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1 RESUMEN

La patologia del cancer se desarrolla, segun indican numerosos estudios, por mecanismos
genéticos y epigenéticos. Los primeros se refieren a cambios en la secuencia del genoma, las
mutaciones propiamente dichas. Mientras que los segundos, son modificaciones en la expresion
génica cuyas consecuencias pueden ser alteraciones en la transcripcion del ADN, activacion
descontrolada de determinados genes, predisposicion a la inestabilidad génica y el
silenciamiento de genes supresores de tumores. [1]

Tras hallar la relacidn que existe entre las alteraciones epigenéticas y la tumorogeénesis, se ha
abierto un nuevo campo de investigacion: la terapia epigenética, con el objetivo de buscar
nuevas dianas y disefiar nuevos farmacos mas especificos para el tratamiento del cancer, asi
como incorporar otras técnicas de diagnostico y prevencion de tumores. Los mecanismos
epigendmicos mas estudiados son la metilacion del DNA, relacionada con el silenciamiento de
genes, y la acetilacion de histonas, que esta fuertemente implicada en la transcripcion génica.
Los farmacos dirigidos a restablecer el funcionamiento normal de los mecanismos que se
encuentran alterados, son capaces de intervenir la actividad de las enzimas que llevan a cabo
estos procesos con el objetivo de activar genes, como genes supresores de tumores, o impedir
el desarrollo de oncogenes y frenar la progresion del cancer. En fases 1 y 1l de ensayos clinicos
se encuentran otros muchos compuestos destinados a diferentes dianas, entre las que destacan
los bromodominios, grupos proteicos implicados en la activacion de oncogenes. La terapia
epigenética es el paso hacia un futuro tratamiento combinado con otras terapias antitumorales
y especializado para cada tipo de cancer.

Palabras clave: cancer, terapia epigenética, metilacion del DNA, acetilacion de histonas,
bromodominios

ABSTRACT

According to numerous studies, the patology of cancer develops by genetic and epigenetic
mechanisms. The first refers to changes in the genome sequence, the mutations themselves,
while the latter, are modifications in gene expression whose consequences may be alterations
in DNA transcription, uncontrolled activation of certain genes, predisposition to gene instability
and the silencing of tumor supressor genes.

After finding the connection between epigenetic alterations and tumorigenesis, a new field of
research has benn opened: epigenetic therapy, with the aim of searching for new targets and
designing new more specific drugs for the treatment of cancer, as well as incorporating other
tumor diagnosis and prevention techniques. The most studied epigenomic mechanisms are
DNA methylation, related to gene silencing, and histone acetylation, which is strongly involved
in gene transcription.

Drugs aimed at restoring the normal functioning of the mechanisms that are altered, are able to
intervene the activity of the enzymes that carry out these processes in order to activate genes,
such as tumor supressor genes, or prevent the development of oncogenes and slow down the
progression of cancer. In phases | and Il of clinical trials are many other compounds intended
for different targets, amog which are bromodomains, protein groups involved in the activation
of oncogenes. Epigenetic therapy is the step towards a future treatment combined with other
anti-tumor therapies and specialized for each type of cancer.

Key words: cancer, epigenetic therapy, DNA methylation, histone acetylation, bromodomains
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2 INTRODUCCION

“Si el genoma es el abecedario, el epigenoma es la ortografia. Un acento mal puesto, una letra
fuera de lugar puede modificar por completo el significado que tiene una palabra, aunque esa
palabra sea aparentemente la misma.” [2]

Esta comparacion de Manel Esteller, director del programa de Epigenética y Biologia del
Cancer del Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge, nos permite definir el epigenoma
como el conjunto de modificaciones covalentes que se producen en la cromatina y que
determinan la expresion de los genes. La epigenética (del griego epi, en o sobre, -genética) es
el estudio de los cambios en la expresion genética que no se deben a alteraciones en la secuencia
de nucleotidos sino a modificaciones en la estructura del DNA que provocan el silenciamiento
0 activacion de genes por factores externos. [1]

Todas las células del organismo heredan el mismo material genético. La capacidad de las
células para desarrollar determinadas caracteristicas y funciones bioldgicas en los distintos
organos Yy tejidos se debe a ciertas diferencias en el empaquetamiento del DNA y la cromatina.
Estas diferencias se traducen en programas de expresion génica especializados para cada célula,
sin alterar la secuencia base. [3] Para comprender mejor los mecanismos epigenéticos, es
conveniente introducir la estructura del DNA. El nicleo de cada célula humana es capaz de
albergar la doble hélice, que mide aproximadamente 2m de largo, gracias a su empaquetamiento
en forma de cromatina. La unidad basica de repeticion de la cromatina es el nucleosoma, que
consta de 146 nucleotidos envueltos en un octamero de proteinas Ilamadas histonas. La
modulacion de la envoltura del DNA alrededor de dicho octamero constituye la base de la
regulacién de la transcripcion génica.

