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Puntos clave

En el núcleo de 

los mamíferos, el 

ADN está asociado a 

unas proteínas llamadas 

histonas en un complejo 

dinámico llamado 

cromatina.

La epigenética 

engloba el estudio 

de la metilación del ADN, 

las modiicaciones de las 

histonas, y los ARN no 

codiicantes. 

La metilación 

del ADN es el 

fenómeno epigenético 

más estudiado, y los tres 

métodos básicos para 

su estudio incluyen el 

tratamiento con bisulito 

sódico, el tratamiento 

con endonucleasas y 

el enriquecimiento por 

ainidad. 

 El análisis por 

microarray y 

la aplicación de la 

secuenciación de nueva 

generación al estudio de 

la metilación suponen los 

avances más signiicativos 

en el estudio de este 

fenómeno. 
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En biología, la epigenética hace referencia a 
los cambios heredables en la expresión génica 
no debidos a cambios en la propia secuencia 
del ADN, y la epigenómica al estudio de los 
mecanismos epigenéticos1. la regulación epi-
genética, que determina la expresión génica 
de una determinada célula y por tanto su di-
ferenciación, es fundamental en el desarrollo 
del ser humano, de modo que alteraciones en 
la maquinaria epigenética causan diversas en-
fermedades, entre las que se incluye el cáncer2. 
En el núcleo de los mamíferos, el ADN está 
asociado a unas proteínas llamadas histonas en 
un complejo dinámico llamado cromatina3. En 
este complejo, diversos mecanismos molecula-
res, entre los que se encuentran la metilación 
del ADN y diversas modiicaciones covalentes de 
las histonas, participan en la conformación de la 
cromatina favoreciendo o inhibiendo la expresión 
génica. Por otro lado, los ARN no codiican-

tes, entre los que se encuentran los microARN, 
también regulan la expresión de los genes4,5 
(ig. 1).

Análisis de la 
metilación del ADN

la modiicación epigenética más estudiada en 
humanos es la metilación del ADN, que típi-
camente ocurre en el contexto de los llamados 
sitios CpG6. Debido a una mayor mutabilidad, 
los dinucleótidos CpG se encuentran infrarre-
presentados en el genoma. sin embargo, deter-
minadas regiones del genoma son ricas en sitios 
CpG (las llamadas islas CpG), localizándose 
habitualmente en la región promotora de has-
ta un 40% de los genes2,3,7,8. Estas islas CpG se 
encuentran habitualmente no metiladas, favore-
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Figura 1. Mecanismos epigenéticos. La expresión génica viene determinada por tres mecanismos que 
interactúan entre sí: la metilación del ADN, las modificaciones covalentes de las histonas (metilación, 
acetilación, fosforilación, etc.) y los ARN no codificantes. 
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Lectura rápida

La epigenética hace 

referencia a los cambios 

heredables en la expresión 

génica no debidos a cambios 

en la propia secuencia del 

ADN.

En el núcleo de los 

mamíferos, el ADN está 

asociado a unas proteínas 

llamadas histonas en un 

complejo dinámico llamado 

cromatina.

La epigenética engloba el 

estudio de la metilación del 

ADN, las modiicaciones de 

las histonas, y los ARN no 

codiicantes. 

La modiicación epigenética 

más estudiada en humanos 

es la metilación del ADN, 

que típicamente ocurre en 

el contexto de los llamados 

sitios CpG y su presencia se 

asocia a silenciación génica. 

En el cáncer, el 

patrón de metilación 

característico consiste en 

la hipermetilación de genes 

supresores de tumores, que 

conlleva su silenciación, 

y la hipometilación 

global del ADN, que 

contribuye a la expresión 

de protooncogenes e 

inestabilidad cromosómica. 

ciendo la expresión génica en presencia de facto-
res de transcripción. sin embargo, en el contexto 
de diversas enfermedades, fundamentalmente en 
el cáncer, la hipermetilación de estas islas CpG 
conlleva la silenciación génica. si esto ocurre en 
genes supresores de tumores, la metilación del 
ADN desempeña un papel clave en la carcino-
génesis9. Por otro lado, las secuencias repetitivas 
del ADN, llamadas también secuencias parasí-
ticas, se encuentran habitualmente metiladas y 
silenciadas. El mantenimiento de esta metila-
ción es fundamental para preservar la integridad 
cromosómica. Aunque menos estudiado, la hi-
pometilación global del ADN, y por tanto la 
expresión de estas secuencias repetitivas, es un 
fenómeno frecuente en el cáncer, y contribuye a 
las alteraciones cromosómicas características en 
la carcinogénesis10 (ig. 2). 
El análisis de la metilación ha experimentado 
una revolución durante la última década, espe-
cialmente desde la adaptación de la tecnología 
de microarray al estudio de metilación y la apari-
ción de la secuenciación de nueva generación11,12. 
En esta actualización se revisarán brevemente 
los fundamentos del análisis de metilación, es-
pecialmente en relación con el tratamiento con 
bisulito sódico, centrándonos en algunas de las 
técnicas más usadas en la actualidad. 
Dado que la información de la metilación del 
ADN se borra tras la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) (debido a la ausencia de me-

