autoinmunes, también actian como represores de la metilacion del DNA y
reactivan genes supresores de tumores en cancer de mama (Cheng et al., 2019).

Entre los andlogos de segunda generacion (tanto nucledsidos como no
nucledsidos), que presentan una mejorada farmacocinética y farmacodinamica, se
encuentran SGI-110, zebularina y CP-4200 (Mohammad et al., 2019). SGI-1027 o
guadecitabina parece que presenta buenos resultados en la leucemia mielocitica aguda
y esta en estudio como posible tratamiento de neoplasias sélidas y hematopoyéticas,
no solo como terapia Unica sino también como terapia combinada con otros farmacos
(Mohammad et al., 2019). SGI-110 actua como profarmaco de decitabina, pero posee
una vida media mas prolongada y es menos susceptible a la degradacidn. Se encuentra
en ensayos clinicos de fase Ill como tratamiento del sindrome mielodisplasico y la
leucemia mieloide aguda (Ahuja et al., 2016).
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Los inhibidores de DNMTs se utilizan especialmente en neoplasias hematoldgicas,
pero no presentan eficacia ni respuesta clinica suficiente como agentes Unicos en
tumores sélidos debido a la hipoxia y a la dificultosa penetracidon en estos tumores
(Pfister and Ashworth, 2017, Mohammad HP et al., 2019). Sin embargo, estos agentes
se pueden utilizar a dosis bajas para permitir la sensibilizacién y que la posterior
radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia sean mas efectivas, como se detallard mas
adelante (Pfister and Ashworth, 2017).

4.1.2. Inhibidores de HDAC (HDACI)

El mecanismo de accion exacto de los inhibidores de HDAC no se ha esclarecido
totalmente pero se supone que, al provocar un aumento de la acetilacion de histonas,
reactivan genes supresores de tumores que permanecian silenciados (Figura 10). Los
HDAC no solo actuan retirando el grupo acetilo de las histonas, pueden actuar también
sobre otras proteinas nucleares como factores implicados en la transcripciéon (por
ejemplo, p53 y NF-kB), regulando su acciéon y estabilidad. Asi, estos inhibidores van a
inducir la apoptosis de las células tumorales y efectos antimetastasicos bloqueando el
ciclo celular, inhibiendo la angiogénesis, produciendo dafio directo en el DNA y
generando radicales libres de oxigeno (Ahuja et al., 2016; Pfister and Ashworth, 2017;
Pant et al., 2020).

Estan aprobados por la FDA tres inhibidores de HDAC que se emplean en el ambito
clinico en todo el mundo desde 2009: vorinostat (o SAHA), belostat y romidepsina.
Vorinostat se utiliza en el linfoma cutaneo de células T, belostat en el linfoma periférico
de células Ty romidepsina en ambos. También se han utilizado eficazmente en el cancer
hepatobiliar, incluyendo el colangiocarcinoma (Pfister and Ashworth, 2017; Mohammad
et al., 2019; Pant et al., 2020; McClure et al., 2018).
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Figura 10. Se representa la acetilacién de lisinas de la cola de histonas y la actividad de HDACs,
que retiran dicho grupo acetilo, inhibiendo la transcripcién. También se representa la inhibicion
de HDAC mediante HDACi y se recogen los principales inhibidores.
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Existen varios grupos de inhibidores de HDAC (acidos grasos de cadena corta, 4cidos
hidroxdmicos, benzamidas, péptidos ciclicos y moléculas hibridas) y compuestos
sintéticos nuevos que también presentan esta accién (McClure et al., 2018; Cheng et al.,
2019) (figura 10).

Dentro del primer grupo de acidos grasos de cadena corta se encuentran el butirato
de sodio, acido valproico (VPA), fenilbutirato de sodio y AN-9 (pivaloiloximetil butirato)
(Cheng et al., 2019). Esta familia es poco utilizada y requiere altas dosis para ser eficaz.
El acido valproico es un antiepiléptico cuyo efecto no es inmediato, por lo que se cree
que interviene en la regulacion de la transcripcion. Sin embargo, no es muy util como
terapia antitumoral puesto que no presenta una actividad suficiente en la inhibicién de
las HDAC (McClure et al., 2018).

Respecto a la familia de los acidos hidroxamicos, ésta se compone de mas de diez
componentes. Por ejemplo, TSA y SAHA (acido hidroxamico suberoilanilida, también
denominado vorinostat) actuan mediante un mecanismo de inhibicion no competitiva
de los HDAC al presentar una estructura similar a las HDAC de clase | y clase Il. Ademas,
son quelantes del zinc, que estd presente en la regidn catalitica de estas enzimas. Esta
familia fue la primera en desarrollarse. El vorinostat fue el primero en comercializarse,
y aunque en primera instancia se creia que actuaba sobre todos los HDAC, se comprobd
gue solo ejercia su accién en las HDAC 1, 2, 3y 6 (McClure et al., 2018).

Otra familia de estos compuestos es la de los inhibidores de la benzamida, también
utilizados como terapias anticancerigenas mediante la unién al zinc de las regiones
cataliticas de HDAC, de forma probablemente reversible (Cheng et al., 2019; McClure et
al., 2018). En este grupo se encuentran EM-275 (entinostat), MGCD0103 y CI-994. Otro
compuesto de este grupo es SHI-1, que bloquea selectivamente la accién de
HDAC1/HDAC2, siendo mucho mas especifico que los otros inhibidores (Cheng et al.,
2019). La familia de inhibidores de la benzamida poseen menor efecto que los acidos
hidroxamicos o los péptidos ciclicos, como se demostré con entinostat y vorinostat,
probandose que el primero presenta un indice terapéutico menor a pesar de que
paraddjicamente sea mucho mas selectivo hacia HDAC I. Probablemente esto se deba a
gue presenta débiles propiedades farmacocinéticas, asi como una elevada toxicidad y
una uniéon menos especifica a las HDAC pese a ser mas selectivo (Cheng et al., 2019;
McClure et al., 2018). Esta familia fue la primera que consiguié actuar especificamente
en HDAC de clase I. Entinostat fue el primero del grupo que llegd a probarse en ensayos
clinicos (McClure et al., 2018).

Por su lado, los péptidos ciclicos a su vez se subdividen en dos clases: los
tetrapéptidos ciclicos, que presentan 10-epoxy-decanoyl (AOE) (como la toxina HC y la
trapoxiona), y los péptidos ciclicos sin AOE, entre los que se encuentran la apicidina y la
romidepsina. Estos también se unen a la regidn catalitica a través del zinc, pero de forma
irreversible (Cheng et al., 2019). Romidepsina constituye un derivado natural de una
bacteria (Chromobacterium violaceum) (McClure et al., 2018).