Las modificaciones epigenéticas se pueden producir en el DNA, destacando como ejemplo los
mecanismos de metilacion de citosinas, o en las “colas” de aminoacidos que sobresalen de las
histonas, por mecanismos de acetilacion de lisinas o metilacion de argininas y lisinas, entre
otros. Las enzimas que llevan a cabo estas modificaciones reciben el nombre de “escritores” o
“borradores” del genoma. También existen proteinas asociadas a la cromatina denominadas
“lectores” involucradas en el reclutamiento de otras proteinas con capacidad de modificar la
cromatina. Estos mecanismos actiian a modo de interruptores “on/off” determinando el estado
activo/represivo de la cromatina, y con ello, de la expresion génica. [4]

(a) (b)
Proteinas lectoras
W I
Higtona [} P Efsctos en la
EXpresion genstica
Wi, Proteinas escritoras :ﬁ
e —— o
| < BRM4
=0

Proteinas borradoras

| @ Grupo matilo i

1 O Grupo acetils |

Figura 1. (a) Proteinas epigenéticas lectoras y borradoras. (b) Inhibicién de la proteina epigenética lectora BRD4
[12]
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3 OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el estudio bibliografico de las terapias antitumorales que tienen
como diana las alteraciones epigenéticas involucradas en el inicio y desarrollo de cancer. El
analisis se lleva a cabo con una visién quimica-farmacéutica enfocada hacia la estructura de los
farmacos y sus mecanismos de accién a nivel molecular.

4 METODOLOGIA

Se ha realizado una revisién bibliografica de multiples articulos de actualidad procedentes de
revistas cientificas consultados en diferentes fuentes de informacion: PubMed, ScienceDirect,
JOC, NCBI, ACS Medicinal Chemistry Letters, ASPET y AACR, entre otras. Ademas, se han
consultado otros organismos de interés como la OMS, la Real Academia Nacional de Farmacia
y el Instituto Nacional del Cancer. Tras haber analizado y contrastado las fuentes, se ha escrito
este trabajo organizando y seleccionando la informacién més relevante conforme al objetivo
propuesto.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se destacan las alteraciones epigenéticas que han demostrado estar implicadas
en el inicio y la progresion del cancer, asi como las principales enzimas responsables de dichas
alteraciones. Ademas, se explican los mecanismos de los farmacos aprobados y los que se
encuentran todavia en ensayos clinicos, disefiados para actuar en las nuevas dianas como
anticancerigenos.

5.1 Metilacion del DNA

La metilacion del DNA es un proceso fuertemente implicado en el mantenimiento de la
estabilidad del genoma, asi como en la regulacion de la transcripcion y en el desarrollo del
organismo. [5]

Las DNA metiltransferasas (DNMTSs) son NHo
las enzimas que llevan a cabo este proceso 5 H
provocando el silenciamiento de genes al ‘
metilar residuos de citosina en el carbono 5
(C-5). En condiciones normales, este proceso A ‘sw'

sucede en funcion de las necesidades ONA —0 e
celulares, sin embargo, se ha demostrado que w @

el inicio y progreso de numerosos pProcesos = oG e il
tumorales estan estrechamente relacionados % = L Sy I
con una alteracion en la actividad de dichas - Y
enzimas. [5] Las células cancerigenas estan " W}:fym

caracterizadas por sufrir una masiva NA\[

hipometilacion en residuos de citosina N "
- . DNA —o -_— DNA —0o <S @

localizados en regiones del genoma formadas 9 ) o

por una secuencia de dinucleétidos CpG, 0 - 5
denominadas “islas CpG”, y a la vez una i o
hipermetilaciéon en algunos promotores de ' '

genes supresores tumorales (GST). Figura 2. Mecanismo de metilacion de citosina por DNMTs [7]
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A medida que evoluciona el desarrollo tumoral, aumenta el grado de hipometilacion, lo que
contribuye a la tumorogénesis por la pérdida de la impronta de algunos genes y la activacion
de proto-oncogenes que se encuentran metilados, es decir, silenciados en condiciones normales.
La hipermetilacion de las regiones promotoras, formadas por islas CpG, de los GST es un factor
causal de estados iniciales y tardios de la oncogénesis ya que se traduce en un silenciamiento
de la expresion de estos genes. Cabe destacar el gen Rb, que fue el primer GST identificado
que es silenciado por la metilacion de su promotor. También MLHZ1, que esta relacionado con
el cancer de colon; p16, con el cancer broncogénico; BRCAL, se encuentra hipermetilado en
cancer de mamay VHL en el cancer renal. [6]

5.1.1 Inhibidores de DNA-metiltransferasas (iDNMTSs)

Conociendo la fuerte relacion que existe entre la hipermetilacién de las islas CpG de las
regiones promotoras de genes supresores de tumores (GST) y la aparicion de cancer, un blanco
fundamental de la terapia epigenética es la inhibicion de las enzimas DNA-metiltransferasas a
fin de reanudar la actividad de los GST y poner en marcha las vias apoptdticas para la muerte
de las células cancerigenas.

