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Resumen: Los procesos epigenéticos producen cambios covalentes en la cadena de ADN sin alteracion en la secuencia de bases
nitrogenadas. Una de las modificaciones epigenéticas mas relevantes es el proceso de metilacion de citosina. Este proceso es
de vitalimportancia para mantener el silenciamiento génico en el desarrollo normal, la impronta genémica y la inactivacion del
cromosoma X. Asi, por ejemplo, cuando se producen alteraciones en la impronta, estos pueden desencadenar enfermedades,
especialmente aquellas relacionadas con defectos en el desarrollo embrionario y el proceso neoplasico. En los dltimos afios se
ha visto que mediante el uso de técnicas de reproduccién asistida (TRAs), se pueden ver aumentados los desérdenes de este
tipo, motivacién suficiente por la que creemos que resulta de interés un mayor conocimiento de las modificaciones epigenéticas

y su relacién con numerosas enfermedades y disfunciones tras el uso de TRAs, con notables consecuencias sobre el manejo,
tratamiento y prevencién en el futuro de enfermedades en recién nacidos. En este trabajo, se describen los mecanismos de las
modificaciones epigenéticas, mas concretamente la metilacién de citosina, lasimplicaciones que tiene dicha metilacion de ADN
sobre disfunciones y desarrollo de enfermedades en recién nacidos, los factores implicados en TRAs causantes y/o transmisién
de la metilacién de ADN y, finalmente, las metodologias analiticas para la determinacion del grado de metilacién en ADN.
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Abstract: Epigenetic events lead to covalent modifications at the DNA chain without mutagenic alterations in the DNA
sequence. One of the most relevant epigenetic modifications corresponds to the methylation process of cytosine. The above
process is of outstanding importance to keep the gene silencing of normal development, genomicimprinting and inactivation of
chromosome X. Thus, for instance, when the genomic imprinting suffers alterations, it can trigger the appearance of diseases,
mainly those related to defects during the embrionary development or in neoplasic processes. Over the last few years, it has
been observed that via the use of assisted reproductive techniques (ARTs) a number of the above disorders and dysfunctions can
be proliferated, reason enough for which we strongly demand a more profound knowledge about the epigenetic modifications
and their relationships with a wide number of diseases and dysfunctions after ARTs, with notable consequences in the
management, treatment and prevention of diseases in newborn babies In this work, the authors describe the mechanisms
involved in epigenetic modifications -more particularly cytosine methylation-, the implications of cytosine methylation at DNA
upon dysfunctions and development of diseases in newborn babies, causal factors implicated in ARTs and/or transmission of
DNA methylation and, finally, the analytical methodologies used for the determination of methylation grade in DNA.
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INTRODUCCION

Entre un 10 y un 15% de la poblacién
de la sociedad moderna padece
problemas de esterilidad/infertilidad,
por lo que cada vez son mas utilizadas
las técnicas de reproduccion asistida
(TRA), y el nimero de nifios nacidos
gracias a ellas ha aumentado. Son
muchos los estudios que aseguran
que, tras el empleo de estas técnicas,
existe un incremento del riesgo de
crecimiento intrauterino restringido,
parto pretérmino (Oakes CC et al.,
2007), muerte fetal intrauterina
(Ziller MJ et al., 2011), alteraciones

de los cromosomas sexuales (Li JY et
al., 2004), cardiopatias (Hata K et
al., 2002), sindrome de Beckwith-
Wiedemann (Davis TL et al., 2000) y
sindrome de Angelman (Ludwig M et
al., 2005), aunque también existen
autores que aseguran que adn no
son suficientes las evidencias que
confirmen una estrecha relacién de
las TRA con estos dos sindromes (Li
JY et al., 2004). Las posibles causas
del incremento de estas patologias,
en comparacién con los recién
nacidos procedentes de embarazos
espontaneos, parecen estar asociadas
a alteraciones ya existentes en los

gametos de los padres o, por otra
parte, a factores directamente
derivados de las TRA. A lo largo de los
afos las causas cromosémicas se han
estudiado ampliamente, sin embargo,
las modificaciones en la expresion
de genes que no se encuentran en
la secuencia del ADN, conocidas
como modificaciones epigenéticas
(herencia epigenética) han sido
menos estudiadas. En este articulo
intentaremos ampliar este concepto
y analizar en detalle las posibles
consecuencias que estas alteraciones
del ADN pueden producir en los futuros
nifios nacidos gracias a las TRA.
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EPIGENETICA