Entre los compuestos polares hibridos encontramos el HMBA (hexametilen
bisacetamida), que constituye uno de los inhibidores de HDACs de primera generacién
(Cheng et al., 2019).
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Los inhibidores de HDAC basados en hidrazida actian selectivamente HDAC 1,
2y 3. De este grupo existen varios farmacos aprobados por la FDA, como los inhibidores
de la monoaminooxidasa de primera generacion (fenelzina, isocarboxazida e isoniazida).
En estos inhibidores se ha estudiado la toxicidad y los perfiles de seguridad, pero aun no
se sabe exactamente el mecanismo de accién, considerdndose un mecanismo mixto de
inhibicidn. Por otro lado, presentan una propiedad importante y es que a través de las
pruebas de Ames se demostré que no son agentes mutagénicos como ocurre con
muchos inhibidores de HDAC de la familia de los acidos hidroxamicos, lo cual es
importante puesto que éstos ultimos pueden desencadenar leucemia secundaria por el
tratamiento (McClure et al., 2018).

Por ultimo, SK7041 es un compuesto sintético que inhibe de forma especifica a
las HDAC de clase I, mientras que splitomicina, otro miembro de los productos quimicos
sintéticos, inhibe selectivamente a la familia sir2 (Cheng et al., 2019).

Dentro de los inhibidores de HDAC de segunda generacién, que presentan un
efecto mayor en el bloqueo de la desacetilacion y poseen mayor accién antitumoral que
los de primera generacidn, se incluyen oxamflatina, vorinostat, dcido bishidroxamico
subérico (SBHA), y la bishidroxamida del dcido m-carboxicindmico (CBHA), algunos
mencionados previamente en cada uno de los grupos. Actualmente estan en estudio
como terapias diversas en multiples ensayos clinicos (Cheng et al., 2019). Ademas, los
inhibidores de HDAC también pueden clasificarse segun su espectro de actuacion. Por
un lado, estan aquellos que actuan sobre multiples tipos de HDAC (denominados
inhibidores pan) como por ejemplo, el vorinostat. Por otro lado, se encuentran los que
actuan sobre clases especificas de HDAC, como la romidepsina (Ahuja et al., 2016).

El uso de HDAC modula un reducido y limitado conjunto de genes
(aproximadamente el 1-2%), pero provoca un descenso importante y temprano del gen
c-MYC, lo que revela que existen determinados genes concretos que son especialmente
susceptibles a las alteraciones en la acetilacion de histonas (Cheng et al.,, 2019).
Actualmente existen ensayos clinicos para el tratamiento de neoplasias sdélidas y
hematoldgicas mediante estos agentes, pero como no se conoce exactamente el
mecanismo de accion y ademas actlan sobre proteinas histonas y no histonas, éstos
ensayos se ven dificultados (Pfister and Ashworth, 2017). Cabe destacar que se sabe que
la actividad que llevan a cabo estos inhibidores depende fundamentalmente de la dosis,
llevando a cabo una funcién epigenética o citotdxica en funcién de la misma (Ahuja et
al., 2016).

Del mismo modo que ocurria con los inhibidores de DNMTs, la actividad terapéutica
en los tumores solidos se ve restringida cuando se utilizan como terapia Unica y han sido
utilizados de forma restringida a tumores hematoldgicos. Esto se explica porque existe
una limitacion a la hora de aumentar la dosis por los efectos secundarios que produce y
la toxicidad generada, probablemente derivado de su accidn en las distintas isoformas
de HDAC (Pfister and Ashworth, 2017; Mohammad et al.,, 2019). Por eso, se han
desarrollado nuevos inhibidores de las HDAC de segunda generacidn, que permiten ser
mas especificos con las isoformas a las que se dirigen (Mohammad et al., 2019).
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4.1.3. Inhibidores de histona metil transferasas (HMTi)

A diferencia de lo que ocurre con las terapias dirigidas a la deacetilacion de histonas
o la metilacién del DNA, los inhibidores de histona metil transferasas constituyen
agentes mucho mas especificos y mucho menos limitados por la toxicidad. Esto es
debido a que existen mas de 60 HMTs y cada familia produce la metilacidn en la cola de
histonas de tan solo 1 o0 2 residuos de lisina, asocidndose ademds cada una a un nivel de
metilacion concreto (mono-, di- o trimetilacién). Por ello, las terapias dirigidas hacia
HMTs concretas resultan mucho mads precisas. El problema en este caso, ha sido
encontrar los niveles de selectividad y bioactividad precisos (Pfister and Ashworth,
2017).

Inhibidores de EZH2

Como se explicd en apartados anteriores, tanto la sobreexpresién de EZH2 como las
mutaciones de ganancia o pérdida de funcidn EZH2 se relacionan con diferentes
neoplasias sélidas y hematoldgicas. Cabe recordar que EZH2 constituye la subunidad
catalitica del complejo represivo polycomb PRC2 y provoca la trimetilacion de H3K27.
De este modo, la inhibicion de EZH2 va a tener como consecuencia una disminucion de
los niveles de trimetilacién de H3K27, provocando la activacion de genes inactivos y
blogueando el desarrollo de aquellas células tumorales que presentan sobreexpresion
o mutaciones de ganancia de funcién EZH2 (Pfister and Ashworth, 2017) (Figura 11).
Debido a que los ensayos preclinicos resultaron muy prometedores respecto a la eficacia
clinica, actualmente se estdn desarrollando diversos ensayos clinicos con estos
inhibidores (Kim and Roberts, 2016).
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Figura 11. Se representa la trimetilacion de H3K27 por EZH2, que forma parte del complejo
polycomb, provocando la inhibicidn de la transcripcion. También se representa la inhibicion de
EZH2 mediante EZH2i y se recogen los principales inhibidores.

El primer inhibidor de EZH2 que se utilizé fue 3-deazaneplanocina A (DZNep), que
impide el ciclo de la metionina. Por eso, este efecto no es selectivo de EZH2 a pesar de
gue intervenga en la desmetilacién de H3K27 e inhiba al complejo PRC2. La terapia con
este farmaco tiene una respuesta antitumoral favorable en varios canceres en ensayos
preclinicos, sin embargo, en modelos animales se puso en evidencia que su vida media
es muy corta, al no tener un efecto Unico sobre EZH2 inhibe la metilacion de histonas de
forma inespecifica y presenta toxicidad (Kim and Roberts, 2016).
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UNC1999 inhibe EZH1 y EZH2, provocando una regulacién de algunos genes
supresores de tumores como pl16 y p19, desencadenando apoptosis en las células de la
leucemia linfocitica (Pfister and Ashworth, 2017). Fue el primero que pudo
administrarse por via oral, con alta especificidad hacia EZH2 a pesar de inhibir las dos
enzimas (Kim and Roberts, 2016).

Algunos de los farmacos que se mencionaran a continuacion actian a través de una
inhibicién competitiva con S-adenosilmetionina (SAM), mientras que otros actuan a
través de una inhibicion competitiva independiente de SAM, como es el caso de
EPZ005687. Este es bastante selectivo de EZH2 y su inhibicién es mayor cuanto mayor
sea la dosis administrada. Se ha ensayado en linfomas con mutaciones Y641y A677, asi
como lineas celulares de tumores sdlidos como el cdncer de mama y de prostata Y641y
A677. Otro inhibidor competitivo independiente de SAM es EI1 que inhibe la metilacion
de EZH2 sin interferir en los niveles de la misma en el linfoma difuso de células B grandes
(Kim and Roberts, 2016).