Se han desarrollado dos tipos de inhibidores de DNMTSs:

5.1.1.1 Inhibidores nucleosidicos

Son analogos de nucledsidos modificados en el anillo de citidina unidos a una ribosa o a una
desoxirribosa. Su accion antineoplasica esta basada en la induccion a la hipometilacion del
DNA, lo que reactiva la transcripcion de los genes supresores de tumores que se encontraban
previamente silenciados.

En primer lugar, deben convertirse en desoxinucledtidos por kinasas y ribonucleétido
reductasas para poder incorporarse al DNA y formar un complejo con las DNMTs similar al
que se produciria con el sustrato natural. Esta union covalente, provoca la deplecion de la
enzima y la recuperacion del patron normal de metilacion.

Como ejemplos de este grupo destacan 5- NH,

azacitidina (Vidaza®) y decitabina ‘,‘ W
(Dacogen®_), cuyo mecanismo de accion g - @ o, 5 ‘ ‘
es semejante |y se  encuentra @"*aj;. L el =
esquematizado en la figura 3. o By SAM
En el caso de la decitabina, observamos ‘o _oki\’l \ E o~ Vi\/" -

que una vez se une al DNA, ataca al )

grupo mercapto del sitio activo de la B i Hoo e 1%
DNMT, formando un aducto y después 85 . 1 Swen
de interaccionar con el cofactor SAM, “ o)
gueda metilada en N-5. La ausencia de un 7 MMW%OEQW
atomo de hidrégeno en esta posicion @ -,

impide la reaccion de eliminacion Eimination I Vet
necesaria para restablecer la enzima, y - oNA o ‘%NJ‘QH@
queda asi inhibida de forma irreversible. v G W

Provocan la diferenciacion o la apoptosis ?

de células tumorales, la re-expresién de
GST y la modulacién de la respuesta
inmunoldgica. [5,6,7] Figura 3. Mecanismo de accion de la decitabina [7]
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Ambos compuestos estan aprobados como antitumorales por la FDA, la EMEA y la AEMPS
tras haber sido probada su eficacia en el tratamiento de sindrome mielodisplasico (MDS)

NH, NH, mostrando efecto supresor del crecimiento

e NPN y de proliferacion de células mieloides. Los

O)\NJ' O/,LNJ estl_Jdips C|I'I"li§:OS revelaron un 600/9 de

HO—, Ho— mejorias clinicas frente al tratamiento
~O— §'°§ convencional en los pacientes con

oH OH " sindromes mielodisplasicos con alto riesgo
Azacytidine Decitabine de progresion a leucemia aguda y sobrevida

(5-azacytidine, 5-aza-CR) (5-aza-2'-deoxycytidine, 5-aza-CdR) esperada menor de un afio [§]
Figura 4. Estructura de 5-azacitidina y decitabina [7]

Otros compuestos pertenecientes a este grupo son la 5-fluoro-2’-desoxicitidina, 5,6-dihidro-
5-azacitidina (DHAC) y zebularine. Aunque estan todavia en ensayos clinicos de fase I y II,
resultan mas estables en solucion acuosa, menos toxicos y mas selectivos para las células
cancerigenas ya que al eliminar la funcion imina en Ns = Cs suprimiendo el doble enlace o el
atomo de nitrogeno, se dificulta la adicion de nucleofilos. [6,7]

NH, NH;

N -
i N A~ NH ;:]
e | J 07N
07N o P|‘ HO I
HO- HO 0
_,_,d—-'O-_._\_ __,..-—"D
OH OH
OH OH OH
5-Fluoro-2-deoxycytidine  5,6-Dihydro-5-azacytidine (DHAG) Zebularing

Figura 5. Estructura de otros inhibidores nucleosidicos de DNMTs [7]
5.1.1.2 Inhibidores no nucleosidicos

La ventaja principal de estos inhibidores es su capacidad de unidn directa al sitio catalitico de
la enzima sin necesidad de unirse al DNA, aungue aun no estan demostrados sus efectos sobre
la viabilidad celular. De este grupo resaltamos el EGCG, un compuesto natural aislado del té
verde cuyos estudios clinicos revelan un potencial para la prevencion del cancer, ya que es
capaz de disminuir la actividad de DNMTs, proteasas y dihidrofolato reductasas. Su actividad
ha sido estudiada in vitro, pero en los estudios in vivo no se ha detectado efecto en la metilacién

del DNA. [5]
O 4 ) i o]‘
H N S 5 J @ O/H ........... R"\'SH

o) o]

| H Cys-1225
%
Ser-1229
e OH ~O)\(;OH

_HowmO={

b
% N ° 7

O. )
N
H, ]
0.0 Pro-1223
[ |
N
O H ,
Arg-1309 | s
O H
Glu-1265

Figura 6. Interaccion del inhibidor EGCG con la enzima DNMT [7]
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5.2 Acetilacién de histonas

El grado de empaquetamiento de la cromatina esta determinado por las histonas. En ellas
encontramos como marcadores quimicos, los residuos de lisina que pueden estar acetilados o
no en su extremo amino terminal.

