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Resumen

La diabetes es actualmente una de las enfermedades mas frecuentes y su incidencia estd aumentando a una velocidad increible.
Constituye una de las principales causas de muerte en el mundo. A pesar de que actualmente se cuenta con mejores métodos
de diagnéstico y tratamiento que ayudan a mejorar la esperanza de vida del paciente con diabetes; el 50% de todos los casos
permanecen sin diagnosticar; es decir, hay un paciente diabético no diagnosticado por cada uno diagnosticado. Hay muchos
tratamientos para la diabetes, entre los que se encuentran los inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4). La dipeptidil
peptidasa-4 tiene una amplia distribucién en el cuerpo humano y ejerce efectos pleiotrépicos a través de su actividad peptidasa.
El péptido diana mds representativo es el péptido similar al glucagén 1 y sus resultados de inhibicidn se reflejan en intolerancia
a la glucosa, diabetes mellitus y esteatosis hepatica. Estudios recientes han identificado una serie de factores genéticos que
explican en parte la variabilidad interindividual de la susceptibilidad a la diabetes. La epigenética se puede definir como el
proceso de cambiar la funcién de un gen (probablemente transferible) sin ningiin cambio en la secuencia de nucleétidos. Los
efectos epigenéticos pueden ser alterados por el entorno y convertirse en mecanismos patégenos potencialmente importantes
en enfermedades complejas y multifactoriales como la diabetes de tipo 2. Los mecanismos epigenéticos estan estrechamente
relacionados. Todos ellos trabajan en diferentes niveles de la organizacion genética que proporciona modificaciones totalmente
pertinentes de la estructura de la cromatina. Una cromatina estrecha es menos accesible para la transcripcion, por lo tanto, el ob-
jetivo gen se silencia y el producto no esté codificado porque cuando un gen se «apaga», es metilado, o se suprime su informacién
genética, no serd transcrito. Este proceso es reversible, de modo que un gen que se «apaga» puede ser reactivado. La metilacién
del ADN es la principal modificacién epigenética del genoma humano y regula aspectos claves de sus caracteristicas. Se trata
de un mecanismo de silenciamiento de genes con papel evidente en la supresion transcripcional. El nucleosoma es la unidad
basica de la cromatina y las histonas son parte del niicleo de esta unidad funcional. Las histonas son objeto de modificaciones
quimicas en ambos de sus dominios: el globular y las colas N-terminales. Los efectos de estas modificaciones transforman la
naturaleza del nucleosoma, por lo que «se abre» o «apaga» la cromatina a fin de que la transcripcion se dé a lugar. La aceti-
lacion es una de las mejores modificaciones de las histonas estudiadas y es catalizada por la «histona acetiltransferasa». Otro
mecanismo bien conocido es la metilacion de las histonas, que es catalizada por enzimas llamadas «histonas metiltransferasas».
Uno de los avances mds importantes en la biologia ha sido el descubrimiento de moléculas de ARN que regulan la expresién
génica. Estas se llaman «ARN cortos de interferencia» o «silenciamiento de ARN», y son pequefias moléculas de ARN que
desencadenan el proceso de silenciar por la interferencia. La DPP-4 es una peptidasa de 110 kDa asociada a la membrana de
las células, fibroblastos y linfocitos epiteliales y endoteliales. Ademads de la funcién inmunolégica, la DPP-4 se asocia con la
sensibilidad a los agentes anticdncer en neoplasias malignas hematoldgicas. Los cambios epigenéticos asociados con la diabetes
tipo 2 siguen siendo poco conocidos. Sin embargo, la epigenética juega un papel importante en el aumento de la incidencia de
la diabetes tipo 2. En los afios por venir serd un gran desafio dar a conocer la intromisién de las modificaciones de las histonas
y la metilacién del ADN en la patogénesis de esta enfermedad.
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Abstract

