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RESUMEN 

 

El término epigenética se refiere al área de estudio enfocada a los fenómenos 

transcripcionales que dependen de la estructura de la cromatina, de tal manera que la 

conformación relajada de la cromatina permite la actividad transcripcional mientras que la 

disposición condensada conduce su represión. Uno de los mecanismos moleculares mejor 

caracterizados que potencialmente influye en la estructura de la cromatina, consiste en la 

adición del grupo metilo al carbono 5 del anillo de la pirimidina contenida en la citosina del 

ADN, denominado metilación del ADN. El estudio de los cambios en los niveles de 

metilación en el ADN se ha convertido en la clave para entender los eventos epigenéticos. 

El grado de metilación del ADN es evaluado en secuencias genómicas específicas o de 

manera global. La metilación en secuencias de ADN permite averiguar los mecanismos 

epigenéticos involucrados en los procesos celulares. Los patrones de metilación global 

permiten estudiar los eventos epigenéticos a gran escala para evaluar la respuesta de los 

organismos a condiciones ambientales y/o patológicas. En el análisis de metilación global 

del ADN se emplean técnicas biológicas y de análisis instrumental. Los procedimientos 

analíticos ofrecen más ventajas en comparación con los procedimientos biológicos en 

términos de sensibilidad, selectividad y reproducibilidad. Debido a esto, existe una alta 

demanda de procedimientos analíticos adecuados para su uso en laboratorios de 

investigación y clínicos, ya sea para conocer la respuesta de los organismos a diversos 

factores medio ambientales y/o con fines de diagnóstico y/o pronóstico de diferentes 

patologías. Por otro lado, en ARN se ha descrito la presencia de 5-metilcitosina, y aunque 

se cree que esta modificación está implicada en eventos epigenéticos, su estudio se ha visto 

limitado debido a la carencia de procedimientos analíticos adecuados. La intención de este 

trabajo es contribuir con el desarrollo de procedimientos analíticos para la determinación 

del porcentaje de metilación global en el ADN y el ARN, asegurando alta sensibilidad y 

selectividad, buena precisión, alta confiabilidad de los resultados y rapidez del análisis. Por 

ello, el presente trabajo se enfocó al, pre-tratamiento y digestión de muestras de ácidos 

nucleicos, el estudio del marcaje molecular y/o derivatización de productos de hidrólisis de 

ácidos nucleicos, su separación cromatográfica y su detección/cuantificación. 
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El capítulo I es la introducción general al proyecto, donde se explica el concepto de 

epigenética, la importancia de la determinación de la metilación en el ADN para entender 

los eventos epigenéticos y las ventajas de los procedimientos analíticos para medir este 

parámetro. En el capítulo II se plantea el objetivo general del proyecto así como los 

objetivos específicos. El capítulo III describe la instrumentación, reactivos, estándares, las 

muestras y programas  utilizados para llevar a cabo este trabajo. El capítulo IV está 

compuesto por seis secciones que corresponden a los objetivos específicos del capítulo II. 

En cada sección se incluye una pequeña introducción específica al tema en cuestión, el 

objetivo particular, los resultados y las conclusiones parciales. En los resultados de cada 

sección se describen detalladamente los procedimientos analíticos haciendo énfasis en su 

carácter cuantitativo, la exactitud y reproducibilidad de éstos, así como la discusión e 

interpretación de los resultados. En la primera sección de resultados de este trabajo, se 

modificó el procedimiento basado en la separación de nucleósidos por cromatografía de 

líquidos de alta resolución con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos (HPLC-

DAD) desarrollado previamente en el laboratorio, con la intención de su exitosa aplicación 

en el análisis de metilación global de ADN de muestras con matriz químicamente compleja. 

Para esto se utilizaron extractos de ácidos nucleicos obtenidos de lombrices de tierra, 

plántulas de agaves y diferentes estadios de embriones de Coffea canephora. Cabe señalar 

que el procedimiento HPLC-DAD previamente establecido fue destinado al análisis de 

extractos del ADN de líneas celulares, pero en la aplicación a muestra más complejas la 

separación de nucleósidos no fue satisfactoria, por lo que en este trabajo se llevó a cabo la 

modificación de las condiciones cromatográficas. En particular se utilizó mayor fuerza 

iónica, una columna cromatográfica más larga y un gradiente de modificador orgánico más 

lento. Con estas modificaciones se logró separar los analitos de interés (dC y 5mdC) para 

determinar el porcentaje de metilación en ADN en extractos de plantas, fluidos biológicos y 

tejidos animales. En la segunda sección de resultados, se describe el desarrollo de un nuevo 

procedimiento analítico confiable para el análisis de metilación global del ADN, basado en 

cromatografía de líquidos de alta resolución con detección espectrofluorimétrica (HPLC-

