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RESUMEN

Las marcas epigenéticas son esenciales para el buen desarrollo del organismo, pero estas
también pueden ser generadas por factores externos y dar como resultado fenotipos enfermos.
Para que dichas marcas puedan ser transmitidas de padres a hijos, estas tienen que ocurrir en
los gametos y esquivar las dos olas de reprogramacion epigenética, formando una herencia
epigenética transgeneracional (HET). En mamiferos, la HET cada vez parece mas evidente por
la documentada herencia de fenotipos no explicada por la genética mendeliana. Es por eso que
el objetivo principal de este trabajo es estudiar la existencia de la HET y analizar cuales son sus
posibles mecanismos de formacién. Los tratamientos de reproduccién asistida (TRA), al ser
factores externos, son capaces de generar modificaciones epigenéticas y si estas se mantienen
a través de las generaciones, es factible pensar que los TRA generan HET. Por eso, el objetivo
secundario de este trabajo es estudiar la existencia de la HET como consecuencia de los TRA,
junto con sus posibles mecanismos de formacion. En cuanto a los resultados obtenidos, se ha
observado que la HET existe y que el mantenimiento de la metilacion del ADN es uno de sus
mecanismos de formacion, el cual principalmente se encuentra en retrotransposones como
particulas intracisternales A (IAPs) y promotores de genes. Aparte de eso, las condiciones
suboptimas de cultivo in vitro (CIV) pueden ser posibles candidatas para la formacion de la
HET, debido a que alteran la primera ola de reprogramacion, facilitando que la dimetilacion de
H3K4 y acetilacion de H3K9 no sean borradas en el desarrollo embrionario. Pero, se necesitan
estudios sobre si las condiciones subdptimas de CIV alteran la segunda ola de reprogramacion,

para asi poder determinar con exactitud si generan HET.

Palabras clave: herencia epigenética transgeneracional, reprogramacion epigenética,
mantenimiento de la metilacion del ADN, particulas intracisternales A, promotores de genes,

condiciones subdptimas de cultivo in vitro, dimetilacion de H3K4, acetilacion de H3KO.



ABSTRACT

Epigenetic marks are essential for the optimal development, but these marks can also be
generated by external factors and give as result disease phenotypes. For the transmission of
epigenetic marks from parents to the offspring, it is not only necessary their presence in the
gametes, but also their ability to avoid the two events of epigenetic reprogramming, creating a
transgenerational epigenetic inheritance (TEH). In mammals, TEH seem to be increasingly
more evident for the documented inheritance of phenotypes that Mendelian genetics cannot
explain. That is why the main aim of this review is to study the existence of TEH and to analyse
its possible mechanisms to be produced. Assisted reproduction treatments (ART) can induce
epigenetic modifications as the external factors that they are, and if these modifications remain
through next generations, it is possible to think that ART generate TEH. Therefore, the
secondary aim of this review is to study the existence of TEH as a consequence of ART, along
with its possible mechanisms to be produced. The results indicate that TEH exist and that DNA
methylation maintenance is one of its mechanisms to be generated, which is specially located
in Intracisternal A particle (IAP) retrotransposons and gene promoters. Moreover, the
suboptimal in vitro culture (IVC) conditions can be possible candidates for the production of
TEH considering that they alter the first event of epigenetic reprograming, making it easy for
the H3K4 dimethylation and H3K9 acetylation not to be erased at embryo development.
However, to determine accurately if suboptimal 1VC conditions generates TEH, studies about
these conditions and their alteration of the second event of epigenetic reprogramming are still
needed.

Key words: transgenerational epigenetic inheritance, epigenetic reprogramming, DNA
methylation maintenance, Intracisternal A particle, gene promoters, suboptimal in vitro culture

conditions, H3K4 dimethylation, H3K9 acetylation.



1. INTRODUCCION

1.1 Epigenética

1.1.1 Definicion de la epigenética

La genética clasica mendeliana ha sido por mucho tiempo la base del conocimiento de la
herencia, la reproduccion y la evolucion. Esta teoria se basa en mutaciones en la secuencia del
ADN de un solo gen o de pequefios cllsters de genes que generan fenotipos bioldgicos
particulares, frecuentemente asociados a enfermedades, y que son transmitidos a las siguientes
generaciones. Pero, este modelo de herencia por si solo no alcanza a explicar las modificaciones
fenotipicas que pueden causar los factores externos sin producir alteraciones en la secuencia
del ADN. Es por eso que Conrad Waddington acufi6 por primera vez el término “epigenética”
para describir el proceso mediante el cual un organismo interacciona con el entorno para
producir rasgos fenotipicos observables. Desde entonces, la definicion de epigenética ha sido
modificada y hoy en dia se conoce como todos los cambios que ocurren en el genoma sin estar

asociados a la secuencia del DNAT.