Diabetes is currently one of the most frequent diseases and its incidence is rising at amazing speed. It constitutes one of the main
causes of death worldwide. The uprising incidence rate is due partly because of better diagnostic methods and more effective treatment,
all of which has enhanced the diabetic patient life expectancy. Nevertheless, 50% of all cases remain undiagnosed, which translates
into one undiagnosed diabetic patient for every diagnosed one. There are many treatments for Diabetes, amongst which there are
the dipeptidyl peptidase-4 inhibitors. DPP-4 has a wide distribution on the human body and exerts pleiotrophyc effects through its
peptidase activity. The most representative target peptide is the glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and its inhibition re sults in glucose
intolerance, diabetes mellitus and hepatic steatosis. Recent studies have identified a series of genetic factors that explain in part the
interindividual variability of susceptibility to diabetes. Epigenetics can be defined as the process of changing the function of a gene
(probably transferable) without any change on the nucleotide sequence. The epigenetics effects can be altered by the environment,
turning them into potentially important pathogenic mechanisms in complex and multifactorial diseases such as type 2 diabetes. The
epigenetic mechanisms are closely related. They all work at different levels of the genetic organization providing altogether relevant
modifications of the chromatin structure. A narrow chromatin is less accessible to transcription, hence the target gen is silenced
and the product is not codified, because when a gene is «shut down», methylated, or suppressed, its genetic information will not
be transcribed. This process is reversible, so that a «shut down» gene can be reactivated. DNA methylation is the main epigenetic
modification of human genoma and it regulates key aspects of its features. It is a gene silencing mechanism with an evident role in
transcriptional suppression. The nucleosome is the basic unit of the chromatin and the histones are part of the core of this functional
unit. Histones are subject of chemical modifications on both its domains: the globular and the N-terminal tails. The effects of these
modifications transform the nature of the nucleosome so it «opens» or «shuts down» the chromatin in order for the transcription to
take place. Acetylation is one of the best studied histone modifications and it is catalyzed by «histone acetyltransferases». Another
well-known mechanism is histone methylation which is catalyzed by enzymes called «histone methyltransferases». One of the most
important breakthroughs in latest biology has been the discovery of RNA molecules that regulate gene expression. These are called
«short interfering RNA» or «silencing RNA», and are small RNA molecules that unchain the process of silencing by interference.
DPP-4 is a 110 kDa peptidase associated to the membrane of epithelial and endothelial cells, fibroblasts and lymphocytes. Besides
the immunologic role, DPP-4 is associated with the sensitivity to anti-cancer agents on hematologic malignancies. The epigenetic
changes associated with type 2 diabetes remain poorly known. However, epigenetics plays an important role in the rising of the
incidence of type 2 diabetes and in the years to come it will be a great challenge to unveil the meddling of histones modifications and
DNA methylation in the pathogenesis of this disease.
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Introduccidén

La diabetes mellitus (DM) es actualmente una de
las enfermedades mas frecuentes, y su incidencia
estd aumentando a una velocidad impresionante.
Constituye una de las principales causas de mor-
bimortalidad del mundo.' Este aumento de la tasa
puede explicarse, en parte, por la mejora en los
métodos diagnodsticos y por un tratamiento mas
efectivo de la enfermedad, lo que ha aumentado
la esperanza de vida del diabético!

De acuerdo a la Federacidon Internacional de
Diabetes, la prevalencia de la diabetes mellitus se
estimod en 35 millones de diabéticos en las Américas
en el ano 2000; de ellos, 19 millones (54%) residian
en América Latina y el Caribe.2 En el mundo occi-
dental se estima una prevalencia que oscila entre 2
y 6% de la poblacidn, segun los diferentes estudios,
con el agravante de que mas del 50% de los casos
permanecen sin diagnosticar; es decir, por cada per-
sona con diabetes conocida existe una desconocida!

Existen multiples tratamientos para la diabetes
mellitus; entre ellos se encuentra la familia de los

inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4).
Es una familia de peptidasas asociadas a la mem-
brana, también conocidas como CD26. La DPP-4
tiene amplia distribucion en érganos de todo el
cuerpo y ejerce efectos pleiotropicos a través
de su actividad peptidasa.® El péptido diana re-
presentativo es el péptido similar al glucagdn-1
(GLP-1), vy la inactivacion del péptido similar al
glucagdn-1resulta en el desarrollo de intolerancia
ala glucosa, diabetes mellitus y esteatosis hepati-
ca. Ademas de su actividad peptidasa, la DPP-4 es
conocida por estar asociada con la estimulacion
inmune, la unidn y la degradacion de la matriz
extracelular, la resistencia a los agentes contra el
cancer y la acumulacién de lipidos.®