Los cambios epigenéticos son
modificaciones covalentes de la
cadena de ADN que no originan
cambios en la secuencia de bases
nitrogenadas (Wolffe APy Matzke MA,
1999). La epigenética, por ejemplo,
nos permite explicar la diferencia
existente entre el ser humano vy el
chimpancé a pesar de compartir el
99% de los genes. Los tres principales
tipos de informacion epigenética son:
modificacién de histonas, metilacion
de la citosina e impronta genética.

MODIFICACION DE HISTONAS

Las histonas pueden ser modificadas
tras la traduccién, lo que cambia
sus propiedades de unién al ADN
y a proteinas nucleares. Estas
modificaciones, que pueden ser
heredadas, influyen en la expresién
génica y cambian la arquitectura
local de la cromatina. Entre las
modificaciones  covalentes  mas
importantes que pueden sufrir las
histonas encontramos la acetilacién,
la metilacién y la fosforilacién. Hoy
en dfa parece claro que determinados
patrones de modificacion de histonas

conducen a determinadas patologias
entre las que podrian encontrarse,
ademds de patologias tumorales,
patologias inflamatorias de
localizacién broncopulmonar como el
asma.

METILACION DE ADN

La metilacién, descrita por primera
vez en los afios 70 (Holliday Ry
Pugh JE, 1975), es una modificacién
del ADN, en la que un grupo
metilo es transferido desde la
S-adenosilmetionina a una posicion
C-5 de citosina por una ADN-5
metiltrasferasa (DNMT) (Laird PW,
2003) dando lugar a la formacién
de la metilcitosina (mC), como se
muestra en la Figura 1.

En las células somdticas humanas,
las mC constituyen el 1% del total
de las bases del ADN y en la mayoria
de los casos se presentan en forma
de dinucleétidos -CpG-. Estos
dinucleétidos no estdn distribuidos
de forma uniforme, sino que en
el 98% del genoma los CpG estan
presentes en un promedio de uno por
cada 80 dinucledtidos, existiendo
regiones de 200 pb a varias kilobases

que tienen una frecuencia cinco veces
mayor de dinucleétidos CpG, llamadas
“islas CpG”. En general, estas islas
se localizan en la region central
del promotor y el sitio de inicio
de la transcripcién, observdndose
represion en la expresion del gen
cuando se encuentran hipermetiladas
(Rodriguez-Dorantes M et al.,
2004). En los dltimos afios también
se ha observado metilacion de las
citosinas en células embrionarias en
dinucleétidos CpA y CpT (Lister Ry
Ecker JR, 2009, Ziller MJ et al., 2011).

Existen dos tipos de metilacion. La
primera corresponde a la metilacion
de mantenimiento, que afiade grupos
metilo a cadenas de ADN en lugares
opuestos a los metilados en la cadena
madre, provocando que las moléculas
hijas de ADN mantengan un patrén
de metilacion después de la division
celular. La segunda corresponde a la
metilacién de novo, que afiade grupos
metilo en posiciones totalmente
nuevas, pudiendo cambiar el patrén
demetilaciéon enunaregion localizada
del genoma.

Inicialmente se penso que las células
normales estaban sin metilar, a
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Figura 1: Proceso de metilacion de la citosina.
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Figura 2: Inicio de la transcripcion y posibles blogueos a consecuencia de la metilacion.

excepcion de los genes asociados
a genes improntados y genes
en el cromosoma X inactivados.
Actualmente, se sabe que algunos
de estos islotes estdn metilados
en células normales y que este
mecanismo tiene un importante papel
en la regulacién de la expresion del
gen. En general, un gen metilado es
inactivoy los genes que se transcriben
activamente poseen islotes CpG sin
metilar (o hipometilados), por lo que
la metilacién de la citosina puede
desempefiar un papel en la regulacién
de la expresién génica.