1.1.2 Mecanismos epigenéticos

La epigenética altera la expresion génica sin alterar la secuencia del DNA mediante los
siguientes principales mecanismos: la metilacion del ADN, la modificacién de histonas y las

moléculas de ARN no codificantes?.

1.1.2.1 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es el mecanismo epigenético mas estudiado a dia de hoy. En las células
eucariotas, la metilacion del ADN ocurre cuando una enzima ADN metiltransferasa afiade un
grupo metilo al quinto carbono de las citosinas, especialmente en los dinucleétidos CpG,
conocidos como islas CpG?. Las ADN metiltransferasas (DNMT) reconocen las zonas
hemimetiladas (metilacion de mantenimiento) o secuencias especificas no metiladas
(metilacion de novo) del ADN. Por un lado, la metilacion de mantenimiento ocurre

predominantemente durante la replicacion del ADN en células madre embrionarias y células



somaticas mediante la DNMT1. Por otro lado, la metilacion de novo ocurre principalmente en
células madre embrionarias ya que esta metilacion es la encargada del proceso de diferenciacion
celular, y se lleva a cabo mediante las enzimas DNMT3A, DNMT3B. Aunque, a dia de hoy
existen estudios que sugieren que la DNMT1 también exhibe accidn de metilacion de novo en

ADN no metilado tanto in vivo como in vitro®2.

La metilacion del ADN se relaciona con la inhibicion de la actividad transcripcional, y por
tanto, con el silenciamiento génico a largo plazo por influir en los patrones de modificacion de
histonas y por la interferencia que causa la protuberancia del grupo metilo con los factores de

transcripcion vinculantes2,

1.1.2.2 Modificacion de histonas

Son cuatro las histonas que forman los nucleosomas (H2A, H2B, H3 y H4). Estas histonas
soportan modificaciones post-transcripcionales en los residuos de su extremo N-terminal. Entre
las modificaciones post-transcripcionales mas frecuentes se encuentran la acetilacion,
ubiquitinacion y mono-, di- y trimetilacion de lisinas (Lys; K), la mono- y dimetilacion de
argininas (Arg; R) y la fosforilacion de serinas (Ser; S), entre otros amino&cidos. Las
modificaciones que ocurren en las histonas ejercen una por una o en grupo, formando un c6digo
de histonas, el cual es capaz de establecer cambios en la estructura y organizacion de la
cromatina para obtener eucromatina o heterocromatina. De ese modo, las modificaciones
cambian la unién entre las propias histonas y el ADN, interviniendo en la transcripcidn génica.
Los principales responsables del cambio de conformacion de la cromatina son la metilacion y
la acetilacion. En concreto, la di- y trimetilacion de H3K4 y la acetilacion de K en H3 'y H4 se
asocian a la expresion activa de genes, mientras que la trimetilacion de H3K9, H3K27 y H4K20

y la hipometilacion de H3 y H4 se encuentran asociadas al silenciamiento de la transcripcion?
4

1.1.2.3 ARNs no codificantes

A pesar de ser moléculas de ARN funcionales, los ARNs no codificantes (nCRNAS) no se
traducen a proteinas especificas. De hecho, solo el 2 % del genoma de los mamiferos se traduce
a proteinas. Por lo que si bien la mayoria del ADN se transcribe a ARN (75 %), una gran parte

de este no codifica ninguna proteina, manteniéndose en ncRNA. Dentro del ncRNA, existe una
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diferenciacion entre las moléculas de ncRNA largas (INcRNASs) y las pequefias (SncCRNAS),
entre las cuales se encuentran los microRNAs (miRNAs), los ARN pequefios de interferencia
(siRNAs) y los ARN que se unen a las moléculas PIWI (piRNASs)?. En general, la funcion de
los ncRNAs es la regulacion transcripcional y postranscripcional de la expresion génica,

especialmente asociada al silenciamiento de genes?®.