La acetilacion de histonas es llevada a cabo por las enzimas histona acetiltransferasas (HAT),
que al incorporar el grupo acetilo, impiden la protonacién del grupo amino y con ello el
establecimiento de enlaces ionicos con los grupos fosfato del DNA. Asi, queda la cromatina
poco compacta y se permite la expresion génica. El grupo acetilo es eliminado por las enzimas
histona desacetilasas (HDAC) que aumentan el grado de compactacion de la cromatina al
facilitar la protonacion de los grupos amino y con ello la formacion de enlaces tipo i6nico con
los grupos fosfato del ADN. Queda impedido el acceso a los factores de transcripcion,
reprimiendo la expresion génica. [16]

A

» o)
ISR P | — CROMATINA COMPACTA
HDACT o
N
i e
L : No interaction
Acetylated ,'" ®)
histone HN_ _CH; = ~0-P-O— DNA =—= CROMATINA POCO COMPACTA

| o)

o]

Figura 7. Esquema explicativo de la relacion entre la acetilacion de las histonas y la compactacion de la
cromatina [7]

Por tanto, la acetilacion se asocia con un aumento de la actividad transcripcional mientras que
la desacetilacidn conlleva la represion de la expresion génica. [8]

Como diana antitumoral se han desarrollado inhibidores de HDAC con el fin de mantener las
histonas acetiladas y la cromatina poco compacta para potenciar la transcripcion y expresion de
genes como el gen supresor de tumores (GST) p53.

5.2.1 Inhibidores de histona desacetilasas (iIHDAC)

En su sitio activo, las HDAC cuentan con un atomo de zinc contenido en el extremo de un
“bolsillo” tubular hidrofobico. El disefio de inhibidores estd orientado a esta estructura,
siguiendo un modelo basico formado por un grupo capaz de coordinarse con el zinc y un grupo
lipofilo voluminoso unidos por un espaciador. La region espaciadora permite la insercion del
grupo voluminoso en el “bolsillo” hidrofdbico y la coordinacion con el zinc catalitico. [9]

En funcidn de su estructura quimica y de su mecanismo de inhibicion, se pueden clasificar los
inhibidores de histona desacetilasas en siete categorias:
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5.2.1.1 Acidos hidroxamicos

Inhiben las HDAC de clase 1 y 1l de forma reversible uniéndose al sitio catalitico y bloqueando
asf el acceso de sustrato al i6n zinc. El 4cido hidroxamico es capaz de quelar el cation Zn?* en
la parte inferior de la bolsa catalitica de la HDAC y la parte voluminosa de la molécula actla
como una tapa. Ambas partes estan conectadas por un espaciador que permite esta
disposicion.[8]

La tricostatina A (TSA) fue el primer compuesto que 0 i oM
demostré tener actividad anti-HDAC. Se disefié como il
antifingico y mas tarde fue descubierta su capacidad de  HaC-y CH, CHy

inhibir la HDAC, pero sus multiples efectos adversos CHy  Trichostatin A (TSA)

han impedido su avance en la clinica como antitumoral.
Figura 8. Estructura de la tricostatina A [7]

Basandose en la estructura de TSA, se disefid el vorinostat (SAHA=suberoylanilide
hydroxamic acid), que es el farmaco pionero de este grupo. Se trata del primer inhibidor de
HDAC que superd los ensayos clinicos en humanos y llegé al mercado como Zolinza®.
Aprobado por la FDA en 2006 para el tratamiento del linfoma cutaneo de células T (CTCL) y
de mieloma multiple (MM).

La interaccion con la enzima tiene lugar al coordinarse el acido hidroxamico con el cation Zn?*
del sitio activo por los oxigenos de los grupos hidroxilo y carbonilo, ademés de establecer
enlaces de hidrégeno con dos histidinas (145,146) y una tirosina (308). El sistema aromatico
queda en la zona hidrofoba de la enzimay el grupo amino que lo acomparia establece un puente
de hidrogeno con un residuo de cido aspartico (104). [7,20]

Tyr-308

H H, i c-d
; ;7 Vorinostat

u
Figura 9. Interaccién del inhibidor vorinostat con el sitio activo de la enzima HDAC [7]

Después, se han disefiado mas inhibidores de HDAC como panobinostat (Farydak®) y
belinostat (Beleodag®), entre otros, que se encuentran en ensayos clinicos con actividad
antitumoral aprobada también por la FDA frente a tumores sélidos y hematolégicos. [7]

0
S JOH
H\/©/\/H @xo*s”o i OH
QI\,N 0, WN
I H
)

|
N i B
H CH; Panobinostat (LBH-589 Belinostat (PDX-101)

Figura 10. Estructura de otros inhibidores de HDAC [7]
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5.2.1.2 Acidos grasos de cadena corta