tiltransferasas que mantengan el patrón de meti-
lación), la gran mayoría de técnicas se basan en un 
tratamiento metil-dependiente previo a la ampli-
icación o hibridación13-16. Existen tres aproxi-
maciones posibles: tratamiento con bisulito 
sódico, tratamiento con enzimas de restricción, 
y enriquecimiento por ainidad. En función de 
la cobertura deseada, las técnicas se clasiican en 
análisis locus-especiico, basado en gel, basado en 
microarray y basado en secuenciación de nueva 
generación11,12 (tabla 1).

Tratamiento con bisulito sódico
El tratamiento del ADN con bisulito sódico 
convierte las citosinas no metiladas en uracilos 
(y timinas tras la reacción de PCR), sin mo-
diicar las citosinas metiladas17,18 (ig. 3A). Por 
tanto, este tratamiento convierte un fenómeno 
epigenético en una diferencia genética y, en 
consecuencia, analizable mediante diferentes 
técnicas. Este método se considera el patrón 
oro, dada su potencial alta resolución cuando se 
combina con métodos de secuenciación. 

análisis locus especíico
Entre las técnicas no cuantitativas, una de las 
más usadas ha sido la metilación especíica me-
diante PCR (MsP)19, en la que tras la modii-
cación con bisulito, se realiza una reacción de 
PCR usando dos sets de cebadores diseñados 
para ampliicar el estado metilado y el no me-

Figura 2. Alteración del patrón de metilación del ADN en el cáncer. En las células sanas, las islas CpG 
de genes supresores de tumores (1) se encuentran habitualmente no metiladas, de forma que el gen se 
expresa normalmente. Por otro lado, las secuencias repetitivas del ADN (2, 3) se encuentran metiladas 
y silenciadas. En el cáncer, el patrón de metilación se invierte, promoviendo la silenciación de genes 
supresores de tumores, y la reexpresión de secuencias repetitivas y protooncogenes. 
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Lectura rápida

Dado que la información 

de la metilación del ADN 

se borra tras la reacción en 

cadena de la polimerasa 

(PCR), la gran mayoría 

de técnicas de estudio 

de la metilación se basan 

en un tratamiento metil-

dependiente previo a la 

ampliicación o hibridación: 

tratamiento con bisulito 

sódico, tratamiento con 

enzimas de restricción 

y enriquecimiento por 

ainidad. 

El tratamiento del ADN con 

bisulito sódico convierte 

las citosinas no metiladas 

en uracilos (y timinas tras 

la PCR), sin modiicar las 

citosinas metiladas. 

Pese a que el bisulito 

sódico se considera el 

patrón oro para el análisis 

de metilación, su principal 

limitación reside en la 

reducción de la complejidad 

en la secuencia del ADN. 

Dentro de las técnicas 

de análisis locus 

especíico se encuentran 

la metilación especíica 

mediante PCR (MSP), la 

secuenciación por bisulito, 

la pirosecuenciación y 

MethyLight. 

La pirosecuenciación de 

ADN bisulitado permite 

un análisis cuantitativo y 

preciso de la metilación 

basándose en la 

secuenciación por síntesis.