FLD). En este caso la determinación del grado de metilación en ADN se llevó a cabo 

empleando la 2-bromoacetofenona para el marcaje molecular específico de entidades 

citosínicas presenten en nucleósidos (C, dC, 5mC y 5mdC), su separación y detección por 
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HPLC-FLD. Las condiciones de reacción, el uso de una columna monolítica para lograr la 

separación de los cuatro compuestos hasta línea base y la detección espectrofluorimétrica 

permitieron obtener límites de detección para los cuatro compuestos de 14.4 a 22.7 

femtomoles, los cuales son equiparables con aquellos límites de detección obtenidos 

reportados con el uso de detectores de espectrometría de masas. En la aplicación del 

procedimiento HPLC-FLD para micromuestras de ácidos nucleicos, los resultados fueron 

consistentes con aquellos obtenidos mediante el procedimiento HPLC-DAD que utiliza 

mayor cantidad de ADN. Aprovechando que en el procedimiento HPLC-FLD permite la 

separación y cuantificación de los cuatro compuestos C, dC, 5mC y 5mdC, en la tercera 

sección de los resultados se demostró que con este procedimiento se puede determinar 

simultáneamente la metilación global en ADN y ARN total en una sola corrida 

cromatográfica. Además, se demostró que el ARN co-extraído en purificaciones de ADN es 

representativo del ARN total de la muestra. Hay que resaltar que éste fue el trabajo pionero 

donde se llevó a cabo la determinación de metilación global en ARN total por primera vez, 

mostrando que este parámetro puede proveer información biológica relevante. Con base a 

los resultados obtenidos se concluyó que la 5mC podría estar implicada en la modulación 

de los eventos epigenéticos ya que se observó una correlación negativa entre la metilación 

global de ADN y ARN en extractos obtenidos de plantas de L. sativum expuestas a 

diferentes condiciones de estrés abiótico. En la cuarta sección de los resultados se demostró 

que las especies reactivas de oxígeno generadas por la reacción Fenton a partir de 

Cu(II)/peróxido de hidrógeno/ácido ascórbico pueden oxidar la 5mdC para dar lugar a la 

5hmdC (considerada la sexta base del ADN y que probablemente está asociada en los 

mecanismos de desmetilación del ADN). La quinta sección de los resultados describe el 

desarrollo de un procedimiento de hidrólisis química del ADN asistida por microondas. El 

procedimiento requiere de menor tiempo de digestión y es más sencillo que la hidrólisis 

enzimática. Además, el procedimiento es tan robusto que variaciones en las condiciones de 

hidrólisis (18.3 a 23.5 M ácido fórmico, 180 – 190 °C, 10 – 15 min) permite obtener el 

mismo resultado en cuestión de rendimiento y grado de metilación evaluado. También se 

demostró que los rendimientos de digestión obtenidos con este procedimiento y mediante la 

hidrólisis enzimática son comparables y que no hay diferencias significativas entre los 

resultados de metilación global de ADN entre los dos pre-tratamientos de muestra. En la 
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sexta y última sección de resultados se implementó un procedimiento que permite la 

determinación de metilación de ADN mediante cromatografía de gases acoplada a 

espectrómetro de masas con triple cuadrupolo (GC-QqQ-MS/MS). Para esto el ADN fue 

hidrolizado hasta nucleobases y derivatizado para obtener productos volátiles termoestables 

de trimetilsilano. El estudio sistemático de las condiciones cromatográficas permitió 

separar los analitos en menos de 8 minutos, y la detección en modo monitoreo de 

reacciones múltiples permitió obtener límites de detección de 0.46 y 0.41 femtomol para 

citosina y 5-metilcitosina, respectivamente. La aplicación de este procedimiento en 

muestras reales podría permitir evaluar el grado de metilación en ADN de pequeñas 

cantidades de extractos o en sistemas biológicos con muy bajos porcentajes de metilación. 

En general, este trabajo de tesis permitió generar una serie de conclusiones que se describen 

en el capítulo V. El capítulo VI incluye las referencias bibliográficas citadas en este escrito. 