Los &cidos butirico y valproico fueron los primeros inhibidores de HDAC descubiertos y
aungue su potencia es baja, han funcionado como herramienta para el estudio de otros
inhibidores. La tributirina es un profarmaco del &cido butirico con perfiles farmacocinéticos
y de eficacia favorables que se encuentra en estudios clinicos para el tratamiento de tumores
solidos. El &cido valproico (Depakote®) esta en ensayos para el tratamiento de cancer de cervix
y de ovario, y en combinacién con el &cido trans-retinoico, para el tratamiento de leucemia
mieloide aguda (AML). [7,8]

9
HiC (o] HsC
H5C OH
J o0
Butyric acid 0 2
HBC/\/&D Valproic acid
Tributyrin

Figura 11. Estructura de los principales acidos grasos de cadena corta que inhiben las HDAC [7]

5.2.1.3 Tetrapéptidos ciclicos

Los farmacos con estructura de tetrapéptido ciclico son capaces de inhibir la HDAC de forma
irreversible.

Como representante de este
grupo, destaca la romidepsina
(Istodax®), un profarmaco que
se activa en el interior celular por
glutation. Se obtiene un derivado
semiabierto con dos funciones
sulfhidrilo. El grupo -SH situado
al final de la cadena de cuatro  romidepsin (Fk-228)
carbonos establece un puente
disulfuro con el Gnico residuo de
cisteina que contiene el centro
activo la HDAC, y asi queda
inhibida. Este compuesto se
encuentra en estudios clinicos
para el tratamiento de leucemia
linfocitica crénicay AML. [7,8]

Figura 12. Mecanismo de accién de la romidepsina [7]



5.2.1.4 Inhibidores de HDAC4

La inhibicion especifica de laHDAC4 induce la expresion del gen p53, el guardian del genoma,
que desempefia un papel esencial en el control del ciclo F

) N F
celular. Induce la respuesta de la célula frente al dafio enel MO o F
DNA vy es responsable de activar las vias apoptéticas para

impedir el crecimiento de las ceélulas cancerigenas. fl

Tasquinimod se ha disefiado para inhibir los factores de N OHCH3
transcripcion de la HDACA4. Este compuesto es activo via oral CHs
y se encuentra en ensayos de fase Il para el tratamiento de Tasquinimod

cancer de prostata, mama, colon y vejiga. [7]
Figura 13. Estructura de tasquinimod [7]

5.2.1.5 Benzamidas

Las principales benzamidas sintéticas inhibidoras de HDAC son entinostat, tacedinalina y
mocetinostat. Su actividad antitumoral estd siendo testada clinicamente para su posible
aplicacion, solos o en combinacion con otros farmacos, en linfoma de Hodgkin, cancer de
pulmon y de mama.
o T Aunque el mecanismo de
WOJ\/\@\NH NH, HCy ™ L N accion no esta del todo definido,
N7 N@ ° O\H’N@ se sabe que la presencia del
o o grupo amino en la posicion orto
Tacedinaline (C1-994, p-N-acetyldinaline) del sistema N-fenilbenzamida es

imprescindible para su actividad
ya que participa en el anclaje al

Z N
S o ; .
D Hf\@w“ NHz sitio activo de la enzima para su
P
L0

Entinostat (MS-275)

consecuente inhibicion. En el
caso de entinostat, la unién al

Mocetinostat (MGCD-0103) . . ,
zinc catalitico estd demostrada.

Figura 14. Estructura de las benzamidas inhibidoras de HDAC [7]

5.2.1.6 Tioles

OH OH OH
En este apartado cabe destacar como & Br &
principal representante, la 0 0 Reduction 0
i ; s—s - >z ~_SH
pasamplina A, un producto marino el N
_N N
HO OH

natural con capacidad para inhibir la HO”

Psammaplin A Active metabolite
HDAC. Se trata de un profarmaco
que requiere  activacion  por T ,/@
reduccion de su grupo disulfuro para OH T
obtener el correspondiente o y; -
sulfhidrilo, que es el responsable de g fznd
la union al sitio activo de la enzima. e T
Ademas, cuenta con una oxima que o I

le proporciona una alta potencia y
selectividad, aunque no s
indispensable 'y  puede  ser
reemplazada por otros grupos.

Tyr-303 %~

Figura 15. Mecanismo de activacion de la pasamplina A
y unién del metabolito activo a la enzima [7]
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5.2.1.7 Inhibidores de sirtuinas

Las sirtuinas (SIRTs: Silent Information Regulators) pertenecen al grupo de HDAC,
concretamente tipo I11. A diferencia de las HDAC I, Il y IV dependientes de Zn, las sirtuinas
son dependientes de NAD vy juegan un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis.[10]