tilado por separado (ig. 3B). Esta técnica tiene 
la ventaja de ser muy sensible, sin embargo, es 
poco especíica y no cuantitativa. 
Entre las técnicas cuantitativas, la secuencia-
ción por bisulito se ha considerado el patrón 
oro para el mapeo del estatus de metilación de 
una región especíica17. En este método, tras 
ampliicar una región de ADN bisulitado 
usando cebadores sin sitios CpG (con lo que se 
ampliican tanto los alelos metilados como los 
no metilados), el producto de PCR se liga en un 
plásmido y se clona usando células competentes 
(bacterias). Posteriormente, se seleccionan co-
lonias de forma individual, se aísla el plásmido 
y se secuencia la región de interés. si se secuen-
cia un número suiciente de clonas, este méto-
do puede ser cuantitativo y permite un análisis 
alelo-especíico (ig. 3C). 
la pirosecuenciación de ADN bisulitado per-
mite un análisis cuantitativo y preciso de la 
metilación basándose en la secuenciación por 
síntesis20 (ig. 4). A diferencia de la secuen-
ciación sanger, basada en dideoxinucleótidos 
terminadores, esta técnica se fundamenta en la 
detección de la liberación de pirofosfato tras la 
incorporación de un nucleótido en una cadena 
de ADN mediante una reacción de luciferasa. 
Así, la pirosecuenciación consiste en la exten-
sión de un cebador sobre una cadena simple de 
ADN, de modo que la incorporación de cada 
nucleótido genera una intensidad de luz pro-
porcional a la cantidad de nucleótidos incor-
porados. Dado que el tratamiento con bisulito 

genera un polimorismo C/T en los sitios CpG 
(C = alelos metilados; T = alelos no metilados), 
la pirosecuenciación permite cuantiicar el por-
centaje de metilación en cada sitio CpG en una 
región de hasta 50 pares de bases (ig. 4). 
la técnica Methylight, basada en la técnica 
MsP, permite un análisis cuantitativo de la me-
tilación usando PCR en tiempo real21. Para ello, 
se utiliza una sonda luorescente que tan solo se 
hibrida en la secuencia metilada, de modo que 
la intensidad de luorescencia es proporcional 
a la presencia de alelos metilados. Esta técnica 
requiere del análisis de un control 100% me-
tilado (habitualmente ADN artiicialmente 
metilado con la enzima SssI) como calibrador, y 
de la ampliicación de un gen control endóge-
no para normalizar la cantidad de ADN utilizada 
para cada muestra. 

análisis del genoma a gran escala
El tratamiento con bisulito reduce de forma 
drástica la complejidad del ADN, dado que las 
citosinas no metiladas se convierten en timinas 
y, por tanto, la gran mayoría del genoma se re-
duce a tres bases (A, G y T) en lugar de cua-
tro. Este hecho resulta en una disminución de 
la especiicidad en la hibridación, por lo que se 
requiere del diseño de ensayos especíicos para 
el genoma bisulitado. 
Illumina Inc. ha aplicado su plataforma de 
microarray Ininium® al análisis de metilación 
por microarray22. En este ensayo, tras una am-
pliicación del genoma bisulitado, se procede a 

Tabla 1. Métodos de análisis de la metilación del ADN

Pre-tratamiento Análisis locus-especíico Análisis en gel Análisis en array Secuenciación de  

    nueva generación

Bisulito sódico Pirosecuenciación MSP Ininium® RRBS
 MethyLight COBRA BiMP BC-seq
 Secuenciación por bisulito   BSPP
    WGBS

Endonucleasas HpaII-PCR Southern-blot DMH Methyl-seq
 MS-MLPA RLGS MCAM MCA-seq
  AIMS HELP HELP-seq
   MethylScope® MSCC
   CHARM 
   MMASS 

Ainidad MeDIP-PCR  MeDIP MeDIP-seq
(anticuerpos o   mDIP MIRA-seq
proteínas MBD)   mCIP 
   MIRA 

AIMS: ampliication of inter-methylated sites; BC-seq: bisulite conversion followed by capture and sequencing; BiMP: bisulite 
methylation proiling; BSPP: bisulite padlock probes; CHARM: comprehensive high-throughput arrays for relative methylation; 
COBRA: combined bisulite restriction analysis; DMH: differential methylation hybridization; HELP: HpaII tiny fragment enrichment 
by ligation-mediated PCR; MeDIP-PCR: methylated DNA immunoprecipitation; MSP: methylation speciic PCR; MBD: methyl-binding 
domain; MCAM: methylated CpG island ampliication with microarray; MMASS: microarray-based methylation assessment of 
single samples; MeDIP, mDIP, mCIP: methylated DNA immunoprecipitation; MIRA: methylated CpG island recovery assay; MSCC: 
methylation-sensitive cut counting; MS-MLPA: methylation-speciic multiplex ligation probe ampliication; RLGS: restriction landmark 
genome scanning; RRBS: reduced representation bisulite sequencing; WGBS: whole-genome shotgun bisulite sequencing; -seq: 
sequencing. 
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fragmentar el ADN e hibridarlo con sondas de 
oligonucleótidos metil-especíicas, generando 
una señal luorescente independiente para el 
estatus metilado y no metilado. Esta tecnolo-
gía permite el análisis cuantitativo de la meti-
lación en 27.578 sitios CpG correspondientes 
a 14.495 genes codiicantes y 110 microARN, 
ofreciendo por tanto una cobertura razonable, 
con la posibilidad de analizar múltiples mues-
tras de forma simultánea. 
la secuenciación de nueva generación (next-gene-
ration sequencing) ha sido aplicada recientemente 
al análisis de metilación de ADN bisulitado, 
permitiendo analizar todo el metiloma con alta 
resolución23-25. Actualmente existen varias pla-
taformas de secuenciación de nueva generación: 
solexa sequencing, de Illumina Inc.; sOliD™ 
system, de Applied Biosystems; Heliscope™ 
single Molecule sequencer, de Helicos Bioscien-
ces; 454 sequencing, de Roche, y sMRT™, de 
Paciic Biosciences. Todas las plataformas apro-

