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DNMT3a.- Gen que codifica a la ADN metiltransferasa tipo 3a. La proteína que es codificada 
por este gen lleva el mismo nombre y se señala sin cursivas. 
DNMT3b.- Gen que codifica a la ADN metiltransferasa tipo 3b La proteína que es codificada 
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por este gen lleva el mismo nombre y se señala sin cursivas. 
dpc.- Días post-coito. 
DSA.- Determinación sexual influenciada por el ambiente. 
DSG.- Determinación sexual genética. 
DST.- Determinación sexual por temperatura. 
E.- Células epiteliales.  
E2.- Estradiol. 
E2F.- Familia de factores de transcripción que se unen a la secuencia TTTCGCGC. Están 
involucrados en la regulación del ciclo células y la síntesis del ADN en células de mamífero.  
Esteroides C-19.- Esteroides suprarrenales que tienen 19 átomos de carbono. Los esteroides 
C-19 tienen grupos metilo en C-18 y C-19.  
Et.- Etapa. 
Factor de transcripción AP-2.- Proteína de Unión al enhancer (potenciador) AP-2. 
Fase G1.- Del inglés: Growth o Gap 1. Es la primera fase del ciclo celular, en la que existe 
crecimiento celular con síntesis de proteínas y de ARN. 
Fase S.- Del inglés: Synthesis. Es la segunda fase del ciclo, en la que se produce la replicación 
o síntesis del ADN, como resultado cada cromosoma se duplica y queda formado por dos 
cromátidas idénticas. 
G.- Guanina. 
GAL4-VP16.- Factor de transcripción formado por la fusión del fragmento de unión al ADN 
del activador de la transcripción Gal4 de levadura (Saccharomyces cerevisiae) unido al 
activador de origen vírico VP16 
gl.- Grados de libertad de la prueba estadística. 
gp.- Grumos pignóticos. 
H.-Coeficiente estadístico de Kruskall-Wallis calculado. 
H1.- Histona H1 
H19.- Gen que codifica para RNA no codificante. 
H2.- Histona H2. 
H2A.- Histona H2A. 
H2B.- Histona H2B. 
H3.- Histona H3. 
H3K4me2.-Histona H3 dimetilada en la lisina 4. 
H3K9.- Lisina 9 de la histona H3. 
H3K9me2.-Dimetilación de la Histona H3 en la lisina 9 
H3K9me3.-Histona H3 trimetilada en la lisina 9. 
H4.- Histona H4. 
HATs.- Acetiltransferasas de histonas. 
HClO4.- Ácido perclórico 
HDACs.- Desacetilasas de histonas. 
HDLP.- Homólogo de las HDACs de mamífero. 
HIS.- Hibridación in situ. 
HMG.- Dominio del grupo de alta movilidad (por sus siglas en inglés High mobility group). 
HMTs.- Metiltransferasas de histonas. 
HP-1.- Proteína tipo 1 de unión a la heterocromatina. 
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HPLC.- Cromatografía Liquida de Alta Eficiencia (Del inglés: High-performance liquid 
chromatography). 
Hsp90.- Del inglés: heat shock protein 90. Miembro de la familia de proteínas de choque 
térmico. Es una molécula chaperona. 
Igf2.- Del inglés: Insulin-like growth factor 2. Gen que codifica al factor de crecimiento tipo II 
semejante a insulina. 
Igf2r.- Receptor del Igf2. 
k.- Rangos asignados a los valores absolutos de las muestras, para realizar el cálculo estadístico 
de T-Wilcoxon. 
Kcnq1.- Es un gen que codifica a la subunidad proteica KvLQT1 de los canales de potasio. 
M.SssI.- CpG metiltransferasa SssI. 
MBD.- Dominio de unión a sitios CpG metilados (por sus siglas en inglés: methyl-CpG binding 
domain). 
MeCP1.- Proteína tipo 1 de unión a 5-metilcitosina. 
MeCP2.- Proteína tipo 2 de unión a 5 metilcitosina. 
mes.- Mesonefros. 
Mis.- Substancia inhibidora de los tubos Müllerianos (por sus siglas en inglés: Müllerian-
inhibiting substance). 
MLL.- Por sus siglas en inglés: Myeloid/Lymphoid Leukemia o Mixed Lineage Leukemia. Es un 
gen involucrado en el mantenimiento de la expresión de genes homeóticos (HOX), es uno de 
los que con mayor frecuencia se ven implicados en translocaciones asociadas a leucemias. 
MP.- Molaridad de la base en la muestra problema 
mRNA.- Ácido ribonucleico mensajero. 
MS.- Molaridad del estándar en la mezcla de trabajo.  
MTA.- 59-metiltio-59-deoxiadenosina. 
Myn.- Por sus siglas en inglés: murine Max.  
NAD.- Nicotinamida adenina dinucleótido. 
NaOH.- Hidróxido de Sodio 
N-CorR.- Receptor nuclear corepresor. 
nd.- Núcleos deformados.  
NF-kB.- Por sus siglas en inglés: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells. Es un complejo proteico que actúa como factor de transcripción. 
NurD.- Remodelador y desacetilador del nucleosoma. 
O.C.T.- Por sus siglas en inglés: optimum cutting temperature. 
ODC.- Ornitina descarboxilasa. 
p.- Nivel de significancia (representa la probabilidad de equivocación al elegir o tomar una 
decisión estadística). 
p21.- El término p21 se emplea para un gen humano localizado en el cromosoma 6 (ubicación: 
6p21.2), que codifica a un inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina llamado CDKN1A, por 
sus siglas en inglés cyclin-dependent kinase inhibitor 1A: inhibidor de la cinasa dependiente de 
ciclina 1A.  
p53.- Gen también llamado el "guardián del genoma", se encuentra en el brazo corto del 
cromosoma 17 (17p13) y codifica una proteína nuclear de 53 KDa, de ahí su nombre 
Pb.- Fenil butirato. 
PBS.- Buffer de fosfatos 
PcG.- Grupo Polycomb. 
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PCM1.- Por sus siglas en inglés: pericentriolar material 1. Es un gen humano. La proteína que 
es codificada por este gen lleva el mismo nombre y se señala sin cursivas. 
PDS.- Periodo con Sexo Determinado. 
PI.- Periodo con Sexo Indeterminado. 
pRb.- Por sus siglas en inglés: retinoblastoma protein: proteína del retinoblastoma, una 
proteína supresora de tumores. 

PRE.- Del inglés:"Polycomb Response Elements". 
PST.- Periodo Sensible a la Temperatura. 
qPCR.- Reacción en cadena de la polimerasa, método cuantitativo. 
RARα.- Receptor α del ácido retinoico. 
Rb.- Retinoblastoma. 
RC.- Región cortical. 
RF.- Factor de retención del estándar de la mezcla de trabajo. 
RNA.- Ácido ribonucleico. 
SAH.- S-adenosilhomocitosteina. 
SAHA.- Ácido Hidroxámico del Suberoylanilide. 
SB.- Sal de sodio de ácido butírico. 
Sir2.- Del inglés: Silent information regulator 2. Es homologo de las proteína del mamífero: 
SIRT1, SIR2L1 o Sir2α. Pertenece a la familia de enzimas desacetilasas/mono-ADP-
ribosiltransferasas denominadas Sirtuins. 
Sir3.- Proteína homologa de Sirt3 de humano, perteneciente a la familia de enzimas Sirtuin. 
Stock.- Es una voz inglesa que se usa en español con el sentido de existencia o reserva de 
alguna cosa disponible para uso futuro. 
SUV39H1.- Del inglés: Suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila). Es una enzima 
de humano metiltransferasa de histonas que metila la lisina 9 de la histona H3. 
T.- Testosterona. 
T.- Timina. 
T.-Coeficiente estadístico de T-Wilcoxon calculado. 
TA.- Temperatura ambiente. 
tAR.- Ácido transretinoico 
Tb.- Temperatura corporal. 
Te.- Telencéfalo. 
TF.- Temperatura feminizante. 
TM.- Temperatura masculinizante. 
TRD.- Dominio represor de la transcripción. 
trxG.- Genes del Grupo Trithorax. 
TSA.- Tricostantina A. 
U.- Uracilo 
UDG.- Gónadas histológicamente indiferenciadas. 
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Resumen 
 
 La tortuga Lepidochelys olivacea conocida comúnmente como tortuga golfina es un 
excelente modelo para estudiar el desarrollo gonadal porque se puede modificar la temperatura de 
incubación y saber de antemano cual será el sexo del embrión. Estudios recientes establecen que 
existe una relación inversa entre los niveles de metilación del ADN y la temperatura corporal. 
Hasta el momento se sabe que la metilación del ADN y los patrones de modificaciones post-
traduccionales de histonas controlan la expresión de genes vitales para el desarrollo embrionario 
mediante tres mecanismos: 1) La impronta genómica, 2) La inactivación del cromosoma X y 3) 
La regulación de la expresión tejido-especifica de genes. Estudios previos realizados en el 
laboratorio postularon que el mecanismo termosensor que dirige o regula la determinación y 
diferenciación sexual gonadal puede encontrarse intrínseco en la gónada o bien en el cerebro. 
Además, se ha postulado que durante el proceso de diferenciación gonadal, las células 
mesonefricas hacen una contribución substancial a la estructura del ovario o del testículo. Por 
todo lo anterior, hemos propuesto la siguiente hipótesis: “La temperatura de incubación afecta los 
niveles globales de metilación del ADN y/o acetilación de histonas en las gónadas, cerebro y 
mesonefros de L. olivacea durante el desarrollo embrionario. Los diferentes niveles pueden 
influir directa o indirectamente en la determinación sexual por temperatura regulando la 
expresión diferencial de genes responsables del desarrollo de ovarios o testículos”. Para poner a 
prueba esta hipótesis hemos planteado los siguientes objetivos: 1) Determinar mediante 
Cromatografía Líquida de alta eficiencia (HPLC) los niveles globales de metilación del ADN en 
las gónadas in vitro incubadas a temperatura feminizante (TF: 33°C) ó masculinizante (TM: 
26°C). 2) Determinar los patrones de distribución de acetilación de histonas en las gónadas in 
vitro incubadas a TF ó TM mediante inmunofluorescencia utilizando como marcador el 
anticuerpo contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (anti-H3K18ac). 3) Mediante 
inmunofluorescencia y HPLC determinar el efecto de los inhibidores de remodeladores de la 
cromatina 5-azacitidina (5-azaC) y Tricostantina A (TSA) sobre las células de gónadas in vitro 
incubadas a TM ó TF. 4) Mediante HPLC determinar los niveles globales de metilación del ADN 
en las gónadas, mesonefros y cerebro in vivo de embriones incubados TM ó TF. 

Para los objetivos 1, 2 y 3 se efectuaron cultivos de órganos. Para los cultivos se disecaron 
gónadas de embriones en la etapa 24 correspondiente a la etapa indeterminada. Después de 14 
días de cultivo en presencia o en ausencia de inhibidores de la actividad de ADN 
metiltransferasas (5-azaC) o Desacetilasas de Histonas (TSA), las gónadas se analizaron con el 
“software IMAGE J” para determinar el efecto de estos inhibidores sobre su tamaño. Para 
determinar el efecto de los inhibidores de remodeladores de la cromatina sobre los patrones de 
distribución de la acetilación de histonas en las gónadas en cultivo se utilizó como marcador la 
distribución de la Histona H3 acetilada en la lisina 18 (H3K18ac). Para ello, se analizó con 
microscopía confocal la distribución del anticuerpo anti-H3K18ac. Para determinar los niveles 
globales de metilación del ADN en las gónadas en cultivo se utilizó cromatografía liquida de alta 
eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés: High-performance liquid chromatography).  

Se observó un decremento estadísticamente significativo (p<0.05) sobre el tamaño de las 
gónadas en cultivo en presencia de 5-azaC con respecto a sus controles, este efecto se observó 
tanto en gónadas incubadas a TM como a TF. En contraste, no se observó una diferencia 
significativa (p>0.05) entre el tamaño de gónadas cultivadas en presencia de TSA con respecto a 
sus controles, este efecto se observa independientemente de la temperatura de incubación.  

El volumen nuclear y la distribución del anticuerpo anti-H3K18ac en la cromatina se 
vieron claramente influenciados por la temperatura de incubación. En las gónadas de TM los 
núcleos fueron más pequeños y homogéneos, en tanto que en las gónadas de TF los núcleos 
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resultaron ser dos o más veces mayores y con una distribución más heterogénea de la cromatina. 
Después de 14 días de cultivo en presencia de 5-azaC (20 µg/ml), se encontró un efecto regional. 
Los núcleos de la corteza mostraron una mayor intensidad en la señal fluorescente que la de los 
núcleos medulares. El efecto del inhibidor de la metilación del ADN sobre el patrón regional de 
expresión del anticuerpo anti-H3K18ac fue similar en gónadas incubadas a TM ó a TF. La 
diferencia en el tamaño de los núcleos debida a la temperatura de incubación observada en las 
gónadas controles, no se vio modificada por la presencia de la 5-azaC en el medio de cultivo. Por 
otra parte, el efecto del TSA sobre las células de las gónadas en cultivo resultó severamente 
tóxico a todas las dosis y a las dos temperaturas de incubación.  

El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro a TM en presencia de 5-
azaC disminuye de forma significativa con respecto al que presentan las gónadas in vivo de 
embriones incubados a TM. El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro 
incubadas a TF en ausencia de 5-azaC aumenta de forma significativa con respecto a las gónadas 
in vivo incubadas a TF. El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro incubadas 
a TF en presencia de 5-azaC aumenta de forma significativa con respecto al que presentan las 
gónadas in vivo.  

Debido a que las diferencias significativas detectadas entre las gónadas aisladas y 
cultivadas tanto por efecto de la temperatura como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado 
por la condición experimental en que se mantuvieron, se determinaron mediante HPLC los 
niveles globales de metilación del ADN en las gónadas in vivo del Periodo Sensible a la 
Temperatura (PST) y Periodo de Determinación Sexual (PDS), tanto incubadas a TF como a TM. 
Posteriormente, se compararon dichos niveles con los del cerebro y mesonefros de los mismos 
periodos de desarrollo y temperaturas de incubación. Esperábamos que al hacer está 
comparación, pudiéramos determinar cuál de estos tres órganos es el encargado de detectar la 
temperatura de incubación de L. olivacea y regular el efecto de esta sobre la determinación y 
diferenciación sexual. Nuestra hipótesis de trabajo era que: “En el órgano termosensor, el nivel 
global de metilación del ADN difiera entre el órgano del PST incubado a TM con respecto al 
incubado a TF del mismo periodo. Además de que dicha diferencia debería mantenerse o 
aumentar durante el PDS”.  

El porcentaje de metilación del ADN de las gónadas in vivo del PDS (Et27) a TF ó TM no 
difiere de forma estadísticamente significativa al que presentan las gónadas in vivo del PST 
(Et24) de TF y TM. El nivel de metilación del ADN del cerebro embrionario del PDS aumenta 
significativamente con respecto al que presenta el cerebro del PST, en embriones incubados tanto 
a TF como a TM. El nivel de metilación del ADN del mesonefros del PDS disminuye 
significativamente con respecto al que presenta el mesonefros del PST en embriones incubados a 
TF. El nivel de metilación del ADN del mesonefros del PDS aumenta significativamente con 
respecto al que presenta el mesonefros del PST en embriones incubados a TM. El nivel de la 
metilación del ADN del mesonefros del PDS incubado a TM aumenta significativamente con 
respecto al mesonefros del PDS incubado a TF.  

En conclusión, los experimentos en las gónadas cultivadas muestran resultados complejos 
respecto al efecto de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina sobre la metilación del 
ADN y la acetilación de histonas. La 5-azaC inhibe el crecimiento y afecta el patrón de expresión 
del anticuerpo anti-H3K18ac de manera independiente a la temperatura de incubación. Este 
resultado sugiere que la disminución del nivel de metilación del ADN afecta indirectamente el 
patrón de distribución in situ de la modificación post-traduccional en la histona H3K18ac. 
Además, el efecto detectado entre la corteza y la medula indican diferencias en la organización de 
la cromatina de las células de las dos regiones. Sin embargo, no se encontraron diferencias 
regionales ocasionadas por la temperatura de incubación. Por otro lado, la severa toxicidad de la 
TSA descartó la posibilidad de conocer su efecto sobre la cromatina de las gónadas en cultivo. 
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Los resultados del HPLC muestran que los niveles de metilación del ADN del cerebro 
aumentan en función al avance de su desarrollo pero es independiente de la temperatura. El 
mesonefros en cambio, mostró diferencias tanto dependientes de la edad como de la temperatura 
de incubación del embrión. Sin embargo, la técnica de HPLC no permitió determinar diferencias 
significativas en los niveles de metilación del ADN de las gónadas in vivo en los dos parámetros 
estudiados. Las diferencias de los niveles de metilación de ADN de las gónadas in vitro por 
efecto de la temperatura como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado por la condición 
experimental en que se mantuvieron.  

El mesonefros juega un papel importante en la diferenciación de las gónadas. El presente 
hallazgo que muestra la notable influencia de la temperatura sobre sus niveles de metilación, hace 
razonable postular al mesonefros como el sensor que media el efecto de la temperatura en la 
determinación y/o diferenciación sexual de L. olivacea. 
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1. Introducción 
 
La determinación sexual en la mayoría de los vertebrados, ocurre en una etapa temprana 

del desarrollo, a nivel de la gónada morfológicamente indiferenciada. Aquí, la regulación de 
varios procesos moleculares anticipan los cambios que llevarán a la formación de un ovario o un 
testículo y después, a la diferenciación de una hembra o un macho, respectivamente. (Merchant-
Larios, 2001). Los vertebrados presentan dos diferentes mecanismos de diferenciación sexual: 
determinación sexual genética (DSG) y la determinación sexual influenciada por el ambiente 
(DSA). La forma más frecuente de DSA es la determinación sexual por temperatura (DST) (Bull, 
1980). En la tortuga marina Lepidochelys olivacea, la temperatura de incubación del nido 
determinará el sexo de las crías. A una temperatura de incubación de 33ºC se promoverá el sexo 
femenino (temperatura feminizante, TF) mientras que a 26ºC se promoverá el sexo masculino 
(temperatura masculinizante, TM). De acuerdo con Merchant-Larios et al. (1997), en general, la 
determinación sexual durante el desarrollo embrionario de L. olivacea se puede dividir en tres 
periodos: Periodo con Sexo Indeterminado (PI), Periodo Sensible a la Temperatura (PST) y 
Periodo con Sexo Determinado (PDS) (Merchant et al., 1997). 

La tortuga Lepidochelys olivacea conocida comúnmente como tortuga golfina es un 
excelente modelo para estudiar el desarrollo gonadal porque se puede modificar la temperatura de 
incubación y saber de antemano cual será el sexo del embrión. Según Pritchard y Mortimer 
(1999) la tortuga marina Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829) presenta las siguientes 
características taxonómicas: Carapacho: corto y ancho, pero más angosto y más alto que en L. 
kempii; alta proyección vertebral en los juveniles, liso, elevado y ligeramente tectiforme (en 
forma de tienda de campaña) en adultos (especialmente en el Pacífico oriental); cinco a nueve 
pares de escudos costales (comúnmente seis a ocho) frecuentemente con una configuración 
asimétrica; escudos del carapacho ligeramente traslapados en inmaduros y sin traslape en adultos; 
longitud recta del carapacho (LRC) hasta 72 cm. Cabeza: relativamente grande, ligeramente 
triangular; ancho hasta 13 cm; dos pares de escamas prefrontales. Extremidades: dos uñas en 
cada aleta (algunos adultos pueden perder la uña secundaria en las aletas delanteras). Coloración: 
dorso gris en inmaduros; color verde olivo intermedio a obscuro en adultos; ventralmente blanca 
en inmaduros, amarillo crema en adultos. Plastrón: con poro pequeño y distintivo cerca del 
margen posterior de cada uno de los cuatro escudos inframarginales. Distribución: aguas 
tropicales del Pacífico, Índico y Atlántico del Sur. Peso: 35-50 kg. Tipo preferido de playa: 
litorales continentales e islas de barrera en regiones tropicales, frecuentemente cerca de bocas de 
ríos. Tamaño y número de huevos: diámetro promedio de los huevos típicamente 37-42 mm. 
Tamaño promedio de nidada típica 105-120 huevos. Ubicación geográfica de las playas de 
anidación: Pacífico oriental (de Baja California Sur y Sinaloa, México a Colombia), Atlántico 
del Sur (Guayana a Brasil y Africa occidental), norte del Océano Indico (particularmente en 
Orissa, India) y Pacífico occidental (Malasia y Tailandia). En el Pacífico mexicano se encuentra 
en principalmente en las costas de Guerrero, Jalisco y Oaxaca. En estas últimas la playa que 
permanece como la importante para su reproducción es la de La Escobilla (Oaxaca). Anidaciones 
solitarias o en pequeños grupos; pero en algunos sitios de la India, Costa Rica y México ocurren 
arribadas donde varios miles de hembras participan en anidaciones masivas simultáneamente 
(Pritchard et al, 1983; Pritchard y Mortimer, 1999). Es la especie más abundante de tortugas 
marinas en el Pacífico Oriental. La Convención Internacional para el Tráfico de Especies en 
Riesgo (CITES) considera a la tortuga golfina en nuestras costas como una especie amenazada, 
pero no en peligro de extinción.  

Por otro lado, en diversas especies de vertebrados, la regulación de la transcripción durante el 
desarrollo puede deberse a factores epigenéticos, es decir a las características heredables que no 
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pueden explicarse única y directamente a partir de la secuencia del ADN; ejemplos de factores 
epigenéticos son las modificaciones químicas del ADN e histonas (Neissa y Guerrero, 2004). 
Una de las modificaciones químicas del ADN es la metilación de citosinas, la cual se asocia con 
la represión transcripcional (Bird, 2002). El estado de metilación de un alelo se encuentra 
inevitablemente ligado a los patrones de modificación de histonas (Richards y Elgin, 2002). El 
papel modulador de las histonas en los procesos de duplicación, transcripción y recombinación 
depende de sus modificaciones postraduccionales, como la metilación y la acetilación de algunos 
de sus aminoácidos. En general, se puede afirmar que la metilación se relaciona, con el 
empaquetamiento de los nucleosomas, en términos prácticos, con la represión del gen. Mientras 
que la acetilación, se relaciona con el desempaquetamiento y la expresión del gen (Recillas-Targa 
y Escamillas-del Arenal, 2004; Neissa y Guerrero, 2004).  

Considerando la importancia que tiene la modificación dinámica de la cromatina en la 
regulación de la expresión del genoma durante el desarrollo, pensamos que es razonable 
investigar si la temperatura regula dicho proceso a nivel de la gónada. Si es así, sería posible 
postular que la determinación sexual por temperatura se regule, en parte, por los niveles de 
metilación del ADN en la gónada. 
 

Antecedentes Generales 
 
1.1 Epigénesis.  
 
El cigoto da origen a un complejo organismo multicelular compuesto de varios tipos celulares 

diferenciados. Por ejemplo, existen al menos 200 tipos celulares diferenciados en los mamíferos 
basándose en una variedad de criterios fisiológicos y morfológicos. En general, la diferenciación 
celular ocurre sin que cambie la secuencia del ADN; sin embargo, en pocas excepciones como 
durante la diferenciación de las células linfoides si cambia la secuencia del ADN. El fenotipo 
celular puede mantenerse aun después de la mitosis siempre y cuando la célula esté equipada con 
mecanismos epigenéticos que permiten que la función del gen sea heredada a las generaciones 
siguientes (Ohgane et al., 2008). Inicialmente “epigénesis”, palabra que literalmente significa 
“fuera de la genética convencional”,  se definió como “el estudio de los cambios de la función 
genética mitótica y/o meióticamente heredables que no pueden ser explicados por cambios en la 
secuencia del ADN (Russo, 1997; Bird, 2002; Jaenisch y Bird, 2003;). Actualmente, epigénesis 
se refiere “al estudio de los procesos que producen un fenotipo heredable que no dependen 
estrictamente de la secuencia del ADN” (Lieb et al., 2006). Los procesos epigenéticos son 
importantes en el desarrollo y diferenciación. Sin embargo, también se han encontrado en 
diversos organismos, entre ellos humanos y ratones adultos, ya sea ocasionados por un proceso 
azaroso o por influencia del ambiente (Issa, 2000). Los mecanismos epigenéticos también 
protegen a la célula de genomas virales que, de lo contrario, secuestrarían las funciones celulares 
para sus propios fines (Jahner et al., 1982).  

Un rasgo epigenético es aquel que es transmitido de forma independiente a la secuencia de 
ADN. Esto puede ocurrir a nivel de la división celular – por ejemplo, las células hijas pueden 
heredar un patrón de expresión genética a partir de las células parentales (a lo que se le llama 
memoria celular). El ejemplo clásico de la herencia epigenética es el fenómeno de impronta 
genética, en el cual el estado de la expresión de un gen depende de cuál de los padres se derivo 
dicho gen. En los mamíferos, por ejemplo, el gen Igf2 (el cual codifica al factor de crecimiento 
tipo II semejante a la insulina) se expresa solamente a partir de la copia paterna del gen, mientras 
que el gen H19 se expresa solamente a partir del alelo materno (Felsenfeld y Groudine, 2003). 
Además, el mecanismo mediante el cual este patrón de herencia se consuma involucra (en parte) 
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la metilación del ADN en el alelo paterno. Esto causa la disociación de una proteína cromatínica 
conocida como CTCF, la cual normalmente bloquea el enhancer (potenciador) que se localiza río 
abajo; como consecuencia, el enhancer es libre de activar la expresión de Igf2 (Bell y Felsenfeld, 
2000; Hark et al., 2000).  

Se han propuesto dos mecanismos que explican la manera mediante la cual se establece una 
interacción recíproca entre la metilación del ADN y la modificación de histonas a fin de regular 
la expresión genética. El primer mecanismo establece que los sitios que poseen dinucleótidos 
CpG (guanina–citosina) metilados cercanos a un gen reclutan proteínas de unión al ADN 
metilado; las cuales, a su vez, atraen desacetilasas de histonas ocasionando la pérdida de la 
acetilación de histonas y el consecuente silenciamiento de la expresión genética (Felsenfeld y 
Groudine, 2003). El segundo mecanismo establece que hay una interacción recíproca entre las 
histonas en la cromatina y el ADN que las rodea. Por ejemplo: parece ser que la metilación y la 
acetilación de la lisina ubicada en la novena posición de la histona 3 (H3K9) son procesos 
competitivos (Felsenfeld y Groudine, 2003). Si este residuo es acetilado, la histona se 
desestabiliza y puede causar la dispersión del nucleosoma. Por el contrario, si no es acetilado, 
puede ser metilado. La metilación de H3K9 incrementa la estabilidad del nucleosoma, 
impidiendo su disociación o movimiento. Tanto es así que la modificación de la cola de la 
histona 3 puede actuar como un “interruptor” entre el estado activado (nucleosoma dispersado) e 
inactivado (nucleosoma estable) de un gen, este hecho se ve reforzado por el estudio reportado 
por Jackson et al. (2002) quienes encontraron que en el hongo Neurospora la metilación de la 
H3K9 es esencial para que ocurra la metilación del ADN. La histona metilada puede ser capaz de 
reclutar de su vecindad las enzimas que metilan al ADN (Rea et al., 2000). Una vez que el ADN 
es metilado, éste puede estabilizar al nucleosoma aún más. 