Algunos tipos de cancer pueden desarrollarse por una alteracion de estas enzimas. Destaca
SIRT1, que tiene la funcion de regular varios GST como p53, razon por la cual, algunos
linfomas, leucemias, sarcomas de tejidos blandos y canceres de prostata, de pulmon o de colon,
se desencadenan por su sobreexpresion (que provoca la represion de los genes supresores de
tumores); y SIRT2, que regula un punto de control mitético G2/M y la estabilidad de la tubulina.
El aumento de su expresion puede prolongar significativamente la fase mitotica para prevenir
la induccién de inestabilidad cromosémica en respuesta al estrés mitdtico causado por
inhibidores de microtubulos. Por esta razon, los tumores con altos niveles de SIRT2 son
refractarios a la quimioterapia y necesitan una diana de tratamiento diferente. [7]

Sirtinol, salermida y EX527 son inhibidores de sirtuinas cuyo mecanismo de accion consiste
en la activacién de vias de apoptoticas para provocar muerte de células cancerigenas. Se
encuentran en periodo de evaluacion preclinica.

CHg

Crm NS

H
N O WA
{ =N NT
2, OH H =0
- ()

OH HaN
0 EX-527

Sirtinol Salermide

Figura 16. Estructura de los principales inhibidores de sirtuinas[7]

5.3 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAS) participan en la progresion y diferenciacion celular, apoptosis y
otros procesos importantes de la vida celular que pueden alterarse por cambios epigenéticos.

[5]

Estudios recientes revelan que algunos miRNAs regulan diversos GST y oncogenes a través de
la modulacion epigenética. Comparando el perfil de expresion de miRNAs durante un proceso
de oncogénesis frente a un crecimiento normal de células, se pueden observar cambios en la
proliferacion celular y en la apoptosis. Por tanto, los cambios de expresion de miRNAs pueden
provocar alteraciones cromosémicas, uniones andémalas a factores de transcripcion o
alteraciones epigenéticas. En algunos tipos de cancer encontramos reprimidos miRNAs que
suprimen la expresion de genes que promueven el crecimiento celular, en otros, ocurre al
contrario y se produce una sobrerregulacion de miRNAs que suprimen GST. Asi, se puede
afirmar que diversos RNAs no codificantes modulan la maquinaria epigenética de forma directa
0 indirecta, y pueden servir tanto como biomarcadores de procesos biolégicos alterados como
blancos para terapias dirigidas. [6,15]
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Como biomarcadores, gracias a estudios de investigacion de expresion diferencial de miRNAs
relacionados con la progresion y el comportamiento clinico agresivo de diferentes subtipos de
tumores que confluyen en un perfil de metilacion de genes que expresan miRNAs como
indicador pronostico de respuesta a quimioterapia.

Como blanco para terapias dirigidas, existen miRNAs sintéticos con capacidad para reprimir
oncogenes y activar GST. Su principal limitacion es la escasa capacidad de penetracion celular,
lo cual esta conduciendo al desarrollo de nuevos vehiculos nanometricos que faciliten la llegada
de los miRNAs sintéticos a las células tumorales.

5.4 Bromodominios

Los bromodominios son regiones proteicas capaces de reconocer residuos acetilados de lisina
en las histonas, funcionan como “lectores” de marcas epigenéticas y atraen proteinas
activadoras de genes a esos lugares, jugando un papel critico en la transcripcién de genes.
Conocidos como BET (bromodominian and extra-terminal), y destacando el subtipo BRD4
especialmente relacionado con el cancer, son una nueva diana epigenética ya que una vez unidas
a la cromatina, pueden influir en la expresion génica y ademas estan directamente implicadas
en la activacion de oncogenes como Myc que se encuentra sobreexpresado en multiples tipos
de céncer. [7]

La cristalografia de rayos X revela que los bromodominios forman un haz caracteristico de
cuatro hélices, donde se une el residuo acetilado de lisina, en un bolsillo definido en un extremo
del haz helicoidal. Tiene lugar un enlace de hidrégeno entre el atomo de oxigeno del
acetilcarbonilo y el grupo NH2 de la asparragina 140, y otra entre el &omo de oxigeno y el
fenol de la tirosina 97. [11]

Debido a la asociacion entre estas proteinas y el cancer, se ha llevado a cabo el disefio de
diversos inhibidores de bromodominios con el objetivo terapéutico de disminuir de forma
indirecta los niveles de Myc y provocar la muerte de las células tumorales.

5.4.1 Inhibidores de bromodominios

Los inhibidores extraterminales de bromodominios (BETi) desplazan a las BRD4 de las
regiones superpotenciadoras que regulan la transcripcion de oncogenes, impidiendo asi su
sobreexpresion.

BRD4 BRD4
) Expresion de MYC o Proliferacion
Bromodominio----- - - — activada — o — de células
O O cancerosas
- Niveles del factor de
transcripcion c-Myc
% elevados

BRD4
Blogueo del —— Seimpide la activacion
') — bromodominio del gen MYC

Inhihibidores de BRD4:
JQ1, TEN-010 , etc

Figura 17. Esquema explicativo de la inhibicion de la proteina BRD4 y su consecuencia [12]
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La proteina “lectora” BRD4 reconoce e interacciona con los residuos N-acetilados de lisina de
las histonas promoviendo el reclutamiento del factor de elongacién B transcripcional positivo
(P-TEFb) necesario para que la polimerasa Il lleve a cabo la elongacién del RNAm implicado
en la biosintesis de la proteina c-Myc.