Por último, el capítulo VII presenta la evidencia de que los resultados de este proyecto de 

investigación se publicaron en artículos de revistas internaciones indizadas que están 

incluidas en Thompson Reuter Journal Citation Reports. 
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cambios estructurales en las proteínas sintetizadas. Las mutaciones pueden afectar las 

células somáticas del mismo individuo y se heredan en la línea germinal.  

 

IV.2.2. Eventos epigenéticos 

 

Los eventos epigenéticos consisten en cambios estructurales de la cromatina (figura 

3) sin alteración de la secuencia nucleotídica, en donde la conformación condensada 

potencialmente causa el silenciamiento de genes mientras que la conformación relajada 

promueve su actividad [9-11]. Los mecanismos moleculares responsables por la 

conformación actual de cromatina incluyen la metilación de ADN, modificaciones 

covalentes de histonas y la reorganización del nucleosoma [12]. Los cambios epigenéticos 

son potencialmente reversibles, relativamente estables durante varios ciclos de la división 

de las células y no afectan la secuencia de nucleótidos en el ADN del  organismo [13, 14].  

 

Figura 3. A) Modificaciones covalentes en ADN e histonas. B) Conformación de la 

cromatina. 
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IV.2.2.1. Modificaciones covalentes en histonas 

 
La cromatina es el complejo nucleoproteico en el que se encuentra empacado el 

ADN dentro de la célula. El nucleosoma es la unidad fundamental de la cromatina y está 

compuesto de un octámero de histonas (H2A, H2B, H3 y H4) que está envuelto por 147 

pares de bases de ADN. El núcleo de histonas es predominantemente globular excepto por 

las secuencias N-terminales, las cuales sobresalen y tienen una conformación no 

estructurada capaz de interactuar con otros nucleosomas contiguos. Una característica 

predominante y particular de estas secuencias N-terminales, es que pueden ser modificadas 

post-traduccionalmente [15]. Las modificaciones covalentes en histonas que son capaces de 

afectar la estructura de la cromatina, destacan la acetilación, la fosforilación, la metilación, 

la desiminación, la ADP ribosilación, la ubiquitilación y la sumoilación. 

 

La modificación mejor comprendida en histonas es la acetilación. La acetilación se 

lleva a cabo preferentemente en la lisina, es altamente dinámica y regulada por dos familias 

de enzimas, las histona acetiltransferasas y las histona desacetilasas [16, 17]. Las histona 

acetiltransferasas utilizan la acetil-coenzima A como co-factor y catalizan la transferencia 

de grupos acetilo al grupo �-amino de la lisina. Esta modificación neutraliza la carga 

positiva promoviendo la debilitación de la interacción entre histonas y grupos fosfato en el 

ADN, lo cual potencializa la relajación de la estructura de la cromatina permitiendo la 

expresión génica. Las histona desacetilasas utilizan como co-factor la nicotinamida adenina 

dinucleótido (NAD+) y tienen el efecto opuesto a las histona acetiltransferasas, esta acción 

restaura la carga positiva de lisina que potencialmente modifica la estructura local de la 

cromatina conduciendo a la represión transcripcional [18-20]. 

 

La fosforilación de histonas es altamente dinámica y se lleva a cabo principalmente 

(pero no exclusivamente) en serinas, treoninas y tirosinas de las secuencias N-terminales de 

las histonas [21]. Esta modificación es controlada por cinasas y fosfatasas que añaden o 

remueven el grupo fosfato, respectivamente. Las cinasas transfieren el grupo fosfato del 

ATP al grupo hidroxilo del aminoácido. La hiperfosforilación de histonas se ha descrito en 

la mitosis y meiosis de una gran variedad de organismos, pero su papel epigenético no ha 

sido bien establecido [22, 23]. 
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La metilación de las histonas se lleva cabo primordialmente en los grupos �-amino y 

�-guanidino de la lisinas y de las argininas, respectivamente. A diferencia de la acetilación 

y la fosforilación, esta modificación no altera la carga en la histona. La metilación de las 

histonas es llevada a cabo por metiltransferasas que utilizan la s-adenosil metionina (SAM) 

como co-factor. Las lisinas pueden ser mono- di- o trimetiladas, mientras que las argininas 

son mono- y dimetiladas [24-26]. La eliminación del(os) grupo(s) metilo es llevada a cabo 

por desmetilasas que utilizan como co-factor FAD ó hierro (II)/�-cetoglutarato [27, 28]. La 

metilación de las histonas tienen múltiples efectos en la estructura de la cromatina 

resultando en diferentes eventos epigenéticos [29-31]. La metilación de la histona H3 en la 

lisina 9 ó 27 se ha sugerido estar involucrada en la represión transcripcional [32-34]. Sin 

embargo la metilación de la histona H3 en la lisina 4, 36 y/o 79 está relacionada con la 

actividad transcripcional [35-37]. 