La herencia epigenética involucra el mantenimiento de los patrones de modificación de 
histonas y/o la asociación de proteínas cromosomales correlacionadas con los estados específicos 
de expresión. Los mismos mecanismos encargados de propagar la estructura de la cromatina 
(permisiva o represora de la transcripción) son capaces de preservar el patrón de modificación de 
histonas durante la duplicación del ADN, cuando “el viejo” nucleosoma se distribuye 
aleatoriamente en ambos lados de la horquilla de duplicación, entremezclándolas con las histonas 
recién sintetizadas y provenientes del citoplasma (Felsenfeld y Groudine, 2003). 

El mantenimiento de los estados transcripcionales activos o represivos representa un 
mecanismo efectivo para la diferenciación celular (Weintraub et al., 1978). En este modelo, 
decisiones fundamentales referentes al encendido o apagado de genes individuales o grupales 
necesita hacerse una sola vez. Este principio es ilustrado más claramente con el grupo de 
proteínas Polycomb (PcG) que media la represión de los genes en Drosophila (Francis y 
Kingston, 2001). El grupo de genes Polycomb (PcG) codifica para un conjunto de proteínas que 
regulan negativamente a los genes homeóticos mientras que Trithorax (trxG) lo hace 
positivamente (Pirrotta 1998; Francis y Kingston, 2001; Orlando, 2003). Se ha postulado que 
PcG y trxG son parte de los mecanismos que contribuyen a la memoria epigenética. En particular, 
las proteínas del grupo PcG son responsables de silenciar no sólo a los genes homeóticos 
fomentando una estructura de la cromatina represora evitando así la incorporación de factores de 
transcripción y por lo tanto la transcripción. Uno de los modelos propuestos contempla la 
formación de complejos multipeptídicos que reconocen a las secuencias llamadas PRE (del 
inglés:"Polycomb Response Elements"). Proteínas homólogas al grupo PcG y trxG han sido 
identificadas en diversos organismos incluyendo al humano (Francis y Kingston, 2001; Roberts y 
Orkin, 2004). En particular, los miembros del grupo PcG han sido asociados a la regulación de 
genes ligados al control del ciclo celular vía la proteína retinoblastoma (Rb; Orlando, 2003). Por 
otra parte, la sobre expresión anormal de los miembros de PcG se asocia directamente a la 
proliferación celular relacionado con la progresión del cáncer de próstata (Varambally et al, 
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2002). De igual manera mutaciones en los miembros de trxG han mostrado tener relación con la 
aparición de tumores pediátricos, en particular a través del complejo hBrm que corresponde a un 
elemento de remodelaje ATP-dependiente asociado al grupo trxG (Roberts y Orkin, 2004).  
 

1.1.1 Metilación del ADN. La metilación del ADN ocurre en la posición 5 de la 
citosina que se encuentra en un patrón dinucleotidico: 5´-CG-3´ (CpG: C pareada con G) (Bird, 
1978, 2002; Gruenbaum et al., 1981). La metilación de la citosina es la única modificación 
química del ADN de los mamíferos y la más común en las células eucariontes (Fig. 1). El estado 
de metilación de las islas CpGs se mantiene aún después de la duplicación del ADN mediante la 
acción de las ADN metiltransferasas, en particular, la Dnmt1 (Bestor et al., 1988), y por ello esta 
señal epigenética se hereda a las generaciones celulares siguientes. Como se muestra en la Figura 
2, la metilación del ADN generalmente se asocia con la compactación de la cromatina a través de 
histonas modificadas post-traduccionalmente. Es por ello, que la metilación del ADN y la 
modificación post-traduccional de histonas juegan un papel natural y crucial en el silenciamiento 
de genes, estabilización de la estructura cromosómica y la supresión de la movilidad de los 
retrotransposones (Ohgane et al., 2008). 

 

 
 

Fig. 1.- Representación esquemática de la vía bioquímica de la metilación, desmetilación y mutagénesis de la 
citosina y 5-metilcitosina (Figura modificada de Singal y Ginder, 1999). 
 

1.1.2 Distribución de citosinas metiladas e islas CpG. Los genomas 
eucariontes no se encuentran metilados uniformemente pero contienen regiones metiladas 
intercaladas con dominios hipo-metilados. Durante la evolución, los dinucleótidos CpG han sido 
seleccionados progresivamente del genoma de eucariontes superiores y se presentan en una 
frecuencia del 5% al 10% (Antequera y Bird, 1993a; Antequera y Bird, 1993b; Bird, 1995). Se ha 
postulado que la perdida de los sitios CpG es causada por la desaminación de 5-metilcitosina 
(5mC) a Timina (Fig. 1). Aproximadamente del 70% al 80% de los sitios CpG se encuentran 
metilados en la mayoría de los vertebrados, incluyendo los humanos (Antequera y Bird, 1993a; 

5mC 
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Bird, 1995). Estas regiones metiladas, típicamente conforman horquillas de cromatina que 
reprimen la duplicación tardía del ADN mediante su asociación con histonas y su configuración 
nucleosomal. Esta configuración ocasiona que los factores de transcripción tengan una relativa 
inaccesibilidad a los promotores de los genes (Tazi y Bird, 1990). En contraste con el resto del 
genoma, pequeñas regiones de ADN, llamadas islas CpG tienen propiedades distintivas. Estas 
islas presentan un tamaño que oscila entre 0.5 a 5 kb y se presentan en promedio cada 100 kb. 
Estas regiones no se encuentran metiladas, son regiones ricas en GC (60% a 70%), la proporción 
de CpG con respecto a GpC es de al menos 0.6, y por ello la frecuencia de dinucleótidos CpG no 
se suprime (Antequera y Bird, 1993a; Cross y Bird, 1995). La cromatina que contiene islas CpG 
está en general altamente acetilada, carece de la histona H1, e incluye una región libre de 
nucleosomas (Tazi y Bird, 1990). Esta región con configuración de cromatina abierta facilita la 
interacción de factores de transcripción con los promotores de genes (Cross y Bird, 1995). 
 

 
 

Fig. 2.- Cambios que sufre el sistema epigenético (metilación del ADN y estructura de la cromatina) en células 
de mamíferos (Figura modificada de Ohgane et al., 2008). 
La metilación del ADN y la estructura de la cromatina se coordinan a través de modificaciones de histonas, 
incluyendo la acetilación y metilación de las mismas. La metilación del ADN y la compactación de la cromatina se 
asocian con el silenciamiento genético. Una vez establecido el sistema epigenético, en la célula se diferencian los 
patrones que se heredaran a las generaciones celulares siguientes (Ohgane et al., 2008). 

 
Dependiendo del patrón de metilación que presentan, las regiones reguladoras del genoma 

se pueden clasificar en dos tipos. Aproximadamente la mitad de todos los genes del ratón y del 
humano (alrededor de 25,000 genes) contienen islas CpG (Antequera y Bird, 1993a). La mayoría 
de dichos genes son “housekeeping” y presentan un patrón de expresión tisular; sin embargo, 
aproximadamente el 40% exhiben un patrón de expresión tejido-específico (Cross y Bird, 1995). 
En tejidos no cancerígenos, la gran mayoría de las regiones promotoras que contienen islas CpG 
se encuentran desmetiladas, independientemente de la actividad transcripcional del gen. Entre las 
principales excepciones, se pueden mencionar los genes no transcritos presentes en el cromosoma 
X inactivo y genes autosomales que sufren impronta genómica (uno de los alelos parentales se 
encuentra metilado) (Baylin, 1997). Por otro lado, algunos genes tejido - específico que carecen 
de islas CpG presentan un estado de metilación variable, el cual se correlaciona con su patrón de 
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expresión tejido específico y se encuentra inversamente correlacionado su estatus transcripcional 
(Cedar, 1988; Bird, 1992). 

1.1.3 ADN metiltransferasas. El control epigenético de la expresión genética que se 
efectúa a través de la metilación de la citosina es facilitado por la actividad de las ADN 
metiltransferasas (ADNMTs) (Hitchler y Domann, 2007). A las enzimas que transfieren los 
grupos metilo a los anillos de citosina se les llama 5-metiltransferasas o ADN metiltransferasas 
(ADNMTs), estas enzimas han sido caracterizadas en una gran cantidad de eucariontes (Bestor, 
1994). El sitio blanco de las ADNMTs en el ADN es el dinucleótido palindrómico CG 
(comúnmente referido como CpG, donde “p” denota el grupo fosfato. Las ADNMTs catalizan la 
trans-metilación de la citosina al transferir los grupos metilo presentes en las S-
adenosilmetioninas (AdoMet) al carbono 5 del anillo de la pimidina (Fig. 1). Esta reacción genera 
la 5-metilcitosina (5mC) en el ADN y como residuo de la reacción se produce el cofactor S-
adenosilhomocitosteina (SAH) (Hitchler y Domann, 2007).   

La metilación de la citosina en los genomas de los mamíferos se efectúa, 
predominantemente, gracias a la actividad de tres ADNMTs a las cuáles se les conoce como: 
DNMT1. DNMT3a y DNMT3b. Dependiendo del substrato con el que trabajan in vivo, estas 
enzimas se subdividen en dos clases (Bacolla et al., 2001). La primera subclase es la encargada 
de “mantener la metilación del ADN”, esta reacción es catalizada por la DNMT1 y ocurre 
inmediatamente después de que se efectúa la duplicación del ADN. Este hecho hace pensar que la 
DNMT1 tiene el papel fundamental de transferir la información epigenética de las células madre 
a las hijas (Kautiainen y Jones, 1985). La actividad de mantenimiento de la metilación del ADN, 
que es ejercido por la DNMT1, es prescrita gracias a su alta afinidad por el ADN hemi-metilado 
(Bolden et al., 1986). La duplicación del ADN genera ADN hemi-metilado, donde solo la hebra 
materna contiene CpGs metiladas. Durante la síntesis del ADN la DNMT1 se incorpora al 
complejo de duplicación a través de interacciones proteína/proteína (Beulieu et al., 2002).  Estas 
interacciones colocan a DNMT1 en sitios próximos  a los dinucleótidos CpG hemi-metilados 
recientemente sintetizados.  

El primer gen eucariótico perteneciente a una ADNMT fue clonado hace una década 
(Bestor et al., 1988) y fue el gen de la Dnmt1 de ratón. Este gen se encuentra altamente 
conservado dentro de la mayoría de los eucariontes, incluyendo el humano (DNMT1) (Yen et al., 
1992). Interesantemente, los ortólogos de Dnmt1 no se han caracterizado en  organismos que 
carecen de metilación del ADN, como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y 
Drosophila melanogaster (Singal y Ginder, 1999). La metiltransferasa Dnmt1 de mamífero tiene 
una alta afinidad por los substratos hemi-metilados pero es capaz de llevar a cabo metilación de 
novo en substratos no metilados in vitro. Se ha demostrado que la actividad de novo de la 
metiltransferasa Dnmt1  puede ser estimulada por estructuras  de  ADN aberrantes (Laayoun y 
Smith, 1995). 

La segunda subclase son las ADNMTs encargadas de la metilación de novo del ADN, 
estas son las responsables de establecer, post-fecundación, nuevos patrones de metilación que 
influyen en la regulación de la expresión genética. La metilación de novo es catalizada por 
DNMT3a y DNMT3b. El momento en que se produce la metilación de novo es desconcertante, 
puesto que puede ocurrir en cualquier momento subsecuente a la duplicación del ADN, e iniciar 
nuevos eventos epigenéticos que pueden ser heredados durante divisiones celulares futuras. Estas 
metiltransferasas de novo fueron identificadas en 1998 con la clonación de DNMT3a y DNMT3b 
por Masaki Okano et al. (Okano et al., 1998; 1999; Xie et al., 1999). DNMT3a y DNMT3b son 
codificadas por diferentes genes (Weisenberger et al., 2002; Liu et al., 2003). Su caracterización 
inicial reveló una diferencia crucial entre  sus actividades y las de DNMT1; ya que, DNMT3a y 
DNMT3b no tienen una preferencia por el substrato de ADN hemi-metilado o hipo-metilado. 
Esta alta afinidad por dinucleótidos CpG hipo-metilados es crítica para su papel como ADNMT 
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de metilación de novo (Okano et al., 1999). Las dos clases de enzimas componen el equipo 
enzimático básico para generar y perpetuar el control epigenético de la expresión genética 
durante el desarrollo, la gametogénesis y la impronta genómica. 

 
1.1.4 Inhibidores de la actividad de ADN metiltransferasas.  Dependiendo 

de sus mecanismos de acción, los inhibidores de la actividad de las ADNMTs pueden dividirse en 
cinco grupos (Zing y Jones, 1997). 

- Análogos de los nucleósidos (Grupo I).- Los análogos de los nucleósidos se 
incorporan a la cadena de ADN e inactivan a las ADNMTs interfiriendo con la unión covalente 
entre la enzima y el ADN, bloqueando de esta manera la metilación de las citosinas en la fase S 
(Síntesis) del ciclo celular. El inhibidor de las ADNMTs más estudiado es el 5-azacitidina (5-
azaC), él cuál es un análogo de la citosina que se incorpora al ADN en el lugar de la citosina 
durante el proceso de la duplicación e inhibe la actividad de las ADNMTs. (Gabarra y Bhagwat, 
1995; Jackson-Grusby et al., 1997). Algunas de las propiedades biológicas del 5-azaC son: alterar 
estados diferenciados de ciertas células eucarióticas e inducir nuevos fenotipos (Taylor y Jones, 
1979), alterar el funcionamiento de células eucarióticas (Doerksen y Trasler, 1996) e inducir 
selectivamente la activación de ciertos genes (Dasari et al., 2002). Debido a que el 5-azaC es muy 
inestable, se han sintetizado análogos mucho más estables como: arabinofuranosil-5-azacitosina, 
pseudo-isocitidina, 5-fluorocitidina y dihidro-5-azacitidina. (Zing y Jones, 1997) 

- Análogos de S-adenosilmetionina (AdoMet) y S-adenosilhomocisteína (SAH) 
(Grupo II).- Los análogos de AdoMet y SAH como Sinefungin y derivados  actúan como 
inhibidores competitivos de AdoMet e inhiben no solamente a las ADNMTs sino también a 
otras enzimas que requieren AdoMet como: AdoMet descarboxilasas y SAH hidrolasas. 
Algunos de estos análogos tienen usos potenciales como antifúngicos, antiparásitos, 
anticancerígenos y agentes antibacteriales (Zing y Jones, 1997). 

- Grupo III.- Los inhibidores que pertenecen a este grupo inhiben la síntesis de 
AdoMet mediante la interferencia del metabolismo de la metionina, en este grupo se 
encuentran: antifolato del metotrexato - el cual inhibe a la dihidrofalato-reductasa, además la 
etionina y la L-cis-AMB inhiben a las AdoMet sintetasas (Zing y Jones, 1997). 

-  Grupo IV.- Los inhbidores de este grupo actúan mediante impedir la degradación 
de SAH o la síntesis de espermina y espermidina, ocasionando la acumulación de: SAH, 
AdoMet descarboxilasas (dc-AdoMet) y 59-metiltio-59-deoxiadenosina (MTA). Finalmente, 
como consecuencia se produce la inhibición de la metilación del ADN. Los inhibidores de SAH 
hidrolasa ocasionan la acumulación de SAH; los inhibidores de ornitina descarboxilasa (ODC), 
espermidina y espermina sintetasa ocasionan la acumulación de dc-AdoMet; los inhibidores de 
metiltioadenosina fosforilasa ocasionan la acumulación de MTA (Zing y Jones, 1997). 

- Grupo (V).- Este grupo se compone de moléculas que inhiben la metilación del 
ADN a través de varios mecanismos. En este grupo están péptidos, ácido butírico, espermina y 
espermidina, algunos carcinógenos, o agentes alcalinos que modifican al ADN que tienen como 
sitio blanco o inactivan a las ADNMTs. Otro miembro de este grupo es el mRNA antisentido 
del mRNA de las ADNMTs (Zing y Jones, 1997). 

 
1.1.5 La metilación del ADN y la represión transcripcional. Desde hace 

mucho tiempo se han propuesto hipótesis que explican el papel que tiene la metilación del ADN 
en la regulación diferencial de la expresión genética (Riggs, 1975; Holliday, 1975). Varios 
estudios han encontrado que la metilación sitio-especifica de la citosina, dentro o de forma 
adyacente a los genes, se correlaciona con la represión transcripcional (McGhee y Ginder, 1979; 
Ginder y McGhee, 1981). La relación inversa entre la metilación de la citosina y la transcripción 
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ha sido observada en una gran cantidad de genes, aunque no de forma universal (Singal y Ginder, 
1999). Razin y Cedar (1991) han descrito la habilidad de la metilación del ADN sobre el 
promotor para inhibir la transcripción de una variedad de genes en ensayos de transfección in 
vitro, y en algunos casos, dicha metilación se relaciona con el estado inactivo de los genes in 
vivo.    

Hasta el momento se han descrito al menos cuatro mecanismos mediante los cuales la 
metilación inicia la represión transcripcional, en la figura 3 ilustramos tres de estos mecanismos 
(Singal y Ginder, 1999). En el primer mecanismo la metilación del ADN, que se encuentra sobre 
el promotor, interfiere directamente con la unión de los factores de transcripción a sus sitios 
blanco. Diversos factores de transcripción, entre los que se incluyen: AP-2, c-Myc/Myn, el 
activador CREB ciclina dependiente de AMP, E2F y NF-kB, reconocen secuencias que contienen 
residuos CpG pero la unión a estas secuencias se bloquea cuando se encuentran metiladas. Sin 
embargo, este mecanismo no es el único mediante el cual la metilación regula negativamente la 
transcripción. Esto se puede concluir debido a que existen factores de transcripción como: Sp1 y 
CTCF. Los cuales se unen a los promotores de los genes, cuya transcripción regulan, aunque 
éstos se encuentren metilados (Tate y Bird, 1993). Además, muchos sitio blanco de factores de 
transcripción no presentan residuos del dinucleótido CpG.  

El segundo mecanismo implica la unión directa de específicos factores de transcripción a 
los sitios metilados del ADN, se piensa que estos factores transcripcionales actúan como 
represores de la transcripción. Se han identificado a dos factores transcripcionales que actúan a 
través de este mecanismo y son: MeCP1 y MeCP2 (proteínas tipo 1 y 2 de unión a 5-
metilcitosina); se ha demostrado que estas proteínas se unen a dinucleótidos CpG metilados, en 
cualquier secuencia contexto. Aunque en vertebrados, se ha visto que la metilación del ADN 
inhibe el inicio de la transcripción, en Neurospora la metilación del ADN bloquea la elongación 
de la transcripción a través de mecanismos que son mediados por MeCP1 y/o MeCP2 (Rountre y 
Selker, 1997).  

La importancia de MeCP1 en el mecanismo mediante el cual el ADN regula la expresión 
genética queda manifiesta debido a que en células en las que esta proteína no se encuentra la 
metilación del ADN regula negativamente la transcripción de muy pocos genes (Boyes y Bird, 
1991). Por otro lado, Boyes y Bird (1991) mencionan que la unión de MeCP1 a genes hiper-
metilados inhibe su transcripción. La unión de MeCP1 a promotores hipo-metilados forma un 
complejo inestable, por lo cual MeCP1 es capaz de bloquear la transcripción de genes siempre y 
cuando su promotor se encuentre hiper-metilado (Boyes y Bird, 1992). Algunos estudios reportan 
que al transfectar genes cuyo promotor se encuentra hipo-metilado, estos se expresan ante la 
presencia del enhancer SV40 en posición cis. Sin embargo, no es posible transcribir genes 
transfectados cuyo promotor se encuentra hiper-metilado, aún ante la presencia de enhancers 
fuertes en posición cis (Boyes y Bird, 1992).  

Recientemente se ha demostrado que un complejo electroforético, con una movilidad 
similar al MeCP1, se forma eficientemente con las secuencias hiper-metiladas del promotor del 
gen embrionario rho-globina pero no con las secuencias hipo-metiladas (Singal, 1997). Además, 
este complejo puede ser detectado usando extractos nucleares de las mismas células eritroides 
primarias del ave, en las cuales se ha demostrado que la inhibición de la transcripción es mediada 
por la metilación (Singal, 1997). Así mismo, se ha demostrado que la metilación juega un papel 
muy importante en el silenciamiento de la transcripción in vivo del gen rho-globina en células 
eritroides aviares de adulto (Ginder et al., 1984, Burns et al., 1988). Estos resultados sugieren 
que el papel de MeCP1, o de un complejo similar, es silenciar al gen rho-globina embrionario 
durante la eritropoyesis (Singal y Ginder, 1999). 

PCM1, un componente del complejo MeCP1, tiene un dominio de unión ha sitios CpG 
metilados (MBD, por sus siglas en inglés: methyl-CpG binding domain) y dos dominios ricos de 
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cisteína (CXXC). El dominio CXXC se encuentra también en las ADNMTs de animales y en 
proteínas HRX (también conocidas como MLL ó ALL-1) de mamíferos. Aunque el significado 
funcional de los dominios CXXC aún no se conoce, existe evidencia de que es parte del dominio 
de represión de la transcripción (Zeleznik-Le, 1994; Prasad et al., 1995). Se ha demostrado que 
PCM1 reprime la transcripción in vitro de una forma dependiente a la metilación (Cross et al., 
1997).    

 

 
 

Fig. 3.- Mecanismos mediante los cuales se propone que la metilación de la citosina reprime la transcripción 
(Figura modificada de Singal y Ginder, 1999). 
 
 MeCP2 es más abundante que MeCP1 y es capaz de unirse a ADN que contenga, como 
mínimo, un solo dinucleótido CpG metilado (Meehan et al., 1992). MeCP2, tal como las 
ADNMTs, es imprescindible para la viabilidad de las células madre de origen embrionario, pero 
es esencial para el desarrollo del embrión (Tate et al., 1996). MeCP2 tiene dos dominios: 1) el 
dominio de unión al dinucleótido CpG metilado, el cual es esencial para su localización 
cromosomal y 2) el dominio represor de la transcripción (TRD), este dominio tiene la capacidad 
de inhibir la transcripción de un promotor a distancia, hecho que sugiere que MeCP2 interactúa 
con la maquinaría de transcripción o con el complejo de iniciación (Nan et al., 1997). Se 
demostró que una región de MeCP2, que se localiza dentro del TRD, se asocia con el complejo 
co-represor compuesto por mSin3A y desacetilasas de histonas. El hecho de que la represión 
transcripcional in vivo mediada por MeCP2 puede ser revertida por Tricostatina A, un inhibidor 
de desacetilasas de histonas, sugiere que dos mecanismos de regulación genética: la metilación 
del ADN y la desacetilación de histonas, actúan conjuntamente gracias a la acción de MeCP2 
(Nan et al., 1998; Jones et al., 1998). Además, aunque en algunos casos se ha demostrado que en 
la represión transcripcional, la metilación del ADN juega un papel dominante sobre la 
desacetilación de histonas (Ginder et al., 1984; Burns et al., 1988). Se ha propuesto que MeCP2 
contribuye al ensamblaje y estabilidad de una estructura cromatínica de carácter represivo (Kass 
et al., 1997a). Todo lo anterior hace pensar que cuando MeCP2 se une al DNA metilado puede 
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estabilizar a los nucleosomas en esta región particular de la cromatina (Nan et al., 1998; Jones et 
al., 1998).  

En el tercer mecanismo la metilación media la represión transcripcional alterando la 
estructura de la cromatina. Se ha demostrado que el ADN metilado se une preferencialmente a la 
Histona H1, la histona que asocia a los nucleosomas en complejos plegados de un orden mayor 
(McArthur y Thomas, 1996). De esta manera, el estado inactivo de la cromatina puede ser 
propagado a lo largo del ADN. Los resultados de Keshet et al. (1986) apoyan lo anterior, en este 
estudio se transfectaron células L de ratón con un plásmido portador de una construcción que 
contenía el gen β-globina y otros genes eucariontes, esta construcción fue transfectada en dos 
condiciones: 1) la construcción fue previamente metilada in vitro y 2) la construcción no fue 
metilada in vitro. Keshet et al. (1986) reportaron que después de su integración y propagación en 
el cultivo celular, las secuencias de ADN presentes en la construcción no metilada in vitro fueron 
detectadas en cromatina activa y sensible a la digestión con DNasa I; en contraste las secuencias 
de ADN presentes en la construcción metilada in vitro fueron encontradas en cromatina resistente 
a la digestión con DNasa I y se encontraban transcripcionalmente inactivas. Así mismo, en un 
estudio en los que se microinyectó en el núcleo ciertas plantillas de genes, metilados e hipo-
metilados, se encontró que la metilación inhibe la transcripción sólo después de que la cromatina 
es remodelada a su estado inactivo (Kass et al., 1997b). Un fuerte activador transcripcional 
GAL4-VP16, no puede cauterizar el efecto que ejerce la cromatina en su estado inactivo (Kass et 
al., 1997b). Para estabilizar el estado inactivo de la cromatina, la metilación bloquea el acceso de 
factores de transcripción (Kass et al., 1997a, b).  

Un asunto que se debe considerar, con respecto a la metilación del ADN y el 
silenciamiento transcripcional, es determinar si la metilación es un mecanismo de control 
primario o un efecto secundario de la actividad genética. Se ha visto que en algunos genes, cuya 
secuencia nucleotídica contiene CpGs, la metilación ocurre después del silenciamiento 
transcripcional; en otros genes, la perdida de la metilación ocurre después de la activación 
transcripcional (Sullivan et al., 1989). Así mismo, se ha demostrado que en algunos sistemas la 
transcripción se encuentra levemente reprimida por la metilación de CpG, aunque dichos sistemas 
presenten las condiciones nucleares óptimas para la transcripción, incluyendo la cromatina 
sensible a la DNasa I (Ginder et al., 1984; Singal et al., 1997). Por lo tanto, parece ser que la 
metilación, particularmente de genes ricos en CpGs, tiene como función prevenir la activación 
transcripcional a pesar de que exista un ambiente nuclear óptimo; dicha función sigue o precede a 
otros eventos que encienden o apagan un gen (Singal y Ginder, 1999). 