Varios inhibidores de EZH2 se encuentran en ensayos clinicos incluyendo GSK126,
EPZ -6438 (tazemetostat), CPI-1205, DS-3201b y MAK683 (Pfister and Ashworth, 2017;
Mohammad et al., 2019). Los dos primeros tienen como diana a EZH2, especialmente
las mutaciones de la misma, a través de una inhibicién competitiva con SAM (Pfister and
Ashworth, 2017; Kim and Roberts, 2016). GSK126 presenta una especificidad por EZH2
mucho mayor que un amplio nimero de metiltransferasas y actua sobre linfomas que
presentan mutacién de ganancia de funcién de EZH2 (Kim and Roberts, 2016). En cuanto
a EPZ-6438, presenta una mejor farmacocinética respecto a EPZ005687 y se puede
administrar por via oral. Su efecto es dosis dependiente y su actividad es prometedora
(Kim and Roberts, 2016). Se encuentra indicado en tumores recidivantes SNF5
negativos, en el sarcoma sinovial, en tumores sélidos avanzados, el linfoma de células
B, el linfoma difuso de células B grandes y el linfoma folicular, en ensayos clinicos de
fase | y Il como terapia uUnica (Pfister and Ashworth, 2017). Este agente presenta tasas
de respuesta extraordinarias en pacientes con linfoma folicular que presentan mutado
EZH2. En el caso del linfoma difuso de células B los resultados no han sido tan
prometedores. Ademas, se estd comenzando a ensayar en mesoteliomas y tumores
rabdoides malignos, puesto que a estos les falta el complejo de deubiquitinasa BAP1 y
el complejo SWI/SNF INI1/SMARCB1/SNF5 respectivamente, ambos complejos
sometidos a la accién de EZH2 (Mohammad et al., 2019). CPI-1205 se utiliza para el
linfoma de células B, en ensayos de fase |. DS-3201b, por su lado, estd ensaydndose en
pacientes con linfoma, e inhibe ambas EZH (EZH1, EZH2) y presenta una mayor eficacia
preclinica en tumores hematoldgicos (incluyendo la leucemias mieloide y linfocitica
agudas) que los agentes que solo tienen efecto en la EZH2 (Pfister and Ashworth, 2017;
Mohammad et al., 2019). Por ultimo, MAK683 presenta un mecanismo de accidn algo
diferente puesto que se fusiona a EED (que forma parte de PRC2), impidiendo que éste
interactue con EZH2 y disminuyendo por ende la trimetilacion de H3K27. Se esta
estudiando en linfoma difuso de células B grandes y en tumores sdlidos en estadios
avanzados (Mohammad et al., 2019).
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Inhibidores DOT1L

DOT1L provoca la metilacidn, dimetilacion y trimetilacion de H3K79 (esta lisina
también puede ser metilada por NSD2) (Pfister and Ashworth, 2017; Mohammad et al.,
2019). Regula la supervivencia y proliferacion de lineas celulares leucémicas que
presentan translocaciones del gen MLL (Figura 12). Las proteinas de fusién con MLL
atraen a DOT1L y se produce la metilacion de H3K79, lo que tiene como resultado final
una expresion andmala de genes implicados en la generacidon de leucemia como HOXA9
y MEIS1 (Pfister and Ashworth, 2017). La actividad enzimatica de DOTLL es crucial para
la actividad de las proteinas de fusién MLL lo que hace que éste sea una importante
diana terapéutica (Kim and Roberts, 2016).
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Figura 12. Se representa la metilacién de H3K79 por DOTL1. Las proteinas de fusion con MLL
atraen DOTIL y participan en la actividad del mismo. A su vez, se representa la inhibicién de
DOT1L mediante DOT1L-i y se recogen los principales inhibidores.

El hecho de que las leucemias con reorganizacién de MLL secundaria a la accion
de DOTLL llevd a pensar que si se llevaba a cabo una terapia dirigida a DOT1L podria
servir como tratamiento eficaz en este tipo de leucemias (Mohammad et al., 2019). Sin
embargo, estos inhibidores presentan una actividad lenta por lo que su accién clinica
puede resultar limitada (Kim and Roberts, 2016). Entre los inhibidores de DOT1L que se
han identificado se encuentran EPZ004777, SGC0946 y EPZ-5676, que impiden la
metilaciéon de H3K79 silenciando genes de fusion MLL y provocando la destruccién de
lineas celulares con reorganizacion MLL (Kim and Roberts, 2016). De este modo, el
objetivo final es producir la apoptosis de las células con reorganizacién MLL. El inhibidor
EPZ-5676 (pinometato) se estd utilizando en ensayos clinicos para comprobar su eficacia
en las recidivas de leucemia que presentan reordenamiento MLL (Pfister and Ashworth
A, 2017). Este inhibidor desencadend la apoptosis de las células leucémicas con dicho
reordenamiento, sin embargo, en la leucemia refractaria al tratamiento recidivante la
respuesta clinica fue escasa. Seria necesario una actividad mayor del farmaco
bloqueando la metilacién de H3K79 y estudiar detenidamente las dosis-eficacia para
explicar el porqué de esta paradoja (Mohammad et al., 2019). También se ha utilizado
esta terapia en la leucemia mieloide aguda con mutacidn de NPM1, presente en una
proporcién bastante relevante de todos los casos de este tipo de leucemia
(aproximadamente el 30%) (Mohammad HP et al., 2019).
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Inhibidores G9A (EHMT2)

G9A, también denominada EHMT2, produce la metilacién y dimetilacion de H3K9
(Figura 13). Se encuentra sobreexpresada en leucemia, carcinoma hepatocelular y en
cancer de mama, pulmon y prostata. Participa en procesos que intervienen en el
desarrollo de tumores como la diferenciacién, proliferacion y metaplasia celulares
(Pfister and Ashworth, 2017).

Debido a la sobreexpresion de la HMT G9a en tumores sdélidos y hematoldgicos, se
ha tratado de utilizarla como diana terapéutica. Sin embargo, los efectos de esta familia
de inhibidores sobre el desarrollo tumoral han sido, hasta ahora, mucho menores de lo
esperado (Mohammad et al., 2019).
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Figura 13. G9A cataliza la metilacion y dimetilacion de H3K9, asociado con represion
transcripcional. Se representan los principales inhibidores.

Podemos clasificar estos inhibidores segin su mecanismo de accién,
dividiéndolos en inhibidores competitivos del sustrato, inhibidores competitivos SAM e
inhibidores de mecanismo incierto.