1.1.3 Reprogramacion epigenética

Para que las explicadas marcas epigenéticas sean transmitidas a las futuras generaciones, estas
han de ocurrir en los gametos. De hecho, solamente las modificaciones epigenéticas que ocurren
en los gametos son capaces de alterar el fenotipo de las proximas generaciones. Por lo que,
sabiendo eso, se puede llegar a pensar que si las mismas modificaciones epigenéticas que se
pueden heredar a través de la mitosis en las células somaticas ocurren en las células germinales,
esas modificaciones se podrian heredar a través de la meiosis a las siguientes generaciones. Sin
embargo, al contrario que en las células somaticas, en las células germinales primordiales (del
inglés primordial germ cells o PGCs) y en el cigoto que se forma de la union de los gametos
ocurre un borrado de todas las marcas epigenéticas en general. De esa forma, se eliminan las
marcas epigenéticas de los progenitores acumuladas en el material genético, para que asi el
cigoto recién formado recupere su caracter pluripotente y se desarrolle de manera adecuada. El
proceso de borrado de las marcas epigenéticas se conoce como “reprogramacion” (del inglés

reprogramming)?.

En mamiferos la reprogramacién ocurre en dos instantes diferentes a lo largo del desarrollo
embrionario (Imagen 1): 1) en el cigoto, la cual empieza tras la fecundacién y finaliza con el
desarrollo embrionario temprano; 2) en las PGCs. La primera reprogramacion se da en el cigoto,
donde el perfil epigenético de los gametos de los progenitores se reemplaza por la informacion
epigenética embrionaria, para asi volver al estado de pluripotencia celular. Por ejemplo, en
ratones esta primera reprogramacion supone el borrado de toda la informacion epigenética,
mediante modificaciones en las histonas y eliminando toda la metilacion del ADN tanto en el
genoma materno como paterno, excepto en los genes improntados. Este proceso es totalmente
necesario para que se dé un correcto desarrollo embrionario, y a medida que la diferenciacion
celular avanza, el perfil epigenético del estado de pluripotencialidad se adapta al de cada célula
especializada. La segunda reprogramacién ocurre en las PGCs, antes de la migracion de estas,

y en este proceso se borra la impronta parental, aparte del resto de marcas epigenéticas. Una
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vez que todas las marcas epigenéticas han sido borradas, se establece el perfil epigenético de
los genes improntados en las células germinales segun el sexo, aparte de las marcas epigenéticas

necesarias para que estas se diferencien en ovocitos o espermatozoides?.

Reprogramacion en el cigoto tras Reprogramacion en las células germinales
fecundacion primordiales

Mantenimiento de la impronta

—— " T 2° Remetilacio
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Imagen 1. Reprogramacion epigenética (Imagen adaptada?).

Dicho esto, las modificaciones epigenéticas que sean capaces de esquivar la reprogramacion

son las que van a ser transmitidas a las siguientes generaciones?.

1.1.4 Influencia de los factores externos

Las modificaciones epigenéticas son necesarias para el correcto desarrollo del organismo, las
cuales en este caso ocurren de forma comun y espontanea. Pero, los factores externos o el
ambiente, incluyendo el estilo de vida, también pueden generar modificaciones epigenéticas,
alterando la expresion de genes y en multiples ocasiones dando lugar a fenotipos enfermos. Por
ejemplo, la dieta, el estrés, la actividad fisica, los cambios climaticos, el consumo de diferentes
toxicos o el tabaco pueden considerarse factores externos porque modifican la estructura de la

cromatina mediante mecanismos epigenéticos, alterando asi la expresion génica?.



Para que las modificaciones epigenéticas causadas por diferentes factores externos se
transmitan de célula a célula, estas simplemente tienen que mantenerse a lo largo de la mitosis.
En cambio, para que se transmitan de una generacion a la siguiente, dichas modificaciones,
como ya se ha explicado previamente, han de ocurrir en los gametos y esquivar los dos instantes

de reprogramacion epigenética, formando asi la herencia epigenética transgeneracional (HET)?.

1.1.5 Herencia epigenética transgeneracional

En mamiferos, se ha documentado la herencia de fenotipos no explicada por la genética
mendeliana, sugiriendo que las marcas epigenéticas tienen el potencial de ser transmitidas de
padres a hijos mediante los gametos, pudiendo llegar a establecer de esa forma la existencia de
la HET. De hecho, cada vez existen méas evidencias de que la secuencia de ADN por si sola no

es suficiente para la trasmision de toda la informacion hereditarial.