 

1.1.6 Metilación del ADN durante la Evolución Biológica. Se han propuesto 
dos hipótesis que establecen el papel evolutivo de la metilación del ADN. La primera hipótesis 
surgió partiendo del hecho de que los genes han incrementado su complejidad biológica y 
numérica. El tamaño del genoma de los organismos de vida libre se ha incrementado: partiendo 
de unos centenares de genes, en los procariontes (por ejemplo: Escherichia coli tiene 4,000 
genes), hasta llegar a rangos que van desde los 5,000 a 10,000 genes, en eucariontes 
invertebrados, y de los 7,000 a 25,000 genes, en vertebrados (Singal y Ginder, 1999). Bird (1995) 
propone que: “debido a que se ha incrementado el número de genes tejido-específico durante la 
evolución, la eficiencia de la represión genética debe de haber aumentado también”. Este 
incremento en la eficiencia de la represión genética se ve evidenciado en el hecho de que: la 
envoltura nuclear permite que, en las células eucariontes, la traducción y la transcripción se 
encuentren separadas en tiempo y localización. Mientras que en procariotas la traducción 
comienza inclusive antes que la transcripción haya terminado. Además, los genes eucariotas no se 
agrupan en operones como los de los procariotas, esto permite que cada gen eucariota se 
transcriba separadamente, con un control transcripcional independiente para cada gen. Por otro 



39  

lado, los vertebrados, en contraste con los invertebrados, tienen una mayor cantidad de genes y es 
posible que la metilación del ADN actúe como mecanismo de represión transcripcional adicional 
(Bird, 1995). Al comparar el patrón de metilación de los invertebrados con respecto al de los 
vertebrados se encuentran diferencias importantes. En los invertebrados, la metilación de la 
citosina en el genoma ocurre en una pequeña fracción de los dinucleótidos CpG y en algunos 
casos, como en Drosophila, la proporción del ADN que está metilado es tan baja que no se 
detecta (Bird, 1995). Parece ser, que en la mayoría de los eucariontes, la metilación del ADN 
actúa como parte de un sistema que minimiza el daño potencial que puede ser generado por 
elementos de ADN como los transposones, genomas virales, etc. Sin embargo, debido a que en 
los vertebrados una gran parte del ADN se encuentra metilado, exceptuando las islas CpG. Bird 
(1995) propone además, que “la metilación del ADN, en los vertebrados, provee un novedoso 
estrato de represión global, reduciendo el ruido transcripcional y permitiendo que el organismo 
acumule y utilice genes, extra a los que son cruciales para su desarrollo, de forma selectiva”. 
Una teoría alternativa propone que la metilación de la citosina en mamíferos es un sistema 
nuclear de defensa propio del hospedero, este sistema evolucionó principalmente para 
contrarrestar los elementos genéticos móviles del sistema endógeno parasitario que representaban 
una amenaza (Yoder et al., 1997). La metilación de la citosina inactiva al promotor de la mayoría 
de los virus y los transposones, incluyendo los elementos Alu, los cuales se encuentran metilados 
en el ADN de las células durante el proceso de diferenciación (Singal y Ginder, 1999). De hecho, 
la gran mayoría de las 5mCs que posee el genoma se encuentran dentro de estos elementos. Se ha 
demostrado que drogas desmetilantes activan la transcripción de transposones endógenos 
(Schmid, 1996). Además, al transfectar en células humanas elementos L1 hipo-metilados de 
humano, estos presentan una alta tasa de transposición (Moran et al., 1996) excediendo la tasa de 
transposición de elementos endógenos idénticos que se encuentran metilados. Para un elemento 
móvil es beneficioso transponerse en aquellos tejidos que le aseguren la transmisión vertical a la 
siguiente generación del hospedador. Sin embargo la transposición en tejidos somáticos 
probablemente sólo resultaría en una pérdida de funcionalidad en el hospedador, sin ningún 
beneficio para el elemento. Se piensa que la transcripción del elemento L1 de humanos se limita a 
células indiferenciadas: células germinales tempranas y células tumorales. Esto puede ser debido 
al significativo decremento de metilación existente en células indiferenciadas (López et al, 1999). 
De hecho, se ha sugerido que uno de los propósitos de la metilación de CpG es reducir la 
expresión de elementos móviles en células diferenciadas (Yoder et al., 1997). 

 
1.1.7 La metilación del ADN en el desarrollo embrionario. La idea de que la 

metilación del ADN controla la expresión genética fue propuesta por primera vez por Robin 
Holliday y Hohn Pugh en 1975. Ellos propusieron que la metilación del ADN tiene el papel de 
controlar la actividad de los genes que participan en cada etapa del desarrollo embrionario. Tres 
eventos del desarrollo embrionario en los que la metilación del ADN juega un papel importante 
son: 1) La impronta genómica, 2) La inactivación del cromosoma X y 3) La regulación de la 
expresión tejido-especifica de genes. A continuación mencionaremos el papel de la metilación del 
ADN en cada uno de los casos anteriores.  

 
Impronta genómica.- La impronta genómica es un fenómeno genético por el que ciertos 

genes son expresados de un modo específico que depende del sexo del progenitor. En los 
organismos diploides las células somáticas tienen dos copias del genoma. Por lo tanto, cada gen 
autosómico está representado por dos copias o alelos, cada una de ellas heredada de un progenitor 
en la fertilización. En la gran mayoría de los genes de los autosomas, la expresión de ambos 
alelos sucede simultáneamente. Sin embargo, una pequeña proporción de los genes (<1%) está 
"impresa", es decir, que su expresión depende de sólo uno de los alelos. En mamíferos, hay por lo 
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menos 30 genes conocidos cuya expresión es controlada a través de la impronta genómica. Esto 
significa que una condición severa o letal surge si el alelo que se expresa sufre una mutación. Sin 
embargo, si la misma mutación surge en el alelo que no se expresa no perjudicara el desarrollo 
del embrión. Esto también significa que los cromosomas maternos y paternos son requeridos para 
el desarrollo normal de mamíferos. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario de ratón, 
únicamente se activa el alelo paterno del gen que codifica al factor de crecimiento semejante a 
insulina tipo II (Igf2) localizado sobre el cromosoma 7. Contrariamente, el alelo del gen que 
codifica para la proteína que une a este factor de crecimiento (Igf2r) se localiza sobre el 
cromosoma transmitido por la madre. La proteína Igf2r une y degrada los excesos de Igf2. Una 
cría de ratón que hereda la supresión del alelo paterno del gen Igf2r es normal, pero si la misma 
supresión es heredada de la madre, el feto experimenta un 30% de incremento en el crecimiento y 
muere tardíamente durante la gestación (Barlow et al., 1991; DeChiara et al., 1991; Bartolomei y 
Tilghman, 1997). 

 En seres humanos la pérdida de un segmento particular del brazo largo del 
cromosoma 15 resulta en diferentes fenotipos dependiendo si la pérdida está en el cromosoma 
derivado del progenitor masculino o el femenino. Si el cromosoma con el segmento defectuoso o 
desaparecido viene del padre, el niño nacerá con el síndrome de Prader-Willi, una enfermedad 
asociada con retraso mental leve, obesidad, gónadas pequeñas y corta estatura. Si el segmento 
defectuoso viene de la madre, el niño tendrá síndrome de Angelman, caracterizado por retraso 
mental severo, convulsiones, ausencia de habla y tiene períodos prolongados de risa inmotivada 
(Knoll et al., 1989; Nicholls et al., 1998). 

En tales casos, las diferencias entre los alelos que se expresan y los que no se expresan en 
general involucran la metilación de residuos de citosina (Arney et al.,  2001). En células 
germinales primordiales que dan origen al espermatozoide y a los ovocitos, se eliminan casi en su 
totalidad todas las diferencias de metilación del ADN (Monk et al., 1987; Driscoll y Migeon, 
1990). Sin embargo, conforme la célula germinal se desarrolla en espermatozoide u ovocito, sus 
genes experimentan una extensa metilación. Además, el patrón de metilación de un gen dado 
puede diferir entre el espermatozoide y el ovocito. Estas diferencias de metilación específicas de 
un gen se conservan en los cromosomas de las células embrionarias (Sanford et al., 1987; 
Chaillet et al., Kafri et al., 1992). La metilación de una región enhancer cerca del gen de ratón 
Igf2 determina si el gen será o no expresado, y este enhancer es metilado de modo diferente en el 
espermatozoide y en el ovocito. La expresión de los loci maternos y paternos sobre el cromosoma 
15 humano también depende de las diferencias de metilación en regiones específicas sobre el 
cromosoma (Zeschingk et al., 1997; Ferguson-Smith y Surani, 2001). Esta marca de un gen 
cuando viene del padre o de la madre es denominada impronta genómica. La impronta genómica 
agrega información al genoma heredado, información que puede regular los patrones espaciales y 
temporales de la actividad de un gen. 

 
La inactivación del cromosoma X.- En Drosophila y en mamíferos, las hembras se 

caracterizan por poseer dos cromosomas X por célula, mientras que los machos se caracterizan 
por tener un único cromosoma X por célula. A diferencia del cromosoma Y, el cromosoma X 
contiene miles de genes que son esenciales para la actividad celular. Sin embargo, a pesar de que 
las células de las hembras tienen el doble número de cromosomas X que los que tienen los 
machos, las células de los machos y de las hembras contienen aproximadamente iguales 
cantidades de productos génicos codificados por el cromosoma X. Esta igualdad es denominada 
compensación de la dosis.  

En mamíferos, la compensación de la dosis se produce a través de la inactivación de uno 
de los cromosomas X en cada célula de la hembra. Por tanto, cada célula somática de mamíferos, 
si es femenina o masculina, tiene solo un cromosoma X en funcionamiento. Este fenómeno se 



41  

denomina inactivación del cromosoma X. La cromatina del cromosoma X inactivo es convertida 
en heterocromatina. El cromosoma X heterocromático es conocido como cuerpo de Barr (Barr y 
Bertram, 1949). Mediante el monitoreo de la expresión de los genes ligados al cromosoma X, 
cuyos productos pueden ser detectados en los embriones de las primeras etapas de desarrollo, se 
demostró que la inactivación del cromosoma X se produce casi al inicio del desarrollo. Esta 
inactivación parece ser crítica. Tagaki y Abe (1990) reportaron que en un embrión de ratón 
mutante, en el que ninguno de los dos cromosomas X se inactivan, se detecta muerte de las 
células ectodérmicas y ausencia en la formación de mesodermo, provocando finalmente la muerte 
del embrión a los 10 días de gestación. Los mecanismos de inactivación del cromosoma X 
todavía son pobremente entendidos. En 1991, Bown et al encontraron un transcrito de RNA que 
es producido únicamente a partir del cromosoma X inactivo de seres humanos (Brown, 1991a, b). 
Este transcrito, XIST, no codifica una proteína. En su lugar, se localiza dentro del núcleo e 
interactúa con la cromatina X inactiva, formando un complejo cuerpo Barr-XIST (Brown et al., 
1992). Una situación similar existe en el ratón, en el que el transcrito del gen Xist cubre al 
cromosoma X inactivo (Borsani et al., 1991; Brockdorrf et al., 1992). La expresión de Xist es 
necesaria solo para iniciar la inactivación del cromosoma X, una vez que la inactivación se 
produce, la transcripción de Xist es prescindible (Brown y Willard, 1994). El RNA Xist funciona 
solamente en cis, es decir, en el cromosoma que lo hizo. Cuando las células comienzan a 
diferenciarse, el RNA Xist se estabiliza sobre uno de los dos cromosomas X (Sheardown et al., 
1997). Una vez que Xist comienza la inactivación de un cromosoma X, el silenciamiento del 
cromosoma se mantiene al menos de dos maneras. El primer modo involucra la metilación del 
ADN. El locus Xist sobre el cromosoma X activo se hiper-metila, mientras que el gen Xist activo 
se mantiene hipo-metilado (Norris et al., 1994). Lo que es más, se sabe que las regiones 
promotoras de numerosos genes están metiladas sobre el cromosoma X inactivo y sin metilar 
sobre el cromosoma X activo (Wolf et al., 1984; Keith et al., 1986; Migeon et al., 1991). El 
segundo método de mantenimiento de la inactivación del cromosoma X parece involucrar la 
metilación de un residuo de lisina sobre la Histona H3, esto ocurre casi inmediatamente después 
de que el RNA Xist cubre al cromosoma X que será inactivado. Esta modificación post-
traduccional se produce antes de que inicie el silenciamiento transcripcional. Poco tiempo 
después, la transcripción se detiene, y se produce otra modificación post-traduccional de las 
histonas asociadas al cromosoma X inactivo, incluyendo la eliminación de los grupos acetilo de 
la histona H4 (Jeppesen y Turner, 1993; Heard et al., 2001; Mermoud et al., 2002). 

 
Expresión tejido-especifica de genes.- Durante el desarrollo embrionario, la expresión de 

algunos genes tejido-especifico dentro de un linaje celular está regulada por la metilación del 
ADN de las regiones promotoras de dichos genes. Este es el caso del promotor del gen Sry (por 
sus siglas en inglés: sex-determining region of the Y chromosome). La identificación del gen SRY 
como el FDT fue un gran avance en el campo de la determinación sexual. Después de aislarlo a 
partir de la región determinante del sexo que se encuentra en el cromosoma Y del humano 
(Sinclair et al, 1990), se presento evidencia de que mutaciones de novo dentro de este gen llevan 
a la reversión sexual XY (Berta et al., 1990; Jäger et al., 1990). El ortólogo del ratón fue 
descubierto poco después. El papel del gen SRY/Sry en la determinación sexual quedó 
evidenciado cuando ratones XX a los que se transfectó un fragmento de 14kb del Sry de ratón 
desarrollaron fenotipo masculino (Koopman et al., 1991). Nishino et al. (2004) reportaron que la 
metilación in vitro de la región localizada en el costado 5´no-codificante del gen Sry de ratón 
suprime su actividad, lo cual implica que la expresión de este gen es regulada negativamente por 
la metilación del ADN. El mapa de restricción de bisulfito y la secuenciación con bisulfito de 
sodio revelaron que la región localizada en el costado 5´no-codificante del gen Sry se encuentra 
hiper-metilada en las gónadas de embriones de ratón de 8.5dpc (días post-coito), en los cuales el 
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gen Sry no se expresa. Además, está región se encuentra hipo-metilada en la gónada de 
embriones de ratón de 11.5 dpc. Así mismo, el estatus de hiper-metilación se mantiene en los 
tejidos que no expresan el gen Sry. Con estos datos se concluyó que la expresión del gen Sry se 
encuentra bajo el control de un mecanismo epigenético mediado por la metilación del ADN. 

 
1.1.8 El código de histonas. El ADN está empaquetado en nucleosomas. El 

nucleosoma constituye la unidad básica de la estructura de la cromatina y está formado por un 
octámero de proteínas histónicas (dos moléculas de cada una de las histonas: H2A, H2B, H3 y 
H4), envuelto en dos asas de ADN abarcando 146 pares de bases (Spotswood y Turner, 2002; 
Jenuwein y Allis, 2001; Zhang y Reinberg, 2001; Grozinger y Schreiber, 2002; Agalioti et al., 
2002). Además de organizar efectivamente al material genético en el núcleo, los nucleosomas 
juegan un papel importante en la regulación de la actividad genética debido a que controlan el 
acceso de los factores de transcripción al material genético. Cuando Karolin Luger et al. (1997) 
descubrieron que estructura del nucleosoma descubrieron que los extremos amino (N) y carboxilo 
(C) terminales de las proteínas histónicas sobresalen del eje central del nucleosoma. A estas 
protuberancias se les denominó “extremos amino-terminales de histonas”. Debido a que los 
extremos amino-terminales de las histonas se proyectan desde la estructura principal de los 
nucleosomas, son capaces de modular las interacciones: ADN - nucleosoma y nucleosoma - 
nucleosoma. El cambio de las interacciones entre los nucleosomas se efectúa por un complejo 
arreglo de modificaciones sobre los extremos amino-terminales de las histonas (Hitchler y 
Domann, 2007). Los extremos amino-terminales de las histonas están sujetas a modificaciones 
post-traduccionales como: acetilación de la lisina, metilación de la lisina y la arginina, 
fosforilación de la serina y ubiquitinación de la lisina (Jenuwein y Allis, 2001; Zhang y Reinberg, 
2001; Agalioti et al., 2002; Richards y Elgin, 2002).  

La hipótesis del código de histonas propone que la combinación de diferentes 
modificaciones postraduccionales sobre los extremos amino-terminales de las histonas definen un 
código de señalización, el cual sirve como un lenguaje interfásico entre las histonas y los 
mecanismos de modificación de la cromatina; esta comunicación asigna a cada dominio de la 
cromatina una estructura particular y una función específica (Strahl y Allis, 2000; Turner, 2002). 
De hecho, cada histona tiene varios sitios susceptibles a sufrir modificaciones. Asumiendo que 
los núcleos de histonas de cada nucleosoma pueden adquirir diferentes modificaciones, su 
combinación en el microambiente multinucleosomal puede crear un código epigenético 
tremendamente complejo (Govin et al., 2004). Esta hipótesis es apoyada por el hecho de que 
existen factores que reconocen y se unen a histonas que poseen un conjunto de modificaciones 
particulares (Jenuwein y Allis, 2001; Khorasanizadeh, 2004). 

 
1.1.9 Acetilación y metilación de histonas. La adición y remoción de las 

modificaciones de histonas es un proceso enzimático. La acetilación de histonas es catalizada por 
enzimas denominadas acetiltransferasas de histonas (HATs), las cuales utilizan la acetil-CoA 
como cofactor (Racey y Byvo et al., 1971; Noland et al., 1971). Existen diversas HATs en las 
células de mamíferos. La acetilación de histonas ocurre principalmente en los residuos de lisina 
de los extremos amino-terminales de las histonas H3 y H4. El reclutamiento de las HATs a los 
promotores generalmente se asocia con la activación de la transcripción. Por ejemplo, usualmente 
las regiones reguladoras de genes que se encuentran transcripcionalmente activos presentan una 
gran cantidad de histonas acetiladas en la lisina 9 (H3K9ac). Sin embargo, contrario a la 
acetilación de histonas, la metilación de histonas puede activar o inhibir la transcripción, 
dependiendo de donde ocurre la modificación (Hitchler y Domann, 2007).  
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La familia de metiltransferasas de histonas (HMTs) se compone de enzimas capaces de 
metilar lisinas y argininas ubicadas en los extremos amino-terminales de las histonas. Las HMTs, 
al igual que las ADNMTs, utilizan AdoMet como cofactor y producen SAH como residuo de la 
reacción. La metilación de las HMTs sobre los aminoácidos ubicados en los extremos amino-
terminales de histonas genera un incremento de la complejidad del mecanismo epigenético que 
controla la expresión genómica (Zhang et al., 2003). Para ilustrar esta complejidad citaremos la 
dicotomía existente en la metilación de la histona H3. La dimetilación de la histona H3 en la 
lisina 4 (H3K4me2) está usualmente asociada con la activación transcripcional. Mientras que la 
trimetilación de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9me3) inhibe la transcripción. Además, la 
metilación de ciertas lisinas de la histona H3 pueden bloquear la modificación de otras lisinas 
ubicadas en la misma histona (Wang et al., 2001a). Por otro lado, cuando SUV39 H1 trimetila a 
H3K9 (H3K9me3) genera el substrato de la proteína de unión a la heterocromatina 1 (HP-1) (Rea 
et al., 2000). Una vez que HP-1 se une a H3K9me2, recluta HMTs adicionales facilitando la 
formación de heterocromatina a lo largo del gen (Lachner et al., 2001). 
 La acetilación y la metilación de los extremos amino-terminales de las histonas no son 
modificaciones permanentes. Las desacetilasas de histonas (HDACs) y las desmetilasas de 
histonas remueven la acetilación y metilación, respectivamente; lo cual le da plasticidad al 
mecanismo de control epigenético que controla la expresión genómica (Libby, 1970; Hay y 
Candido, 1983; Klose et al, 2006). La presencia de HDACs dentro de las regiones reguladoras de 
los genes es consistente con el mecanismo de silenciamiento epigenético. Se puede mantener un 
estado de silenciamiento epigenético removiendo los grupos acetilo de las histonas. HDACs y 
desmetilasas de histonas son capaces de trabajar conjuntamente con las HAT y las HMTs a fin de 
silenciar la expresión genómica. Por ejemplo, cuando las HDACs remueven los grupos acetilo de 
H3K9 permiten que, esta misma, sea metilada por las HMTs; lo cual induce la formación de 
heterocromatina (Bartova et al., 2005). 
 

1.1.10 Desacetilasas de histonas (HDAC). Las HDAC también están 
involucradas en la acetilación reversible de proteínas no histónicas (por ejemplo: p53, tubulina y 
varios factores transcripcionales). Muchos tipos de cáncer están asociados con proteínas HAT y/o 
HDAC cuya actividad se encuentra alterada (Timmermann et al., 2001; Wang et al., 2001b; Jones 
y Baylin, 2002). 

Las HDACs de mamíferos se han clasificado en tres clases. Las desacetilasas de la clase I 
(HDACs 1, 2, 3 y 8) presentan homología entre sus sitios catalíticos. Las desacetilasas de la clase 
II son: HDACs 4, 5, 6, 7, 9 y 10 (Grozinger et al., 2001; De Ruijter et al., 2003). El dominio 
catalítico C-terminal y el dominio regulador N-terminal de las HDACs 4, 5, 7 y 9 guardan 
homología entre sí (Marks et al., 2003). Algunos residuos conservados presentes en ciertas 
regiones del núcleo catalítico de HDAC11 tienen homología con residuos del sitio catalítico de 
enzimas de la clase I y II de mamíferos (Marks et al., 2003). Dos regiones del sitio catalítico de 
HDACs 6 y 10 presentan homología con las mismas regiones de las enzimas de clase II (Marks et 
al., 2003). La tercer clase de HDAC se compone de una familia muy conservada de desacetilasas, 
llamada Sir2, dependientes de NAD (nicotinamida adenina dinucleótido) (Marks et al., 2003). 
Las HDAC I y II se inhiben en presencia de Tricostatina A (TSA), Ácido Hidroxámico del 
Suberoylanilide (SAHA) y compuestos relacionados (Marks et al., 2003).  

Existe creciente evidencia de que las HDACs tienen una función tejido - específica. Los 
niveles de las HDACs 1, 2, 3, 5, 6, 7 y 10 son aproximadamente los mismos en tejido normal; sin 
embargo, HDAC 4 se expresa en tejido muscular embrionario de ratón pero no en el tejido 
muscular adulto (Khochbin et al., 2001; Turner, 2002; De Ruijter et al., 2003). Las HDACs de la 
clase I se encuentran casi exclusivamente en el núcleo; mientras que, las HDACs de la clase II 
conectan al núcleo y al citoplasma a través de ciertas señales celulares (Grozinger et al., 2001; De 
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Ruijter et al., 2003). Las HDACs 1 y 3 pueden desacetilar cualquier lisina presente en los 
extremo amino-terminales de cualquiera de los cuatro tipos de proteínas que componen al 
octámero de histonas, aunque con diferentes grados de efectividad (Turner, 2002). La HDAC 6 
desacetila preferentemente las lisinas 5 y 8 de los extremo amino-terminales de la histona H4.  

Las HDACs no se unen directamente al ADN pero son reclutadas a él mediante complejos 
proteicos que difieren en su subunidad composicional (Khochbin et al., 2001). Por ejemplo, se ha 
reportado que las HDACs 1 y 2 forman un complejo proteico junto con Sir3, NurD (remodelador 
y desacetilador del nucleosoma) y N-CorR (receptor nuclear corepresor). Los extremos amino-
terminales de HDACs 4, 5 y 7 interactúan con el factor de transcripción miogénico tipo 2, el cual 
está involucrado en la diferenciación muscular (Mckinsey et al., 2001). 

  

1.1.11 Inhibidores de desacetilasas de histonas. Los inhibidores de HDAC se 
pueden dividir en las siguientes clases estructurales: hidroxamatos, ciclo péptidos, ácidos 
alifáticos, benzamidas y cetonas electrofílicas (Marks et al., 2003). 

- Inhibidores de HDAC de la clase de los hidroxamatos.- La Tricostatina A 
(TSA) es un hidroxamato, fue el primer producto natural al que se le atribuyó la capacidad de 
inhibir directamente a HDAC (Yoshida et al., 1990).El Ácido Hidroxámico del Suberoylanilide 
(SAHA), el cual contiene relativamente menor complejidad estructural, es un inhibidor (a 
concentraciones nanomolares) de HDACs parcialmente purificadas (Richon et al., 1998). Se ha 
reportado que el CBHA (ácido bis (m-carboxicinamil) hidroxámico) es un potente inhibidor de 
HDAC (Richon et al., 1998). También, se ha reportado que diversos derivados de CBHA, 
incluyendo LAQ-824 y ácidos sulfonamida hidroxámico (Curtin, 2002; Bouchain et al., 2003; 
Lavoie et al., 2001) son inhibidores potentes de HDAC.   

- Inhibidores de HDAC de la clase de los ciclo péptidos.- Los ciclo tetrapéptidos 
constituyen la clase estructural más compleja de inhibidores de HDAC, entre ellos se encuentran: 
depsipéptido (Furumai et al., 2002), apicidina (Singh et al., 2002) y los CHAPs (péptido cíclico 
que contiene ácido hidroxámico) (Furumai et al., 2001). Estos pueden inhibir a las HDACs 
estando a concentraciones nanomolares. Aún no han sido probados para el tratamiento de 
enfermedades (Marks et al., 2003). 

- Inhibidores de HDAC de la clase de los ácidos alifáticos.- Los ácidos alifáticos, 
son la clase de inhibidores de HDAC de menor potencia (activo solamente a niveles milimolares), 
entre ellos se puede mencionar al ácido calproico y fenil butirato (PB) (Phiel et al., 2001; Boivin 
et al., 2002). 

- Inhibidores de HDAC de la clase de las benzamidas.- Ejemplos de inhibidores 
de la clase benzamida son: MS-275 y CI-994 (Marks et al., 2003). Está clase de inhibidores son 
menos potentes que los hidroxamatos y los tetrapéptidos cíclicos (Prakash et al., 2001; Saito et 
al., 1999). Los CBHA son derivados de benzamidas y tienen la misma potencia (Lavoie et al., 
2001). 