Los inhibidores competitivos del sustrato se unen a la histona a través del lugar de
union de G9a y no compiten con SAM, siendo mas especificos que aquellos que
compiten con SAM (Cao et al., 2019). Entre estos se encuentra BIX-01294, que se ha
demostrado que reduce los niveles de metilacién de H3K9 en multiples lineas celulares,
y algunos de sus derivados como UNC0224, UNC0638, UNC0642, E72 y A-366 (Pfister
and Ashworth, 2017; Cao et al., 2019). Lo mds importante de BIX-01294 es la posibilidad
de generar derivados de éste mas potentes y menos téxicos, como UNC0224, que
presenta una unién muy especifica a la regidon de unidon de GY9A y resulta
significativamente mas potente que BIX-01294. UNC0638 se desarrollé para ganar
mayor actividad simultaneamente a reducir la toxicidad, y se ha demostrado que puede
disminuir la metilacion de H3K9 en varias lineas celulares. Presenta buena
permeabilidad celular, lo que resulta muy eficaz a la hora de obtener resultados clinicos
y también posee una importante selectividad para G9a. Este agente inhibe la metilacion
en importantes genes supresores de tumores como P53 (Cao et al., 2019). El que
consigue menos toxicidad y efectos secundarios por ser mas selectivo es A-366, que
demostré simultdneamente disminuir los niveles de dimetilacién de H3K9 vy la
progresion tumoral (Pfister and Ashworth A, 2017; Cao et al., 2019).
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4.1.4. Histona metil transferasa MLL

Algunas formas de leucemia agresiva poseen reordenamientos MLL. Cuando MLL
se fusiona con otros componentes como AF4 -AFF1-, AF6 -AFDN-, AF9, AF10 -MLLT10-y
ENL -MLLT1-, desaparece el dominio SET catalitico y no puede ser inhibido de forma
directa, por lo que es necesario inhibir las proteinas de fusidn en su conjunto (Pfister
and Ashworth, 2017).

En el caso de la leucemia con reordenamiento MLL se pueden utilizar inhibidores
EZH1y EZH2, DOT1L, KDM1Ay BET, bloqueando la transcripcidn de genes que favorecen
la leucemia (Pfister and Ashworth, 2017). Cabe destacar que no todas las proteinas MLL
estan fusionadas con otros componentes, por lo que puede inhibirse también MLL
salvaje y que incremente el resultado terapéutico en este tipo de leucemia. De esta
forma se han desarrollado inhibidores que bloquean la unién de MLL con otros
componentes, como MM-401 que impide la unién MLL-WDRS5. Otro ejemplo es MIV-6R,
que imposibilita la fusion MLL-menin y la metilacién de H3K4 y proporcionando un
efecto antitumoral en las células leucémicas con reordenamiento MLL (Pfister and
Ashworth, 2017; Liang et al., 2017). También se puede impedir el equilibrio entre
proteinas de fusién MLL y MLL salvaje inhibiendo quinasas que interactdan con el
receptor de interleucina 1 (que participa en la estabilidad de MLL) consiguiendo detener
el desarrollo celular de la leucemia MLL (Liang et al., 2017). Una terapia probablemente
muy conveniente es dirigirse hacia las vias de degradacién de MLL/COMPASS (familia de
enzimas Set1, codificada por MLL) para la leucemia MLL agresiva y refractaria (Liang et
al., 2017).

Otra diana terapéutica es MLL-FP, que recluta DOT1L y produce la expresién
anémala de HOXA9 y MEIS1 (implicados en la génesis de la leucemia), por lo que no solo
constituye una de las proteinas de fusion presentes en la leucemia, sino que ademas
participa directamente en la transcripcion del gen MYC. Ademas, MLL-FP pueden
asociarse a BRD4, PADc y SEC, que regulan la expresidn de otros genes favorecedores
de la leucemia como BCL2, CDK6 y MYC. De este modo, MLL-FP presenta un papel
oncogénico importante. Hasta ahora ha resultado muy complicado encontrar un agente
que inhiba directamente MYC puesto que su estructura es compleja y surgen
dificultades para conseguir compuestos que puedan unirse e inhibirlo (Chan y Chen,
2019).

4.1.5. Inhibidores de histona demetilasas (HDMi)

Podemos dividir las histona demetilasas en aquellas cuya regidn activa depende de
flavina (subfamilia KDM1) y aquellas cuya region activa depende del hierro y el
cetoglutarato a (subfamilia con dominio Jumonji C). Ha resultado extremadamente
complicado encontrar la especificidad suficiente hacia el dominio JMJC debido a que
éste estd muy conservado estructuralmente. De este modo todos los inhibidores que se
encuentran en ensayos clinicos se dirigen hacia KDM1A (LSD1), como GSK2879552,
tranilcipromina, INCB059872 y ORY-1001. Estos inhibidores producen un incremento
de los niveles de dimetilacion de H3K4, expresando de este modo determinados genes
(Pfister and Ashworth, 2017; Mohammad et al., 2019) (Figura 14).

37



GSK2879552
Tanilcipromina
INCB059872

HDMi
ORY-1001
\/ SP-2509/2577
CBB3001

Figura 14. Se representa la principal histona demetilasa KDM1A (LSD1), que retira la metilacion
de H3K4 y podemos inhibirla mediante HDMi, representados los principales inhibidores en el
recuadro.

Como se ha mencionado, la tranilcipromina inhibe KDM1A (LSD1), que controla
la expresidon de genes regulados por la oncoproteina de fusién MLL-AF9, presente en
células leucémicas. De este modo, este inhibidor tiene actividad en leucemias con
reorganizacion MLL-AF9, induciendo apoptosis (Pfister and Ashworth, 2017). Ademas,
existen derivados de la misma, entre los que se encuentran: ORY-1001, GSK2879552,
IMG-7289, CC-90011 e INCB059872, en ensayos clinicos para evaluar su eficacia en
leucemia mieloide aguda, sindromes mielodisplasicos, leucemia linfoblastica aguda y
cancer de pulmdn de células pequefias (Fu et al., 2017).

ORY-1001 a través de la inhibicion de KDM1A se ha demostrado que inicialmente
incrementa la diferenciacidén, sin embargo no estd claro que como terapia Unica
provoque muerte celular por lo que es necesario pensar en posibles combinaciones
terapéuticas del mismo. Este inhibidor se ha ensayado en leucemia mieloide aguda
demostrando presentar una elevada toxicidad, causando trombocitopenia y
neutropenia, aunque también presenta resultados precoces de actividad terapéutica
como la diferenciacidn de células de leucemia mieloide aguda (Mohammad et al., 2019).
Por su lado, GSK2879552, presenta un mecanismo de accidon similar a ORY-1001 y
bloquea el desarrollo celular en el cancer de pulmdn de células pequefias puesto que en
esta neoplasia el DNA se encuentra hipometilado (Pfister and Ashworth A, 2017;
Mohammad et al., 2019). Los estudios realizados en el mencionado tipo de cancer y en
leucemia mieloide aguda han demostrado que el riesgo con esta terapia es mayor que
el beneficio obtenido debido a su toxicidad (Mohammad et al., 2019). Pese a la toxicidad
presentada por ORY-1001 y GSK2879552, han demostrado eficacia suficiente como para
comenzar a esbozar otros potentes inhibidores a partir de los mismos (Fu et al., 2017).

Los inhibidores no selectivos de la monoaminooxidassa, el sulfato de fenelzinay
la tranilcipromina constituyen inhibidores irreversibles que ya son utilizados en la
clinica. El Unico inhibidor no reversible es SP-2509/2577, que ejerce su accion sobre
KDM1A pero su efecto biolégico esta en duda (Mohammad et al., 2019).