Pero, antes de hablar del posible papel de las modificaciones epigenéticas en la herencia de la
informacion no relacionada con la secuencia del ADN, es necesario establecer la diferencia
entre los conceptos de herencia intergeneracional y transgeneracional. El término “herencia
epigenética intergeneracional” hace referencia a 1as modificaciones epigenéticas que surgen por
contacto directo al factor externo en el adulto progenitor (FO) y en la primera generacion de este
(F1), incluyendo también su segunda generacion (F2) si dicho progenitor se trata de una hembra
embarazada. Sin embargo, el término “herencia epigenética transgeneracional” se usa para
describir las modificaciones epigenéticas que son capaces de persistir en las futuras
generaciones del progenitor sin estar en contacto directo con el factor externo que las genera

(Imagen 2)*2.
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Imagen 2. Herencia epigenética a través de las generaciones (Imagen adaptada?).

A dia de hoy existen investigaciones epidemioldgicas que muestran cdmo la exposicion parental
a determinados factores externos puede generar alteraciones que se transmiten de generacion
en generacion, considerando como posible mecanismo para ello las modificaciones
epigenéticas. Por ejemplo, el estudio de la hambruna que tuvo lugar en Holanda tras la segunda
guerra mundial mostr6 que la descendencia de las mujeres que gestaron en esa época sufrio
obesidad, intolerancia a la glucosa y enfermedades cardiacas, entre otras, habiendo crecido en
condiciones normales. Dicho de otra forma, la descendencia de esas mujeres padecié muchos
trastornos metabolicos en la vida adulta, los cuales a dia de hoy se correlacionan con una
alteracion en patrones epigenéticos en genes de la regulacion de la insulina. Por eso, se ha
establecido la idea de que esas madres pudieron haber transmitido a la descendencia patrones
de expresion génica debidos a la hambruna que sufrieron, generando asi una posible HET. Otro
ejemplo es el del estudio que habla sobre la posible herencia de los traumas o el sufrimiento
grabado en el epigenoma de los padres, como el de los supervivientes del Holocausto. Pero,

respecto a este caso todavia existen muchas dudas®2.



1.2 Tratamientos de reproduccion asistida y epigenética

Otro factor externo causante de modificaciones epigenéticas a considerar son los tratamientos
de reproduccién asistida (TRA). De hecho, un gran nimero de experimentos en raton y en varios
animales modelo, junto con estudios epidemioldgicos en humanos, sugieren que la aplicacion
de la tecnologia de la reproduccién asistida puede perturbar la regulacion epigenética de los
genes, dando lugar a fenotipos alterados. La superovulacion de ovocitos con gonadotropinas, la
fecundacién in vitro (FIV), la inyeccion espermatica intracitoplasmatica (ICSI) y los cultivos
in vitro (CIV) de embriones (principalmente hasta el estadio de blastocisto) son técnicas
ampliamente utilizadas por diferentes paises desarrollados para los tratamientos de infertilidad

humana®.

Parece que los nifios nacidos mediante TRA sufren ligeramente un incremento de defectos de
nacimiento y bajo peso al nacer. A parte de eso, estos nifios tienen un riesgo incrementado de
parto prematuro y complicaciones perinatales, y suelen requerir mas frecuentemente cuidados
intensivos neonatales. A pesar de ello, la gran mayoria de nifios nacidos mediante TRA parecen
estar sanos, pero quiza esto se deba a que la falta actual de estudios longitudinales sobre la salud
de los adolescentes o adultos no permite analizar los sutiles efectos epigenéticos de los TRA en
varias enfermedades complejas®. Lo que si que parece mas evidente es que ni la comentada
restriccion del crecimiento intrauterino ni la prematuridad tienen relacion con anomalias en la

impronta, tanto en gestaciones TRA como en gestaciones espontaneas’.