- Inhibidores de HDAC de la clase de las cetonas electrofílicas.- Las cetonas 
electrofílicas forman una nueva clase de inhibidores de HDAC. Entre estos agentes se encuentran 
varios trifluorometil cetonas y α-cetoamidas (Frey et al., 2002). Este tipo de inhibidores, al igual 
que las benzamidas, inhiben a las HDACs estando a concentraciones micromolares (Marks et al., 
2003). 
 

1.1.12 Mecanismo de acción de los inhibidores de desacetilasas de 
histonas.  Los inhibidores de HDAC inducen: la diferenciación, el arresto del crecimiento y/o 
apoptosis. Se ha demostrado que ejercen este efecto sobre un espectro amplio de células: 
transformadas, en cultivo y tumores en animales (incluyendo cáncer hemático y tumores sólidos) 
(Marks et al., 2001). 
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Para ilustrar lo anterior, a continuación describiremos el efecto que tiene el SB sobre el 
ciclo celular como resultado de su acción como inhibidor de HDAC (Yamamoto et al., 1996). El 
SB es una sal de sodio de ácido butírico, tiene una cadena corta de ácido graso; y se encuentra en 
el plasma y el tracto gastrointestinal de mamíferos (Marks et al., 2003). Se ha demostrado que el 
SB inhibe la proliferación de células cancerígenas del colon (Siavoshian et al., 1997; Archer et 
al., 1998), el ovario (Krupitza et al., 1996) y los carcinomas hepatocelulares (Yamamoto et al., 
1998). Ito et al. (2001) reportaron que al suministrar SB a células en cultivo de glioma humano 
(T98G, U251MG y U87MG) se inhibió la transición de la fase G1 a la S del ciclo de división 
celular; esta inhibición se asoció con un incremento en la expresión de p21WAF-1 y la reducción de 
la fosforilación de pRb. Para que se efectúe adecuadamente la fosforilación de pRb, y a su vez el 
ciclo celular progrese de la fase G1 a la S, se requiere que las cinasas dependientes de ciclinas 
(CDK) 4/6 y CDK2 se activen al mismo tiempo que se expresan las ciclinas D y E, 
respectivamente (Marks et al., 2003). p21WAF-1 forma un complejo con la ciclina D y CDK4 o 6 
así como con la ciclina E y CDK2, por ello la reducción de la actividad de CDK ocasiona la 
inhibición de la transición de ciclo celular de la fase G1 a la S (Harper et al., 1993).  

El mecanismo de acción de los inhibidos de HDAC fue elucidado por Finnin et al. (1999). 
En su estudio reportaron los detalles estructurales de dos inhibidores de HDAC (TSA y SAHA) y 
su interacción con HDLP (un homólogo de las HDACs de mamífero). Este estudio reveló que el 
sitio catalítico de ambos inhibidores se conforma por: una bolsillo tubular, un sitio de unión a 
Zinc y dos sistemas cargados de Asparagina e Histidina comunicados entre sí (Fig. 4). Los 
residuos que forman parte del sitio catalítico de los inhibidores son los encargados de unirse al 
sitio activo de HDAC impidiendo su unión al sustrato, lo cual ocasiona su inhibición y la 
consecuente acumulación de histonas acetiladas en el núcleo celular (Fig. 4). Los residuos que 
conforman el sitio activo de las HDAC y que tienen contacto con los inhibidores se conservan en 
toda la familia de las HDAC.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Fig. 4.- Representación de la estructura 
cristalográfica de la interacción de TSA con el sitio 
activo de HDLP (panel superior). Estructura 
química de TSA (panel inferior). (Figura 
modificada de Finnin et al., 1999) 
El grupo de acido hidroxámico, la mayor parte de la 
cadena alifática y parte del grupo fenil-dimetilamina 
del TSA están enterrados en el sitio activo de HDLP 
(60% de la cara superficial del TSA). La cavidad 
interna del sitio activo de HDLP tiene un volumen de 
144Å3 (panel superior). (Finnin et al., 1999) 

 
 

Se cree que el efecto de los inhibidores de HDAC es causado, en parte, debido a la 
acumulación de proteínas acetiladas, como las histonas, las cuales parecen tener un papel 
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fundamental en la regulación de la transcripción genética (Jenuwein y Allis, 2001; Zhang y 
Reinberg, 2001; Agalioti et al., 2002).  

Se ha propuesto que los inhibidores de HDAC evitan la formación de tumores a través del 
siguiente mecanismo: los inhibidores de HDAC evitan la desacetilación de histonas, la 
acumulación de histonas acetiladas ocasiona la activación (o represión) de la transcripción de un 
número selecto de genes cuya expresión causa la inhibición del crecimiento de las células 
tumorales (Marks et al., 2003). El perfil de expresión de células en cultivo en presencia de los 
inhibidores apoya este modelo. Los estudios demuestran que la expresión de un pequeño número 
de genes (del 2-5%) se altera (activa o reprime) (Butler et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Rogione 
et al., 2001; Van Lint et al., 1996). El mecanismo de represión o activación de genes aún no se 
entiende por completo, sin embargo es claro que es resultado de un efecto directo o indirecto de 
la acetilación de histonas o del incremento de la acetilación de otras proteínas no histónicas 
(ejemplo: factores de transcripción) (Marks et al., 2003). 

Uno de los genes cuya expresión comúnmente es inducida por inhibidores de HDAC es 
p21WAF1 (cinasa inhibidora del ciclo celular) en células de: cáncer de colon humano, H1299 del 
cáncer de pulmón humano, MDA-MB-435 del cáncer de mama y A549 del cáncer de pulmón 
humano (Nakano et al., 1997; Sambucetti et al., 1999). La expresión de p21, inducida por los 
inhibidores de HDAC, se correlaciona con el incremento de la acetilación de histonas en su 
región promotora (Sambucetti et al., 1999; Richon et al., 2000), sugiriendo que p21WAF1 es un 
gen blanco directo de los inhibidores de HDAC. Lo que es más, células madre de origen 
embrionario que presentan deficiencia de HDAC1 presentan tasas de proliferación muy reducidas 
(Lagger et al., 2002). Sin embargo, la inducción de p21WF1 no se requiere para el efecto 
apoptótico inducido por el inhibidor de HDAC. De hecho, al inhibir la expresión de p21WAF1 
inducida por SAHA ocasiona el incremento de la apoptosis (Vrana et al., 1999). Además de la 
p21WAF1, diversos genes son inducidos o reprimidos por los inhibidores de HDAC; estos genes 
deben jugar papeles importantes en la respuesta antiproliferativa inducida por el inhibidor de 
HDAC (Marks et al., 2003).   

Por otro lado, debido a que las HDAC también están involucradas en la acetilación 
reversible de proteínas no histónicas, sus inhibidores permiten que se incremente la acetilación de 
dichas proteínas. El incremento de esta modificación post-traduccional en ciertas proteínas altera 
la síntesis proteica de las mismas o de aquellas con las cuales se asocian. Por ejemplo, el 
depsipéptido causa un incremento en la acetilación de la proteína chaperona Hsp90, ocasionando 
un decremento en la unión de sus proteínas cliente y como consecuencia la degradación de estas 
últimas (Yu et al., 2002). Es por ello, que se puede decir que la combinación de efectos 
transcripcionales y post-traduccionales ocasiona la alteración de la expresión proteica. 

 
1.1.13 Modificaciones post-traduccionales de Histonas en el desarrollo 

embrionario. Las modificaciones post-traduccionales de histonas también están involucradas 
en la regulación de la expresión genética durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo, el 
patrón de metilación de histonas cambia durante el desarrollo embrionario. La trimetilación de 
H3K9 y la monometilación de H4K29 cambian dinámicamente durante la formación del tubo 
neural del ratón (Biron et al., 2004). La metilación de histonas y la maquinaria remodeladora de 
la cromatina también juega un papel vital en el control de la expresión de genes mediante la 
impronta genómica. Como ya se ha mencionado, la metilación del ADN es uno de los 
mecanismos mediante los cuales la impronta genómica tiene lugar. Sin embargo, la metilación de 
histonas también puede inducir la impronta genómica de forma independiente a la metilación del 
ADN. El gen Kcnq1 sufre impronta genómica en la placenta del ratón mediante incrementar la 
hipo-metilación de H3K9 y la trimetilación de H3K2 (Umlauf et al., 2004). 
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1.2 Determinación sexual en vertebrados. 
 

En vertebrados la gónada embrionaria pasa por tres fases de desarrollo. La primera fase 
consiste en la formación de una gónada bipotencial o cresta genital, en la cual la gónada se forma 
como un tejido mesonefrico ventromedial espeso. Está cresta genital tiene el potencial de 
diferenciarse como ovario o testículo, sin embargo su destino se establece durante la segunda fase 
de desarrollo en la cual se establece el sexo del embrión. En la tercera fase del desarrollo, la 
gónada adquiere el fenotipo de ovario o testículo (Merchant-Larios, 1993).  

El término “sexo gonadal” se refiere al proceso de diferenciación sexual que lleva a cabo la 
gónada indiferenciada para transformarse en testículo u ovario. Este proceso resulta fundamental 
en la fisiología de la reproducción, ya que representa la primera manifestación fenotípica de la 
diferenciación sexual durante el desarrollo embrionario. Dicha diferenciación fenotípica es tanto 
morfológica como fisiológica, y durante ella la gónada indiferenciada adquiere la capacidad de 
sintetizar y secretar algunos factores necesarios para la diferenciación sexual (Merchant-Larios, 
1993). 

Es necesario señalar la diferencia entre determinación sexual y diferenciación sexual. La 
determinación sexual es el estadio del desarrollo en el cual se establece el destino sexual; 
mientras que la diferenciación sexual se refiere a las diferencias detectables (camino molecular) 
entre los embriones machos y hembras en cualquier estadio de desarrollo. En otras palabras la 
determinación se refiere a la causa y la diferenciación se refiere al efecto. (Merchant-Larios, 
2001). 

En los vertebrados existen dos tipos principales de determinación sexual. La determinación 
sexual genotípica (DSG) se caracteriza porque los factores genéticos determinan el fenotipo 
sexual de la gónada inicialmente bipotencial; entre los organismos que exhiben este tipo de 
determinación sexual se encuentran mamíferos, aves y algunos reptiles. Sin embargo, en otros 
vertebrados, los factores ambientales dirigen el desarrollo sexual, este es el caso de las especies 
con determinación sexual por temperatura (DST) como los cocodrilos y muchas tortugas (Bull et 
al., 1993). 
  

1.2.1 Determinación sexual por temperatura. En las diferentes especies de reptiles 
con determinación sexual por temperatura (DST) la respuesta a la temperatura de incubación 
define tres patrones distintos. Existe una “temperatura de incubación pivote” la cual se define 
como el régimen termal de incubación en el que se presenta un radio sexual 1:1 (Merchant-
Larios, 2001). 

A continuación se enlistan los patrones de DST según Merchant-Larios (2001): 
I. Temperatura baja feminizante y temperatura alta masculinizante = FM 
II. Temperatura baja masculinizante y temperatura alta feminizante = MF 
III. Temperatura baja feminizante, temperatura intermedia masculinizante y temperatura alta 

feminizante = FMF 
Debido a que el patrón de determinación sexual III ocurre en todos los grupos de reptiles 

con DST (tortugas, cocodrilos y lagartijas), esto sugiere que FMF debe ser el patrón ancestral  y 
que el patrón FM (ausente en tortugas) o MF (presente solo en tortugas) son patrones derivados a 
través de la supresión de hembras a bajas o altas temperaturas. Los embriones de reptiles con 
DST tienen un periodo termosensible (PST) definido como el periodo mínimo de desarrollo 
durante el cual la exposición de una serie de huevos a una temperatura feminizante o 
masculinizante resulta en un fenotipo 100% femenino o masculino respectivamente (Merchant-
Larios, 2001). 
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En la tortuga marina Lepidochelys olivacea, la temperatura de incubación del nido 
determinará el sexo de las crías. A una temperatura de incubación de 32ºC se promoverá el sexo 
femenino (temperatura feminizante, TF) mientras que a 27ºC se promoverá el sexo masculino 
(temperatura masculinizante, TM). De acuerdo con Merchant-Larios et al. (1997), en general, la 
determinación sexual durante el desarrollo embrionario de L. olivacea se puede dividir en tres 
periodos: Periodo con Sexo Indeterminado (PI), Periodo Sensible a la Temperatura (PST) y 
Periodo con Sexo Determinado (PSD) (Fig. 6). 

El Periodo Indeterminado (PI) abarca los días de incubación en los que al intercambiar los 
embriones incubados a TM a TF e inversamente en estas etapas, menos del 95% responden a la 
temperatura de intercambio. El Periodo Sensible a la Temperatura (PST) abarca los días de 
incubación en los que al intercambiar los embriones incubados a TM a TF e inversamente en 
estas etapas, más del 5% pero menos del 95% responden a la temperatura de intercambio. El 
Periodo de Sexo Determinado (PDS) abarca los días de incubación en los que al intercambiar los 
embriones incubados a TM a TF e inversamente en estas etapas, más del 95% responde a la 
temperatura de intercambio (Merchant-Larios et al., 1997). 

Para establecer la duración del PI, PST y PSD a 33°C (TF) y 26°C (TM) Merchant-Larios et 
al. (Datos no publicados) dividieron un nido en 20 lotes de 15 huevos cada uno. Los lotes 1 al 9 
se incubaron inicialmente a TF, mientras que los lotes 10 al 20 se incubaron a TM. Los lotes 1 al 
9 fueron transferidos a TF a los 19, 26, 27, 28, 31, 32, 34 y 38 días de incubación. Mientras que 
los lotes 10 al 20 fueron transferidos a TM a los 19, 22, 23, 25, 27 y 28 días de incubación. Los 
lotes 1 al 9 fueron sacrificados a los 41, 48, 50, 49, 57, 50 y 54 días de incubación. Mientras que 
los lotes 10 al 20 fueron sacrificados a los 28, 32, 45, 52, 53y 57 días de incubación 
respectivamente. Se determinó la etapa de desarrollo de acuerdo a los criterios establecidos en 
Merchant et al. (1997). De cada embrión se diseco el par de gónadas, se fijó con Karnosky pH 
7.2, se post-fijaron en una en solución de tetraóxido de osmio 1%, se deshidrató en soluciones de 
etanol de concentraciones crecientes y se incluyo en epon 812. Se obtuvieron cortes semifinos de 
0.5μm de espesor con ultramicrótomo (Reichert Ultracuts, Leica) y se tiñeron con azul de 
toluidina 0.5%. Los cortes se observaron con un microscopio óptico (Zeiss, Alemania) para 
determinar el sexo del embrión. En las tablas A y B se detalla el porcentaje de hembras y machos, 
así como la etapa de desarrollo en que se encontraban los embriones de cada lote en el momento 
de ser sacrificados.  

 
Tabla A. Lotes de huevos de Lepidochelys olivacea 1 al 9 incubados inicialmente a 26°C y transferidos a 33°C. 
Se detalla etapa y porcentaje de hembras y machos en cada lote al momento del sacrificio. 
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Tabla B Lotes de huevos de Lepidochelys olivacea 10 al 20 incubados inicialmente a 26°C y transferidos a 
33°C. Se detalla etapa y porcentaje de hembras y machos en cada lote al momento del sacrificio. 

 
Por los datos arrojados en el estudio anterior se concluye que a TF el PST inicia a los 19 días 

de incubación cuando el embrión se encuentra en la etapa 24 de desarrollo y finaliza a los 25 días 
de incubación cuando el embrión inicia la etapa 26. Por el contrario, a TM el PST inicia en el día 
25 de incubación cuando el embrión se encuentra en la etapa 23 y finaliza a los 34 días de 
incubación cuando el embrión inicia la etapa 25. Por otro lado, el desarrollo histológico de la 
gónada (distinción entre ovario y testículo) se hace evidente en la etapa 26 independientemente 
de la temperatura y días de incubación (Fig. 6). Debido a que el PST a TM finaliza en la etapa 25 
y a TF en la etapa 26, es razonable postular que el mecanismo molecular de la determinación 
sexual y el proceso de diferenciación morfológica de la gónada son eventos disociables. Por lo 
tanto, como se observa en la figura 6 durante el desarrollo embrionario de L. olivacea el tiempo 
de incubación y la etapa del desarrollo son independientes. 
 

1.2.2 Genes y la determinación sexual por temperatura. Ohno (1967) fue el 
primero en sugerir que la determinación sexual ambiental (DSA) debe ser el precursor de la 
determinación sexual genética (DSG). Desde entonces, otros autores han considerado la 
posibilidad de que el ancestro reptil de aves y mamíferos debe ser un reptil con DST. Aunque, el 
factor inicial determinante del sexo gonadal difiere radicalmente entre DST y DSG, se ha 
sugerido que muchos de los genes que están involucrados en los procesos río abajo de la 
diferenciación gonadal en organismos con DST son los mismos que en DSG. Sin embargo, se 
postula la posibilidad de que los genes involucrados en las fases tempranas de la determinación 
sexual de la gónada bipotencial se expresen de forma dimórfica antes o al inicio del PST. 
Mientras tanto, los genes que tienen una participación más integral río abajo de la vía de 
diferenciación del testículo o del ovario deben de expresarse de una forma dimórfica después del 
PST (Shoemarker et al., 2007). 

 
 A continuación se mencionan algunos genes que están involucrados en la determinación y 
diferenciación sexual de la gónada de L. olivacea, una especie con DST. 
 

Sox9. Sox9/SOX9 es un gen autosomal que se expresa en las células somáticas gonadales y 
que es necesario para la formación del testículo del ratón y del humano (Huang et al., 1999). Este 
gen codifica una proteína con un motivo de 80 aminoácidos conocido como el dominio HMG 
(por sus siglas en inglés: High mobility group). El dominio HMG se encuentra en un gran número 
de factores de transcripción que tienen la propiedad de unirse al surco menor del ADN 
(Grosschedl et al., 1994), entre los que se encuentra una familia codificada por los genes 
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SOX/Sox (Por sus siglas en inglés Sry-related HMG box) a los que pertenece SOX9/Sox9 
(Stevanovic et al., 1993). 

Se ha propuesto que el gen Sox9 es un regulador de la formación del testículo evolutivamente 
conservado, lo cual concuerda con el hecho de que presenta un patrón de expresión macho-
especifico en diversas especies de vertebrados, entre las que se pueden mencionar especies con 
DST como: la tortuga de agua dulce Trachemys scripta (Spotila et al., 1998), el lagarto 
americano Alligator mississippiensis (Western et al., 1999) y la tortuga marina Lepidochelys 
olivacea (Moreno-Mendoza et al., 1999). 

En L. olivacea la detección inmunohistoquímica de la proteína SOX9 se detecta en gónadas 
indiferenciadas de la etapa 21 (Et21) a la Et24 tanto a 26ºC (TM) como a 33ºC (TF). Sin 
embargo, cuando la gónada alcanza la Et26 la expresión de SOX9 permanece en la gónada 
incubada a TM pero no se detecta a TF (Fig. 6) (Moreno-Mendoza et al., 1999). La detección del 
mRNA de Sox9 mediante RT-PCR semicuantitativo es positiva en gónadas indiferenciadas de 
embriones de la Et23 a la Et25 incubados tanto a 26ºC (TM) como a 33ºC (TF) (Fig. 6) (Torres-
Maldonado et al., 2001). Sin embargo, al iniciar la diferenciación morfológica sexual de la 
gónada en embriones de Et26, SOX9 permanece regulado positivamente en los cordones 
medulares de las gónadas masculinas pero es regulado negativamente en las gónadas femeninas 
(Moreno-Mendoza et al., 1999; Torres-Maldonado et al., 2001). Estos datos sugieren que el 
mecanismo molecular de determinación sexual dependiente de la temperatura en L. olivacea se 
relaciona con la regulación de la expresión del gen Sox9.  

Moreno-Mendoza et al. (2001) reportan que la detección histológica e inmunocitoquímica de 
SOX9 revela que las gónadas en cultivo de órganos y las gónadas in vivo tienen una respuesta 
similar cuando su temperatura de incubación inicial es de 33°C (TF) y se les cambia a una 
temperatura de incubación de 26°C (TM) y viceversa.  

Moreno-Mendoza et al. (2001) disecaron y colocaron en cultivo gónadas de embriones de 
Et24 durante 19 días incubados a TF. En estas gónadas la detección inmunohistoquímica de la 
proteína SOX9 fue positiva en el núcleo de las células de los cordones medulares; en contraste, 
las células del epitelio superficial rara vez presentaron núcleos positivos a SOX9. Después de 4 
días de cultivo, el SOX9 permanece positivo en los cordones medulares de las gónadas incubadas 
tanto a TM como a TF. Después de 6 días de cultivo, en las gónadas in vitro de TF se observó un 
drástico descenso en el número de células positivas a SOX9, mientras que en las gónadas 
contralaterales incubadas a TM, SOX9 mantuvo su síntesis en los cordones medulares. Después 
de 8 y 10 días de cultivo las gónadas incubadas a TM mantuvieron la síntesis de SOX9 en los 
cordones medulares, mientras que en las gónadas contralaterales incubadas a TF no se detectan 
células positivas a SOX9. Es necesario hacer notar, que los patrones de expresión de SOX9 en 
gónadas de embriones completos de TF que permanecieron a esta temperatura o que fueron 
intercambiados de TF a TM, a partir de los 19 días de incubación estando en la Et24, fueron 
similares a los de las gónadas en cultivo de la edad y temperatura correspondiente. En las 
gónadas de embriones intercambiados la señal inmunofluorescente de SOX9 es intensa en el día 
10. En gónadas de embriones mantenidos a TF el número de células positivas a SOX9 decrece 
rápidamente. En éstas últimas, en el día 25 el número de células positivas a SOX9 se redujo y se 
les encontraba principalmente en la región medular interna, finalmente en el día 29 SOX9 es 
indetectable. Todos éstos datos se resumen en la Tabla C. 

Por otro lado, Moreno-Mendoza et al. (2001) reportan que el patrón de expresión de SOX9 de 
las gónadas in vivo incubadas a TM se asemeja al de las gónadas en cultivo incubadas a TM 
provenientes de embriones de Et23 incubados durante 27 días a TM. Sin embargo, la regulación 
negativa de SOX9 sufre un retraso de varios días en las gónadas incubadas a TF provenientes de 
embriones de Et23 incubadas inicialmente durante 27 días a TM. Es decir, mientras que en 
gónadas de embriones incubados inicialmente a TF el SOX9 comienza su regulación negativa a 
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los 6 días de cultivo a TF, las gónadas provenientes de embriones incubados inicialmente a TM 
mantienen un pequeño número de células SOX9 positivas a los 10 días de incubación en 
condiciones de cultivo a TF. No es hasta los 13 días de cultivo a TF que la región medular de las 
gónadas se encuentra desprovista de núcleos positivos a SOX9. Las gónadas in vivo de embriones 
de Et 27 cuya temperatura de incubación fue cambiada de 26°C a 33°C, o aquellos que se 
mantuvieron a 26°C, muestran un patrón de expresión similar al de las gónadas en cultivo. Éstos 
datos se presentan en la Tabla C. 

  
Tabla C Detección de la proteína SOX9 en gónadas in vitro e in vivo de L. olivacea. (Modificada de Moreno-
Mendoza et al 2001). 

 

  
Los niveles de expresión del gen Sox9 en las gónadas de embriones de T. scripta del PST 

incubados a TF son similares a los de las gónadas de embriones incubados a TM del mismo 
periodo; y solamente durante la diferenciación dichos niveles se incrementan en el testículo con 
respecto a los del ovario hasta que el transcrito se vuelve testículo-especifico (Spotila et al., 
1998). 

Shoemaker et al. (2007) determinaron, mediante hibridación in situ (HIS) y la reacción en 
cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR), los patrones de expresión de los genes Sox9, Mis y 
Dmrt1 en la gónada de embriones de T. scripta que se encontraban en el periodo de 
determinación  y diferenciación sexual. Además, visualizaron y compararon la localización de los 
patrones de expresión de cada gen durante la formación de la gónada bipotencial (Et15), a la 
mitad y al final del PST (Et17 y Et19), así como durante dos etapas donde la gónada se está 
diferenciando (Et21 y Et23). Hasta nuestro conocimiento, este es el primera reporte de que en un 
organismo con DST Sox9 se expresa de una forma testículo-especifica en etapas tempranas del 
PST, antes del inicio de la expresión testículo-especifica de Mis [Substancia inhibidora de los 
tubos Müllerianos (por sus siglas en inglés Müllerian-inhibiting substance)]. 

Mediante HIS Shoemaker et al. (2007) encontraron que en T. scripta la expresión de Sox9 
en la gónada bipotencial (Et15) incubada a TM se concentra en grupos celulares, los cuales 
aparentemente son células de Sertoli de los túbulos seminíferos en desarrollo, que rodean células 
que no expresan Sox9. Aunque, los niveles de expresión del gen Sox9 en las gónadas incubadas a 
TF son similares a los de las incubadas a TM, el patrón de expresión del transcrito es difuso a TF. 
Parece ser que está localización diferencial corresponde a un dimorfismo funcional que antecede 
al PST. Así mismo, conforme el PST progresa y la temperatura ejerce su efecto, en embriones de 
Et17 el nivel de expresión de Sox9 en gónadas incubadas a TM es comparable al de las gónadas 
incubadas a TF; sin embargo, en las primeras el patrón de expresión de Sox9 continúa 
concentrándose en determinados grupos celulares, mientras que en las segundas es difuso. Estos 
datos se confirmaron con qPCR (Shoemaker et al., 2007). Por otro lado, los resultados de HIS 
revelaron que durante las etapas de diferenciación testicular (Et21 y Et23), en las gónadas 
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incubadas a TM aumentan los niveles de expresión de Sox9 y el número grupos celulares que lo 
expresan. Ésto posiblemente es resultado de la expansión de los cordones sexuales primitivos y 
su transformación en tubos seminíferos. Mientras tanto, muy pocas células de las gónadas 
incubadas a TF expresan el transcrito. Con qPCR se confirmo que la expresión del gen Sox9 en 
gónadas de embriones de Et21 y Et23 incubados a TF es mínima comparada con expresión de 
dicho gen en gónadas de TM de las mismas etapas. (Shoemaker et al., 2007). 
 