De manera fortuita fue descubierto su primer inhibidor, (+)-JQ1, una tieno-triazolo-1,4-
benzodiazepina cuyo enantiomero dextrdgiro se enlaza de forma selectiva a la proteina BRD4
y la inhibe de forma competitiva. En la difraccion de rayos X se observa que la porcion de
metiltriazol ocupa el lugar de union de la lisina acetilada y los &tomos de nitrégeno contiguos
establecen un puente de hidrégeno con la asparragina 140 y la tirosina 97, respectivamente.[12]

' ) 7N
ZA channel 1 "_;--l S ,Oﬂ\\_. //‘*7 Tyr-97
. 0 g
HeC.,  HaC H \
.7._3 }\ . '\ - b
f = I}J ' KAc binding
H3C’)\ / ) pocket
/“\
: /‘\/ 4 O:{
—Asn 140
% H;C
WPF shelf | ; H,C CHs

Figura 18. Interaccion del inhibidor (+)-JQ1 con el sitio activo de la proteina BRD4 [7]

Este compuesto es capaz de producir diferenciacion, detencion del crecimiento y apoptosis de
células procedentes de carcinoma de linea media (NMC) de la proteina nuclear del testiculo
(NUT). Este agresivo cancer se produce por una traslocacion que da lugar al oncogen BRD4-
NUT el cual se traduce en una proteina lectora que bloquea la diferenciacion epitelial y
mantiene a la célula en constante proliferacion. [11,18]

JQ1 ha demostrado suprimir la transcripcion de Myc, estrategia utilizada en el tratamiento de
leucemia mieloide aguda (AML), ya que al disminuir los niveles de este oncogen cesa la
proliferacion descontrolada y comienza la diferenciacion celular.

Basandose en la estructura de JQ1, se han desarrollado andlogos como OTX015, que es un
inhibidor competitivo de las proteinas BRD2, BRD3 y BRD4 que se encuentra en ensayos
clinicos de fase | y Il contra diversas OH

proliferaciones malignas. Y también I-BET151 HsC.__N. Q ch\f,n_
(GSK525762A), compuesto que reduce la c TNo ) NS °>_N’;,—CH°
expresion de los genes Myc, BCL2 y CDK6 Y Hy6— ‘S> S "
ha demostrado ser eficaz en animales modelo de =N HsCO

leucemia de linaje mixto. TENO010, cuya a

estructura se ha desvelado recientemente, es N
otro compuesto analogo que inhibe BRD4 y se ci
encuentra en ensayos de fase | para el OTX015 aswszs7o2A
tratamiento de NMC y otros tumores solidos. [7]
),r\i
El funcionamiento de BRD4 es vital en el desarrollo de otros muchos
linfomas y mielomas, por tanto, son numerosas las aplicaciones de sus NH;
inhibidores que se encuentran en estudios clinicos. TENO10

Figura 19. Estructura de los inhibidores analogos a JQ1[7,12]
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5.5 Metilacion de histonas

Las enzimas histona metiltransferasas (HMT) estan vinculadas con los procesos de regulacion
genética y afectan al patron de expresion génica. Son capaces de modificar los residuos de lisina
de las histonas al afiadir grupos metilo usando S-adenosilmetionina (SAM) como donador,
dando lugar a diversos grados de metilacion de las mismas. En numerosos tipos de cancer se
puede observar una sobreexpresion de HMT lo que sugiere considerar estas enzimas como
potencial objetivo terapéutico. [6]

O
H 0 H [ "
N N
i ) LY 0Ty
/ Lysine _~ Methylated
| ) ysine
~NH, '?‘H" 1y ~-NH, NH,
NN e N
0 ~>CHa, | ¥ — \l N
£l N o}
Jl s N I NN
O™ S e e e B
NH " o i il I
; NH, e
OH OH OH OH
S-Adenosylmethionine S-Adenosyhomocysteine

Figura 20. Mecanismo de metilacion de una lisina por histonas metiltranferasas utilizando SAM como cofactor

|

5.5.1 Inhibidores de histona metiltransferasas

Los residuos de lisina de las colas de las histonas poseen un grupo amino con carga positiva en

condiciones normales. La metilacién de dichos residuos de lisina no altera su carga positiva y

por lo tanto no suponen un cambio significativo como ocurre en el mecanismo de acetilacion

de histonas.

Aun  asi, existen unos o 5 - L8
lectores”  especificos de H{“ Py H{H \_)J\o 5 E{N\E)LO}-% z{NEJL o

proteinas capaces de

reconocer esta transformacion e — H/ o

y reclutar enzimas adicionales 2/ ol -
cuya actividad puede alterar la ~ NHs HC HsC L, HeC b o
cromatina Yy afectar a la Lysine Monomethyllysine Dimethyllysine Trimethyllysine

transcripcion.