Pero, sin duda el hallazgo mas interesante encontrado en los nifios concebidos por TRA es la
prevalencia incrementada de defectos en la impronta que causan los sindromes Beckwith-
Wiedemann (SBW) y Angelman (SA)®. En cuanto al SBW, algunos autores describen riesgos
incrementados, teniendo en cuenta la frecuencia relativa del sindrome en la poblacién
concebida por TRA y comparandola con su incidencia en la poblacion en general. Este hallazgo
tambien se ve reforzado por el hecho de que estos sindromes sean de muy baja incidencia en la
poblacion y en que la causa en todos los casos descritos concebidos por TRA coincida en ser
anomalias en la impronta, aun siendo la etiologia o causa menos frecuente del sindrome. Debido
a que el patrén de metilacion alelo especifico en los loci regulados por impronta gendémica es
conocido, mediante el estudio de este se ha podido indicar que el CIV de embriones, la

maduracion in vitro de ovocitos o los procesos de estimulacion ovarica pueden interferir en la



impronta gendmica. Aunque un estudio en placentas de la metilacion del DNA de todas las
regiones del genoma reguladas por impronta genémica conocidas hasta la actualidad, sugiere
que las TRA per se no parecen ser suficientes para explicar los incrementos en el riesgo de
anomalias en la impronta en la descendencia dado que los niveles de metilacion fueron los

esperados y se pudo confirmar la correcta expresion monoalélica’.

1.2.1 Tratamientos de reproduccion asistida y herencia epigenética transgeneracional

Tomando los TRA como modificadores del perfil epigenético y si se considera la existencia de
la HET, se puede llegar a pensar que si las modificaciones epigenéticas causadas por los TRA
ocurren en los gametos y esquivan los dos instantes de reprogramacion epigenética, estas seran
transmitidas a las siguientes generaciones. Pero, en este caso también influye la especial
vulnerabilidad de los dos instantes de reprogramacion debido a que tanto los patrones de
remetilacion especificos para cada sexo en las células germinales (Imagen 1), como la

remetilacion durante el desarrollo embrionario temprano ocurren en condiciones in vitro®.

Por un lado, la asincronia existente en la adquisicion de la impronta entre los gametos
masculinos y femeninos tiene grandes implicaciones en los TRA. De hecho, en la linea germinal
femenina la mayoria de la metilacion de los alelos para la impronta especifica de este sexo
ocurre en la segunda metafase meidtica. Aunque la metilacion de varios alelos puede que no se
complete hasta después de la fecundacion, poco antes de la fusién pronuclear. En cuanto a la
linea germinal masculina, en general, el aislamiento y la manipulacion de los espermatozoides
para FIV/ICSI ocurre después de la metilacion alélica especifica de la impronta para este sexo.
Por lo tanto, en el caso de los varones, es factible asumir que los patrones de metilacién
aberrantes observados del esperma en FIV/ICSI sean consecuencia de la infertilidad de estos
hombres y no de las técnicas empleadas en los TRA. En cambio, en el caso de las mujeres, el
CIV de ovocitos, la superovulacion y la FIV/ICSI pueden intervenir en la adecuada adquisicion

de los patrones de la impronta materna durante la ovogénesis®.
Por otro lado, se sabe que cuando la fecundacién y el desarrollo embrionario temprano ocurren

in vitro, aumenta el riesgo de que se produzcan defectos en la remetilacion asociados con el

desarrollo somético anormal®.
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Existen articulos que apoyan experimentalmente la comentada idea de la posible existencia de
HET debido a los TRA. Para ello, por ejemplo Garcia-Dominguez et al. (2020) realizaron un
experimento en el que incluyeron una generacion sin exposicion directa a los TRA y se
centraron en los potenciales efectos transgeneracionales de la exposicion embrionaria al
procedimiento de criopreservacion-transferencia, utilizando el conejo como animal modelo
(Imagen 3). Sus principales resultados mostraron que, en comparacion con los conejos
concebidos naturalmente, la progenie generada tras la exposicion embrionaria a la
criopreservacion y posterior transferencia exhibié una fisiologia hepatica alterada, ademas de
un crecimiento corporal disminuido y un tamafio de 6rganos menor, lo que provocO una
disminucion del peso corporal en la edad adulta. Pero, dichos resultados no solo se observaron
en las generaciones que estuvieron en contacto con el mencionado factor externo, sino también
en la que no tuvo contacto directo con este®. Otro experimento cuyo factor externo fue el medio
de CIV suboptimo muestra resultados similares apoyando, por tanto, la HET generada por los

TRA, pero solo en ratones macho®.
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Imagen 3. Disefio experimental de Garcia-Dominguez et al. (2020) (Imagen adaptada®).