 

 

 
 
Fig. 6 Representación esquemática del desarrollo gonadal de L. olivacea y el momento de expresión de los 
genes Sox9, Dmrt1 y Dax1, así como la proteína SOX9.  
A. Se muestran las etapas de Desarrollo de L. olivacea (Modificado de Merchant-Larios et al., 1997). B. Se señala 
gráficamente las etapas y días del desarrollo embrionario de L. olivacea que abarcan los periodos: PI, PST y PD 
(Merchant-Larios et al., datos no publicados). Así mismo, se señala que la proteína SOX9 (-) se detecta de la Et21 a 
la Et31 en gónadas incubadas a TM, mientras que en gónadas incubadas a TF se detecta de la Et21 a la Et24. El gen 
Sox9 (-) se expresa de la Et23 a la Et31 a TM y de la Et23 a la Et26 a TF. El gen Dmrt1 (-) se expresa de la Et23 a la 
Et31 a TM y de la Et23 a la Et26 a TF. El gen Dax1 (-) se expresa de la Et23 a la Et27 a TM y de la Et23 a la Et27 a 
TF. Con líneas interrumpidas se señala en que etapas disminuye la expresión del gen aunque sigue siendo detectado 
(Esquema construido a partir de los datos de: Moreno-Mendoza et al., 1999, Torres-Maldonado et al. 2002).  

B. 

A. 
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Dmrt1. Evidencia sobre la conservación molecular de los mecanismos de determinación 
sexual entre los fila a llevado al descubrimiento del gen Dmrt1 (Por sus siglas en inglés: 
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1) en mamíferos; el cuál posee una función 
similar al del gen de determinación sexual mab-3 de nematodos y al gen doublesex de moscas 
(Shen y Hodgkin, 1988; Burtis y Baker, 1989). Dmrt1 codifica un factor de transcripción con un 
dominio DM, un dominio de unión al ADN identificado en los reguladores sexuales de la mosca 
de la fruta Drosophila melanogaster (doublé sex) (Erdman y Burtis, 1993) y Caenorhabditis 
elegans (mab-3) (Raymond et al, 1998).  

En el lagarto americano, la expresión del gen Dmrt1 se detectó mediante RT-PCR en el 
sistema urogenital de embriones incubados tanto a TM como TF. Posteriormente, la expresión de 
este gen aumenta significativamente en las gónadas de machos con respecto a las de hembras 
(Smith et al., 1999). 

Existe mucha similitud entre la secuencia parcial de aminoácidos de DMRT1, reportada 
por Torres-Maldonado et al. (2002), de L. olivacea con respecto a las reportadas para humano y 
ratón; sin embargo esa similitud es menor con respecto a las reportadas para pollo, lagarto 
americano y tortuga de orejas rojas. La expresión temprana de Dmrt1 en las gónadas de 
mamíferos, aves y reptiles sugiere que este gen juega un papel importante en la determinación 
sexual (Raymond et al., 1998; Raymond et al., 1999; Nanda et al., 1999; Kettlewell et al., 2000; 
Raymond et al., 2000) 

En dos especies con DST, el lagarto americano y la tortuga de orejas rojas, la expresión 
testículo-específica de Dmrt1 precede a la expresión de Sox9; lo cual sugiere que Dmrt1 actúa río 
arriba de Sox9. Mediante RT-PCR semicuantitativo Torres-Maldonado et al. (2002) determinaron 
los niveles de expresión de Dmrt1 en gónadas de L. olivacea, sus resultaron muestran que dichos 
niveles son menores en las gónadas incubadas a TF con respecto a los de las gónadas incubadas a 
TM, estos resultados son similares a los reportados para A. mississipiensis y T. scripta. Debido a 
que estos niveles se presentan durante y después del PST, es claro que la expresión de Dmrt1 es 
regulada por la temperatura en estas tres especies. Como ya se ha mencionado, en L. olivacea la 
regulación negativa de la proteína y del mRNA de Sox9 durante las Et25 y Et26 se correlaciona 
con la determinación sexual femenina. Por el contrario, la gónada se compromete a diferenciarse 
como testículo a partir de la Et24, cuando el mRNA de Sox9 y su proteína presentan el mismo 
nivel de expresión tanto en gónadas de TF como de TM (Moreno-Mendoza et al., 1999; Torres-
Maldonado et al., 2001). Por lo tanto, el hecho de que durante el PST el nivel de expresión de 
Dmrt1 en la gónada de TM es mayor al que se presenta en la gónada de TF soporta la idea de que 
Dmrt1 actúa río arriba de Sox9 manteniendo su expresión en las gónadas masculinas (Fig. 6) 
(Torres-Maldonado et al., 2002). Los resultados anteriores hacen pensar que en L. olivacea, los 
genes Sox9 y Dmrt1 se encuentran activamente regulados a TF promoviendo la determinación 
sexual femenina de la gónada (Torres-Maldonado et al., 2002). 

 
Dax1. La proteína Dax1 (por sus siglas en inglés: dosage-sensitive sex reversal, adrenal 

hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1) se ha clasificado como un miembro atípico 
de la familia de receptores nucleares hormonales debido a que contiene un dominio de unión a 
ligando pero carece del domino de dedos de Zinc de unión al ADN que se encuentra en otros 
miembros de la familia (Zanaria et al, 1994). Dax1, como las proteínas con caja HMG, se pueden 
unir al surco menor del ADN y a las estructuras del ADN en forma de bucle (Young et al, 1992). 
En ratón la proteína Dax1 actúa como un regulador negativo de la transcripción mediando la 
actividad del ácido retinoico. Esta proteína evita la diferenciación testicular actuando 
antagónicamente a la proteína SRY (Goodfellow y Camerino, 1999).  

Torres-Maldonado et al. (2002) utilizaron RT-PCR semicuantitativo para determinar el nivel 
de expresión del mRNA del gen Dax1 en las gónadas de L. olivacea, sus resultados coinciden con 
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los reportados para el lagarto americano A. mississippiensis; es necesario hacer mención de que 
estas dos especies tienen diferentes patrones de DST (Western et al., 2000). En L. olivacea la 
expresión de Dax1 fue detectada durante el PST tanto en gónadas incubadas a TM como a TF. De 
la Et23 a la Et26 el mRNA de Dax1 presentan un patrón de expresión similar en gónadas 
incubadas tanto a TM como a TF (Fig. 6) (Torres-Maldonado et al., 2002). Durante la Et27 (uno 
o dos etapas posteriores a la determinación sexual de hembra o macho, respectivamente) se 
detectaron diferencias significativas entre las gónadas incubadas a TF y las incubadas a TM (Fig. 
6) (Merchant-Larios et al., 1997). Asumiendo que: durante el PST los niveles sexo-específicos de 
la expresión del gen están directamente relacionados con la determinación sexual; se propone que 
las diferencias significativas de la expresión de Dax1, que se presentan después del PST, no están 
involucradas con la DST de estas especies (Torres-Maldonado et al., 2002). Así mismo, podría 
especularse que en L. olivacea Dax1 posee algún papel relacionado con las diferencias 
funcionales entre ovarios y testículos, tal como se ha sugerido en otras especies (Yu et al., 1998; 
Torres-Maldonado et al., 2002). 

 
1.2.2 La temperatura afecta la expresión genética y la estructura de la 

cromatina. La temperatura corporal (Tb) es uno de los factores que afectan en gran medida la 
vida de los organismos poiquilotérmicos. En particular, tiene un gran impacto en la expresión 
genética. Gracey et al. (2004) reportan que la Tb afecta el nivel de transcripción de 252 genes 
presentes en distintos órganos de carpa (Cyprinus carpio). En dicho estudio los autores formaron 
4 grupos de carpas, cada grupo fue colocado en un estanque de agua con distinta temperatura (23, 
27, 10°C y 30°C) y se les dejo allí durante 22 días. El grupo control se encontraba en el estanque 
que tenía 30ºC. Finalmente, con ayuda de microarreglos se analizó el nivel de expresión de los 
genes presentes en: riñón, cerebro, corazón, músculo, hígado, intestino y branquias. 

La “hipótesis de termoestabilidad” propuesta por Bernardi y Bernardi (1986) postula que la 
Tb afecta el nivel de expresión de genes, así como la estructura y composición del genoma. Esta 
hipótesis se enuncia de la siguiente manera “la evolución de organismos de sangre caliente a 
partir de organismos de sangre fría genero un incremento de GC (GC es la fracción molar de 
guanina y citosina en el ADN), lo cual proporcionó estabilidad térmica al ADN, RNA y proteínas 
de los primeros”. 

Jabbari et al. (1997) utilizando HPLC determinaron el nivel de 5mC del ADN de diversos 
órganos de 42 vertebrados. Utilizando sus datos e incluyendo datos de la literatura compilaron 
una tabla en la que registraron los niveles de 5mC y GC de 87 especies de todas las clases de 
vertebrados. Al analizar sus registros observaron que: el porcentaje promedio de metilación del 
ADN de peces (1.7%) y anfibios (1.98%) es mayor que el de mamíferos (0.88%), aves (1.02%) y 
reptiles (1.00%), incluso lo duplica. Es más, considerando que aproximadamente el 42.5% del 
genoma de las cinco clases de vertebrados lo constituyen dominios conformados por el 
dinucleótido GC, es factible decir que: el 9% de las citosinas que constituyen el genoma de peces 
y anfibios se encuentran metiladas; mientras que el 4.5% de las citosinas que componen el 
genoma de mamíferos, aves y reptiles están metiladas. En base a los resultados anteriores y en la 
capacidad de desaminación de 5mC a Timina Shen et al. (1994) y Jabbari et al. (1997) proponen 
que los organismos cuya Tb es alta (mamíferos, aves y reptiles) presentan una tasa de 
desaminación de 5mC a Timina que supera a la de organismos cuya Tb es baja (peces y anfibios), 
lo cual ocasiona que la frecuencia del dinucleótido GC y el nivel global de metilación del ADN 
sea menor en los primeros con respecto a los segundos.  

Por otro lado, recientemente, Varriale y Bernardi (2006), utilizaron HPLC para analizar los 
niveles de metilación del genoma de peces que viven en zonas cuya temperatura ambiental difiere 
entre sí. Sus resultados indican que los peces polares exhiben niveles de metilación del ADN 
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mayores a los de los peces tropicales y de zonas templadas, lo cual sugiere que existe una 
relación inversa entre los niveles de metilación y la temperatura corporal. Asimismo, los mismos 
autores utilizaron HPLC para analizar los niveles de metilación de 43 reptiles, los cuales 
representan cuatro órdenes y 20 familias. Sus resultados mostraron que las serpientes y las 
lagartijas exhiben niveles de metilación semejantes a los que presentan los peces tropicales; 
mientras que las tortugas y los cocodrilos, presentan niveles de metilación muy semejantes a los 
mamíferos. 
 

1.3 Diferenciación sexual gonadal de Lepidochelys olivacea. 
 
Merchant-Larios et al. (1989) describieron el desarrollo de la gónada de L. olivacea, 

empleando técnicas citoquímicas y de microscopía electrónica. Encontraron que las Células 
Germinales Primordiales (CGP) siguen un camino migratorio semejante al de las CGP de los 
mamíferos. Se detectan primero en el endodermo del saco vitelino, después pasan al mesenterio 
del intestino posterior y finalmente llegan a la región urogenital. Las gónadas indiferenciadas se 
forman por la proliferación de las células del mesotelio y del mesénquima en las crestas genitales. 
Ambos tipos celulares forman los cordones epiteliales medulares. Las gónadas de embriones 
incubados a TF son las primeras en diferenciarse. Sin embargo, las células germinales no inician 
la profase de la primera división meiótica ni forman folículos sino has 84 días después de la 
eclosión. Las gónadas de embriones incubados a TM muestran características estructurales 
similares a las de las gónadas indiferenciadas. Es decir, poseen claros cordones medulares 
asociados al epitelio cortical, en el cual se encuentran la mayoría de las CGP. La detección 
histoquímica de tejido esteroidogénico fue positiva en las glándulas adrenales, pero negativa en 
las gónadas de ambos sexos. Finalmente encontraron que los conductos Müllerianos persisten en 
los machos después de la eclosión. En L. olivacea, la diferenciación de la gónada es todavía 
incipiente en el momento de la eclosión. 

El embrión se desarrolla más rápido a temperatura feminizante que a temperatura 
masculinizante. En correlación con lo anterior, las gónadas crecen más rápido a la temperatura 
feminizante (Torres-Maldonado, 2001). 

Torres-Maldonado (2001) describió el desarrollo gonadal de embriones incubados a 33°C 
(TF) de la siguiente manera: 

- En las etapas 21-23 las células mesenquimáticas se condensan en grupos cerca del epitelio 
celómico de la cresta genital. 

- En las etapas 23-24 la gónada se encuentra en estado indiferenciado con cordones 
sexuales no desarrollados. La corteza está compuesta de células epiteliales cuboidales y 
células germinales. 

- En las etapas 25-26 se forman los cordones sexuales y permanecen continuos con la 
superficie del epitelio en algunas regiones. 

- En las etapas 27-28 se nota una diferencia histológica al compararlas con las de 26°C, el 
epitelio superficial aumenta de espesor y contiene muchas de las células germinales, los 
cordones medulares todavía son evidentes. 

- En la etapa 29 los cordones medulares aparecen fragmentados. 
- En los ovarios de las crías se aprecia una corteza desarrollada y se aprecia la 

fragmentación de los cordones sexuales medulares. 
Torres-Maldonado (2001) describió el desarrollo gonadal de embriones incubados a 26°C 

(TF) de la siguiente manera: 
- A 26°C el desarrollo gonadal es semejante al de 33°C en las primeras etapas. 
- En la etapa 23-24 se encuentra en estado diferenciado, similar al encontrado a 33°C. 
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- En la etapa 25-26 se distinguen los cordones sexuales rodeados de tejido estromático y 
permanecen continuos con el epitelio superficial en algunas regiones. 

- En la etapa 28 se distinguen los cordones sexuales en la médula y el epitelio superficial se 
ve delgado sin células germinales. 

- En los testículos de las crías son notables los cordones testiculares en la región medular y 
están separados del epitelio celómico por tejido estromático. 
 

1.3.1 El cerebro contribuye a la diferenciación sexual gonadal.  Se ha 
hipotetizado que la temperatura de incubación puede regular la capacidad de la gónada 
indiferenciada de aromatizar los derivados C-19 de esteroides (por ejemplo testosterona) a 
estrógenos (Pieau et al., 1982; Crews et al, 1994; Spotila et al., 1994; Rhen y Lang, 1994; 
Wibbels et al., 1994; Crews, 1995; 1996; Lance, 1997; Merchant-Larios et al., 1997). En este 
escenario, la TF puede incrementar la conversión local de testosterona a estrógeno mediante 
aumentar la concentración y actividad del gen aromatasa p450 en las gónadas (Lance y Bogart, 
1991; Desvages et al., 1993; Dorizzi et al., 1994). Debido a que los estrógenos tienen un efecto 
feminizante en los embriones en desarrollo (Dorizzi et al., 1991; Bull et al., 1998), el incremento 
de la producción del estrógeno gonadal puede disparar el programa de diferenciación ovárica 
(Wibbels et al., 1993). En contraste, la TM debe inhibir la expresión del gen aromatasa p450, 
ocasionando que se reduzca la concentración de estrógeno en la gónada. Las concentraciones 
bajas de estrógeno en la gónada son incapaces de interrumpir la actividad de la enzima 
testosterona reductasa (Crews et al, 1994), una enzima responsable de convertir la testosterona en 
dihidrotestosterona (ejemplo de hormona masculinizante) (Wibbels et al., 1992). En el 
mecanismo antes descrito, la temperatura y la concentración local de estrógenos ejercen un efecto 
sinérgico en la determinación del fenotipo gonadal (Crews, 1996; Wibbels et al., 1991). En 
efecto, mientras la temperatura de incubación compromete a la gónada a adquirir un fenotipo 
particular, la presencia o ausencia de estrógenos consolida dicho compromiso. 

 Mientras el mecanismo descrito anteriormente brinda una explicación de cómo la 
diferenciación sexual por temperatura procede, poco se conoce acerca del proceso celular 
responsable de activar dicha cascada de eventos. Spotila et al. (1994) proponen que la 
temperatura de incubación debe regular directamente la expresión de genes gonadales (como el 
gen aromatasa p450), lo cual sugiere que existe un mecanismo termosensor intrínseco en la 
gónada. Lo que es más, Moreno-Mendoza et al. (2001) demostraron que la detección histológica 
e inmunocitoquímica de SOX9 revela que las gónadas en cultivo de órganos y las gónadas in vivo 
tienen una respuesta similar cuando su temperatura de incubación inicial es de 33°C (TF) y se les 
cambia a una temperatura de incubación de 26°C (TM) y viceversa. 

Sin embargo, también hay evidencias que sugieren que el cerebro posee un mecanismo 
termosensor que dictamina la determinación sexual gonadal de Lepidochelys olivacea. Mechant-
Larios et al. (1989) realizaron un estudio de alta resolución sobre el desarrollo gonadal de L. 
olivacea, en el cuál encontraron que la gónada indiferenciada posee terminales nerviosas, las 
cuales no están presentes en mamíferos, por lo que propusieron que el sistema neuroendocrino 
juega un papel importante en la determinación sexual de Lepidochelys olivacea (Merchant-Larios 
et al., 1989). En este sentido, es necesario mencionar que la evolución de los vertebrados ha 
creado sofisticados sistemas neuronales para monitorear la temperatura ambiental a través de 
cambios en la temperatura corporal (Hensel, 1973; Satinoff, 1978; Nelson et al., 1984). En líneas 
generales, este sistema transporta la información sobre el calor y el frio, capturada por los 
termosensores, desde la superficie del cuerpo hasta las estructuras del sistema nervioso central. 
Después de recibir e integrar la información térmica, las estructuras del sistema nervioso central 
(médula espinal, tallo cerebral y el diencéfalo) mandan una serie de respuestas efectoras 
específicas cuyo objetivo final es regular la temperatura de un segmento o el organismo completo 
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(Hensel, 1973; Jessen y Mayer, 1971; Jessen et al., 1972; Mercer y Simon, 1984; Nelson et al., 
1984). Por lo tanto, es posible que las estructuras del sistema nervioso censen la temperatura de 
incubación, la traduzcan y disparen o modulen la diferenciación sexual en las especies de reptiles 
(Gutiérrez-Ospina, 1999). 

La hipótesis de que durante el desarrollo embrionario de los reptiles el cerebro es capaz de 
responder a cambios en la temperatura de incubación ha sido puesta a prueba por Coomber et al. 
(1997) y Salame-Méndez et al. (1998). Estos dos grupos reportaron, respectivamente, que en 
diferentes regiones del hipotálamo de la lagartija y la tortuga marina la temperatura de incubación 
regula el metabolismo oxidativo y la aromatización de la testosterona, esta regulación es 
independiente a los niveles circulantes de las hormonas sexuales. Salame-Méndez et al. (1998) 
analizaron los niveles de testosterona (T) y estradiol (E2) en las gónadas, dos regiones del 
cerebro –telencéfalo (Te) y diencéfalo/mesencéfalo (Di)- y suero sanguíneo de embriones en 
desarrollo de L. olivacea incubados a TM o TF. Así mismo, se estudio la conversión de 
pregnenolona (P5) a T y T a E2 en gónadas y cerebro. Los análisis se efectuaron durante tres 
periodos: el PST, gónadas histológicamente indiferenciadas (UDG) y gónadas diferenciadas 
(DG). En las gónadas, suero sanguíneo y cerebro, las concentraciones de T fueron mayores a TF 
durante los tres periodos, mientras que en las gónadas y el suero sanguíneo, los niveles de E2 
fueron similares a TF y TM. En el Di, la concentración de E2 fue significativamente mayor a 
TM. La Biotransformación de P5 a T en los tejidos gonadales fue significativamente mayor a TF 
en PST y se incrementa durante UDG y DG. Sin embargo, la conversión de T a E2, fue similar a 
las dos temperaturas durante los tres periodos. En el cerebro, Di mostro una mayor eficiencia en 
la transformación de T a E2 a TF. En este estudio Salame-Méndez et al. (1998) proponen que el 
Di es la región del cerebro que censa la temperatura durante la determinación sexual. 
 Gutiérrez-Ospina et al. (1999) evaluaron la posible participación del sistema nervioso en 
la DST mediante mostrar la existencia y origen de fibras nerviosas positivas a acetilcolinaesterasa 
(AchE) en gónadas indiferenciadas de embriones masculinos y femeninos de Lepidochelys 
olivacea de las Et20 a la Et27. Las fibras nerviosas positivas a AchE se visualizaron a partir de la 
Et24. Las inyecciones de DiI (1,1',dioctadecil-3,3,3'3'-tetrametil-indocarbocianina perclorato) y 
las imágenes tomadas con ayuda del confocal mostraron que algunos de estos nervios gonadales 
surgen de la parte inferior del tórax y la región superior de las vertebras lumbares de la columna 
vertebral (donde se aloja la médula espinal). Debido a que la médula espinal es capaz de integrar 
por si misma respuestas termoreguladoras sin la intervención de estructuras pertenecientes a los 
niveles superiores del sistema nervioso central, Gutiérrez-Ospina et al. (1999) evaluaron la 
maduración de la médula espinal durante la Et20 a la Et27. La maduración de la médula espinal 
avanza más rápido en embriones femeninos que en masculinos, cuando la determinación sexual 
se está efectuando para cada sexo; este proceso inicia y finaliza antes en el embrión femenino que 
en el masculino. Estas observaciones abren la posibilidad de que la médula espinal y las 
inervaciones que se derivan de ésta participan en dirigir o modular los procesos que determinan 
y/o diferencian sexualmente a la gónada de forma dependiente a la temperatura, particularmente 
en embriones femeninos de L. olivacea (Gutiérrez-Ospina et al., 1999).  

 
1.3.2 El mesonefros contribuye a la diferenciación sexual de la gónada.  Al 

iniciar el desarrollo gonadal, en el embrión del ratón, las gónadas tanto de machos como de 
hembras se establecen en la cara interna del mesonefros, un riñón rudimentario que corre 
paralelamente a la gónada diferenciada adjunto a cada lado del mesenterio dorsal. 
Posteriormente, cuando la gónada masculina se diferencia en testículo, los ductos mesonéfricos 
dan origen a los conductos de Wolff, así mismo se piensa que estos contribuyen a la formación de 
la rete testis, en machos, y a la rete ovarii (vestigial), en las hembras. Muchos trabajos han 
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sugerido que, durante el proceso de la diferenciación gonadal, las células mesonefricas hacen una 
contribución substancial a la estructura del ovario o del testículo mismo, y se han hecho diversos 
estudios descriptivos que soportan esta idea (Upadhyay et al., 1979, 1981; Wartenberg, 1981; 
Zamboni y Upadhyay, 1982). Wartenberg et al. (1991) con ayuda de microscopia de luz y 
electrónica describieron la migración celular a partir del mesonefros y del epitelio celómico a los 
testículos en desarrollo. Estos autores postularon que las células de Sertoli, intersticiales, mioides 
peritubulares y de Leydig tienen un origen mesonefrico. Aunque el desarrollo gonadal y la 
diferenciación sexual puedan tener lugar en ausencia del mesonefros (Merchant-Larios et al., 
1984; Rodemer et al., 1986), Rodemer et al. (1986) demostraron experimentalmente que en 
quimeras de pollo el mesonefros proporciona células al estroma gonadal. Buer et al. (1993) 
colocaron en cultivo testículos de 11.5dpc, con o sin mesonefros, durante 7 días. En los testículos 
sin mesonefros la diferenciación de los cordones testiculares fallo, sin embargo, cuando se 
cultivaron en presencia de un mesonefros proveniente de un embrión masculino o femenino, los 
testículos desarrollaron cordones aparentemente normales. Los testículos cultivados cerca de un 
mesonefros pero separados por un filtro permeable, no desarrollaron cordones. Así mismo, tanto 
Buer et al. (1993) como Merchat-Larios et al. (1993) demostraron, mediante experimentos en los 
que injertaron gónadas en el mesonefros, que a los 11.5dpc las células estromales provenientes 
del mesonefros invaden a la gónada masculina. Merchat-Larios et al. (1993) postulan que las 
interacciones que se establecen entre las células estromales de origen mesonefrico y las células de 
soporte, que se encuentran en la cresta genital, son necesarias para la formación de los cordones 
seminíferos. Tres tipos de células estromales de origen mesonefrico invaden la gónada masculina 
y son: las células endoteliales, mioides y las células del fibroblasto (Merchat-Larios et al. 1993). 
Mechant y Moreno-Mendoza (1998) reconstruyeron crestas urogenitales en cultivo de órganos 
mediante injertar crestas genitales masculinas morfológicamente indiferenciadas de embriones 
CD-1 al mesonefros (XX y XY) de embriones transgénicos ROSA26 cuyas células expresan β-
galactosidasa bacterial. Con una técnica mejorada para la detección de la actividad de la enzima 
β-galactosidasa en electromicrográfia, Mechant y Moreno-Mendoza (1998) estudiaron la 
migración celular y la diferenciación de las células mesonefricas. Se encontró, que 
adicionalmente a su diferenciación como células mioides y conectivas, algunas de las células 
mesonefricas adquieren características ultraestructurales de células esteroidogénicas de Leydig. 
Varias de las células positivas a β-galactosidasa se diferenciaron como células de Leydig en 
gónadas injertadas en mesonefros masculinos o femeninos. Estos resultados sugieren que las 
células mesonefricas responden a señales putativas producidas en la gónada masculina y 
participan en la morfogénesis y la diferenciación celular del testículo fetal. 

Li y Kim (2004) han caracterizado el efecto inhibidor del ácido retinoico (AR) sobre las 
gónadas de rata XY en desarrollo. Además, investigaron los eventos celulares que se requieren 
para el desarrollo gonadal XY, incluyendo la migración celular desde el mesonefros a la gónada, 
la diferenciación de las células de Sertoli y la sobrevivencia de gonadocitos. Colocaron gónadas 
XY de embriones de rata de 13 dpc en cultivo de órganos en ausencia y presencia del ácido 
transretinoico (tRA). Encontraron que tRA inhibe la migración de las células del mesonefros a la 
gónada. Lo que es más, el tratamiento con tRA decrece la expresión de la substancia inhibidora 
de los conductos Müllerianos (Mis) en las células de Sertoli y reduce dramáticamente el número 
de gonadocitos. Se dectó un incremento de la apoptosis en la gónadas XY cultivadas en presencia 
de tRA, sugiriendo que la perdida de gonadocitos pueden incrementar la apoptosis. 
Adicionalmente, Am580, un compuesto sintético que exhibe propiedades agonistas especificas 
del receptor α del ácido retinoico (RARα), disminuyó los efectos inhibidores del tRA en la 
gónada XY en desarrollo incluyendo la migración de las células mesonefricas y la sobrevivencia 
de gonadocitos. Por el contrario, Ro 41-5253, un antagonista selectivo de RARα suprimió la 
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habilidad inhibidora de tRA en las gónadas en desarrollo. Estos resultados sugieren que el ácido 
retinoico actúa a través del RARα afectando negativamente la diferenciación de las células de 
Sertoli, la sobrevivencia de los gonadocitos y bloquea la migración de las células mesonefricas, 
lo cual lleva a la inhibición de las gónadas XY en desarrollo.   
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2. Justificación  
 

En general, la importancia de la epigénesis durante el desarrollo embrionario y la posibilidad 
de que factores ambientales como la temperatura modulen la expresión genética en la gónada, 
hacen relevante intentar correlacionar los niveles globales de metilación del ADN con la 
determinación sexual por temperatura en Lepidochelys olivacea .  
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3. Hipótesis 
 

La temperatura de incubación afecta los niveles globales de metilación del ADN y/o 
acetilación de histonas en las gónadas, cerebro y mesonefros de Lepidochelys olivacea durante el 
desarrollo embrionario. Los diferentes niveles pueden influir directa o indirectamente en la 
determinación sexual por temperatura regulando la expresión diferencial de genes responsables 
del desarrollo de ovarios o testículos.  
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4. Objetivos 
 
 
 
 

4.1 Objetivo General 
 

Determinar los niveles globales de metilación del ADN en la gónada, mesonefros y cerebro 
de embriones de la tortuga marina L. olivacea antes y después de la determinación sexual por 
temperatura.  
 