Ademas, se ha desarrollado un inhibidor de KDM1 que detiene especificamente
el desarrollo y divisidon celular en el teratocarcinoma y carcinoma embrionario que
expresan SOX2 y OCT4: CBB3001. Este presenta una estructura distinta al resto de
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inhibidores de este grupo, baja toxicidad y requiere concentraciones menos elevadas
gue otros inhibidores (como tranilcipromina) para ejercer su accién (Hoang et al., 2018).

Respecto a otras KDM, se cree que son potenciales dianas terapéuticas KDM4A
y KDM4B debido a que se sobreexpresan en varios tumores y ademas participan en la
activacion de los receptores de andrégenos y estréogenos (Pfister and Ashworth, 2017).
La inhibicion de KDM4B provoca tanto la modificacién de la expresién génica como el
bloqueo del desarrollo celular (Mohammad et al., 2019). Algunos de los inhibidores para
estas HDMT son N-oxalilglicina (OGA) 110 y NSC636819, pero no son suficientemente
especificos ni presentan una accion marcada, por lo que aun es necesario mejorar sus
propiedades antes de incluirlos en ensayos clinicos (Pfister and Ashworth A, 2017).
También se cree que es potencialmente una buena diana terapéutica la inhibicion de
KDM5A puesto que, al intervenir en la tolerancia farmacoldgica, podria ser util en
terapias combinadas o en las recidivas tumorales (Mohammad et al., 2019). GSK-J4 es
un inhibidor de KDM6A y KDM6B (Pfister and Ashworth, 2017).

La leucemia promielocitica aguda es un tipo de leucemia mieloide aguda que
cuando presenta proteinas de fusidon con RARa es susceptible de ser tratada con acido
transretinoico (ATRA), el cual provoca un silenciamiento génico y bloqueo de la
transcripcién y diferenciacion de dicha leucemia. KDM7B (PDFH8), se relaciona
directamente con las proteinas de fusién RAR y juntas retiran la dimetilacion de H3K9.
El tratamiento con ATRA provoca una alteracion estructural de las proteinas de fusion
RARa, por lo que no pueden interactuar el resto de elementos que intervienen en las
modificaciones epigenéticas. KDM1 también participa en la interaccion con las proteinas
de fusidon RARa, y la inhibicion de KDM1 mediante acido transretinoico (ATRA) puede
incrementar los niveles de dimetilacion en H3K4 en la leucemia mieloide aguda no
promielocitica (Tsai and So, 2017).

4.1.6. Inhibidores de BET (BETi)

Como se detalld en apartados anteriores, entre las proteinas con bromodominio
se encuentra la familia BET, presente como proteinas de fusion BRD4-NUTM1 o BRD3-
NUTM1 producidas por traslocaciones cromosdmicas en el carcinoma de linea media
NUT, provocando un incremento de la expresion de MYC y fomentando la proliferacion
(Pfister and Ashworth, 2017; Mohammad et al., 2019). Asi, la fusién de BRD3 o BRD4
con NUT activa genéticamente a un tumor con una elevada letalidad, el carcinoma de
linea media, y los inhibidores BET impiden el desarrollo de dicha neoplasia (Mohammad
et al., 2019) (Figura 15).

Esta familia no solo aumenta la expresién de MYC, también de otros genes
proinflamatorios como NFkB, que también impulsan genéticamente neoplasias
hematoldgicas, por lo que estos inhibidores también se utilizan en este tipo de canceres
(Allis and Jenuwein, 2016; Mohammad et al., 2019). De hecho, se ha demostrado que
BRD4 es una buena diana terapéutica en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda,
y los inhibidores BET han demostrado resultados eficaces en leucemia mieloide aguda y
linfomas en diversos ensayos clinicos (Gerlach et al., 2018).
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Figura 15. Se representa la proteina con bromodominio BRD4 interaccionando con una lisina
acetilada. Se encuentra como proteina de fusion BRD4-NUT que a su vez interactia con las HAT
CBP/p300. El punto rojo representa un inhibidor de BET, indicandose en el recuadro los
principales inhibidores.

El inhibidor BET I-BET151 es efectivo en la leucemia con genes de fusion MLL
puesto que MLL se asocia a BRD3 o BRD4 y dicho inhibidor desaloja el complejo de
transcripcidn de la cromatina impidiendo que se transcriban genes como BCL2 y MYC. A
pesar de que no suelen presentarse otras traslocaciones de esta familia en otros
canceres, la inhibicion de BET ha demostrado bloquear el desarrollo del linfoma, la
leucemia mieloide aguda, el mieloma multiple, el neuroblastoma, el meduloblastoma,
ademas de cdnceres de préstata, mama, pancreas, ovario, y cancer de pulmén de células
no pequeiias (Pfister and Ashworth, 2017).

Las regiones de genes conocidas como super-enhancers son especialmente
susceptibles a la accion de inhibidores BET. Los enhancers son regiones de 50-1500 pares
de bases de DNA a las que se unen activadores, y en el caso de los super-enhancers,
presentan elevadas concentraciones de complejo “mediator” (un coactivador
transcripcional), BRD4 y H3K27ac. De este modo, se desarrollé JQ1, un inhibidor
competitivo de BRD4 con la estructura de las tiodiazepinas, que se une a la lisina
acetilada, interfiere en las uniones proteina-histona, desplaza la proteina de fusién
BRD4-NUT e inhibe el desarrollo y la proliferacidon del carcinoma de linea media NUT.
Este inhibidor también puede resultar util en neoplasias que presenten un aumento de
la expresion de MYC (Pfister and Ashworth, 2017; Allis and Jenuwein, 2016). Derivado
de JQ1l se encuentra TEN-010, el cual se esta utilizando en ensayos clinicos para
carcinoma de linea media NUT, la leucemia mieloide aguda y el sindrome
mielodisplasico (Pfister and Ashworth, 2017).

Otros inhibidores BET se estan desarrollando y estudiando en ensayos clinicos.
Principalmente se intenta esclarecer la eficacia, seguridad, toxicidad y tolerancia,
aunqgue también se intenta comparar la terapia Unica con la terapia combinada para
comprobar la efectividad (Mohammad et al., 2019). Entre los compuestos en ensayos se
encuentran agentes como I-BET-762 (GSK525762), OTX015 (MK-8628), CPI-0610,
ABBV-075, ZEN003694, BMS-986158, GS -5829, PLX51107, FT-1101 e INCB05432, de los
que OTX015 y CPI-0610 han revelado tener eficacia en neoplasias hematoldgicas
avanzadas (Pfister and Ashworth, 2017). OTX015 ha demostrado ser eficaz en la
regresion tumoral y estabilidad en carcinoma de linea media e I-BET-762 ha demostrado
favorecer la estabilidad tumoral y la regresidn parcial. Ademas, OTX015, ABBV-075 e |-
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BET-762 han conseguido eliminar completamente neoplasias hematoldgicas, dejando
en algunos casos Unicamente alteraciones hematoldgicas asociadas. Sin embargo, en los
tumores solidos no se han logrado resultados tan convenientes, observandose sdlo
respuesta con PLX51107, ABBV-075 e | NCB057643 (Mohammad et al., 2019).