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Cada vez mas estudios estan de acuerdo en que la secuencia de ADN por si sola no es suficiente
para la herencia de fenotipos no explicada por la genética mendeliana y para ello sugieren la
transmision de las marcas epigenéticas a través de las generaciones, proponiendo asi la
existencia de la HET?®. Por eso el objetivo principal de este trabajo es analizar la existencia de

la HET vy sus posibles mecanismos de formacion.

Para ello, la hipotesis que se plantea es la siguiente:

- Existen marcas epigenéticas que son capaces de esquivar la reprogramacion epigenética.
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En este contexto, varias investigaciones sugieren que los TRA pueden alterar la regulacion
epigenética de los genes, generando fenotipos alterados®, y si esa regulacion génica perturbada
se mantiene a traves de las generaciones, es factible pensar que los TRA generan HET. Debido
a eso, el objetivo secundario de este trabajo es estudiar la existencia de la HET como

consecuencia de los TRA, junto con sus posibles mecanismos de formacion.

Para ello, la hipotesis que se plantea es la siguiente:
- Las modificaciones epigenéticas que generan los TRA escapan de la reprogramacion

epigenética.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Existencia de la herencia epigenética transgeneracional

Los primeros pasos hacia el estudio sobre la posible existencia de la HET fueron mediante un
analisis del borrado de la metilacion del ADN en las PGCs de raton. Ese analisis primeramente
se centrd en las regiones diferencialmente metiladas (DMRs) de genes improntados bien
caracterizados, metilados por la impronta materna o paterna. De esa forma, se pudo observar
como la desmetilacion de DMR2 del gen Snrpn ocurria mas gradualmente de lo esperado
durante los 12.5-13.5 dias post coito (dpc). Al examinar la secuencia de dicho DMR mas
detalladamente, los investigadores encontraron que a diferencia de otros DMRSs, este presentaba
elementos repetitivos Linel, es decir, un tipo de retrotransposones. Esa informacion dio pie a
que los autores quisieran analizar minuciosamente el proceso de desmetilacion de otros
elementos repetitivos del genoma. De esa manera, se dieron cuenta de que entre 11.5y 13.5 dpc
mientras que todos los Linel se iban desmetilando, una proporcién considerable de CpGs en
otros retrotransposones como particulas intracisternales A (IAPs) se mantuvo metilada incluso
a dia 13 después del coito. Por lo que, pudieron observar resistencia a la reprogramacion
epigenética en las PGCs por parte de los IAPs. Los mismos investigadores afiadieron gque esa
metilacion prolongada de los 1APs puede ser esencial para la estabilidad cromosémica y para
la prevencion de la activacion de los retrotransposones a fin de reducir el riesgo de mutaciones
en la linea germinal®. De hecho, en relacion a ello, se reportd un alto nivel de la activacion
transcripcional de los IAPs en el gen Dnmtl en embriones de ratones mutantes, en los cuales

los IAPs estaban desmetilados™.
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A pesar de que dicho descubrimiento contrasta con un estudio previo al mismo que sugiere que
los IAPs estan casi completamente desmetilados a dia 13 después del coito!?, sequramente por
la utilizacion de técnicas de bisulfito poco sensibles para el anélisis de la metilacion del ADN,
un afio después Lane et al. (2003) llegaron a la misma conclusion que Hajkova et al. (2002).
Aun asi, estos investigadores sugirieron la existencia de una posible resistencia parcial a la
reprogramacion epigenética de los 1APs. Es decir, plantearon la posibilidad de que existan
ciertos 1APs gue no se desmetilen, mientras que haya otros que si. Esto explicaria los efectos
observables en varios genes cuya expresion esta influenciada por inserciones de 1APSs cercanos,
como ocurre con el gen agouti en ratones. En este caso, cuando un IAP se desmetila, este se
inserta dentro del gen agouti y eso conlleva a la expresion del alelo agouti amarillo (A*Y),
conocido como alelo mutante. En cambio, cuando el IAP permanece metilado, no ocurre

ninguna insercion y, por tanto, no se genera el fenotipo mutante®®,

Aparte de los I1APs, también se reportaron otras posibles regiones repetitivas del genoma que
igualmente podian formar parte de la HET. Estas regiones fueron los transposones tempranos
(Etn)** y un subconjunto de retrotransposones de la familia LTR-ERV1%.