En genes cuyos islotes CpG no estdn
metilados, la transcripciéon se inicia
libremente en presencia de los

factores adecuados (Figura 2A),
pero la metilacion puede inactivar la
transcripcién por varios mecanismos:
impidiendo la unién de factores de
transcripcion (Figura 2B), o siendo
reconocidos por proteinas (MeCpl,
MeCp2) que se unen bloqueando la
union de los factores de transcripcion
(Figura 2C) o la accion de la
polimerasa (Figura 2D).

La metilacion en algunas de las islas
CpG en tejidos no malignos aumenta
con la edad (Ahuja N et al., 1998),
pero el grado de metilcitosinas en
contenido totaldelgenoma disminuye
(Hoal-van Helden EG y van Helden PD,
1989). Cuando la metilacién de novo
se da en células somdticas adultas

(debidoalenvejecimientooaprocesos
neopldsicos) ocurre de forma muy
lenta. No obstante, se ha observado
que hay patrones de metilacién
anormales en muchos tipos de cancer,
los cuales producen principalmente
inactivacién de genes supresores de
tumores e inestabilidad del genoma
(Bird AP y Wolffe AP, 1999). Aunque
no tenemos que olvidar que los
patrones de metilacion son vitales
para el desarrollo normal de los
vertebrados (Li E et al., 1992, Okano
M et al., 1999), tanto el aumento
como el defecto de metilacion pueden
ocasionar problemas graves.

IMPRONTA GENETICA

También llamadaimprontagenémicao
gamética, se manifiesta en la minoria
de genes en los mamiferos (0.1-1%).
Los organismos diploides poseen
dos copias de cada gen autosémico,
cada uno de ellos procedente de cada
parental. La mayoria de los genes
autosomicos expresan de forma
simultdnea ambos alelos, pero en
un grupo pequeiio de genes, uno
de los alelos es silenciado por un
proceso de imprinting (Manipalviratn
S et al., 2009), es decir que los
genomas maternos y paternos no
son funcionalmente equivalentes en
estos loci (Pérez Jurado LA, 2004).
Parece ser que existe un mecanismo
celular que de algdn modo “marca”
o deja una impronta sobre todos los
genes “improntables” de acuerdo al
sexo del individuo. De momento se
conocen unos 80 genes improntados
en los mamiferos y se han confirmado
unos 40 en los humanos (Morison
IM et al., 2005). Estos genes tienen
funciones en el control del desarrollo
embrionario placentario y en la
supresion de tumores (Moll AC et
al., 2003) y ya se han detectado 10
sindromes causados por errores en
la impronta. (Manipalviratn S et al.,
2009).

En el caso de la impronta, la
metilacion se establece en la linea
germinal durante la gametogénesis y
se mantiene sin cambios a lo largo del
desarrollo embrionario y postnatal.
El establecimiento de estos patrones
de metilacién contrastantes provoca
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que, tras la fecundacién, ciertos
genes sean activos en uno de los
cromosomas parentales, pero no
en el otro. La consecuencia a nivel
genético es la presencia de un dnico
alelo para el gen improntado, lo cual
tiene implicaciones clinicas cuando
hay fallos en la impronta. De hecho,
esta diferencia en la metilacién de
los prondcleos femenino o masculino
hace que sea imposible obtener
zigotos a partir de los prondcleos,
ya que esto darfa lugar a la ausencia
de alelos activos para determinados
genes (Barton SC et al., 1984)

Aungue no se conoce a fondo, se
sabe que el proceso mediante el

cual estos genes adquieren impronta
gendémica es muy parecido al proceso
de borrado y regrabacién de cualquier
soporte de memoria. Este proceso
de regrabado es extremadamente
importante, ya que las improntas
han de transmitirse a la siguiente
generacién. Todos contamos con un
juego de cromosomas con improntas
procedentes del padre y otro juego de
cromosomas procedentes de la madre.
Pasar estos cromosomas a la siguiente
generacién  implica reprogramar
totalmente las improntas en la linea
germinal para formar gametos, ya
que los gametos masculinos deberan
aportar  (nicamente  improntas
masculinas y para los femeninos

debera ocurrir lo mismo. Por lo tanto,
durante la formacion de los gametos,
habra que hacer una limpieza de
improntas del sexo contrario.