 
 
 
 

4.2 Objetivos Particulares 
 

1.-Determinar mediante HPLC los niveles globales de metilación del ADN en las gónadas in 
vitro incubadas a temperatura feminizante (TF: 33°C) ó masculinizante (TM: 26°C). 
 
2.- Determinar los patrones de distribución de la acetilación de histonas en las gónadas in vitro 
incubadas a TF ó TM mediante inmunofluorescencia, utilizando como marcador el anticuerpo 
contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (anti-H3K18ac). 
 
3.- Mediante inmunofluorescencia y HPLC determinar el efecto de los inhibidores de 
remodeladores de la cromatina 5-azacitidina (5-azaC) y Tricostantina A (TSA) sobre las células 
de gónadas in vitro incubadas a TM ó TF. 
 
4.- Mediante HPLC determinar los niveles globales de metilación del ADN en las gónadas, 
mesonefros y cerebro in vivo de embriones incubados a TM ó TF. 
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5. Material y Métodos 
 

5.1 Material biológico.   
Se utilizaron huevos de la tortuga marina L. olivacea de nidos de reciente ovoposición, 

colectados en la playa Escobilla (92º 27´16´´L.O; 15º 40´46´´ L.N.) ubicada en la costa central 
del estado de Oaxaca, México. Las colectas se realizaron en diferentes meses de tres años 
consecutivos (2005 - 2008). Los huevos colectados se colocaron en cajas de poliestireno 
expandido con vermiculita húmeda estéril. Se trasladaron a la Ciudad de México por vía aérea. 
En el laboratorio los huevos se ubicaron en cajas de plástico y fueron cubiertos con vermiculita 
estéril húmeda. Las cajas con huevos se introdujeron en incubadoras de temperatura controlada 
de 26 ± 0.5ºC (masculinizante, TM) y 33 ± 0.5ºC (feminizante, TF). Diariamente se registró la 
temperatura mediante termómetros colocados en el interior de las incubadoras. Las temperaturas 
de incubación se colocaron con base en los reportado por Merchant-Larios et al. (1997). Los 
huevos utilizados provenían de los nidos enlistados en la tabla D. 

 
Tabla D.- Se enlistan los Nidos de L. olivacea colectados de Septiembre de 2005 a Mayo de 2008, así como la 
fecha de colecta y el número de huevos por nido. 

 
 

- Se utilizaron gónadas, mesonefros y cerebros de embriones del PST de Et24 
durante 34 días incubados a TM (26ºC) y durante 19 días incubados a TF (33ºC), en ambos casos 
durante esta etapa la gónada se encuentra morfológicamente indiferenciada. Así mismo, se 
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utilizaron estos mismos órganos de embriones del PDS de Et27 incubados durante 33 días a TF y 
durante 59 días incubados a TM, en ambos casos la gónada se encuentra morfológicamente 
diferenciada.  
 

En la tabla E se muestra la comparación entre el desarrollo de los embriones incubados a 
26°C (TM) y los incubados a 33°C (TF). En los antecedentes se explica el análisis que se efectúo 
para determinar qué etapas y días de incubación comprenden los PI, PST y PDS en función de la 
temperatura de incubación. Así mismo, en la figura 6 y en las tablas A y B se muestran los datos 
resultantes de dicho análisis. Además, para construir la tabla E se utilizaron datos reportados por 
Torres-Maldonado (2001). 
  
Tabla E.- Se muestra las etapas de desarrollo y días de incubación que abarcan los PI, PST y PDS en 
embriones de L. olivacea incubados a 33°C (TF) y 26°C (TM).  

 
 

5.2 Cultivo de gónadas.  
Para los cultivos de órganos se emplearon gónadas de embriones en el PST de Et24 

incubados durante 19 días a TF. Las condiciones de cultivo se han reportado previamente por 
Moreno-Mendoza et al. (2001). En condiciones estériles se aisló el par de gónadas, cada gónada 
se colocó de forma individual sobre un filtro Millipore de poro con diámetro 0.4 μm (No. Cat. 
PICMO3050) (previamente esterilizado durante 5 minutos en etanol al 70%). A su vez, dicho 
filtro fue suspendido sobre 600 μl de medio de cultivo suplementado. Se empleó medio de cultivo 
L-15 suplementado con: 10% de suero de tortuga inactivado (el suero de tortuga se preparó en 
nuestro laboratorio a partir de la sangre de tortugas adultas del Centro Mexicano de la Tortuga 
Marina en Oaxaca), 0.16% de NaCl, 20 μl de antibióticos (penicilina/estreptomicina) por cada 10 
ml de L-15.  

Las gónadas sobre los filtros suspendidos en el medio de cultivo se colocaron en cajas de 
cultivo de 24 pozos dentro de microcámaras de cultivo. Una gónada, de cada embrión, se cultivo 
a TF y la contralateral a TM. El cultivo duro 14 días.  

Las gónadas en cultivo se dividieron en seis grupos: dos grupos control cuyo medio de 
cultivo suplementado carecía de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina (un grupo 
fue incubado a TF y otro a TM), dos grupos a cuyo medio de cultivo suplementado se le agregó 
5-azaC (un grupo fue incubado a TF y otro a TM) y dos grupos a cuyo medio de cultivo se le 
agregó TSA (un grupo fue incubado a TF y otro a TM). La 5-azaC (Sigma-Aldrich) fue utilizada 
en las siguientes concentraciones: 10 y 20 μg/ml (Skreb et al., 1993). Mientras que TSA (Sigma-
Aldrich) fue utilizada en las siguientes concentraciones: 50, 100, 200, 400 y 800 ng/ml (Sawa et 
al., 2001; Mizukami et al., 2004). El medio de cultivo suplementado, de todos los grupos, se 
renovó a los 4, 8 y 12 días de cultivo. 
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Al concluir los 14 días de cultivo, se capturó la imagen de cada gónada con ayuda de un 
microscopio estereoscópico Nikon (Modelo SMZ 15000) al que se le adaptó una cámara Zeiss 
Axio Cam MRC. Posteriormente, una gónada de cada grupo se procesó para microscopia de 
inmunofluorescencia y el resto se congeló con nitrógeno líquido a -70ºC para, posteriormente, ser 
procesadas para su análisis con HPLC. 

 
5.3 Medición del área de las gónadas en cultivo. 

Se capturó la imagen de todas las gónadas procesadas para cultivo con ayuda de un 
microscopio estereoscópico Nikon (Modelo SMZ 15000) al que se le adaptó una cámara Zeiss 
Axio Cam MRC. Estas imágenes fueron utilizadas para medir el área de las gónadas en cultivo 
con ayuda del software IMAGE J. Los datos fueron estadísticamente evaluados mediante las 
pruebas estadísticas: Kruskall-Wallis y de rangos múltiples. 
 

5.4 Histología.  
Se procesaron complejos urogenitales de embriones incubados a TF y TM de la Et24 y Et 23, 

respectivamente, así como de la Et27 de ambas temperaturas. Se fijaron en buffer de Karnosky 
pH 7.2 durante 1 hora. Posteriormente, se dejaron 1 hora en buffer de cocodilato de sodio 0.1 M. 
Se post-fijaron en una en solución de tetraóxido de osmio 1% durante 1 hora (Zetterqvist, 1956). 
El tejido se deshidrató en etanol (en concentraciones crecientes: 70, 80, 90, 95 y100% durante 15 
minutos en cada uno). Se dejaron en óxido de propileno (dos cambios de 20 minutos cada uno), 
se pre-incluyeron en una mezcla de óxido de propileno y epon 812 en proporción 1:1 (1 hora), 
después en una mezcla igual pero en proporción 1:2 (1 hora). Se dejaron en una mezcla de epon a 
temperatura ambiente durante 24 horas. Se incluyeron en Epon 812 durante 24 horas. Se 
obtuvieron cortes semifinos de 0.5 μm de espesor con ultramicrótomo (Reichert Ultracuts, Leica) 
y se tiñeron con azul de toluidina 0.5%. Los cortes se observaron con un microscopio óptico 
(Zeiss, Alemania). Las imágenes se capturaron con ayuda del microscopio confocal (Pascal, 
Zeiss). 
 

5.5 Inmunofluorescencia.  
Una gónada de cada grupo de cultivo fue procesada para inmunofluorescencia utilizando un 

anticuerpo contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (anti-H3K18ac) como anticuerpo 
primario. Así mismo, se procesaron (como control de cultivo) gónadas de embriones incubados 
durante 33 días a TM y TF, así como gónadas de embriones de intercambio (incubados durante 
19 días a TF después de los cuales durante 14 días se incubaron a TM). Todos los anteriores 
pertenecían al mismo nido del cual fueron tomados los embriones cuyas gónadas estuvieron en 
cultivo. 

Las gónadas se fijaron durante 15 minutos a temperatura ambiente (TA) en una solución de 
paraformaldehido (PFA) al 4% preparada en PBS pH 7.4. Se lavaron 5minutos en PBS pH 7.4 y 
se incubaron toda la noche a 4ºC en sacarosa al 30% preparada en Buffer de fosfatos (PBS) de 
pH7.4. Posteriormente, los tejidos se lavaron rápidamente en PBS pH7.4 y se incluyeron en 
medio “Tissue-Tek® O.C.T™ Compound” dentro de cápsulas Beem, evitando la presencia de 
PBS pH 7.4 y de burbujas, una vez orientados dentro de las cápsulas se congelaron lentamente 
con Hexano (colocado sobre una cama de hielo seco). Los tejidos incluidos se sacaron del hexano 
y se colocan a -20ºC durante 30 minutos. A -20ºC se realizaron cortes de diferentes zonas del 
mismo tejido de 10 μm de espesor con ayuda del criostato (Leica), y se montaron en portaobjetos 
cubiertos con Poly-L-Lisina (SIGMA). Los cortes se delimitaron con un lápiz hidrofóbico para 
inmunohistoquímica (DAKO). Las laminillas con los cortes se introdujeron en una campana de 
vacío durante 1 hora a TA. Las laminillas se colocaron dentro de una cámara húmeda, una vez ahí 
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se les lavó con PBS pH 7.4 durante 10 minutos a TA para eliminar el “Tissue-Tek® O.C.T™ 
Compound”. El tejido se permeabilizó con Tritón X-100 al 0.2% disuelto en PBS durante 30 
minutos a TA (cambiando la solución cada 10 minutos). En seguida se hicieron tres lavados de 
10 minutos a TA con Tween-20 0.05% disuelto en PBS pH 7.4. Se bloqueo con albúmina de 
suero bovino (SIGMA) al 1% disuelta en una solución de Tween-20 al 0.05% en PBS durante 2 
horas a TA. Las laminillas se incubaron con el anticuerpo primario policlonal hecho en conejo 
contra la histona H3 acetilada en la lisina 18 (Abcam) a una concentración de 1:500 (diluido en la 
solución de bloqueo) durante toda la noche a 4ºC. Se hicieron 5 lavados a TA de 5 minutos cada 
uno con una solución de Tween-20 al 0.05% en PBS pH 7.4. Las laminillas se incubaron con el 
anticuerpo secundario conjugado con CyTM5 contra conejo hecho en cabra (CHEMICON) 
disuelto en la solución de bloqueo a una concentración de 1:100 durante 1 hora a TA. Las 
laminillas se lavaron 5 veces durante 5min (cada ocasión) a TA con Tween 0.05% disuelto en 
PBS pH 7.4. Al finalizar, las laminillas se montaron con medio para montar fluorescente 
(DakoCytomation). Se monitorearon en el microscopio de fluorescencia y se analizaron con 
ayuda del microscopio confocal (Pascal, Zeiss). 
 

5.6 Extracción de ADN.  
Se extrajo ADN de gónadas de los grupos de cultivo: control y tratadas con 5-azaC, tanto de 

los incubados a TF como a TM. Además, se extrajo ADN de cerebro, gónada y mesonefros de 
embriones en el PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Los embriones en el PDS eran de la Et27 
de 33 días de incubación a TF y de Et27 de 59 días de incubación a TM. Los del PST eran de la 
Et24 de 34 días de incubación a TM y de la Et24 de 19 días de incubación a TF. Así mismo, se 
extrajo ADN (como control de los grupos de cultivo) de gónadas de embriones de intercambio 
(incubados durante 19 días a TF, después de los cuales durante 14 días se incubaron a TM) y de 
gónadas de embriones incubados durante 33 días a TM y TF. Éstas últimas, son gónadas de 
embriones pertenecientes al mismo nido del que se tomaron los embriones cuyas gónadas 
estuvieron en cultivo. Para realizar la extracción del ADN de estos tejidos se utilizo DNAzol 
(Invitrogen Cat. No. 10503-027).  

Se maceraron de 25 a 50 mg de tejido en 1 ml de DNAzol con ayuda de micropistilos 
(Eppendorf Cat. No.0030120973) previamente tratados con DEPC y esterilizados. El tejido 
macerado en el DNAzol se incubó por 10 minutos a TA, posteriormente se centrifugó durante 10 
minutos a 14,000 rpm a 4ºC y el sobrenadante viscoso se transfirió a un tubo nuevo. Al 
sobrenadante se le adicionó 500 μl de etanol absoluto para precipitar el ADN, esta mezcla se 
incubó a TA durante 3min. Después, se centrifugó 15minutos a 14,000 rpm a 4ºC y el 
sobrenadante se decantó. Posteriormente, al pellet se le agregaron 800 μl de Etanol al 80% y se 
centrifugó por 5 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante se decantó y se dejó que el pellet secará a 
TA durante 20 minutos. El pellet (ADN) se disolvió en 300 μl de agua de ampolleta y se incubó a 
50º C durante 10 minutos. 

El ADN que se extrajo con DNAzol fue tratado con RNasa A de páncreas bovino (Roche 
Applied Science, Cat. No. 1010109142001). Al ADN se le agregó RNasa A, esta última quedó a 
una concentración final de 10 μg/ml. Se incubó durante 1 hora a 50º C. Posteriormente, se agregó 
un volumen fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1, v/v) (Invitrogen) pH 8. La mezcla 
anterior se centrifugó 3 minutos a 14,000 rpm a 4ºC. Con ayuda de una punta de 200 μl se 
removió la fase acuosa y se transfirió a un tubo nuevo. A esta última se le adicionó Acetato de 
Sodio pH 5.2 3M en una proporción equivalente a 1/10 de volumen total (de la fase acuosa), a 
esta mezcla se le adicionaron 2.5 volúmenes (de la fase acuosa anterior más el Acetato de Sodio) 
de Etanol Absoluto. Se dejó incubando a -20ºC toda la noche. Al siguiente día, se centrifugó 
durante 15 minutos a 14,000 rpm a 4ºC. Se decantó el sobrenadante y al pellet se le agregaron 
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800 μl de Etanol al 80%, se centrifugó a 14,000 rmp durante 5min a 4ºC y el pellet se dejó secar a 
TM durante 20 minutos. El pellet (ADN) se disolvió en 18 μl de agua de ampolleta. Se determinó 
la concentración del ADN registrando su absorbancia a 260 y 280 nm con ayuda del nanodrop 
(ND-1000). Se calculó la pureza del ADN con la fórmula: 

 

1.8 

Donde:    IPADN: Índice de Pureza del ADN 
Abs260: Lectura de Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 280 nm. 
Abs280: Lectura de Absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 260 nm. 

 
Nota: Para la hidrólisis solamente se utilizaron las muestras que registraban un IPADN = 1.8.  

 
Para calcular la concentración del ADN se utilizó la siguiente fórmula: 
 

 
Donde:  [ADN]: Concentración de ADN en la muestra. 

AbsC: Constante de unidad de absorbancia: 50 μg/ml.  
 
Nota: El ADN se guardó a -20º C hasta el día que fue utilizado para ser hidrolizado. 

 
5.7 Hidrólisis del ADN. 

Para la hidrólisis se utilizó 1 μl de ácido perclórico (HCl04) al 70% (Sigma) por cada 0.9 μg 
de ADN y se incubó a 100ºC durante 1 hora (cuidando que la temperatura permaneciera 
constante). Para calcular la cantidad de Hidróxido de Sodio (NaOH) 10 N que se necesitaba para 
neutralizar el HClO4 al 70% se utilizó la siguiente fórmula: 

 

                                                         
( )

Base

AcidoAcido
Base N

VN
V

×
=  

Donde:  V: Volumen  
N: Normalidad 
 

Nota: La muestra hidrolizada se ajusto a pH 6 agregando 1 μl de HClO4 1 N y/o NaOH 1 N.  
 
La muestra hidrolizada se pasó a través de filtros para jeringa de Nylon de 4 mm de 0.2 μm de 

poro Nalgene (Cat. No. 176-0020). Las muestras se inyectaron en el equipo para HPLC antes de 
que transcurrieran 5 horas, a partir del momento en que se ajustó el pH, mientras tanto se dejaron 
a 4ºC y se cubrieron de la luz. 

 
5.8 Cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés: 

High-performance liquid chromatography). 
Para determinar los tiempos de elución de las bases nitrogenadas que componen al ADN de 

las muestras problema, se utilizaron como estándares de referencia: citosina (C), 5-metilcitosina 
(5mC), uracilo (U), guanina (G), timina (T) y adenina (A); proporcionadas por Sigma.  

Como controles del método de HPLC puesto a punto en el presente estudio se utilizó ADN de 
la línea celular CaSki no metilado y metilado in vitro con la enzima CpG Metiltransferasa SssI 
(M.SssI) (New England BioLabs) donado por el Dr. Alfonso Dueñas González y el Dr. Erick de 
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la Cruz Hernández de la Unidad de Investigación Biomédica en Cáncer del Instituto Nacional de 
Cancerología y del IIBM, UNAM. 

 
5.8.1 Preparación de Estándares. Se preparo un stock de cada estándar como se describe a 

continuación: 
- Citosina 26.3 mM.- 0.292 mg de citosina se disolvieron en 40 μl de HCl 1 N y 960 

μl de H20.  
Del stock anterior se tomaron 285 μl y se diluyeron en 715 μl de H20, para dejarlo a una 
concentración final de 7.5 mM. 

- 5-metilcitosina 12.7 mM.- 0.3 g de 5-metilcitosina se disolvieron en 40 μl de HCl 
1 N y 960 μl de H2O.  
Del stock anterior se tomaron 24 μl y se diluyeron en 976 μl de H2O, para dejarlo a una 
concentración final de 300 μM. 

- Uracilo 16.95 mM.- 1.9 mg de Uracilo se disolvieron en 40 μl de Etanol absoluto, 
40 μl de NaOH 1 N y 920 μl de H2O. 
Del stock anterior se tomaron 442 μl y se diluyeron en 558 μl de H2O, para dejarlo a una 
concentración final de 7.5 mM.  

- Guanina 8.34 mM.- 1.26 mg se disolvieron en 200 μl de NaOH 1 N y 800 μl de 
H2O.  
Del stock anterior se tomaron 900 μl y se diluyeron con 100 μl de H2O para dejarlo a una 
concentración final de 7.5 mM. 

- Timina 10 mM.- 2.88 mg de Timina se disolvieron en 200 μl de HClO 1 N y 800 
μl de H2O. 

- Adenina 11.7 mM.- 1.59 mg se disolvieron en 200 μl HCl 1 N y 800μl de H2O. 
Del stock anterior se tomaron 855 μl y se diluyeron en 145 μl de H20 para dejarlos a una 
concentración final de 10 mM. 

La mezcla stock de estándares fue preparada mezclando: 10 μl de citosina 7.5 mM, 10 μl 
de 5-metilcitosina 0.3 mM, 5 μl de uracilo 7.5 mM, 5 μl de timina 10.0 mM, 10 μl de guanina 7.0 
mM y 5 μl de adenina 10.0 mM; finalmente está mezcla se diluyó en 180 μl de HClO4 pH 6.  

150μl de la mezcla stock de estándares, descrita anteriormente, fue diluida en 450 μl 
HClO4  pH 6. A esta última solución le llamaremos “mezcla de trabajo” y contiene los estándares 
en las siguientes concentraciones: Citosina (C) 0.083 mM, 5-metilcitosina (5mC) 0.003 μM,  
Uracilo (U) 0.456 mM, Guanina (G) 0.077 mM, Timina (T) 0.055 mM y Adenina (A) 0.055 mM. 
Esta solución se pasó a través de filtros para jeringa de Nylon de 4 mm de poro 0.2 μm de 
Nalgene (Cat. No. 176-0020), se guardó a 4ºC y se protegió de la luz. 

 
5.8.2 Elución de las muestras y los estándares.  Para la separación, identificación y 

cuantificación de las bases nitrogenadas se utilizó una columna de fase inversa Ultrasphere C18 
de 4.6 mm de diámetro interno (DI), 150 mm de longitud y 5 μm de diámetro de partícula, 
además de una pre-columna Ultrasphere ODS de 4.6 mm DI, 45 mm de longitud y 5 mm de 
diámetro de partícula, para proteger la columna analítica. La fase móvil consiste de una solución 
amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 3.7 y metanol 99.5 : 0.5 (v/v), la cual conforma la fase 
móvil débil y como fase móvil fuerte se utilizó el amortiguador de fosfatos 10 mM pH 3.7 más 
metanol en una relación 90 : 10 (v/v). La elución fue por gradiente como se muestra en la Figura 
7. El flujo de la fase móvil fue de 0.8ml/min. 

La detección se realizó a una longitud de onda de 280 nm con una sensibilidad de 0.25 
a.u.f.s. El análisis se realizó a TA en 30 min. La columna fue re-equilibrada durante 15 min, con 
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necesario. Además, a los grupos de análisis a los que se les aplico la prueba de Kruskall-Wallis se 
les analizó adicionalmente con la prueba de rangos múltiples. 

 
 

Fig. 8.- Cromatograma que muestra los tiempos de 
elusión de los estándares. 
 

Tiempo de elución 
(min) 

Bases  
nitrogenadas 

3.67 C 
5.39 5mC 
6.25 U 

10.24 G 
11.86 T 
14.00 A 

 
 

 
 
Fig. 9.- Cromatograma que muestra los tiempos de 
elusión de las bases nitrogenadas de ADN 
hidrolizado de un pool de gónadas de L. olivacea de 
Et 26 33ºC.  
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3.40 C 
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8.40 G 
10.19 T 
11.98 A 
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6. Resultados 
 

6.1 Las gónadas de L. olivacea de etapas 23 y 24 se encuentran 
morfológicamente indiferenciadas, pero las gónadas de etapa 27 (Et27) 
muestran características de ovario o testículo.  
 

A fin de describir la morfología de las gónadas in vivo en el período indeterminado (PI) y en 
el periodo de determinación sexual (PDS) de embriones incubados a temperatura masculinizante  
y feminizante se empleo microscopia confocal. En las etapas 23 y 24 de embriones incubados a 
26°C (temperatura masculinizante: TM) y 33°C (temperatura feminizante: TF), respectivamente, 
las gónadas están morfológicamente indiferenciadas (Figs. 10 y 11). Estudios previos 
demostraron que al intercambiar los embriones incubados de TM a TF e inversamente en estas 
etapas, más del 95% responden a la temperatura de intercambio, por lo que se consideró que se 
encontraban en el período de sexo indeterminado (PI). Sin embargo, en la Et27 es posible 
distinguir testículos (Fig. 12) y ovarios (Fig. 13) en los embriones incubados a TM y TF, 
respectivamente. En esta etapa, al hacer intercambios de temperatura ningún embrión respondió a 
la segunda temperatura por lo que se considero que se encontraban en el periodo de 
determinación sexual (PDS). 

Como puede apreciarse en las Figs. 10 y 11, las crestas genitales de embriones incubados a 
TM o TF presentan la región medular ocupada por los cordones medulares (cm) y la región 
cortical (RC) opuesta al mesonefros (mes), esta última se forma por células epiteliales (E) que 
envuelven a numerosas células germinales (CG). 
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6.2 Para el cultivo de órganos se emplearon gónadas de embriones en el 
Periodo Indeterminado (PI) de la Et24 incubados a temperatura feminizante 
durante 19 días. 

 
Para el cultivo de órganos se emplearon gónadas de embriones de Et24 incubados durante 

19 días a 33°C (TF) del PI, debido a que como se muestra en la tabla B el 100% de los embriones 
incubados a TF durante los primeros 19 días de incubación responden a la temperatura cuando 
son transferidos a 26°C (TM) lo cual nos da la seguridad de que todas las gónadas que se incuben 
a TM responderán al cambio de temperatura. Además, las gónadas de Et24 a TF tienen un 
tamaño razonable como para que la disección se realice de forma rápida, lo cual no compromete 
la viabilidad de la gónada y permite que ésta llegue al cultivo en las mejores condiciones 
posibles. Por otro lado, como se muestra en la tabla A para estar seguros de que el 100% de las 
gónadas incubadas inicialmente a TM al ser transferidas a TF respondan al cambio de 
temperatura necesitaríamos iniciar el cultivo con gónadas de Et22 lo cual es prácticamente 
imposible puesto que la gónada es muy pequeña como para ser disecada.  

Según lo reportado por Moreno-Mendoza et al. (2001) la detección histológica e 
inmunocitoquímica de SOX9 revela que las gónadas en cultivo de órganos y las gónadas in vivo 
tienen una respuesta similar cuando su temperatura de incubación inicial es de 33°C (TF) y se les 
cambia a una temperatura de incubación de 26°C (TM). Esto nos hace suponer que el camino 
molecular de DTS no se altera bajo condiciones de cultivo. Por esta razón, esperábamos que:  

- Las gónadas de Et24 incubadas 19 días a 33°C después de ser colocadas en cultivo 
durante 14 días tuvieran características morfológicas, histológicas y moleculares 
semejantes a las de las gónadas de embriones intercambiados de TF a TM de 33 días (19 
días a TF + 14 días a TM).  