vechan el procesado masivo en paralelo de cien-
tos de millones de secuencias de ADN de forma 
simultánea, y de la secuenciación basada bien en 
el método sanger bien en la pirosecuenciación. 
Dado que tan solo el 1-6% de todas las citosi-
nas se encuentran normalmente metiladas, y la 
baja complejidad del ADN bisulitado, se han 
aplicado diferentes estrategias para reducir el 
estudio a las zonas ricas en sitios CpG26,27 (ig. 5). 
la secuenciación base a base del primer meti-
loma humano se ha publicado recientemente 
utilizando un método llamado Methyl-Cseq 
basado en la plataforma solexa28. Este estudio 
ha puesto de maniiesto resultados inesperados 
en relación a la metilación de citosinas que no 
están en contexto de sitios CpG, y su potencial 
papel en la regulación de la expresión génica. 
Pese a que esta tecnología ofrece una aproxima-
ción no sesgada y sistemática de la metilación, 
su elevado coste todavía limita el analizar un 
número elevado de muestras. 
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Figura 3. Métodos de estudio del ADN. A. Tratamiento con bisulfito sódico. El bisulfito sódico consiste 
en una reacción química de deaminación en la que las citosinas no metiladas se convierten en uracilos, 
mientras que las citosinas metiladas (indicadas con el grupo metilo -CH3) permanecen como tales. Tras 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), los uracilos son substituidos por timinas. B. Metilación 
específica mediante PCR (MSP). En esta técnica se realizan dos reacciones de PCR independientes para 
el estatus metilado (M) y el no metilado (U), con cebadores complementarios al estatus metilado y no 
metilado, respectivamente. Se requiere el uso de controles positivos (metilado) y negativos (no metilado). 
C. Ejemplo de secuenciación por bisulfito de 4 sitios CpG mostrando en la parte inferior el porcentaje 
de metilación hipotético obtenido mediante una técnica no alelo-específica. Puede observarse cómo dos 
situaciones completamente diferentes pueden dar lugar a resultados similares. D. Mecanismo de acción de 
HpaII. Esta enzima corta el ADN en las secuencias CCGG no metiladas. E. Análisis de metilación por 
COBRA. El tratamiento con BstUI tras la conversión con bisulfito corta solo las secuencias metiladas, por 
lo que la presencia de una banda de menor tamaño indica la presencia de metilación. 

Lectura rápida

El análisis del genoma a gran 

escala de ADN bisulitado 

puede realizarse mediante 

tecnología de microarray o 

por secuenciación de nueva 

generación. 

La existencia de enzimas de 

restricción o endonucleasas 

metil-sensibles ha sido 

ampliamente usado para el 

análisis de metilación. 

Los principales 

inconvenientes de las 

endonucleasas son una 

alta tasa de falsos positivos 

por digestión incompleta, 

y la falta de una cobertura 

pangenómica. 

Las endonucleasas se han 

usado principalmente en el 

análisis de la metilación por 

microarray, aunque también 

se han utilizado para reducir 

la complejidad del ADN en 

la secuenciación de nueva 

generación. 