Actualmente se estd intentando una linea de investigacion con inhibidores BET
de nueva generacion que tratan de ser mds selectivos, pero aunque en los ensayos
preclinicos la eficacia estda demostrada, no se conoce si presenta mejores resultados
terapéuticos. Entre estos se encuentran inhibidores BET dirigidos especificamente a un
bromodominio (como ABBV-744, que se dirige hacia el bromodominio Il), inhibidores
bivalentes como MT1 (AZD5153), analogo de JQ1 y moléculas de pequefio tamafio que
provocan protedlisis de BET, como ARV-771, BETd-260, dBET6 y QCA570 (Mohammad
et al., 2019). Se ha desarrollado un nuevo inhibidor muy selectivo que presenta eficacia
antitumoral en leucemia mieloide aguda secundaria a la expresidn génica de HEXIM1
(un RNA mensajero que se utiliza como marcador farmacodinamico): Bl 894999. Este se
ha ensayado también en tumores sélidos y a dosis mas elevadas también presenta
eficacia terapéutica (Gerlach et al., 2018).

4.1.7. Inhibidores de IDH1

IDH no constituye una proteina epigenética hacia la que dirigir una terapia especifica
como en el resto de apartados. En este caso se trata de que, al producirse en estas
enzimas metabdlicas una mutacién aberrante, se puede desencadenar una neoplasia
secundaria a una desregulacion del estado epigenético de la célula (Mohammad et al.,
2019).

De este modo, existen mutaciones de IDH que producen oncometabolitos 2-
hidroxiglutarato, que se almacenan en las células malignas e inhiben la desmetilacion
por parte de a-KG (incluyendo las histona demetilasas y las DNA hidroxilasas) al unirse
a la region activa al que se uniria la demetilasa y provocando alteraciones en la histona
y en los patrones de metilacién (Mohammad et al., 2019; Pfister and Ashworth, 2017;
Dawson and Kouzarides, 2012). Por ello, se han desarrollado inhibidores de las IDH1 e
IDH2 mutadas. AG-881 inhibe ambas IDH, AG-120 inhibe IDH1 y AG-221 inhibe IDH2. Se
ha probado la eficacia de AG-120 y AG-221 en leucemia mieloide aguda con IDH1 o IDH2
mutadas, siendo bien tolerados (Pfister and Ashworth, 2017). Enasidenib inhibe IDH2
mutada y también ha demostrado conseguir remision completa en pacientes con
leucemia mieloide aguda recidivante o refractaria y dicha mutacién (Dawson and
Kouzarides, 2012).

4.1.8. Terapia dirigida contra remodeladores de cromatina SWI/SNF

Las mutaciones en los complejos SWI/SNF son las mas frecuentes dentro de los
componentes epigenéticos y estan presentes en diversas neoplasias sélidas y
hematoldgicas (Mohammad et al., 2019). Se han tratado de desarrollar terapias dirigidas
a mutaciones de SWI/SNF pero normalmente éstas son mutaciones con pérdida de
funcidn por lo que es dificil encontrar compuestos que actuen de forma directa. Por ello,
se ha propuesto llevar a cabo terapias alternativas de letalidad sintética estudiando las
posibles vulnerabilidades de estas proteinas mutadas (Mohammad et al., 2019; Pfister
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and Ashworth, 2017). La letalidad sintética consiste en que es necesaria la alteracion de
minimo dos genes para conseguir la muerte celular (Mohammad et al., 2019). Se han
producido varios compuestos que actian sobre la deficiencia de SWI/SNF,
interaccionando con dicho complejo y eliminandolo. Una de las interacciones letales
sintéticas prometedoras en el tratamiento de diferentes canceres con niveles de SNF5
(coactivador de la transcripcidn) disminuidos secundarios a los inhibidores de EZH2. La
deficiencia de SNF5 promueve la formacién de tumores rabdoides malignos, sarcomas
epitelioides, hepatoblastomas de células pequefias y sarcomas indiferenciados (Pfister
and Ashworth, 2017).

Cuando SNF5 no estd expresado, EZH2 regula el silenciamiento de P16 (supresor de
tumores). En los tumores con niveles reducidos de SNF5, los niveles de EZH2 se
encuentran elevados, lo que provoca la activacidén de P16 e impide el desarrollo de las
células con niveles reducidos de SNF5. De este modo, podemos utilizar como diana
terapéutica la deficiencia de SNF5 y el bloqueo de EZH2, con inhibidores como EPZ-6438
(Pfister and Ashworth A, 2017). También se ha asociado la deficiencia de otros
componentes epigenéticos como ARID1A, PBRM1 o BRG1 inhiben EZH2. En el cancer de
ovario con mutaciones en ARID1A se ha demostrado que al ser tratados con GSK126
(inhibidor de EZH2) se consigue una inhibicidn de la proliferaciéon y un retroceso tumoral
importante. Sin embargo, la inhibicién de EZH2 no resulta suficiente como terapia Unica
para provocar letalidad de las células tumorales. ARID1B es susceptible de ser eliminado
en los tumores con mutaciones de ARID1A, bloqueandose de este modo el desarrollo de
aquellas lineas celulares con dichas mutaciones. De este modo, ARID1B podria ser una
terapia en este tipo de neoplasias (Mohammad et al., 2019).

PBRM1 y BRG1 constituyen subunidades de SWI/SNF y son letales con la deficiencia
de EZH2. Aunque se ha avanzado en el conocimiento de estos mecanismos, es necesario
seguir estudiando los posibles inhibidores que pueden contribuir en la interaccidn letal
entre EZH2 y los componentes de SWI/SNF ya que por ejemplo EPZ-7210 (inhibidor
EZH2) consigue acabar con las células de cancer de ovario con niveles disminuidos de
BRG1, pero no si el linaje es de cancer pulmonar a pesar de que también sea deficiente
en BRG1 (Pfister and Ashworth A, 2017). También, BRM es una diana para la letalidad
sintética en los tumores con deficiencia de BRG1, por lo que la relacion entre ellos es
similar a la de EZH2 y BRG1 (Mohammad et al., 2019). Resulta mdas complicado dirigir
terapias hacia ARID1B que hacia BRM debido a sus bromodominios o dominios ATPasa.
El abordaje mediante letalidad sintética ofrece potenciales terapias prometedoras para
abordar las alteraciones epigenéticas (Mohammad et al., 2019).

4.2. Combinaciéon de farmacos

Debido a las limitaciones encontradas al utilizar los inhibidores de componentes
epigenéticos como terapia Unica, se han llevado a cabo enfoques combinados que tratan
de incrementar la eficacia sin empeorar la tolerabilidad (Mohammad et al., 2019). El uso
de terapias combinadas es muy prometedor, fundamentalmente en tumores sélidos.
Actualmente se encuentran en ensayos clinicos multiples inhibidores epigenéticos
combinados con terapias estandar, dirigidas e inmunoterapia, para determinar su
eficacia terapéutica. A lo que mas se presta atencion en este tipo de terapias es a la
dosis, toxicidad y eficacia (Mohammad et al., 2019; Ahuja et al., 2016). Un ejemplo es
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gue los inhibidores epigenéticos, al intervenir sobre la actividad transcripcional, pueden
tardar dias en tener efecto, por lo que jugar con la dosis del agente o sensibilizar al tumor
o sistema inmune mediante otros tratamientos previamente al inhibidor epigenético
propiamente dicho, puede resultar mucho mas efectivo (Mohammad et al., 2019).