 

La desiminación en histonas involucra la conversión de la monometil-arginina a 

citrulina. En mamíferos, esta reacción es catalizada por la peptidil desiminasa. Uno de los 

efectos de esta conversión, es la eliminación de carga positiva de la arginina debido a que la 

citrulina es neutral [38, 39]. 

 

La mono- y poli-ADP ribosilación toma lugar en los sitios del ácido glutámico y de 

la arginina. Esta modificación regulada por ADP-ribosil transferasas y ADP-ribosa-

glicohidrolasas que añaden o eliminan la ADP-ribosa, respectivamente. Poco se sabe del 

efecto epigenético de esta modificación, pero su incremento está ligeramente asociado a la 

relajación de la estructura de la cromatina y en el daño al ADN [40]. 

 

La ubiquitilación de histonas es una modificación covalente mucho más grande que 

las modificaciones mencionadas anteriormente. Esta consiste en la(s) adición(es) de 

polipéptido(s) de 76 aminoácidos (ubiquitina) a las lisinas presentes en las histonas. Esta 

adición se lleva de manera secuencial por tres enzimas: E1-activado, E2-conjugado y E3-

ligado [41]. Aunque la ubiquitilación es una modificación significativamente grande es 

también altamente dinámica [42]. La ubiquitina es eliminada de las histonas por medio de 

isopeptidasas. Al igual que la metilación de histonas, el efecto epigenético de la 
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ubiquitilación depende de su ubicación. La ubiquitilación en la histona en la lisina 119 de la 

histona H2A conduce al silenciamiento génico [42, 43], mientras que la misma 

modificación en la lisina 123 de la histona H2B juega un importante papel en la activación 

génica [44, 45]. La sumoilación de histonas  reside en la adición de un polipéptido pequeño 

derivado de la ubiquitina [46]. Esta adición se ha registrado en las lisinas prominentes de 

las cuatro histonas y utiliza la misma maquinaria enzimática que la ubiquitilación. La 

función epigenética de la sumoilación consiste en la represión génica mediante el 

antagonismo a la acetilación y ubiquitilación de histonas, ya que se lleva a cabo en el 

mismo sitio [47]. 

 

IV.2.2.2. Metilación de ADN 

 

La metilación de ADN ocurre en el carbono 5 del anillo de la pirimidina contenido 

en la citosina para formar la 5-metilcitosina (5mC), y es probablemente la modificación 

epigenética mejor caracterizada [48]. La metilación del ADN se ha descrito tanto en 

eucariotes y procariotes. En bacterias, la metilación de su ADN permite diferenciar del 

ADN invasor debido a que el ADN extraño puede ser degradado por las enzimas de 

restricción del hospedero [49]. En eucariotes, la metilación de ADN se ha descrito en 

plantas, animales y algunos hongos [50]. En plantas, la metilación de ADN ocurre en varios 

contextos de secuencias tales como dCpdG, dCpHpdG y dCpHpH (H=dA, dC ó dT). En 

mamíferos la metilación de ADN está restringida a los dinucleótidos dCpdG, excepto para 

células embriónicas pluripotenciales [51, 52]. Tanto en mamíferos como en plantas, se ha 

reportado que las regiones centroméricas y pericentroméricas están altamente metiladas, 

mientras que en algunos genes la metilación ocurre principalmente en la región promotora 

[53, 54]. 

 

Para llevar a cabo la metilación de ADN, la S-adenosilmetionina participa como 

donador del grupo metil y la reacción es catalizada por enzimas del grupo ADN 

metiltransferasas (DNMT´s, por sus siglas en inglés) [53]. En mamíferos y en plantas se 

han descrito dos tipos de DNMT´s: las que mantienen la metilación del ADN a partir de 
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sitios hemi-metilados resultantes de la replicación de ADN durante la división celular; y las 

que llevan a cabo la metilación de novo en sitios no metilados [55]. 