Estudios mas recientes llegan a la misma conclusion respecto al mantenimiento de la metilacion
de los IAPs tras la reprogramacion epigenética’>®. Aunque, a dia de hoy ha sido posible
especificar mas y por tanto saber que en humanos los principales retrotransposones que se

mantienen metilados son los SINE-VNTR-alu (SVA)Y, no los IAPs como en ratones®-13-14-15-
16

Por Gltimo en cuanto a los elementos repetitivos del genoma con posible influencia en la HET,
estos también pueden encontrarse en las regiones subteloméricas®® y en los satélites
pericentroméricos'’, pero no, en cambio, en los satélites centroméricos, donde ocurre la
desmetilacion tras la fecundacion'®. La retencion de la metilacion en las regiones
subteloméricas y en los satélites pericentroméricos puede mantener la estabilidad cromosomica,

aparte de asegurar una correcta alineacion y segregacion durante la mitosis®.

Actualmente, sumadas a las mencionadas regiones repetitivas del genoma, se conocen regiones
de secuencia unica correspondientes a regiones promotoras de genes, regiones intragénicas y
regiones activadoras o enhancers que escapan de la reprogramacion epigenética®. En cuanto a

las regiones promotoras de genes, Seisenberger et al. (2012) identificaron que estas
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permanecieron metiladas en las PGCs femeninas y masculinas a dia 13.5 después del coito.
Ademas, descubrieron que su resistencia a la desmetilacion ocurre en funcion de su distancia
respecto a los IAPs!®. Esto concuerda con lo que estudios anteriores reportaron al respecto® y
sugiere que el contexto gendmico o el entorno de la cromatina de los IAPs puede conferir
resistencia a la desmetilacion en elementos vecinos. Alternativamente, como se ha comentado
previamente, la prevencion de la desmetilacion de los IAPs, incluyendo sus secuencias
circundantes, puede ser un mecanismo protector del genoma para evitar la activacion de estos
elementos potencialmente mutagénicos en la linea germinal®. Haciendo un analisis molecular,
esa prevencion de la desmetilacion de los IAPs se cree que en PGCs humanas ocurre mediante
el reclutamiento de la enzima DNMT1 por el complejo correpresor proteico KRAB-ZFP. Del
mismo modo, se ha propuesto la via de los piRNAs como mecanismo paralelo para ello. Estos
dos mecanismos moleculares también servirian para la prevencion de la desmetilacion de las

regiones de secuencia tnica del genoma?.

Un estudio en el que se utiliz6 un factor externo como causante de modificaciones epigenéticas
reforzé la comentada existencia de promotores de genes que escapan de la reprogramacion
epigenética. En dicho estudio se analizaron las alteraciones en la metilacion de promotores a lo
largo de todo el genoma en el esperma de ratas de generacion F3, cuya generacion FO hembra
fue expuesta a vinclozolin, un disruptor endocrino androgénico, mientras gestaba la generacion
F1 vy se estaba determinando el sexo gonadal de esta Ultima. Esa investigacién demostré que el
vinclozolin causé una metilacién diferencial en los promotores de varios genes, la cual se
mantuvo en la generacion F3 sin que esta generacion estuviera en contacto con el vinclozolin®®.
Poco después, otro trabajo volvié a reforzar la misma idea habiendo seguido el mismo
procedimiento experimental, pero con disruptores endocrinos derivados de plasticos®®. Debido
a eso, ambos estudios también pudieron confirmar que un agente ambiental tiene la habilidad
de inducir cambios epigenéticos transgeneracionales en el genoma del esperma y alterar, de esa
forma, el fenotipo'®!®. Dicho fenotipo generado en las ratas de los dos experimentos fue
enfermo y, curiosamente, tanto la fertilidad como la reproduccién de los murinos se vieron

perjudicadas®®.

Normalmente, los factores externos suelen generar fenotipos perjudiciales para los individuos
gue estan en contacto con ellos. Esto se debe a que algunas de las regiones que escapan de la
reprogramacion epigenética se asocian a genes que se expresan en el cerebro y que participan

en la diferenciacion neuronal, mientras que otras regiones se relacionan con genes expresados
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en todo el organismo, como en el caso del gen regulador circadiano caseina quinasa 1 delta
(CSNK1D)%.

A pesar de que todas las regiones comentadas se relacionan con la metilacion del ADN (Tabla
1), actualmente se cree que dicho mecanismo epigenético es menos probable que sea el principal

para formar la herencia epigenética inducida por factores ambientales®.