La reprogramacion transcurre de la
siguiente manera, de acuerdo con la

Figura 3. En primer lugar, en la linea
germinal se eliminan las metilaciones
parentales, que se completa durante
los dias 12-13 en células de raton,
tanto de hembras como de machos
(Reik W y Dean W, 2001). Tras el
borrado de las marcas de imprinting,
se reestablecen las marcas de novo
de acuerdo con el sexo. El proceso
de restablecimiento comienza en las
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Espermatozoide

Los gametos tienen una impronta

programada distinta en cada sexo.

d
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Tras la fecundacion se forma
un cigoto que posee para cada
cromosoma una impronta del
padre y otra de la madre.
Antes y después de la
implantacién del embrion se
produce una reprogramacion
secundaria que se mantendra a
lo largo de la vida del
individuo.

QI..-
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daran lugar a los gametos. En
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Figura 3: Herencia de la impronta genética.
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lineas germinales de ambos sexos en
los estadios fetales tardios y continda
hasta el nacimiento (Thonneau
P et al.,, 1991). En las células
germinales femeninas (ovocitos),
el restablecimiento del imprinting
se produce durante el crecimiento y
no se termina hasta la ovulacién de
cada ciclo menstrual, repitiéndose
durante toda la vida reproductiva de
la mujer (Boissonnas CC et al., 2013).
En el caso de las células germinales
masculinas se termina el proceso de
imprinting durante la gametogénesis
y durante el estadio de espermatide
(DeKretser DM, 1997). En el modelo de
ratén, se produce una desmetilacion
entre los dias 8 y 13.5 post coito,
provocando el borrado de todas las
marcas de metilacién (Hajkova P et
al., 2008). La remetilaciéon comienza
antes del nacimiento (15.5-18.5 dias
postcoito) tanto en las hembras como
en los machos, pero no se completa
hasta el nacimiento (Li JY et al.,
2004) Por el contrario, la metilacién
de novo se completa durante la fase
final de maduracién, justo antes o
durante la ovulacién de los ovocitos
(Dohle GR et al., 2002, Simoni M et
al., 1997).

Casi todo el conocimiento que
tenemossobreelimprinting de células
germinales es en el modelo de ratén,
siendo escasos los estudios en células
germinales humanas. Existen dos
estudios que confirman la metilacion
del H19 de forma diferencial entre las
espermatogoniasy los espermatocitos
tipo I (Joana Marques C et al., 2011).
Hasta ahora se ha considerado que en
el modelo humano pasa algo parecido
al de ratén, de modo que las marcas
de metilacién se deben adquirir antes
de entrar en meiosis, pero no se sabe
si esto ocurre durante el desarrollo
fetal, en el periodo perinatal y/o
durante la pubertad.

RELACION ENTRE LAS ALTERACIONES
EPIGENETICAS Y LAS TRAS

Aunque el papel de la metilacion del
ADN no esta totalmente entendido,
sabemos que una de sus funciones
principales es el control de la
expresion genética y la proteccion
del organismo frente a la expresidn

de secuencias indeseadas (Havlis J
y Trbusek M, 2002). Sin embargo, la
hipermetilacién de las islas CpG esta
asociada a algunas enfermedades.
Por ejemplo, estd asociada con la
inactivaciéon de la transcripcién del
gen supresor de tumores, lo cual
observamos en carcinomas (Parry L
y Clarke AR, 2011), leucemia (Chen
J et al., 2010), cancer de pulmén
(Belinsky SA et al., 1998), tiroides
(Russo D et al.,, 2011) pancreas
(Delpu Y et al., 2011) y préstata
(Donkena KV et al., 2010), entre otros
muchos. También encontramos fallos
de metilacién en casos de esterilidad
masculina (Navarro-Costa P et al.,
2010, Wu W et al., 2010) y en algunos
desérdenes como los sindromes
Beckwith-Wiedemann y Angelman en
recién nacidos concebidos mediante
TRA (Maher ER et al., 2003, Owen CM y
Segars JH, Jr., 2009). Esto puede ser
debido a la manipulacién existente
en muchas de las etapas de la
fecundacion, incluyendo: utilizacion
de hormonas para la estimulacion
ovarica, maduraciéon in vitro de
ovocitos, uso de espermatozoides
inmaduros, microinyeccién de
espermatozoides, cultivo in vitro
de embriones, crioconservacion
de gametos y crioconservacién de
embriones. Cualquiera de estos
procesos puede alterar el imprinting,
pero debido a los problemas éticos
que supone trabajar con embriones
humanos, la mayor parte de los datos
que se poseen provienen de modelos
animales. Algunas de las evidencias
existentes entre la relacién de los
des6rdenes de la impronta y las TRA
las enumeramos a continuacién:

ESTERILIDAD MASCULINA

En el caso de las causas de esterilidad
masculina, durante afios se han
estudiado diferentes aspectos
como las anormalidades en el
cariotipo (Dohle GR et al., 2002)
y microdeleciones del cromosoma
Y (Simoni M et al., 1997), pero las
causas epigenéticas se han mantenido
al margen en los estudios, y se
desconocen alin sus consecuencias,
aunque ya existen evidencias en
la bibliografia que relacionan
los marcadores epigenéticos y la

fertilidad masculina. En estudios
realizados con ratones a los cuales se
lesadministré unagente desmetilante
(5-aza-2'-deoxycytidine), se observd
una disminucién en la produccion
de esperma, tamano del teste,
epididimo y aumento de mortalidad
neonatal (Doerksen Ty Trasler IM,
1996, Kelly TLJ et al., 2003). También
se han relacionado niveles altos de
metilaciéon en el ADN espermatico con
tasas altas de embarazoy los defectos
de metilacion con infertilidad
(Benchaib M et al., 2005). Otros
trabajos ven en las muestras de
baja calidad un elevado grado de
metilacién en genes imprintados y
no imprintados (Houshdaran S et al.,
2007). Por tanto, se ha propuesto
que el elevado grado de metilacién
se debe al borrado incompleto de
las marcas de metilacién en casos
de oligoastenoteratozoospermia,
mds que debido a errores en la
metilacion de novo. Ademas, se han
asociado defectos de metilacion
espermdtica con la fertilidad (Aston
KI et al.,, 2012). Otros autores
han comparado los genes H19DMR
metilado y MESTDMR no metilado en
espermatozoides de varones fértiles e
infértiles y relacionaron una pérdida
de metilacion del H19 DMR con
oligoastenoteratozoospermia (0TA)
(Marques CJ et al., 2004). También se
ha asociado la pérdida de metilacién
en H19, GTL2 y cambios en el patrén
de metilacion en PEG1, LIT1, ZAC,
PEG3 y SNRPN con oligozoospermia
severa (Kobayashi H et al., 2007).

EMBRIOGENESIS

La embriogénesis no se puede dar
de forma adecuada sin el mecanismo
correcto de regulacién epigenética.
Se han realizado experimentos
con ratén y se ha observado que se
producen abortos cuando se bloquea
la expresion de la metiltransferasa o
se modifican las histonas (Benchaib
M et al., 2005, Bourc’His D y Bestor
TH, 2004, Hata K et al., 2002, Kerjean
Aetal., 2000, Li E etal., 1992, Okano
M et al., 1999). También se ha visto
que utilizando el modelo de ratén
es necesaria tanto la contribucién
cromosémica materna como paterna
para el desarrollo normal (McGrath J
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y Solter D, 1984, Surani MAH et al.,
1984).