 

La metilación de ADN es un proceso reversible, pero los mecanismos de 

desmetilación permanecen en controversia. Se ha propuesto que la desmetilación de ADN 

se puede llevar a cabo por dos vías: la pasiva y la activa. La desmetilación pasiva consiste 

en la pérdida de la metilación después varios ciclos de replicación en donde las 

hemimetilasas no llevan a cabo la metilación [56]. La desmetilación activa se refiere a la 

eliminación directa de la 5mC o de sus productos de oxidación y/o aminación [57, 58]. El 

mecanismo de desmetilación del ADN por la vía activa propuesto recientemente en la 

literatura [59, 60] (figura 4) consiste en la conversión de 5mC a 5-hidroximetilcitosina 

(5hmC) mediado por las enzimas TET (dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y 

Fe(II)). La 5mC y la 5hmC son desaminadas por enzimas APOBEC y convertidas en T y 5-

hidroximetiluracilo (5hmU), respectivamente. Por otro lado, la 5hmC puede ser oxidada 

subsecuentemente por las enzimas TET hasta formar 5-formilcitosina (5fC) y/o 5-

carboxicitosina (5caC). Los apareamientos erróneos entre G:Y (Y=T, 5hmU, 5fc, 5caC) son 

reconocidos por la timina ADN glicosilasa (TDG, por sus siglas en inglés). Finalmente, las 

bases mal apareadas (Y) son eliminadas y sustituidas por C mediante el sistema de 

reparación por escisión de bases (BER, por sus siglas en inglés).  

 

Por lo general, la metilación de ADN contribuye potencialmente a la condensación 

de la cromatina promoviendo la represión de genes, mientras que la desmetilación de ADN 

promueve la actividad transcripcional [6, 61]. La metilación de ADN puede ser evaluada de 

manera global o en secuencias de genes. Obviamente, la información sobre el patrón de 

metilación en secuencias genómicas es de suma importancia, debido a que permite conocer 

los genes específicos que participan o están involucrados en los mecanismos de procesos 

celulares y de patologías [62-66]. Por su parte, los niveles de metilación global en el ADN 

son de gran utilidad porque permiten estudiar los efectos epigenéticos a gran escala, ya sea 

en el diagnóstico y/o pronóstico de enfermedades así como para evaluar la respuesta de los 

organismos a ciertas condiciones ambientales [67-74]. El grado de metilación global es 

actualmente reconocido como un bioindicador de cambios epigenéticos que ocurren en 
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organismos vivos, bajo diferentes condiciones fisiológicas [75-79]. Algunas patologías 

oncogénicas han sido relacionadas con patrones erróneos de metilación en ADN, en donde 

los tejidos neoplásicos presentan hipometilación global de ADN e hipermetilación de 

promotores de genes involucrados en la supresión tumoral [67, 80-83]. 

 

 

Figura 4. Mecanismo hipotético (vía activa) de desmetilación del ADN 

 

IV.3. Revisión bibliográfica de procedimientos de análisis de metilación de 

ADN 

 

Los eventos epigenéticos contribuyen al proceso normal de diferenciación y 

desarrollo celular, sin embargo, las perturbaciones en los patrones de metilación del ADN 

están involucrados en una diversidad de patologías en las que destacan oncogénesis, 

desordenes neurodegenerativos e inmunes [9, 62, 84-89]. De ahí la importancia y la 

demanda de herramientas capaces de identificar y cuantificar la metilación en el ADN. A 

continuación se hace mención a diversos procedimientos para determinar el grado de 

metilación global o en secuencias de ADN. 
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IV.3.1. Determinación del grado de metilación por procedimientos biológicos 

 

IV.3.1.1. Metilación en secuencias específicas de promotores de genes 

 