Aunque la obesidad, la reduccion de la actividad
fisica y el envejecimiento aumentan la suscepti-
bilidad a la diabetes tipo 2, muchas personas ex-
puestas a estos factores de riesgo no desarrollan
la enfermedad. Recientes estudios de asociacién
han identificado una serie de factores genéticos
gue explican parte de la variacion interindividual
en la susceptibilidad a la diabetes.*®> También hay
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un creciente cuerpo de literatura que sugiere un
papel para los factores epigenéticos en la compleja
interaccion entre los genes y el medio ambiente.®

Podriamos definir la epigenética como el proce-
so de cambiar la funcidon de un gen (posiblemente
transmisible) sin un cambio en la secuencia de nu-
cledtidos,® aunque hay una definicion uniforme de
la epigenética, descrita como cambios heredables
en la funcién de los genes que se producen sin un
cambio en la secuencia de nucledtidos.” Las mo-
dificaciones epigenéticas pueden ser transmitidas
de una generacion celular a la siguiente (herencia
mitdtica) y entre las generaciones de una especie
(herencia meidtica). En las plantas, se establece
bien que las modificaciones epigenéticas pueden
ser heredadas de una generacién a la siguiente.®
Sin embargo, sélo hay informacion limitada acerca
de la herencia de rasgos epigenética entre gene-
raciones en animales.?™® En particular, los efectos
epigenéticos también pueden verse afectados por
el medio ambiente, haciéndolos mecanismos pa-
tégenos potencialmente importantes en enferme-
dades multifactoriales complejas como la diabetes
tipo 2 (Figura 1). Los factores epigenéticos incluyen
metilaciones ADN, modificaciones de las histonas
y micro-ARN, y pueden ayudar a explicar como las
células con ADN idéntico pueden diferenciarse en
diferentes tipos de células con diferentes fenotipos.
Esta perspectiva se centrard en el papel de la me-
tilacion de ADN y la modificaciéon de las histonas
en la patogénesis de la diabetes tipo 2.5

Entendiendo la epigenética

La epigenética se refiere al estudio de cambios
hereditarios, mitdéticos y/o meidticos, de la funcidn
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Figura 1. Modelo para proponer un papel de los mecanismos epi-
genéticos en la patogénesis de la diabetes tipo 2.
Modificado de Ling C, Groop L.°

de los genes, que no pueden ser explicados por
cambios en la secuencia del ADN."

Mecanismos moleculares: recordando el con-
cepto de histonas, éstas son moléculas cargadas
positivamente, lo que facilita la atraccién con el
ADN, que tiene carga negativa. Las histonas pue-
den ser modificadas por diferentes aminoacidos,
afadiendo o eliminando pequefos grupos qui-
micos, como acetilos, metilos, fosfatos o anexos
proteicos mayores como ubiquitina. La cola de
cada una de las histonas también puede ser blanco
de diversos tipos de modificaciones covalentes
por diferentes enzimas: metiltransferasas, des-
metilasas, acetilasas y desacetilasas: fosforilasas
y fosfatasas, etcétera. Dentro de las histonas, las
lisinas tienen carga positiva y el ADN cargado
negativamente es atraido. Cuando se afiade un
grupo acetilo a las lisinas, se modifica la carga
positiva de la lisina se provoca que la regidon de la
cola de la histona se una débilmente al ADN, y lo
deja libre para que se pueda transcribir*”?

Los mecanismos epigenéticos estan intimamen-
te interrelacionados; todos ellos trabajan a niveles
distintos de la organizacion genética, pero todos
dan como resultado un conjunto modificaciones
relevantes de la estructura cromatinica. Asi pues,
la modificacion de una histona puede llevar a la
metilacion del ADN; ésta, a su vez, contribuye a
mayor compactamiento del ADN sobre las histo-
nasy se crea asi una cromatina mas cerrada. Esta
region serd menos accesible a la maquinaria de
transcripcion, por lo que el gen que regulan se
silencia y no se codifica su producto.™®

A manera ilustrativa, comparamos los sistemas
epigenéticos a un sencillo sistema de «encendi-
do/apagado». Cuando el gen estd «apagado»,
metilado, reprimido, no se transcribird su infor-
macion genética. Es interesante considerar que
este proceso puede ser reversible, por lo que un
gen gue se encuentra apagado puede activarse
nuevamente."3