- Las gónadas de Et24 incubadas 19 días a 33°C después de ser colocadas en cultivo 
durante 14 días a TM se encontraran en la Et26 tal como sucede con las gónadas 
intercambiadas de TF a TM (ver tabla B). 

- Las gónadas de Et24 incubadas 19 días a 33°C después de ser colocadas en cultivo 
durante 14 días a TF se encontraran en la Et27 tal como sucede con las gónadas incubadas 
durante 33 días a de TF. 

- Tanto las gónadas in vitro incubadas a TM y TF se encontrarían dentro del PDS (ver Fig. 
6). 

Por lo tanto, esperábamos que si todo lo anterior es cierto “al concluir los 14 días de cultivo el 
nivel de metilación del ADN de las gónadas in vitro incubadas a TM se asemejarían al de las 
gónadas provenientes de embriones intercambiados de TF a TM de 33 días (19 días a TF + 14 
días a TM), mientras que el nivel de metilación de las gónadas in vitro incubadas a TF se 
asemejarían a las de las gónadas provenientes de embriones incubados durante 33 días a TF”. 
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6.3 Efecto de la temperatura sobre la distribución in situ de la modificación 
post-traduccional en la histona H3 acetilada en la lisina 18 (H3K18ac). 

 
Como hemos mencionado, la acetilación de histonas generalmente se asocia a un estado 

transcripcionalmente activo de la cromatina. Por lo anterior, decidimos evaluar el efecto de la 
temperatura sobre los patrones de distribución de la acetilación de histonas, para lo cual 
utilizamos como marcador el patrón de distribución in situ de la modificación post-traduccional 
en la histona H3 acetilada en la lisina 18 (H3K18ac) detectado con al anticuerpo anti-H3K18ac. 
Con este fin, se disecaron gónadas de embriones de Et24 de 19 días de incubación a TF, las 
cuales se colocaron en cultivo de órganos tratándolos o no con los inhibidores de los 
remodeladores de la cromatina 5-azaC o TSA. Después de 14 días de cultivo, las gónadas fueron 
procesadas para inmunofluorescencia utilizando como anticuerpo primario: anti−H3K18ac.  

 
6.3.1 La temperatura afecta el volumen nuclear y la distribución in situ de la 

modificación post-traduccional en la histona H3K18ac.   
Se utilizó un anticuerpo anti-H3K18ac para evaluar la distribución de la modificación post-

traduccional en la histona H3K18ac en los núcleos de las células de las gónadas cultivadas en 
ausencia de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina durante 14 días a TM y TF, 
respectivamente (Figs. 18 y 19). El volumen nuclear y la distribución del anticuerpo anti-
H3K18ac en la cromatina se ven claramente influenciados por la temperatura de incubación. En 
TM los núcleos son más pequeños y homogéneos (Fig. 18) en tanto que en TF los núcleos son 
dos o más veces mayores y presentan una distribución heterogénea de la cromatina (Fig. 19). 



 
Fig. 18.- 
En la figura
anti-H3K1
gónadas cu
nuclear y la
la cromatin
temperatur
pequeños y
Región cor
Medular (M
 
 

TM 
a 18 se observa
8ac en los núcl

ultivadas duran
a distribución d
na se ven claram
ra de incubació
y homogéneos.
rtical (RC), Cél
M) 

a la distribució
leos de las célu

nte 14 días a TM
del anticuerpo 
mente influenc

ón. En TM los n
 Cordones med
lulas epiteliale

 

ón del anticuerp
ulas de las 
M. El volumen
anti-H3K18ac

ciados por la 
núcleos son 
dulares (cm), 
s (E) y Región

po 

n 
c en 

n 

 
Fig. 19
En la fig
anti-H3K
gónadas
son dos 
y presen
cromatin
(RC), C
 

9.- TF 
gura 18 se obse
K18ac en los n
s cultivadas dur
o más veces m

ntan una distrib
na. Cordones m
élulas epitelial

erva la distribu
núcleos de las c
rante 14 días a

mayores  con re
bución heterogé
medulares (cm)
les (E) y Regió

ución del anticu
células de las 
a TF. Los núcle
especto a los de
énea de la 
), Región corti

ón Medular (M

81  

uerpo 

eos 
e TM 

cal 
) 



82 

6.
gónadas 
genera e

A
distribuci
actividad
con el an
inhibidor
siguiente
(20 µg/m
anticuerp
de distrib
corticales
Los núcle
medulare
expresión
diferencia
modificad
patrón de
actividad
 

 
Fig. 20.- 
 
 
 
 
 
 

 
La distribu
cultivo incu
los núcleos
germinales 

.3.2 La distr
in vitro trat
n los núcleo

A fin de deter
ión in situ de

d de las ADN
ticuerpo ant

r de la activid
s concentrac

ml), se encont
po anti-H3K1
bución del an
s de las góna
eos de la cor
es (Figs. 20 y
n del anticue
a en el tamañ
da por la pre
e distribución
d de las ADN

TM+5-azaC
ción del anticu
ubadas a TM y
s medulares. Co
 (CG) y Región

ribución del
tadas con 5-
os medulare
rminar si el e
e la modifica

NMTs, se det
i- H3K18ac 
dad de las A
ciones: 10 y 
tró una distr
18ac en los n
nticuerpo ant
adas en cultiv
rteza muestra
y 21). El efec
erpo anti-H3
ño de los nú
esencia de la
n de la modi

NMTs.  

C (20 µg/ml

 

uerpo anti-H3K
y TF tratadas co
ordones medul
n Medular (M)

l anticuerpo
-azaC gener
es.  
efecto de la t
ación post-tr
terminó la di
en gónadas 

ADNMTs. La
20 µg/ml. D
ibución regi
núcleos de la
ti-H3K18ac 
vo tratadas c
an en genera
cto del inhib
K18ac fue s

úcleos debida
a 5aza-C en e
ificación pos

l)  
K18ac en la cro
on 5-azaC (20 
lares (cm), Reg
). Para ver cont

o anti-H3K1
ra una seña

temperatura 
raduccional e
istribución d
en cultivo tr

as gónadas e
Después de 1

onal diferen
as células m
se observó e

con 10 µg/m
al una mayor
bidor de la m
imilar en las
a a la temper
el medio de 
s-traduccion

 
Fig. 21
 

 
 

omatina de los n
µg/ml) muestr

gión cortical (R
troles remitirse

18ac en los n
l de mayor 

sobre el vol
en la histona
de esta modi
ratadas con 5
en cultivo se 
4 días de cu

nte sobre el p
edulares y c
en los núcleo

ml de 5-azaC 
r intensidad 

metilación de
s gónadas inc
ratura de inc
cultivo. Por 
al H3K18ac

1.- TF+5-aza
núcleos de la c
ra en general un
RC), Células ep
e a Figs. 18 y 1

núcleos de l
intensidad q

lumen nuclea
a H3K18ac d
ficación pos
5-azacitidina
trataron con

ultivo en pres
patrón de dis
orticales. Es
os de las cél
(resultados 
que la de los

el ADN sobr
cubadas a TM

cubación, no 
lo tanto, par
 no parece d

aC (20 µg/m
corteza de las g
na mayor  inten
piteliales (E), C
19. 

la corteza d
que la que 

ar y la 
depende de l
st-traduccion
a (5aza-C), u
n 5-azaC en 
sencia de 5az
stribución de
ste mismo pa
ulas medula
no mostrado
s núcleos 

re el patrón d
M y a TF. L
se vio 

rece ser que 
depender de l

ml) 
gónadas en 
nsidad que la d

Células 

e las 

la 
nal 
un 
las 
za-C 

el 
atrón 
ares y 
os). 

de 
La 

el 
la 

de 



6.
Tempera

A
distribuci
actividad
post-tradu
Tricostan
ng/ml). 

El
todas las 
la gran m
anticuerp
 

 
Fig. 22.- 
 
 

 
 

 
 

 

 
El efecto d
temperatu
numeroso
en cultivo
efecto tóx

.3.3 TSA tie
atura Mascu

A fin de deter
ión in situ de

d de las aceti
uccional con

ntina A (TSA

l efecto de T
dosis y a las

mayoría de el
po anti-H3K1

TM+TSA (
de TSA sobre l

uras. Aunque al
s grumos pignó
. Región medu
ico de TSA (nr

enen un efec
ulinizante (T
rminar si el e
e la modifica
lasas de hist
n el anticuerp
A), un inhibi

TSA sobre la
s dos temper
llos fueron d
18ac apareci

(50 ng/ml) 

 

 

las células de l
lgunos núcleos
óticos detectad

ular (M), grumo
r). Para ver con

cto tóxico so
TM) y Femi
efecto de la t
ación post-tr
tonas (HDAC
po anti- H3K
dor de la act

as células de 
raturas. Aunq
deformados y
ieron dispers

as gónadas en 
s parecen resist
dos con el antic
os pignóticos (
ntroles remitirs

obre las gón
inizante (TF
temperatura 
raduccional e
C), se determ
K18ac en gó
tividad de la

las gónadas
que algunos 
y numerosos
sos en las gó

 
Fig. 23

 
cultivo resultó

tir el efecto tóx
cuerpo contra l
(gm), núcleos d
se a Figs. 18 y 

nadas en cul
F).  
sobre el vol
en la histona

minó la distri
nadas en cul

as HDACs (5

s en cultivo r
núcleos par

s grumos pig
ónadas en cu

3- TF+TSA 
ó severamente t
xico, la gran ma
la αH3K18 apa
deformados (nd
19. 

tivo incuba

lumen nuclea
a H3K18ac d
ibución de e
ltivo tratadas
50, 100, 200,

resultó sever
recen resistir
gnóticos dete
ultivo (Figs. 

(50 ng/ml) 

 

tóxico a todas 
ayoría de ellos

arecieron dispe
d), núcleos que

das a 

ar y la 
depende de l
esta modifica
s con 
, 400 y 800 

ramente tóxi
r el efecto tó
ectados con e
19 y 20). 

las dosis y a la
s fueron deform
ersos en las gón
e parecen resist

83  

la 
ación 

ico a 
xico, 
el 

as dos 
mados y 
nadas 
tir el 



84 

6.4 Mediante HPLC se evaluó el efecto de la temperatura sobre la 
metilación del ADN en gónadas en cultivo de órganos 

 
Para determinar los niveles globales de metilación del ADN en las gónadas in vitro tratadas y 

no tratadas con 5-azaC incubadas a TM o TF, se utilizó la técnica de HPLC previamente descrita 
y los resultados fueron analizados con la prueba estadística de Kruskall-Wallis. 

 
6.4.1 El nivel global de metilación del ADN de la línea celular CaSki tratado con CpG 

metiltransferasa SssI (M.SssI) aumenta con respecto al del no tratado.  
La confiabilidad de la técnica de HPLC se comprobó mediante analizar el porcentaje de 

metilación del ADN de la línea celular CaSki no metilado y metilado in vitro con la enzima CpG 
metiltransferasa SssI (M.SssI) (New England BioLabs). Al analizar los porcentajes de metilación 
de las muestras anteriores con la prueba estadística T-Wilcoxon se demostró que hay diferencia 
estadística entre ambas muestras (T=-13.52, k=3, p<0.05) (Fig. 24). 

Mediante HPLC encontramos que en el ADN de CaSki metilado in vitro con M.SssI el 5.2% 
de las Citosinas se encuentran metiladas. Mientras que en el ADN de CaSki no metilado in vitro 
el 2.2% de las Citosinas se encuentran metiladas. Estos resultados muestran que la técnica de 
HPLC que utilizamos en este estudio nos permitió detectar el aumento del porcentaje de citosinas 
metiladas generadas por metilar in vitro con M.SssI el ADN de CaSki. No esperábamos que el 
100% de las Citosinas del ADN de CaSki metilado in vitro se encontraran metiladas, debido a 
que esta enzima solo metila los residuos de Citosina que se encuentran dentro del dinucleótido 
CpG de la doble cadena del ADN. Sin embargo, sí esperábamos que al comparar el porcentaje de 
citosinas metiladas del ADN metilado in vitro de CaSki fuera mayor con respecto al del no 
metilado in vitro, lo cual sí sucedió como se puede observar en la Fig. 24. Esto nos ayuda a 
comprobar que esta técnica arroja resultados confiables.  
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6.4.2 El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro a TM tratadas con 5-
azaC disminuye con respecto al de las gónadas in vivo incubadas a TM.  

Se comparó el porcentaje de metilación del ADN de gónadas cultivadas durante 14 días a 
TM en presencia o en ausencia del inhibidor 5-azaC, con el porcentaje de metilación de gónadas 
in vivo de embriones del mismo nido mantenidos a TM o cambiados de TF a TM durante 14 días. 
La edad de las gónadas analizadas in vivo fue de 33 días, equivalente a las gónadas en cultivo. Es 
decir, la edad de las gónadas en cultivo fue de 19+14=33 días (se disecaron en el día 19 para 
colocarlas en cultivo + 14 días de cultivo) (Fig. 25). El análisis estadístico mostró que entre 
algunos de estos 4 grupos existe una diferencia estadística significativa (H=8.2, gl=3, p<0.5) (Fig. 
25). La prueba de rangos múltiples reporto que: 
 

- No existe una diferencia estadística significativa (p>0.05) entre el porcentaje de 
metilación del ADN de gónadas in vivo incubadas a TM con respecto al que presentan las 
gónadas in vivo cuya temperatura de incubación se cambió de TF a TM. 

- No se encontró una diferencia estadísticamente significativa (p>0.05) entre el porcentaje 
de metilación del ADN de las gónadas in vivo cuya temperatura de incubación se cambio de TF a 
TM con respecto al que presentan las gónadas in vitro (en cultivo de órganos) a TM en ausencia 
de 5-azaC.  

- No se encontró diferencia significativa (p>0.05) entre el nivel de metilación de las 
gónadas in vivo incubadas a TM con respecto al que presenta las gónadas in vitro  en ausencia de 
5-azaC a TM. 

- El nivel de metilación del ADN de las gónadas in vitro a TM en presencia de 20 μg/ml 5-
azaC disminuye de forma estadísticamente significativa (p<0.05) con respecto al que presentan 
las gónadas in vivo incubadas a TM. 

- No se registró una diferencia significativa (p>0.05) entre el nivel de metilación del ADN 
de las gónadas in vitro en ausencia de 5-azaC a TM con respecto al que presentan las gónadas in 
vitro en presencia de 20 μg/ml de 5-azaC.  

 
Como se describió anteriormente, contrario a nuestras expectativas no existió un decremento 

significativo en los niveles de metilación del ADN de las gónadas en cultivo incubadas a TM en 
presencia del inhibidor de las ADNMTs 5-azaC con respecto a las que no fueron tratadas con 
dicho inhibidor. Sin embargo, si existió un decremento significativo del nivel de metilación del 
ADN de las gónadas en cultivo incubadas a TM en presencia del inhibidor con respecto a las 
gónadas in vivo incubadas durante 33 días a TM. Lo cual parece indicar que la inhibición de las 
ADNMTs disminuye el nivel de metilación del ADN de las gónadas incubadas a TM.  

Por otro lado, parece ser (aunque esta diferencia no es significativa estadísticamente) que el 
nivel de metilación de las gónadas en cultivo a TM en ausencia del inhibidor disminuye con 
respecto al de los controles in vivo. Parece ser que esta disminución en el nivel de metilación del 
ADN de las gónadas in vitro se genera como una respuesta ante las condiciones experimentales 
en las que se encontraban. Debido a que la hipo-metilación del ADN generalmente se relaciona 
con la activación transcripcional de genes (Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991), esta 
diminución en los niveles de metilación del ADN en las gónadas in vitro pudiera indicar que, en 
estas condiciones, las gónadas activan la expresión de una serie de genes que normalmente no se 
activarían si las gónadas continuaran su desarrollo en el embrión. Es posible que estos genes 
participen en ayudar a la sobrevivencia de la gónada en condiciones de cultivo. Se ha 
demostrado, que ante condiciones de estrés que ponen en peligro al organismo se activan una 
serie de genes que protegen al organismo ante tales circunstancias (Gracey et al., 2004; Gilbert et 
al., 2007).  
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6.4.3 El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro a TF tratadas y no 
tratadas con 5-azaC aumenta con respecto al que presentan las gónadas in vivo incubadas a 
TF.  

En la Figura 26 se comparan los niveles de metilación del ADN global entre gónadas in vivo 
e in vitro de TF. El análisis estadístico encontró que entre estos 3 grupos existe una diferencia 
estadística significativa (H=7.1, gl=2, p<0.05) (Fig. 26). La prueba de rangos múltiples reportó 
que existe: 

- El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro incubadas a TF en ausencia 
de 5-azaC aumenta de forma estadísticamente significativa (p<0.05) con respecto al que 
presentan las gónadas in vivo incubadas a TF. 

- El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vitro incubadas a TF en 
presencia de 20 μg/ml 5-azaC aumenta de forma estadísticamente significativa (p<0.05) con 
respecto al que presentan las gónadas in vivo incubadas a TF. 

- No se encontró una diferencia significativa (p>0.05) entre los niveles globales de 
metilación del ADN de las gónadas in vitro incubadas a TF en ausencia y presencia de 5-azaC.  

 
Como se describió anteriormente, contrario a nuestras expectativas no existió un decremento 

significativo en los niveles de metilación del ADN de las gónadas en cultivo incubadas a TF en 
presencia del inhibidor de las ADNMTs 5-azaC con respecto a las que no fueron tratadas con 
dicho inhibidor.  

Por oto lado, el nivel de metilación de las gónadas en cultivo a TF en ausencia y presencia 
del inhibidor aumenta con respecto al de los controles in vivo. Parece ser que este aumento en el 
nivel de metilación del ADN de las gónadas in vitro se genera como una respuesta ante las 
condiciones experimentales en las que se encontraban. Debido a que la hiper-metilación del ADN 
generalmente se relaciona con la represión transcripcional de genes (Antequera et al., 1989; 
Boyes y Bird, 1991), este aumento en los niveles de metilación del ADN en las gónadas in vitro 
pudiera indicar que, en estas condiciones, las gónadas reprimen la expresión de una serie de 
genes que pudieran afectar la viabilidad de la gónada en condiciones de cultivo. Se ha 
demostrado que ante condiciones de estrés que ponen en peligro al organismo cambian los 
niveles de expresión de una serie de genes, lo cual protege al organismo de tales circunstancias 
(Gracey et al., 2004; Gilbert et al., 2007).  

 



 
Fig. 26.- G
vivo (aislad
presencia 
El análisis 
p<0.05) en
rangos múl
presentan u

Gráfica en la q
das de embrio
de 20 μg/ml d
estadístico de 
tre los cuatro g
ltiples, existe u
una diferencia 

que se represen
ones de L. oliva
e 5-azaC. 
Kruskall-Wall
grupos analizad
una diferencia e
significativa en

nta el porcent
acea en la Et2

is muestra que
dos. Con los sí
estadísticamen
ntre sí.

aje de metilac
27 33 días de in

e hay un diferen
mbolos:      y 

nte significativa

ción del ADN d
ncubación) e I

ncia estadística
 se señala en

a.  Los grupos 

de gónadas in
In vitro en aus

a significativa (
ntre que grupos
señalados con 

ncubadas a TF
sencia y en 

(H=7.1, gl=2, 
s, según la prue
un mismo sím

89  

 

F: In 

eba de 
mbolo 



90 

 
6.5 Mediante HPLC se evaluó el efecto de la temperatura sobre la 

metilación del ADN en gónadas in vivo de embriones de L. olivacea. 
 
Debido a que las diferencias significativas detectadas entre las gónadas aisladas y 

cultivadas tanto por efecto de la temperatura como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado 
por la condición experimental en que se mantuvieron, se determinaron los niveles globales de 
metilación del ADN en las gónadas in vivo mediante HPLC y los resultados fueron analizados 
con la prueba estadística de Kruskall-Wallis. 

 
6.5.1 El nivel global de metilación del ADN de las gónadas in vivo en el Perido Sensible 

a la Temperatura (PST) no difiere al de las gónadas en el Periodo de Determinación Sexual 
(PDS), incubadas a TF o TM.  

En la Figura 27 se muestra el nivel global de metilación del ADN de las gónadas de 
embriones en el PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Las gónadas de embriones en el PDS son 
de Et27 de 33 días de incubación a TF y de Et27 de 59 días de incubación a TM. Los del PST son 
de Et24 de 34 días de incubación a TM y de Et24 de 19 días de incubación a TF. El análisis 
estadístico de Kruskall-Wallis encontró que entre algunos de estos 4 grupos no existe una 
diferencia estadística significativa (H=2.06, gl=3, p>0.05). La prueba de rangos múltiples reporto 
que: 

 
- No existe una diferencia  estadística significativa (p>0.05) entre el porcentaje de 

metilación del ADN de las gónadas en el PDS con respecto al que presentan las gónadas en el 
PST, ambas provenientes de embriones incubados a TF. 

- No existe diferencia estadística significativa (p>0.05) entre el porcentaje de metilación del 
ADN de las gónadas en el PDS con respecto al que presentan las gónadas en el PST, ambas 
provenientes de embriones incubados a TM. 

- No existe una diferencia estadística significativa (p>0.0.5) entre el nivel global de 
metilación del ADN de las gónadas de embriones en el PST incubados a TF con respecto al que 
presentan las gónadas de embriones en el PST incubados a TM. 

- No existe diferencia estadística significativa (p>0.05) entre el nivel global de metilación 
del ADN de las gónadas de embriones en el PDS incubados a TF con respecto al que presentan 
las gónadas de embriones incubados a TM en el PDS.   

 
A pesar de nuestras expectativas, no detectamos diferencias significativas en las gónadas ni 

en función de la etapa de desarrollo ni en relación a la temperatura de incubación. El resultado 
resultó sorprendente ya que en las gónadas de L. olivacea la expresión de varios genes como: 
Sox9, Dmrt1 -relevantes en la determinación sexual- y Dax1-revelantes en la diferenciación 
sexual- difieren dependiendo de la etapa de desarrollo entre las gónadas incubadas a TM y TF 
(Torres-Maldonado et al., 2002). Por lo cual, dependiendo de la temperatura de incubación y la 
etapa de desarrollo es posible que existan diferencias especificas en los niveles de metilación de 
los elementos reguladores de dichos genes que no son posibles de detectar mediante está técnica. 
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6.6 Mediante HPLC se evaluó el efecto de la temperatura sobre la 
metilación del ADN del cerebro de embriones del PI y PDS de L. olivacea. 

 
Merchant-Larios et al. (1989) han propuesto que el sistema neuroendocrino tiene un papel 

importante en la determinación sexual en la tortuga L. olivacea; debido a que han encontrado que 
en las gónadas indiferenciadas existen terminales nerviosas que no están presentes en mamíferos. 
Gutiérrez-Ospina et al. (1999) encontraron fibras nerviosas en el parénquima durante el PST. 
Estas fibras se identificaron claramente en las etapas 24-27, etapas en las que se determina el 
ovario a TF. Además, reportan que estas fibras se originan de la médula espinal. Por lo tanto, 
proponen que la médula espinal y las inervaciones que se derivan de ésta participan en dirigir o 
modular los procesos que determinan y/o diferencian sexual a la gónada de forma dependiente a 
la temperatura, particularmente en embriones femeninos de L. olivacea. Coomber et al. (1997) y 
Salame-Méndez et al. (1998) reportaron, respectivamente, que en diferentes regiones del 
hipotálamo de la lagartija y la tortuga marina L. olivacea la temperatura de incubación regula el 
metabolismo oxidativo y la aromatización de la testosterona (T) regulando así la transformación 
de T a estradiol (E2), esta regulación es independiente a los niveles circulantes de las hormonas 
sexuales. En este escenario, la TF puede incrementar la conversión local de testosterona a 
estrógeno mediante aumentar la concentración y actividad del gen aromatasa p450 (Desvages et 
al., 1993; Dorizzi et al., 1994; Lance y Bogart, 1991). Debido a que los estrógenos tienen un 
efecto feminizante en los embriones en desarrollo (Bull et al., 1998; Dorizzi et al., 1991), el 
incremento de la producción del estrógeno puede disparar el programa de diferenciación ovárica 
(Wibbels et al., 1993). A partir de estos datos se ha propuesto que el cerebro actúa como sensor 
de la temperatura de incubación, de tal forma que ante una TF aumenta la tasa de transformación 
de T a E2 en el cerebro, de esta manera al elevarse la concentración de E2 se activan los eventos 
moleculares encargados de activar o regular la determinación sexual femenina (Salame-Méndez 
et al., 1998). Debido a esto, nosotros esperábamos que “el nivel de metilación del ADN del 
cerebro in vivo del PST incubado a TM difiriera al que presenta el cerebro del mismo periodo 
incubado a TF. Además de que dicha diferencia se mantuviera o aumentara durante el PDS”. Para 
poner a prueba esta hipótesis determinamos los niveles globales de metilación del ADN en el 
cerebro in vivo mediante HPLC.  

 
6.6.1 El nivel global de metilación del ADN del cerebro de embriones en el PST 

aumenta con respecto al del cerebro de embriones en el PDS, incubados tanto a TF como a 
TM. 

En la Figura 28 se muestra el nivel global de metilación del ADN de cerebros de embriones 
en el PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Las gónadas de embriones en el PDS son de Et27 de 
33 días de incubación a TF y de Et27 de 59 días de incubación a TM. Los del PST son de Et24 de 
34 días de incubación a TM y de Et24 de 19 días de incubación a TF. El análisis estadístico de 
Kruskall-Wallis encontró que entre algunos de estos 4 grupos existe una diferencia estadística 
significativa (H=22.1, gl=3,  p<0.05). La prueba de rangos múltiples reportó que: 

 
- El nivel de metilación del ADN del cerebro embrionario en el PDS aumenta 

significativamente (p<0.05) con respecto al que presenta el cerebro en el PST, en embriones 
incubados tanto a TF como a TM. 

- No existe una diferencia estadística significativa (p>0.05) entre el nivel global de 
metilación del ADN del cerebro de embriones en el PST incubados a TF con respecto al del 
cerebro de embriones incubados a TM en el PST. 



93  

-  No existe diferencia estadística significativa (p>0.05) entre el nivel global de metilación 
del ADN del cerebro de embriones incubados a TF en el PDS con respecto al que presenta el 
cerebro de embriones incubados a TM en el PDS.   