CULTIVO EMBRIONARIO

Un estudio reciente ha confirmado
que los embriones de ratén en dos
células tienen un grado de metilacion
superior a los desarrollados in vivo.
En el mismo estudio se aprecié
un mayor grado de desmetilacién
en los pronlcleos masculinos de
los embriones cultivados in vitro
comparado con aquéllos in vivo,
mientras que en los prondcleos
femeninos no se encontraron
diferencias (Zaitseva I et al., 2007).
Este hallazgo soporta la hipétesis de
que el cultivo embrionario puede ser
el responsable de la hipermetilacion
hallada en los embriones (Niemann
H y Wrenzycki C, 2000). Otro estudio
en ratones ha demostrado una
expresion diferencial y un imprinting
distinto en el gen H19 usando dos
medios de cultivo diferentes, a pesar
de que la ADN metiltransferasa y la
distribucién de la proteina DNMT1 era
similar en ambos grupos (Doherty AS
etal., 2000). Por el contrario, en otro
estudio también en ratdn, se muestra
un grado distinto de expresion
en distintos genes improntados,
incluyendo H19, IGF2, GRB10 y GRB7
en embriones cultivados in vivo,
ex vivo en medio M16 y ex vivo en
medio M6 mas suero bovino fetal
(Khosla S et al., 2001). También se
ha observado que los embriones en
2 células poseen menos alteraciones
de la metilacién que los blastocistos,
aumentandose las  aberraciones
en un mayor ndmero de genes y
observandolas tanto en tejido
embrionario como extraembrionario
(Rivera RM et al., 2008). Todos estos
estudios parecen reforzar la hipdtesis
de que el medio de cultivo afecta a
la impronta. Algunos mecanismos
por los cuales los medios de cultivo
pueden afectar en la impronta
son: (1) fallo del movimiento de la
DNMT1 hacia el interior del ndcleo
en el estadio correcto del desarrollo
embrionario (Thompson JRy Williams
CJ, 2005), (2) alteracion de la
expresion de la DNMTy otras proteinas
que intervienen en el imprinting
(Thompson JR y Williams CJ, 2005),

(3) alteracion del ciclo celular en
el momento de la reprogramacion
epigenética (De Rycke M et al., 2002,
Thompson JR y Williams CJ, 2005) e
(4) interaccién del grupo metilo con
el medio de cultivo (De Rycke M et al.,
2002).

ESTIMULACION OVARICA

Siguiendo con el modelo en ratén,
se ha observado que los embriones
obtenidos de ovocitos tras
estimulacion hormonal presentan
mas alteraciones de la metilacién
comparados con los obtenidos sin
estimulacién (Shi Wy Haaf T, 2002).
Para evitar esto, algunos autores han
propuesto el uso de la maduracién in
vitro de ovocitos, pero en estudios con
ovocitos bovinos se han encontrado
también alteraciones de la metilacién
tras maduracién in vitro (Hiendleder
Setal., 2006). EL nimero de ovocitos
estudiados es muy pequefio, pero
parece que los defectos de metilacion
son menores cuando se utiliza esta
técnica (de un estudio de 20 ovocitos,
se encontraron defectos en sélo 5)
(Borghol N et al., 2006).

ABORTOS

Existen trabajos que relacionan
abortos espontdneos con las mismas
alteraciones de metilacién que se
encuentran en los espermatozoides
tras la utilizaciéon de TRA (Kobayashi
H et al., 2009, Kobayashi H et al.,
2007).

CONSECUENCIAS DE LAS
ALTERACIONES EPIGENETICAS TRAS
TRAS

A continuacién citamos algunos
sindromes que estan asociados con
el mayor o menor grado de metilacién
en genes humanosyanimalesy de los
que se ha observado un aumento en
nifios nacidos tras TRA.

SINDROME DE LA CRIA GRANDE (LARGE
OFFSPRING SYNDROME)

Este sindrome se caracteriza por
sobrepeso en el nacimiento, distrés
respiratorio, hiperplasia de los
6rganos, anomalias esqueléticas, y

un aumento de muerte stbita (Young
LE et al., 1998). Se relaciona con
una disminucién de la metilacion
y de la expresion del gen IGF2R, lo
cual ocurre en ovejas tras TRA con
cocultivo de células de la granulosa
y/o suero (Young LE et al., 2001).

SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN

El sindrome de Beckwith-Wiedemann
es un desorden congénito que implica
crecimiento exagerado hiperplasia-
hipertréfica. Los primeros indicios
de la enfermedad son macrosomia
(elevado peso al nacer), macroglosia
(lengua grande), defectos de la pared
media abdominal como onfalocele
(los pacientes presentan de forma
tipica visceras fuera de la zona
abdominal) y predisposicidn a cancer
embrionario (DeBaun MR et al.,
2003). Estesindrome estd causado por
mutaciones en los genes reguladores
del crecimiento situados en el
cromosoma 11 (en la regién 11p15.5)
0 por errores en impronta genémica.
La zona imprintada del cromosoma
11 incluye dos subdominios: uno mas
centromérico que incluye en p57KIP2,
LIT, TSSC3 y TSSC5 y otro mas
telomérico que incluye IGF2 y H19
(Lee J et al., 2002). Existen diversas
publicaciones donde se confirma el
aumento de casos de nifios nacidos
con este sindrome cuando se utilizan
TRA (Gicquel C et al., 2003, Halliday
J et al., 2004, Maher ER et al., 2003)
(de un 1.2% de la poblacién general a
un 4% en los nacidos tras TRA (Maher
ER et al., 2003)).