Una de las asociaciones mas estudiadas es la de HDACiy DNMTi, y entre los HDMi
e inhibidores de check points (como el inhibidor de WEE1, quinasa checkpoint que
interviene en el ciclo celular, AZD1775), debido a la propiedad de los HDAC de favorecer
la expresion génica (Pfister and Ashworth A, 2017; Ahuja et al., 2016). Se conoce que
cuando se administra en primer lugar 5-azacitidina o decitabina a dosis bajas y
posteriormente un inhibidor de HDAC el resultado es mucho mayor. Esta combinacion
induce la expresion de genes previamente silenciados con hipermetilaciéon de
promotores especialmente en neoplasias hematoldgicas (sindrome mielodisplasico y/o
leucemia mieloide aguda) pero también en el cancer de pulmdn de células no pequefias
avanzado, mientras que el efecto de la HDAC como terapia Unica no consigue estos
resultados (Ahuja et al., 2016). Se han llevado a cabo otros ensayos utilizando la
combinacidn de hidralazina con valproato en el sindrome mielodisplasico (Foulks et al.,
2012) y se ha probado la asociacién de SAHA y TSA (ambos inhibidores de HDAC)
obteniendo buenos resultados en el melanoma ya que se comprobd que favorecian el
bloqueo del desarrollo celular a través de la expresion y activaciéon de p21, p27 y NF-kB,
y MG132, lo que potencia la accién de TSA (Cheng et al., 2019).

Otra de las inhibiciones combinadas viene determinada por Ila
complementariedad de la inhibicion de DOT1L y la inhibicion del cofactor de MLL, por lo
que bloquear al tiempo ambas dianas proporciona rapidez de respuesta y efectos mas
profundos en la expresidn génica de las traslocaciones MLL, siendo menos efectivos
como terapias Unicas por separado (Kim and Roberts, 2016). Se ha demostrado que
aumenta la eficacia antileucémica debido a un incremento de la funcién antiproliferativa
en las células con reordenamientos MLL la combinacion de un activador de SIRT1
(SRT1720) con un inhibidor DOT1L (EPZ004777) (Moufarrij et al., 2020). Por otro lado,
se conoce que, aunque sus dianas son diferentes, DOT1L y BRD4 presentan funciones
similares y al abarcar la inhibicidn de ambos con una terapia combinada con SGC0946 e
I-BET produce sinergia y detiene el desarrollo de células leucémicas con MLL
reordenado. En otro tipo de leucemias ha resultado util la combinacién de pinometostat
(inhibidor de DOT1L) y JQ1 (inhibidor de BRD4) puesto que disminuye los niveles de
expresion del gen MYC (Moufarrij et al., 2020).

Otra de las combinaciones llevadas a cabo que cabe mencionar es aquella
realizada con agentes quimioterapicos. En estos ensayos se trata de reducir la posible
resistencia vinculados a alteraciones epigenéticas, como con los inhibidores de quinasas
(Mohammad et al., 2019; Ahuja et al., 2016). Sin embargo, las resistencias no solo se
deben a dichos eventos por lo que resulta complicado. Los inhibidores de quinasas
presentan un inconveniente y es que pueden provocar reprogramacion transcripcional,
problema que se ha tratado de resolver asociando inhibidores BET, mostrando esta
combinacidn resultados positivos en el cancer de mama y melanoma (Mohammad et
al., 2019). Se han encontrado resultados muy favorables asociando el inhibidor de HDAC
vorinostat con quimioterapia (carboplatino y paclitaxel) en el tratamiento del carcinoma
pulmonar no microcitico metastasico, incrementando la respuesta y la supervivencia de
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los pacientes. También en casos similares se estd probando DAC (5-aza-2'-
deoxycytidine, un inhibidor DNMT) junto a carboplatin y llevdndose a cabo un ensayo
en el cancer colorrectal mediante SGI-110 para recuperar la sensibilidad al irinotecan
(Ahuja et al., 2016).

La FDA ha aprobado la asociacion entre un inhibidor HDAC (panbinostat) con un
inhibidor del proteasoma (bortezomib) y un farmaco inmunoterdpico en el mieloma
multiple (Ahuja et al., 2016).

4.3. Inhibidores epigenéticos e inmunoterapia

Numerosas evidencias indican que los mecanismos epigenéticos participan en la
regulacion del sistema inmune y las alteraciones epigenéticas estan implicada en la
evasion inmune tumoral. Por ejemplo, la presentacidn del antigeno se ve comprometida
por la hipermetilacién del DNA o la deacetilacién por las HDAC de los promotores del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Igualmente, en varios tipos de cancer se
expresan antigenos muy inmunogénicos (antigenos de cancer de testiculo, CTA) que
generan mecanismos inmunogénicos para detener el tumor y estan regulados por la
metilacion de promotores. De esta forma, la metilacion del DNA y las modificaciones
postraduccionales de las histonas van a participar en la funciont inmunolégica a través
de la regulacién de la expresién de inmunoglobulinas, el desarrollo de células B, la
maduracién de linfocitos T helper 1y 2 y la generacion de citocinas. Por tanto, al dirigir
terapias para la inhibicidn de componentes epigenéticos también se incide sobre la
respuesta inmune antitumoral, aumentando la respuesta clinica y la respuesta a terapias
inmunogénicas (Figura 16) (Pfister and Ashworth, 2017).

Los inhibidores HDAC y DNMT al modular la transcripcion génica en las células
cancerigenas e inmunes regulan positivamente la inmunidad antitumoral por lo que se
estudia utilizarlos asociados a inmunoterapia (Mohammad et al., 2019). Se esta
investigando coémo los inhibidores epigenéticos pueden mejorar la eficacia de terapias
dirigidas al bloqueo de los checkpoint inmunes y de terapias con células T basadas en el
sistema CAR (Pfister and Ashworth, 2017).
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Figura 16. Papel de los inhibidores epigenéticos en inmunooncologia. Se encuentran en ensayos
clinicos tres inhibidores epigenéticos en combinacién con terapias que bloquean o la interaccion
entre PD1 y PDL1 o CTLAA4: inhibidores de HDAC, inhibidores de DNMT e inhibidores de EZH2.
Los inhibidores de DNMT y HDAC aumentan la expresion de las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC), antigenos tumorales y CXCL9 y CXCL10 (quimiocinas de tipo T
helper 1 (TH1), que permiten que los linfocitos T CD8+ citotéxicos y las células natural killer se
infiltren en el tumor favoreciendo su regresion). Los inhibidores de EZH2 provocan, al igual que
los anteriores un aumento de la expresion de quimiocinas de tipo TH1. Los inhibidores de DNMT
también inducen la respuesta del interferdn tipo | a través del aumento de los niveles de RNA
de doble cadena (dsRNA) en las células tumorales ("mimica viral”). El interferdn tipo | a su vez,
inhibe la accién de los inhibidores BET. Mientras que los inhibidores BET provocan una
disminucién de los niveles de PDL1, los inhibidores de DNMT y HDAC provocan un incremento
de los mismos. Los inhibidores DNMT también aumentan la expresidén de los ligandos del
receptor NKG2D de las células natural killer (receptor activador, por lo que aumenta la actividad
de las células natural killer contra el tumor) MICA (secuencia A relacionada con el polipéptido
MHC clase 1) y MICB (Pfister and Ashworth, 2017).