Metilaciéon del ADN

La metilacion del ADN es la principal modifica-
cion epigenética del genoma y regula aspectos
fundamentales de su funcidén. Es un mecanismo
de silenciamiento génico con un evidente papel
en la represion transcripcional. La metilacién
del ADN no ocurre en cualquier sitio, sino que
existen dianas especificas del genoma donde se
cataliza esta reaccion. En los seres humanos el
ADN se metila Unicamente en las citosinas, y mas
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especificamente, en citosinas que estén unidas a
guaninas a través de un enlace fosfato, es decir, en
dinucledtidos «citosina-fosfato-guanina» o CpG.
La adicion del grupo metilo a la citosina da lugar
al nucledtido 5-metil-citosina (5mC), reaccion que
es catalizada por un grupo de enzimas conocidas
como ADN metiltransferasas (DNMTs).41

La mayor parte del genoma no contiene el di-
nucledtido CpG; éste se concentra en las denomi-
nadas «islas CpG», situadas en las regiones regu-
ladoras de los genes, posicionadas en el extremo
5 de muchos genes. La reaccion de metilacion
del ADN es catalizada por las ADN metiltransfe-
rasas e involucra la transferencia del grupo metilo
de la S-adenosil-L-metionina al carbono 5 de la
citosina. En las células de los mamiferos se han
identificado tres enzimas diferentes que llevan a
cabo esta reaccion: las ADN metiltransferasas de
«mantenimiento» (DNMT1) y las metilasas «de
novo» (DNMT3A Y DNMT3B).6"7

Modificacién postraduccional de histonas

El nucleosoma es la unidad fundamental de la
cromatina. Las histonas que forman la médula de
esta unidad funcional son pequefas y altamente
basicas. Estdn compuestas por un dominio glo-
bular y un dominio N-terminal, flexible y poco
estructurado, conocido como «cola de histonas»,
que protruyen fuera del nucleosoma. Ambos do-
minios son dianas para modificaciones quimicas.”

El efecto de estas modificaciones altera la na-
turaleza del nucleosoma de tal forma que «abre»
o «cierra» a la cromatina para realizar la trans-
cripcion. Diferentes combinaciones especificas de
modificaciones covalentes y no covalentes de las
histonas pueden leerse como un coédigo, lo cual se
conoce como hipotesis del «cddigo de histonas».
Estas modificaciones son reguladas por grupos
de diferentes enzimas que pueden afadir grupos
quimicos a las histonas (marcadores o writters) o
remover grupos quimicos (borradores o erasers).
Se han encontrado al menos ocho tipos de modi-
ficaciones postraduccionales en las histonas. Las
«colas» de las histonas pueden sufrir acetilacion,
metilacién, fosforilacion, poliADP-ribosilacion,
ubiquitinacion y glicosilacion.?®

Las modificaciones de las histonas funcionan
mediante dos mecanismos basicos:

1. Fisicamente, interfieren en los contactos entre
nucleosomas, por ejemplo, para «abrir» la cro-
matina en el caso de acetilacion.”®

2. Interaccionan directamente con la maquinaria
transcripcional y dan lugar a efectos traductores.?

Una de las modificaciones de histonas mejor
estudiadas es la acetilacion. Esta reaccion es cata-
lizada por «histonas acetiltransferasas» (HAT). La
acetilacion de histonas ocurre principalmente en los
residuos de lisina de las histonas H3 y H4 y tiene ba-
sicamente dos consecuencias bioldgicas: alteracion
de la unioén «histona-ADN», ya que la lisina pierde
una carga positiva en el proceso, y alteraciones en
los codigos de acoplamiento de los factores de
transcripcion que interactuan con la cromatina. Asi,
la acetilacion tiene un efecto activador de la trans-
cripcion; los nucleosomas se empaqguetan menos
eficientemente, lo que permite que el ADN sea mas
accesible a proteinas reguladoras.?!

Otro mecanismo bien conocido es la metilacion
de histonas. Se vincula tanto a activaciéon como a
represion transcripcional. Las «colas» de las histo-
nas pueden ser metiladas en multiples residuos de
arginina y lisina. La metilacion es catalizada por
una familia de enzimas conocidas como «histonas
metiltransferasas» (HMTs).”®

ARN no codificante

Uno de los avances mas importantes en la biologia
de las ultimas décadas ha sido el descubrimiento
de moléculas de ARN que regulan la expresion
de genes. El silenciamiento por ARN es un me-
canismo altamente conservado en la naturaleza
en el que moléculas de ARN de doble cadena
regulan la expresion de genes. Se han descrito
varias clases de moléculas pequefas de ARN que
desencadenan el proceso de silenciamiento por
interferencia. Las mas ampliamente estudiadas
son los ARN interferentes pequefos (siARN) y los
micro-ARN (miARN).”