SINDROME DE ANGELMAN

El sindrome de Angelman se
caracteriza por un retraso en el
desarrollo cognitivo, una capacidad
lingiiistica reducida o nula, escasa
receptividad comunicativa, escasa
coordinacién motriz, con problemas
de equilibrio y movimiento, ataxia,
estado aparente permanentemente
de alegria, con risas y sonrisas en
todo momento, siendo facilmente
excitables, hipermotricidad y
déficit de atencion. Es un ejemplo
clasico de enfermedad con herencia
epigenética, dado que las mutaciones
y defectos que lo causan podrian
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estar implicadas en el desarrollo de
la enfermedad en funcién de si la
copia del gen alterado proviene del
padre o de la madre. La zona donde
se encuentran estas mutaciones
estd en el cromosoma 15, en el loci
15q11-g13 (Cox GF et al., 2002).
Desafortunadamente, no hay datos
claros sobre cudl es el aumento de
este sindrome en nifios nacidos
por TRA, pero si que se ha podido
observar que el 20% de nifios con
este sindrome proceden de parejas
subfértiles (Ludwig M et al., 2005).

RETINOBLASTOMA

El retinoblastoma es un cdncer de la
retina causado por una mutacién en
la proteina Rb, codificada por un gen
supresortumoraldenominado RB1, en
elcromosoma 13q14. Enalgunos casos
este gen se silencia epigenéticamente
mediante la hipermetilacion del
promotor situado en el exén 1
(Greger V et al., 1989). Este tumor
se produce fundamentalmente en
nifos pequefios y representa el 3%
de los canceres en menores de quince
afos. Constituye la primera causa de
malignidad intraocular primaria en
los nifios, por lo que la incidencia
anual estimada es del 1-1.5% de la
poblacién; sin embargo, entre los
nacidos mediante TRA esta cifra
asciende y ronda el 4.9y 7.2 %.

DETERMINACION DE LA METILACION
DEL ADN

La importancia en la determinacién
del grado de metilacion del ADN ha
hecho que se pongan a punto diversas
técnicascondichofincomoelBisulfito
(Frommer M et al., 1992), PCR (Kane
MF et al., 1997), MSP (Methylation-
specific PCR) (Herman JG et al.,
1996),  MS-SNuPE  (methilation-
sensitive single nucleotide primer
extension) (Kuppuswamy MN et
al., 1991), y microarrays (Adorjan
P et al., 2002), entre otras. Las
metodologias citadas anteriormente
son potentes para el estudio de la
metilacion del ADN pero técnicamente
laboriosas, largas, poco sensibles,
caras 'y no lo suficientemente
reproducibles. En los dltimos afios
se estan desarrollando diferentes

biosensores electroquimicos (Brett
AMO et al., 2000, Brotons A et
al., 2013, Kato D et al., 2011) que
permiten realizar diferentes ensayos
mds sencillos, baratos y rdpidos,
con el fin de implantarlos en los
laboratorios de FIV con aplicaciones
diagnésticas. La bibliografia en
este campo es numerosa, por lo que
no es el objeto de este articulo una
revision exhaustiva de las diferentes
lineas de investigacion sobre el
uso de biosensores electroquimicos
para la determinacion del grado de
metilacién en ADN.

CONCLUSIONES

El conocimiento de las modificaciones
epigenéticas que ocurren en las
enfermedades humanas es de
vital importancia para abordar el
tratamiento de las mismas en el
futuro. Los cambios en los patrones
de metilacion podrdn ser empleados
como biomarcadores en cancer y en
reproduccion asistida, entre otras
enfermedades o disfunciones. EL
estado potencialmente reversible
de este proceso constituye un
blanco ideal para crear estrategias
terapéuticas que impliquen la
reactivacion o el re-silenciamiento de
genes especificos, por lo que debemos
seguir investigando en este campo y
desarrollando técnicas que faciliten
la deteccion y andlisis del grado de
avance de dichas alteraciones.
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