Figura 21. Grados de metilacion de lisinas [7]
En maltiples tipos de cancer se ha encontrado una trimetilacion de la histona H3K27 debida a
la sobreexpresion de EZH2, enzima que actia de forma coordinada con la histona
metiltransferasa MMSET. Los farmacos descubiertos capaces de inhibir dichas enzimas, 3-
deazaneplanocina A 'y BIX 01294 son una nueva promesa para el tratamiento oncologico. [7]

L OJ\Q
N

NJI y HN

k ~N HSCO =N

HO
H,CO N/J\Nﬁ\
K JN%:H3

OH OH
3-Deazaneplanocin A BIX 01294

Figura 22. Farmacos inhibidores de histona metiltransferasas [7]
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5.6 Desmetilacion de lisinas

En el control epigenético de diferenciacion celular y en el desarrollo y mantenimiento del
cancer también pueden estar implicadas otro grupo de enzimas conocidas como desmetilasas
especificas de lisina (LSDs 0 KDMs), proteinas “borradoras” de grupos metilo dependientes
de FAD.

5.6.1 Inhibidores de LSD

LSD1 y LSD2 tienen un dominio amino-oxidasa formado a su vez por dos subdominios, uno
para la union al cofactor FAD y otro para la union al sustrato. Poseen otro dominio, SWIRM,
asociado al factor de cromatina, que participa en interacciones proteina-proteina y que podria
ser el responsable de la capacidad de estas enzimas de reconocer diferentes sustratos. Los
dominios de las LSD comparten homologia de secuencia con las monoaminooxidasas (MAO).
Por tanto, algunos inhibidores de MAO como la tranilcipromina, también inhiben las LSD.

1e" transfer

ENZ§—Cys SHl

Figura 23. Mecanismo de accién de la tranilcipromina [7]
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Figura 24. Estructura de la tranilcipromina y sus derivados[7]
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5.7 TERAPIA COMBINADA

Sabiendo que la oncogénesis puede producirse por la cooperacion de diferentes mecanismos
epigenéticos, es logico pensar en la posibilidad de establecer un tratamiento multiple para
combatir el cancer. Son numerosos los estudios destinados a buscar un aumento de la eficacia
clinica de los medicamentos epigenéticos al asociarlos entre si o incluso, al combinarlos con
otras terapias antitumorales.

Combinacién de medicamentos epigeneticos (iIHDAC + iDNMTS)

Un alto grado de metilacion del DNA esta relacionado con una cromatina compacta y
desacetilada que limita el proceso de transcripcion génica. Ademas, dificulta la
activacion de la expresion de genes que producen los iIHDAC en monoterapia. Al
combinar estos ultimos con iDNMT se ha obtenido una mejor respuesta al inducir la
expresion de los genes (GST) que se encuentran silenciados (hipermetilados), e inhibir
la proliferacion y supervivencia de células cancerigenas. Sin embargo, para este
resultado han sido necesarias dosis elevadas de ambos farmacos, que van acompafadas
de muchos efectos adversos, por tanto, la aplicacién combinada de ambos farmacos aun
necesita ser perfilada. [13,17]

Combinacion de terapia epigenética y quimioterapia

Las investigaciones revelan que los agentes hipometilantes son capaces de revertir la
resistencia a los quimioterapicos. El sinergismo entre los inhibidores de DNMTSs, como
la decitabina, y los agentes antitumorales de platino ha sido demostrado en diversos
ensayos clinicos. En uno de ellos, se administrd decitabina a un grupo de pacientes que
sufrian AML antes de recibir el tratamiento quimioterapico y los resultados fueron
significativamente buenos. [14,19]

Terapia epigenética e inmunoterapia

Quizas sea la combinacion méas prometedora. Investigaciones recientes en diferentes
procesos tumorales revelan que al administrar azacitadina con inmunomoduladores se
produce un aumento en la expresion génica de interferon, lo que se traduce en una
respuesta mas favorable frente al cancer. [14,19]
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Figura 25. Resumen esquematico de las dianas epigenéticas y los farmacos que actdan en cada una de ellas [5]

6 CONCLUSIONES

La terapia epigenética del cancer esta basada en el estudio de los mecanismos moleculares
epigenéticos involucrados en el inicio y progresion tumoral, los cuales han demostrado tener
un gran potencial para ser empleados como blancos terapéuticos, marcadores clinicos o incluso
estrategias de prevencion.

Aln queda un largo camino por recorrer, todavia son pocos los farmacos epigenéticos con
aplicacion antitumoral aprobada. El conocimiento mas profundo de las alteraciones del
epigenoma en cada tipo de cancer, permitira disefiar farmacos mas especificos para cada diana,
gue ademas puedan ser combinados con otras terapias antitumorales. El gran reto es curar el
cancer estableciendo un tratamiento eficaz mas individualizado y con menos efectos tdxicos
colaterales.
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