Tabla 1. Regiones del genoma metiladas que escapan de la reprogramacion epigenética.

Referencia Tipo de estudio Region metilada

Hajkova et al. (2002) Serie de casos ]

Lane et al. (2003) Serie de casos

Kim ef al. (2004) Serie de casos IAPs

Guilbert er al. (2012) Serie de casos )

Seisenberger ef al. (2012) Serie de casos Ug'

Kim et al. (2004) Serie de casos Elementos Etn - %

Guilbert er al. (2012) Serie de casos Retrotransposones de la ?:,
familia LTR-ERV1 3

Tang et al. (2015) Serie de casos Elementos SVA -

Guilbert er al. (2012) Serie de casos Regiones subteloméricas

Tang et al. (20153) Serie de casos Satélites pericentroméricos

Guerrero-Bosagna er al. (2010) | Ensayo clinico

Guilbert ef al. (2012) Serie de casos E
Seisenberger er al. (2012) Serie de casos Promotores de genes §
Manikkam ef al. (2013) Ensavo clinico a
Tang et al. (2016) Revision sistematica o é
Tang et al. (2016) Revision sistematica Regiones intragénicas g_
Tang et al. (2016) Revision sistematica Regiones activadoras o ;.

enhancers 8

De manera interesante, Guerrero-Bosagna et al. (2010) también sugirieron la posibilidad de que
las modificaciones epigenéticas involucren alteraciones genéticas secundarias, las cuales
igualmente contribuirian en el fenotipo alterado por un factor externo?®. Estudios posteriores

han reportado conclusiones similares al respecto®°.
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3.2 Existencia de la herencia epigenética transgeneracional generada por

tratamientos de reproduccion asistida

Al igual que el explicado alelo agouti amarillo 0 A%, el Axin1™ es un alelo epigenéticamente
heredado formado por la insercion de un IAP en el gen Axinl de ratones. Un estudio determind
que en blastocistos la expresion de Axin1™ depende de la dimetilacion de H3K4 y de la
acetilacion de H3K9 de dicho alelo. Ese mismo estudio también reporté que las condiciones
subdptimas de CIV en cigotos son capaces de alterar la reprogramacion epigenética que ocurre
tras la fecundacion, favoreciendo de esa forma la expresion fenotipica de Axin1™. Por lo que
ante condiciones suboptimas de CIV, tanto la dimetilacion de H3K4 como la acetilacion de

H3K9 en el alelo pueden escapar de la primera ola de reprogramacion epigenética?..

Otro trabajo posterior refuerza el comentado descubrimiento sobre que las condiciones
suboptimas de CIV alteran el primer instante de reprogramacion epigenética. Eso se debe a que
encontraron que ese factor externo alter6 la expresion de genes modificadores de la
reprogramacion epigenética, concretamente de Kapl, Sox2, Hdacl, Dnmtl y Dnmt3a. Por lo
tanto, se puede pensar que las condiciones subdptimas de CIV facilitan la formacion de HET

ya que ante ellas la primera ola de reprogramacion epigenética se altera®.

La relevancia clinica de estos hallazgos reside en la importancia de mantener unas condiciones
Optimas de CIV desde el estado de cigoto al de blastocisto para evitar la posible aparicion de

fenotipos enfermos en embriones.

4. CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra que la HET existe y que el mantenimiento de la metilacién del ADN es
uno de sus mecanismos de formacion. Concretamente, ese mantenimiento de la metilacion se
observa tanto en regiones repetitivas como en regiones de secuencia Unica del genoma, siendo
los IAPs y las secuencias promotoras de genes los mas comunes para su encuentro,
respectivamente. Aparte de eso, las condiciones suboptimas de CIV, las cuales forman parte de
los TRA, pueden ser posibles candidatas para generar HET. Eso se debe a que alteran la primera
ola de reprogramacion epigenética y, de esa forma, principalmente ciertas modificaciones de

histonas, como la dimetilacion de H3K4 y la acetilacion de H3K9, no se borran en el desarrollo
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embrionario. Pero, para determinar con exactitud si las condiciones subdptimas de CIV generan
HET, se necesitan estudios sobre si estas alteran también el segundo instante de reprogramacion
epigenética y, de esa forma, las mencionadas modificaciones de histonas permanecen en las

PGCs para ser transferidas a las futuras generaciones.
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