En células neopldsicas, Azacitidina y decitabina (inhibidores de DNMT)
incrementan la expresion de genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de clase | y de antigenos CTA, entre los que se engloban el antigeno asociado al
melanoma 1 (MAGEA1) y NY-ESO-1 (CTAG1A), induciendo asi la respuesta inmune. Por
otra parte, las células tumorales se vuelven mas sensibles al interferén tipo | tras el
tratamiento con decitabina debido a que ésta induce la expresidn de genes que
participan en la respuesta a dicho interferon. Estos dos compuestos también han
demostrado una respuesta coordinada con terapias inmunolégicas en el carcinoma
pulmonar no microcitico. A dosis bajas, la decitabina también induce los receptores de
los linfocitos natural killer (NK) favoreciendo la destruccion de las células de LMA (Ahuja
et al., 2016; Pfister and Ashworth, 2017).

Por su lado, los inhibidores de HDAC facilitan la acciéon destructora de los
linfocitos T en multiples tumores sdlidos entre los que se encuentra el cdncer de mama,
pulmdn, préstata y renal y también en neoplasias hematoldgicas como en el linfoma.
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Estos inhibidores de HDAC participan en la regulacidn de la expresion de MHC, antigenos
tumorales, ligandos PD-1, quimioquinas y otros componentes que regulan el
procesamiento de antigenos, asi como en la supresidon de células T reguladoras, la
induccion de apoptosis inmunogénica en lineas celulares neopldsicas y en la generacién
de ligandos para los receptores de las células NK (Mohammad et al., 2019; Pfister and
Ashworth, 2017). Ademas, los inhibidores de HDAC regulan el mantenimiento de la
activacion de células T, eludiendo la apoptosis impulsada por la activacién (Allis and
Jenuwein, 2016). Asi, se ha demostrado que la asociacion de un inhibidor HDAC con un
inhibidor de PD1 genera una mayor respuesta antitumoral (Pfister y Ashworth, 2017).
Entinostat (inhibidor de HDAC clase 1) se ha utilizado asociado a altas dosis de IL-2 en el
carcinoma renal metastdsico, demostrando un incremento de la supervivencia
secundaria a la reduccion de linfocitos T reguladores (Mohammad et al., 2019).

Por su parte, los inhibidores de EZH2 y los de DNMT incrementan los niveles de
CXCL9 y CXCL10, que reclutan a las células T y facilitan la destruccion del tumor (Pfister
y Ashworth, 2017; Mohammad et al., 2019). La inhibicidon de EZH2 reduce los linfocitos
T reguladores y aumenta los efectores, por lo que asocidandolo a anti-CTLA4 (que en los
linfocitos T favorece la expresion de EZH2) incrementa los efectos terapéuticos. La
inhibicién de G9a (KMT) provoca la expresién de genes de interferén y confiere mayor
resistencia frente a los patégenos (Allis and Jenuwein, 2016). Por otro lado, se ha
demostrado que los inhibidores de KDM1 incrementan la sensibilidad al anti-PD
(inmunoterapia) puesto que inducen inmunidad antitumoral y la entrada en el tumor de
linfocitos T.

JQ1 (inhibidor de BET) provoca una reduccién del nivel de expresién de PDL1 y
por lo tanto incrementa la accion de los linfocitos T citotdxicos y detiene el desarrollo
tumoral, mientras que los inhibidores de DNMT y de HDAC provocan un aumento de
PDL1, los primeros en leucemia y carcinoma pulmonar no microcitico y los segundos en
melanoma (Mohammad et al., 2019; Pfister and Ashworth, 2017).

Por tanto, los inhibidores epigenéticos pueden asociarse a terapias sobre check
points de control inmunitario (anticuerpos anti-PD1 o anti-CTLA4) y sobre células T. Anti-
CTLA4 regula la tolerancia en los linfocitos Ty se han obtenido resultados prometedores
en el melanoma, mientras que anti-PD-1 estad resultando efectivo en pacientes con
carcinoma pulmonar no microcitico. En ensayos clinicos de pacientes con carcinoma
pulmonar no microcitico avanzado en los que se utiliza terapia epigenética combinada
con anti-PD-1 presentaron una supervivencia libre de progresién mucho mas elevada
que la presentada Unicamente con lainmunoterapia (Ahuja et al., 2016). Los anticuerpos
anti-PD1 o anti-CTLA4 se han asociado a azacitidina o entinostat mostrando resultados
muy importantes en la regresion tumoral. También se ha experimentado con GSK126
(inhibidor de EZH2) aumentando la actividad de los inhibidores de check points y células
T. Asi, se estan desarrollando ensayos con combinacion de inhibidores de check points
con inhibidores de DNMT, HDAC y EZH2, logrando mayores respuestas terapéuticas,
como en el linfoma de Hodgkin recidivante o refractario, en el que se ha utilizado
azacitidina previamente al tratamiento con pembrolizumab o nivolumab (inhibidores de
check points) mejorando la tasa de respuesta (Pfister and Ashworth, 2017).
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En resumen, dada la capacidad de los inhibidores epigenéticos de modular la
expresion génica de células cancerosas e inmunes, incrementando la inmunidad
antitumoral y afectando a la funcidn de las células inmunitarias, existe un creciente
interés en el uso de estos agentes epigenéticos en combinacién con la inmunoterapia
para el tratamiento del cancer.

5. CONCLUSIONES

Como hemos visto a lo largo de este trabajo de revisién, el conocimiento de los
patrones epigenéticos fisioldgicos, proporciona la informacion necesaria para detectar
las alteraciones epigenéticas presentes en cancer. Dado que estas modificaciones son
reversibles, son susceptibles de terapias dirigidas a las mismas, lo que abre un potencial
terapéutico extraordinario, permitiendo el abordaje especifico hacia cada modificacion.
Estos nuevos modelos de terapia estan en continuo estudio y desarrollo, presentando
resultados muy prometedores, no solo como terapias Unicas sino también y
especialmente, como terapias combinadas con otros agentes. Constituye un campo de
investigacion muy activo y continuamente actualizado por lo que las perspectivas de
futuro resultan prometedoras a la hora de abordar las diferentes neoplasias tanto
sélidas como hematoldgicas desde un punto de vista epigenético y, como se ha
mencionado anteriormente, no solo como terapia Unica sino con una importante
relevancia en combinacién con otras terapias de gran actualidad como Ia
inmunoterapia, aportando la posibilidad de nuevas perspectivas terapéuticas con una
importante proyeccion en la actividad clinica para el tratamiento del cancer.
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