Los micro-ARN son pequefios ARN (18-25 nu-
cledtidos) endogenos, no codificadores de protei-
nas, que impiden la expresion de un determinado
gen. Esto lo logran bloqueando la traduccion
(mecanismo antisentido) o mediando la degra-
dacion de ARN mensajeros especificos (agquellos
poseedores de una secuencia complementaria
al micro-ARN). Fisioldogicamente, los micro-ARN
ejercen varias funciones. Desde el punto de vista
epigenético, no solo tienen la capacidad de regular
la expresion génica por los mecanismos expuestos
anteriormente, sino que también pueden remodelar
la cromatina al modificar el patréon de metilacion de
una secuencia especifica, viéndose particularmente
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involucrados en la formacién de heterocromatina.
También se han visto implicados en la correccion
selectiva de errores en la metilacion del ADN, lo que
protegeria al organismo contra una eventual pér-
dida transgeneracional del patrén de metilacion.”

Distribucion de la DPP-4

La DPP-4 es una peptidasa asociada a la mem-
brana de 110 kDa que se identificd originalmente
en 1966 como un dipéptido naftilamidasa que
hidroliza glicil-prolil-beta-naftilamida.’®* DPP-4,
también conocida como CD26,9?° se expresa en
las superficies apicales de las células epiteliales,
acinares y en células endoteliales, fibroblastos
y linfocitos.?*?> DPP-4 también existe como una
forma circulante soluble en el plasma.?

En el higado humano sano, la intensa tincién
para la DPP-4 se ve en las zonas hepaticas aci-
nares 2y 3, pero no en la zona 1. Esta heteroge-
neidad lobular similar también se observa en la
expresion del citocromo P450, gamma-glutamil
transpeptidasa (GGT), y la glutamina sintetasa.?*?°
Esta distribucion lobular heterogénea sugiere que
la DPP-4 puede estar involucrada en la regulacion
del metabolismo hepatico (Figura 2).

Ademas de su papel inmunoldgico,® la DPP-4
se asocia con la sensibilidad de agentes contra el
cancer en neoplasias malignas hematoldgicas.® La
DPP-4 produce resistencia a los agentes contra el
cancer y el potencial maligno de las células T en
el linfoma, vinculado a los altos niveles de topoi-
somerasa Il a.?>?® El tratamiento con anticuerpo

Peptidasa

anti-DPP-4 monoclonal provoca la desfosfori-
lacion tanto de la protein-kinasa activada por
mitdégenos (MAPK) como de la integrina p1 en el
linforna de células T, lo que aumenta la sensibilidad
alos agentes contra el cadncer y la supervivencia.?®
Similares efectos beneficiosos del anticuerpo
monoclonal anti-DPP-4 se han reportado en el
carcinoma de células renales®® y tumores malignos
de mesotelioma.”

Conclusiones

El uso de las tecnologias en el estudio de la ex-
presion génica de todo el genoma y la variacion
genética en los pacientes con diabetes tipo 2 se ha
incrementado rapidamente en los ultimos afios, ge-
nerando largas listas de los nuevos genes candidatos
para diabetes tipo 2. Sin embargo, el uso de técnicas
globales para estudiar modificaciones epigenéticas
en estos mismos pacientes ha sido limitado. Los
cambios epigenéticos asociados con la diabetes
tipo 2 son, por lo tanto, aun poco conocidos. Sin
embargo, la epigenética puede jugar un papel
importante en el crecimiento de la incidencia en la
diabetes tipo 2; en los proximos afos, serd un gran
reto diseccionar el papel de las modificaciones de
las histonas y metilacion del ADN en la patogénesis
de la enfermedad y sus complicaciones.

Dos importantes preguntas son si los cambios
epigenéticos inducidos por el estilo de vida se-
dentario de hoy pueden ser heredados por las
siguientes generaciones y si estos cambios son
reversibles.
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Actualmente, varios farmacos epigenéticos estan
siendo probados en los ensayos clinicos o ya se es-
tan utilizando (por ejemplo, contra el cancer o como
antiepilépticos), y puede ser posible probar medica-
mentos de esta clase como nuevos farmacos para
el tratamiento de la diabetes y sus complicaciones.
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