La captura de la fracción 

metilada del ADN mediante 

el uso de anticuerpos 

dirigidos contra las citosinas 

metiladas, o bien con 

proteínas que se unen al 

ADN metilado, constituye 

otro método de estudio de la 

metilación del ADN. 
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del cáncer. 

digestión por endonucleasas
Una enzima de restricción (endonucleasa) es 
aquella que puede reconocer una secuencia ca-
racterística de nucleótidos dentro de una mo-
lécula de ADN y cortar el ADN en ese punto 
en concreto, llamado sitio o diana de restricción. 
la presencia de metilación en el sitio de res-
tricción puede inhibir la acción de determina-
das enzimas, por lo que el patrón de acción de 
estas enzimas puede ser usado para determinar 
el estatus de metilación de un determinado locus 
(ig. 3C). 
los inconvenientes de las endonucleasas son, 
por un lado, la presencia de una alta tasa de fal-
sos positivos debido a una digestión incomple-
ta, y por otro, que cuando se usa para un análisis 
pangenómico, el estudio de metilación está ses-
gado a las zonas con más metilación11.

análisis locus especíico
Una de las técnicas más usadas ha sido la lla-
mada COBRA (combined bisulphite restriction 
analysis)29, que combina una reacción de bisul-

ito inicial, seguida de una digestión del pro-
ducto de PCR con una enzima de restricción, 
y inalmente la separación de los fragmentos en 
un gel (ig. 3D). Esta técnica permite un análisis 
cuantitativo de la metilación, dado que la cantidad 
de producto digerido es proporcional al estatus de 
metilación de un determinado locus. 
la técnica Ms-MlPA (methylation-specific 
multiplex ligation probe amplification) constituye 
otra alternativa para el análisis semicuantitativo 
de la metilación. Este método consiste en una 
adaptación de la técnica MlPA usada para el 
análisis de la variación en el número de copias, 
añadiendo una reacción de digestión mediante 
una endonucleasa metilsensible (HhaI)30. 

análisis del genoma a gran escala
Dada la diicultad inicial en el desarrollo de 
microarrays basados en ADN bisulitado, se 
han desarrollado múltiples modiicaciones del 
método de enzimas de restricción aplicadas al 
estudio mediante microarray con el objetivo de 
incrementar la sensibilidad y especiicidad del 
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Figura 4. Pirosecuenciación de ADN bisulfitado. La parte superior de la figura muestra la naturaleza 
bioquímica de la técnica, basada en la generación de luz mediante la luciferasa. La cantidad de luz 
generada es proporcional a la cantidad de nucleótidos incorporados a la cadena de ADN. La parte 
inferior muestra un ejemplo de pirograma en el que los sitios CpG (indicados en fondo gris) representan 
un polimorfismo C/T. Dado que la intensidad de luz de C y T corresponde a una misma posición en la 
cadena de ADN, esta técnica permite cuantificar la proporción de secuencias metiladas para cada sitio CpG 
(indicado en cuadros con fondo azul). 
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los extremos
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Proteínas MBD
Hibridación a array
Hibridación con cuentas

Figura 5. Secuenciación de nueva generación aplicada al estudio de la metilación. Representación esquemática de las distintas estrategias 
utilizadas para analizar la metilación mediante la secuenciación de nueva generación. Metil-C: metil-citosina; MBD: methyl binding domain. 

método31. Algunos de estos métodos (por ejem-
plo, MCAM)32 aprovechan la existencia de los 
llamados isosquizómeros, que son enzimas que 
reconocen un mismo sitio de restricción, pero 
presentan diferente sensibilidad a la presencia 
de metilación (por ejemplo, SmaI y XmaI). Este 
tratamiento permite simpliicar el genoma faci-
litando su ampliicación de una forma no ses-
gada. sin embargo, los microarrays basados en 
enzimas de restricción no son realmente pange-
nómicos, dado que la digestión ocurre preferen-
temente en aquellas zonas del genoma con más 
metilación. Algunas de las técnicas más usadas 
se detallan en la tabla 1. 
El uso de enzimas de restricción, en combina-
ción o no con el tratamiento con bisulito sódico, 
unido a la secuenciación de nueva generación, 
constituye una nueva y excitante herramienta 
para el estudio de metilación11,31,33 (ig. 5). Por 
ejemplo, la técnica RRBs (reduced representation 
bisulphite sequencing) simpliica la redundancia 
del ADN bisulitado mediante la selección de 
fragmentos de ADN cortados mediante enzi-
mas de restricción (BglII o MspI)34. 

Técnicas de ainidad
Otra estrategia para el análisis de metilación 
consiste en capturar la fracción metilada del 
ADN mediante el uso de anticuerpos dirigidos 
contra las citosinas metiladas, o bien proteínas 
que se unen al ADN metilado (methyl binding 
domain proteins o MBD)35,36. Este principio ha 
sido ampliamente usado tanto para estudio me-
diante microarray36-38, como recientemente en 
la secuenciación de nueva generación39 (ig. 5). 
Algunas de las técnicas basadas en este princi-
pio se detallan en la tabla 1. 
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Este estudio describe, por 
primera vez, el metiloma 
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