 
Tawa et al (1990) reportan que los niveles de metilación del cerebro del ratón incrementan 

paulatinamente conforme avanza su desarrollo. De acuerdo con los presentes resultados, se 
observa este mismo patrón en el cerebro de L. olivacea puesto que los niveles de metilación del 
ADN del cerebro de Et27 son mayores a los de la Et24. Esto puede atribuirse al hecho de que los 
niveles de metilación del ADN se incrementan en función de la estabilización de las células 
diferenciadas.  

Estudios previos de nuestro grupo mostraron que existen diferencias significativas en la 
actividad esteroidogénica durante el desarrollo del cerebro de L. olivacea dependiendo de la etapa 
y la temperatura de incubación (Salame-Méndez et al., 1998). Salame et al. (1998) reportan 
diferentes concentraciones de estradiol en el cerebro posterior de L. olivacea. En el cerebro de 
embriones incubados a TF se reportó una concentración de estradiol de 40 pg/mg de proteína, 
mientras que en embriones incubados a TM la concentración reportada fue de 5 pg/mg de 
proteína. Debido a estos resultados, nosotros esperábamos encontrar diferencias entre los niveles 
de metilación del ADN del cerebro de embriones de la misma etapa incubados a distinta 
temperatura. Sin embargo, esto no sucedió. Por otro lado, Torres-Maldonado (2001) evaluó el 
nivel de expresión del mRNA de los genes Sox9 y aromatasa p450 en la región anterior y 
posterior del cerebro de embriones de Et23 a la Et27 incubados a TM y TF. En dicho estudio se 
reporta que el mensajero del gen Sox9 está presente en ambas regiones del cerebro de ambas 
temperaturas y en todas las etapas que evaluaron, por lo cual sugieren que aunque en el cerebro 
este gen regule su desarrollo no está relacionado con la determinación del sexo de L. olivacea. En 
cuanto a la expresión del gen aromatasa P450 en cerebro anterior y posterior no observaron 
diferencias entre las dos temperaturas en ninguna de las etapas evaluadas, por lo cual sugieren 
que la regulación de la expresión de este gen puede darse a nivel post-transcripcional. Nuestros 
resultados aparentemente coinciden con esto último, sin embargo no podemos afirmarlo 
tajantemente puesto que la técnica de HPLC que utilizamos no detecta cambios en el nivel de 
metilación de los elementos reguladores de genes específicos, en este caso aquellos relacionados 
con la regulación de las vías esteroidogénicas. 
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6.7 Mediante HPLC se evaluó el efecto de la temperatura sobre la 
metilación del ADN del mesonefros de embriones en PST y PDS de L. olivacea 
 

Buehr et al. (1993) y Merchant-Larios et al. (1993) han demostrado que en condiciones in 
vitro se requiere la presencia del mesonefros para la formación de los cordones seminíferos de la 
gónada fetal de ratón. Por lo cual, postulamos que el mesonefros debe tener un papel importante 
en la determinación sexual por temperatura de la gónada de L. olivacea, si esto es cierto 
esperamos que los niveles globales de metilación del ADN en el mesonefros in vivo del PST 
incubado a TM difiera del incubado a TF, además de que esta diferencia se mantenga o aumente 
durante el PDS. Para probar esta hipótesis determinamos los niveles globales de metilación del 
ADN en el mesonefros in vivo mediante HPLC.  
  

6.7.1 Los niveles globales de metilación del ADN del mesonefros del PDS a TM 
aumentan con respecto a los de TF.  

En la Figura 29 se muestra el porcentaje de metilación del ADN de mesonefros de embriones en el 
PDS y en el PST, ambos de TF y TM. Las gónadas de embriones en el PDS son de Et27 de 33 
días de incubación a TF y de Et27 de 59 días de incubación a TM. Los del PST son de Et24 de 34 
días de incubación a TM y de Et24 de 19 días de incubación a TF. El análisis estadístico de  
Kruskall-Wallis encontró que entre algunos de estos 4 grupos existe una diferencia estadística 
significativa (H=19.1, gl=3, p<0.05).La prueba de rangos múltiples reportó que: 

 
- El nivel de metilación del ADN del mesonefros en el PDS disminuye significativamente 

(p<0.05) con respecto al que presenta el mesonefros en el PST, ambos provenientes de embriones 
incubados a TF. 

- El nivel de metilación del ADN del mesonefros embrionario en el PDS aumenta 
significativamente (p<0.05) con respecto al que presenta el mesonefros en el PST en embriones 
incubados a TM. 

- No existe una diferencia estadística significativa (p>0.05) entre el nivel global de 
metilación del ADN del mesonefros de embriones en el PST incubados a TF con respecto al del 
mesonefros de embriones en el PST incubados a TM. 

-  El nivel de metilación del ADN del mesonefros embrionario en el PDS incubados a TM 
aumenta significativamente (p<0.05) con respecto al que presenta el mesonefros en el PDS 
incubados a TF. 
 

Como se describió anteriormente, el nivel de metilación del mesonefros del PDS de Et27 de 
TM es mayor que el de TF del mismo periodo y etapa, esto parece indicar que en la Et27 las 
células del mesonefros muestran una gran sensibilidad a la temperatura reflejada en los niveles de 
metilación del ADN. El significativo incremento en la metilación del mesonefros a TM en la 
Et27, permite especular sobre un probable rol de las células mesonefricas en la consolidación y 
diferenciación de los cordones seminíferos de L. olivacea. Debido a que generalmente la 
metilación del ADN se correlaciona con la regulación negativa de la expresión genética 
(Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991) es posible que en el mesonefros de Et27 de TM 
tenga mayor número de genes regulados negativamente que el mesonefros de Et27 de TF. Como 
la Et27 corresponde al periodo en que el sexo ya está determinado y la gónada ha iniciado su 
diferenciación morfológica, podemos suponer que los genes regulados en forma diferencial se 
encuentran relacionados con la vía de determinación y diferenciación sexual femenina.  

Estudios en el ratón demostraron el importante papel del mesonefros para la morfogénesis de 
los cordones seminíferos en el testículo embrionario (Buehr et al., 1993; Merchant-Larios et al., 
1993). Abundantes vasos sanguíneos, células mesenquimáticas precursoras de células mioides y 
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7. Discusión 
 

Los niveles globales de metilación del ADN son variables entre los diferentes grupos de 
vertebrados. Utilizando HPLC, Jabbari et al. (1997) determinaron los niveles de 5-metilcitosina 
(5mC) en el ADN en un extenso número de diversos vertebrados. Los autores reportaron que 
existe una evidente correlación evolutiva entre peces, anfibios, reptiles, aves y mamíferos. El 
porcentaje de metilación es mayor en peces y mamíferos y menor en aves y mamíferos. Los 
reptiles aparecen como el grupo más heterogéneo de vertebrados cubriendo un amplio rango entre 
los vertebrados con mayor y menor nivel de metilación. Varriale y Bernardi (2006) encontraron 
que las serpientes y lagartijas poseen niveles de metilación cercanas a los peces en tanto que 
tortugas y cocodrilos se aproximan a los mamíferos.  

Además de los estudios con fines comparativos desde un punto de vista filogenético, la 
determinación de los niveles globales de metilación del ADN se han correlacionado con la 
evolución de la capacidad para regular la temperatura. El hecho que las tortugas marinas posean 
una temperatura 1 a 3°C superior a la del agua del mar, sugiere que han adquirido una incipiente 
regulación de su temperatura interna (Mrosovsky y Pritchard, 1971), lo cual las ubica, junto con 
los cocodrilos, cerca de los vertebrados homeotérmicos (aves y mamíferos). 

Aunque Varriale y Bernardi (2006) reportaron que aproximadamente el 0.98% del 
genoma de Caretta caretta y Chelonia mydas (ambas son tortugas marinas) se compone de 5mC, 
su estudio fue hecho sobre el ADN extraído de tejidos adultos. Hasta donde sabemos, no existen 
reportes en la literatura, donde se hayan estudiado los niveles globales de metilación del ADN 
durante el desarrollo embrionario en ninguna especie de reptil. Nuestros actuales resultados 
muestran que los niveles globales de metilación en los embriones de la tortuga marina 
Lepidochelys olivacea difieren dependiendo del órgano analizado y de la etapa de desarrollo. Las 
diferencias encontradas en los tres órganos analizados muestran patrones diferentes, lo cual 
resultó algo sorprendente considerando el papel atribuido a la metilación del ADN. 

Si los niveles de metilación se incrementaran en función de la estabilización de la 
cromatina en células diferenciadas, era de esperarse un incremento en los niveles en la Et27 
comparado con la Et24 en el cerebro, mesonefros y gónadas de L. olivacea. Sin embargo, tal 
expectativa se cumple solamente en el cerebro. Estudios previos de nuestro grupo mostraron que 
existen diferencias significativas en la actividad esteroidogénica durante el desarrollo del cerebro 
de esta especie dependiendo de la etapa y la temperatura de incubación (Salame-Méndez et al., 
1998). El haber detectado diferencias entre etapas y no haberlas encontrado en relación con la 
temperatura de incubación puede tener al menos dos posibles explicaciones: 1) Los elementos 
reguladores de los genes involucrados en la biotransformación de las hormonas esteroides no 
dependen de la metilación diferencial del ADN ni de cambios físicos en la cromatina. 2) La 
técnica de HPLC utilizada no detecta cambios en el nivel de metilación de los elementos 
reguladores de genes específicos, en este caso aquellos relacionados con la regulación de las vías 
esteroidogénicas. 

Por otro lado, en el caso del mesonefros se encontraron diferencias significativas en los 
niveles de metilación entre las etapas 24 y 27, el patrón resultó muy diferente al del cerebro. A 
temperatura masculinizante (TM) el incremento en la metilación del ADN fue dramático en la 
Et27 comparado con el registrado en la Et24. Aunque el incremento en el cerebro resultó menor, 
la tendencia fue similar. Sin embargo, en contraste con el cerebro, el mesonefros de los 
embriones incubados a temperatura feminizante (TF) registraron una disminución en los niveles 
de metilación en la Et27. Es claro entonces que en la Et27, las células del mesonefros muestran 
una gran sensibilidad a la temperatura reflejada en los niveles de metilación del ADN. No 
obstante, comparando los niveles a una y otra temperatura no se encontraron diferencias 
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significativas en la Et24. Como esta etapa corresponde al período sensible a la temperatura (PST) 
en el que los embriones responden a un cambio determinando su sexo de acuerdo con la segunda 
temperatura de incubación (TF a TM= macho ó TM a TF= hembra), quedan aún por estudiar los 
niveles en las etapas 25 y 26 para conocer si las diferencias detectadas en la Et27 son graduales. 

A pesar de nuestras expectativas, no detectamos diferencias significativas en las gónadas 
ni en función de la etapa de desarrollo ni en relación a la temperatura de incubación. El resultado 
fue sorprendente ya que en las gónadas de L. olivacea la expresión de varios genes como: Sox9, 
Dmrt1 -relevantes en la determinación sexual- y Dax1-revelantes en la diferenciación sexual- 
difieren dependiendo de la etapa de desarrollo entre las gónadas incubadas a TM y TF (Torres-
Maldonado et al., 2002). Debido a que Torres-Maldonado et al. (2002) reportaron que genes 
como Sox9 y Dmrt1 presentan una expresión diferencial macho-específica en gónadas in vivo del 
PDS, esperábamos encontrar diferencias en el nivel de metilación del ADN de las gónadas del 
PDS incubadas a TF con respecto a las incubadas a TM; pero no detectamos tales diferencias. 
Estos resultados nos hace suponer que el patrón de expresión de los genes con distribución 
macho-especifica como Sox9 y Dmrt1 estudiados por Torres-Maldonado et al. (2002) no son 
regulados por la metilación del ADN. Sin embargo, es posible que la técnica de HPLC del ADN 
global, empleada en el presente estudio no nos permita detectar diferencias específicas del patrón 
de metilación de elementos reguladores de genes de la vía de expresión de Sox9 o genes 
implicados en la vía de determinación y diferenciación testicular de L. olivacea.  

Los resultados de las gónadas en cultivo organotípico mostraron diferencias considerables en 
los niveles de metilación en función con la temperatura de incubación y los inhibidores de 
remodeladores de la cromatina 5-azaC y TSA. Las diferencias detectadas sugieren que la acción 
inhibidora afecta los niveles de metilación del ADN dependiendo de la temperatura. No obstante, 
en contraste con las gónadas in vivo, donde los niveles de metilación del ADN no difieren de 
forma dependiente a la temperatura de incubación ni a la etapa de desarrollo, en las gónadas 
cultivadas se detectaron diferencias significativas aún en ausencia de los inhibidores de 
remodeladores de la cromatina. De manera que los resultados in vitro, no pueden ser 
interpretados en términos de su importancia para la determinación sexual por temperatura (DST). 
El hecho de que con la misma técnica de HPLC no se hayan detectado diferencias significativas 
en los niveles globales de metilación del ADN en las gónadas in vivo, indica que las notables 
diferencias encontradas en las gónadas in vitro parecen ser un efecto ocasionado por las 
condiciones de cultivo. Debido a que generalmente, la hiper-metilación y la hipo-metilación del 
ADN se correlacionan con la represión y activación transcripcional de genes, respectivamente 
(Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991). Es posible que en las gónadas in vitro incubadas a 
TF y a TM la expresión de una serie de genes, de los cuales depende la viabilidad de la gónada, 
se reprima y active, respectivamente. Se ha demostrado que ante condiciones de estrés que ponen 
en peligro al organismo cambian los niveles de expresión de varios genes, lo cual protege al 
organismo de tales circunstancias adversas (Gracey et al., 2004; Gilbert et al., 2007).  

No suponemos que entre los genes afectados por los niveles de metilación de las gónadas in 
vitro se encuentren genes relacionados con el control de la proliferación celular, debido a que los 
resultados de la medición del tamaño de las gónadas in vitro del presente estudio muestran que 
las condiciones de cultivo no afectaron su tamaño en función de la temperatura a pesar de las 
diferencias detectadas en el nivel global de metilación del ADN. Sin embargo, es posible que el 
método empleado para medir el tamaño de las gónadas, no distinga entre el número de células y 
el espacio ocupado por la matriz extracelular en las gónadas cultivadas. Por lo tanto, queda 
pendiente para una futura investigación conocer si alguno de estos dos procesos involucrados en 
el crecimiento de las gónadas refleja las diferencias detectadas en el nivel global de metilación 
del ADN. 
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En el presente estudio el cultivo de las gónadas se inició en la etapa 24 aisladas de 
embriones incubados a TF. Moreno-Mendoza et al. (1999) reportaron que en esta etapa las 
gónadas morfológicamente indiferenciadas (ver Figs. 9 y 10 del presente estudio) responden en 
cultivo a las temperaturas TF ó TM inhibiendo ó manteniendo la expresión de la proteína SOX9, 
respectivamente, tal como ocurre in vivo. Debido a estos resultados, en nuestro estudio 
esperábamos encontrar diferencias en el nivel de metilación y de distribución del anticuerpo anti-
H3K18ac en las gónadas in vitro incubadas a TM con respecto a las incubadas a TF. 
Esperábamos que estas diferencias fueran un indicativo de la regulación epigenética de la 
expresión macho-especifica de genes como Sox9. Sin embargo; debido a que las diferencias 
significativas detectadas entre las gónadas in vivo e in vitro tanto por efecto de la temperatura 
como por la 5-azaC parece ser un efecto exagerado por la condición experimental en que se 
mantuvieron; no podemos relacionar estos resultados con la expresión macho-especifica de genes 
como Sox9.  

Por otra parte, los efectos de la 5-azaC sobre las gónadas aportan datos interesantes para 
el modelo in vitro. El tamaño de las gónadas se redujo significativamente por la presencia del 
inhibidor en las gónadas cultivadas a TM con respecto a las gónadas cultivadas control. Esta 
diferencia también se observó en las gónadas cultivadas con 5-azaC cuando las gónadas fueron 
cultivadas en TF. Por lo tanto, concluimos que la 5-azaC afecta el tamaño de las gónadas en 
cultivo de manera independiente a la temperatura de incubación. Asimismo, el patrón de 
distribución del anticuerpo anti-H3K18ac difiere entre las células de la corteza y la médula de la 
gónada. Las células de la corteza mostraron una distribución compacta y una mayor intensidad en 
la señal fluorescente del anticuerpo anti-H3K18ac en tanto que las medulares tienen una 
distribución granular con una señal de menor intensidad. De manera sorprendente, las diferencias 
regionales no se vieron modificadas por la temperatura a pesar del efecto “termo-dependiente” 
del inhibidor sobre el tamaño de las gónadas cultivadas. 

El efecto de la Tricostatina A (TSA) sobre las desacetilasas de histonas (HDAC) resultó 
altamente tóxico en las gónadas analizadas después de 14 días de cultivo. Se encontró una muerte 
masiva en las células medulares a las dos temperaturas y con las dos dosis utilizadas. No 
obstante, al no detectarse diferencias significativas en el tamaño de las gónadas en presencia y 
ausencia del inhibidor, la muerte celular detectada a los 14 días parece ser un efecto acumulativo 
que no afectó el crecimiento inicial de las gónadas en cultivo. Queda por establecerse entonces si 
el efecto de la TSA sobre la expresión de genes clave para el desarrollo de la gónada puede 
estudiarse empleando dosis más bajas en cultivos de menor duración. 

El presente estudio aporta resultados preliminares interesantes para empezar a entender el 
papel epigenético de la metilación del genoma en un organismo con determinación sexual por 
temperatura. Hasta nuestro conocimiento, este estudio es el primero en analizar los niveles 
globales de metilación del ADN en diferentes órganos durante el desarrollo de un reptil. Los 
resultados revelan importantes diferencias entre el cerebro, mesonefros y gónadas, las cuales 
deberán ser tomadas en consideración para realizar estudios comparativos encaminados a 
establecer correlaciones filogenéticas basadas en la evolución epigenética.  

Por otra parte, el estudio cultivando las gónadas de L. olivacea revela la gran 
susceptibilidad de los mecanismos epigenéticos a las condiciones de manipulación experimental. 
En comparación con las gónadas in vivo, las gónadas cultivadas 14 días a TM ó TF disminuyen ó 
incrementan, respectivamente, sus niveles de metilación. El no haber encontrado diferencias a 
una u otra temperatura en las gónadas in vivo, sugiere un efecto “protector” del organismo para 
evitar cambios drásticos en los niveles de metilación de las gónadas.  

El dramático efecto de la temperatura sobre el mesonefros encontrado en el presente 
estudio, coloca a este órgano como el principal “sensor” de temperatura entre los tres órganos 
estudiados. Estudios en el ratón demostraron el importante papel del mesonefros para la 
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morfogénesis de los cordones seminíferos en el testículo embrionario (Buehr et al., 1993; 
Merchant-Larios et al., 1993). Abundantes vasos sanguíneos, células mesenquimáticas 
precursoras de células mioides y de Leydig penetran a la gónada desde la región mesonefrica. El 
significativo incremento en la metilación del mesonefros a TM en la Et27, permite especular 
sobre un probable rol de las células mesonefricas en la consolidación y diferenciación de los 
cordones seminíferos de L. olivacea. Li y Kim (2004) sugieren que el ácido retinoico actúa a 
través del RARα afectando negativamente la diferenciación de las células de Sertoli, la 
sobrevivencia de los gonadocitos y bloquea la migración de las células mesonefricas, lo cual lleva 
a la inhibición de la diferenciación de las gónadas XY de rata. Debido a que generalmente la 
metilación del ADN se correlaciona con la regulación negativa de la expresión genética 
(Antequera et al., 1989; Boyes y Bird, 1991) se puede especular que el mesonefros de Et27 de 
TM tiene mayor cantidad de genes regulados negativamente que el mesonefros de Et27 de TF. 
Por lo tanto, podríamos suponer que algunos genes cuya expresión se regula positivamente 
mediante la metilación del ADN en el mesonefros de Et27 de TF son aquellos que se activan ante 
la presencia del ácido retinoico y afectan negativamente la diferenciación de las células de Sertoli 
y bloquean la migración de las células mesonefricas. Sin embargo, debido a que la técnica de 
HPLC empleada no permite detectar diferencias en elementos reguladores de genes específicos, 
queda por investigarse el posible mecanismo molecular por medio del cual el mesonefros pudiera 
participar en la determinación y/o diferenciación de la gónada. 
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8. Conclusiones 
 

Los experimentos en las gónadas cultivadas muestran resultados complejos respecto al 
efecto de los inhibidores de los remodeladores de la cromatina sobre la metilación del ADN ó la 
acetilación de histonas. La 5-azaC inhibe el crecimiento y afecta el patrón de distribución del 
anticuerpo anti-H3K18ac de manera independiente a la temperatura de incubación. Este resultado 
sugiere que la disminución del nivel de metilación del ADN afecta indirectamente el patrón de 
distribución in situ de la modificación post-traduccional en la histona H3K18ac. Además, el 
diferente efecto detectado entre la corteza y la medula parecen indicar que existen diferencias en 
la organización de la cromatina de las células de las dos regiones. Sin embargo, no se encontraron 
diferencias regionales ocasionadas por la temperatura de incubación. Por otro lado, la severa 
toxicidad de la TSA descartó la posibilidad de conocer su efecto sobre la cromatina de las 
gónadas en cultivo. 

Los resultados del HPLC muestran que los niveles de metilación del cerebro aumentan en 
función al avance de su desarrollo pero es independiente de la temperatura. El mesonefros en 
cambio, mostró diferencias tanto dependientes de la edad como de la temperatura de incubación 
del embrión. Sin embargo, la técnica de HPLC no detectó diferencias significativas en los niveles 
globales de metilación de las gónadas in vivo en los dos parámetros estudiados. Las diferencias 
significativas detectadas entre las gónadas aisladas y cultivadas tanto por efecto de la temperatura 
como por la 5-azaC parecen ser un efecto exagerado por la condición experimental en que se 
mantuvieron.  

El mesonefros juega un papel importante en la diferenciación de las gónadas. El presente 
hallazgo que muestra la notable influencia de la temperatura sobre sus niveles de metilación, hace 
razonable postular al mesonefros como el sensor que media el efecto de la temperatura en la 
determinación y/o diferenciación sexual de L. olivacea. 
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9. Perspectivas 
 

En este trabajo se aportan evidencias de que la remodelación de la cromatina tiene un papel 
importante en la determinación sexual por temperatura de Lepidochelys olivacea. Incluso, 
proponemos que el mesonefros es el órgano sensor de la temperatura de incubación que media el 
efecto de la temperatura sobre la determinación y/o diferenciación sexual. Suponemos que la 
temperatura de incubación influye directa o indirectamente en la remodelación de la estructura de 
la cromatina de las células mesonefricas durante la determinación y/o diferenciación sexual de L. 
olivacea. Ésto, a su vez, regula la expresión diferencial de genes que participan en la 
diferenciación de las células de Sertoli y la migración de las células mesonefricas hacia la 
gónada. Sin embargo, para probar está hipótesis se propone: 

  
- Determinar los niveles globales de metilación del ADN de gónadas, cerebro y mesonefros 

del PST y PDS incubadas a TM y TF, a fin de corroborar nuestros datos. Para lo cual sugerimos 
realizar digestiones de ADN con las enzimas de restricción HpaII (sensible a la metilación) y 
MspI según la técnica descrita por Wahlfors et al. (1992).  

- Determinar los patrones de distribución de modificaciones post-traduccionales de las 
histonas de las células gonadales, cerebrales y del mesonefros de L. olivacea del PST y PDS 
incubadas a TM y TF. Para esto se propone utilizar como marcadores modificaciones 
postraduccionales de las histonas H3K4me2 y H3K9me3, las cuales en otros organismos se sabe 
que favorecen la formación de eucromatina y heterocromatina, respectivamente. Además, se 
sugiere determinar la relación de los patrones de distribución de dichas modificaciones post-
traduccionales de histonas con la metilación del ADN y la temperatura de incubación. 

- Debido a que la técnica de HPLC que utilizamos no permite detectar cambios en los 
niveles de metilación de secuencias reguladoras de genes específicos, aún queda mucho por 
hacer. Entre otras cosas, es necesario establecer si existen cambios en los niveles de metilación de 
las secuencias reguladoras de genes como: Sox9, Dmrt1, Wnt1, Sf1 (Díaz-Hernández et al., 2008) y 
Dax1 (en la gónada) y aromatasa P450 (en el cerebro). Así mismo, es necesario establecer si la 
expresión de dichos genes está asociada con cambios en los patrones de distribución de 
específicas modificaciones post-traduccionales de histonas.  

- En el mesonefros de L. olivacea es necesario establecer el posible mecanismo molecular 
por medio del cual este órgano pudiera participar en la determinación y/o diferenciación de la 
gónada. Para esto sugerimos investigar el efecto del ácido retinoico sobre la migración de las 
células mesonefricas a la gónada de L. olivacea. Además, de investigar qué genes participan en 
regular la migración y diferenciación de las células mesonefricas en la gónada de L. olivacea. Así 
mismo, determinar si la temperatura regula la expresión de dichos genes a través de patrones 
específicos del nivel global de metilación en sus elementos reguladores y modificaciones post-
traduccionales de histonas. 

- Determinar cuáles ADNMTs y HDAC, de las que se han identificado en otros 
vertebrados, están conservadas en L. olivacea y establecer si se distribuyen en cerebro, 
mesonefros y gónada de forma dependiente a la temperatura de incubación y la etapa de 
desarrollo. 

- Con el objeto de establecer si las ADNMTs y HDAC remodelan la cromatina de forma 
dependiente a la temperatura de incubación y la etapa de desarrollo en las células gonadales, 
cerebrales y del mesonefros de L. olivacea, tratar a embriones de L. olivacea con inhibidores de 
remodeladores de cromatina como TSA y 5-azaC para determinar sus efectos en dichos órganos. 

Finalmente, como hemos mencionado la tortuga Lepidochelys olivacea conocida 
comúnmente como tortuga golfina es un excelente modelo para estudiar el desarrollo gonadal 
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porque se puede modificar la temperatura de incubación y saber de antemano cual será el sexo 
del embrión. Este trabajo aporta nuevos conocimientos sobre la termodeterminación sexual de la 
tortuga marina L. olivacea. Esta información no solo permite conocer mejor la determinación 
sexual de una de las especies más abundantes del Pacífico Oriental, lo cual ayuda a optimizar los 
trabajos de conservación que se llevan a cabo en diferentes lugares del país y el mundo. Sino que 
también, permite consolidar a esta especie como modelo biológico para el estudio del desarrollo 
embrionario, determinación y diferenciación sexual. Esto último da un motivo más para impulsar 
los programas de conservación de esta especie.  
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