Inicialmente el estudio de los patrones de metilación de ADN en secuencias 

individuales y específicas se basó en el uso de enzimas de restricción capaces e incapaces 

de cortar en los sitios que presentan metilación en la citosina [90], en donde la principal 

limitante consiste en la digestión incompleta del ADN. Los fragmentos de ADN obtenidos 

con cada una de las enzimas de restricción pueden ser analizados por una técnica 

denominada southern blot. Esta consiste en separar los fragmentos de ADN por 

electroforesis en gel de agarosa para posteriormente ser transferidos a una membrana de 

nylon. Estos fragmentos de ADN pueden ser hibridados con una sonda específica 

correspondiente a una secuencia de un gen de interés. La metilación de ADN puede ser 

identificada mediante la diferencia en los patrones de fragmentación obtenidas con cada 

una de las enzimas. [91]. En general, estos ensayos tienen como desventaja que se 

requieren relativas altas cantidades de ADN. Para evitar esta limitante, el ADN digerido 

puede ser analizado por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores 

específicos [92] en donde los sitios desmetilados son fragmentados y sólo las secuencias 

con sitios metilados se encuentran íntegras y serán amplificadas por la PCR. Esta estrategia 

es más sensible, pero puede dar resultados falsos positivos debido a la digestión incompleta 

y a la sensibilidad de la PCR. 

 

Otro procedimiento para identificar la metilación en secuencias ADN denominado 

amplificación de los dinucleótidos dCpdG metilados (MCA, por sus siglas en inglés)[93], 

se basa en la digestión de ADN con la enzima SmaI (dCpdCpdCpdGpdGpdG), que corta 

los sitios no metilados dejando extremos romos; seguido de la restricción con la enzima 

XmaI, que corta los sitios metilados dejando extremos cohesivos los cuales son ligados a un 

adaptador específico. Por último, el fragmento puede ser secuenciado con oligonucleótidos 

que alinean con la secuencia XmaI del adaptador. Un procedimiento derivado de la MCA 

llamado amplificación de sitios intermetilados (AIMS, por sus siglas en inglés) [94] 

consiste en la amplificación de las secuencias ligadas utilizando oligonucleótidos que se 
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extienden en la dirección 3’. Los productos de la PCR son separados en gel de poli-

acrilamida en condiciones desnaturalizantes dando lugar a bandas múltiples que representan 

el metiloma. 

 

Por otro lado, el descubrimiento de la reacción de conversión del ADN con bisulfito 

de sodio condujo a una gran revolución en el estudio de la metilación del ADN. En esta 

reacción ocurre la desaminación de las citosinas no metiladas hasta obtener uracilos, 

mientras que las citosinas metiladas y el resto de la bases permanecen intactas [95, 96]. 

Esta reacción sólo se lleva a cabo en ADN de cadena sencilla por lo que el ADN necesita 

ser previamente desnaturalizado [97]. Este procedimiento tiene como desventaja la 

obtención de artefactos durante el análisis debido a la desnaturalización parcial o a la 

degradación del ADN [98]. Las bases de esta reacción para diferenciación entre los sitios 

metilados y no metilados, y su combinación con otros procedimientos permite definir el 

grado de metilación en secuencias particulares. Las estrategias relacionadas con la 

conversión del ADN mediante bisulfitos requieren el diseño de cebadores específicos y la 

amplificación del ADN mediante la PCR (que incorpora timina en lugar de uracilo). Por 

ejemplo, en las primeras aplicaciones de este procedimiento, en la amplificación del ADN 

se utilizaron cebadores que no contenían el sitio dCpdG para evitar cualquier 

discriminación entre diferentes templados metilados. Uno de los procedimientos más 

ampliamente utilizados para demostrar la metilación en los dinucleótidos dCpdG después 

de modificar el ADN con bisulfitos es llamado en inglés methyl-specific PCR (MSP) [99], 

que es simple y relativamente sensible. Esta se basa en la PCR que utiliza cebadores 

específicos que contienen dinucleótidos dCpdG que alinean específicamente con la 

secuencia metilada. Después de llevar a cabo la PCR, sus productos de reacción son 

separados y teñidos en un gel de agarosa. El análisis de la intensidad de sus fragmentos se 

lleva a cabo por densitometría por lo que se considera que es un procedimiento semi-

cuantitativo. Más tarde se desarrollaron las versiones cuantitativas y más sensibles de la 

MSP que utiliza la PCR en tiempo real basada en fluorescencia. Este procedimiento emplea 

el diseño de oligonucleótidos que tienden a formar horquillas y que tienen en el extremo 3’ 

el marcaje fluorescente y en el otro extremo un inhibidor de fluorescencia, de tal modo que 

al alinearse el oligonucleótido se separa el inhibidor del fluoróforo que posteriormente 
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emite la fluorescencia [100]. Otro procedimiento basado en la PCR es el análisis 

fluorescente de la curva de fusión que provee un promedio de los niveles de metilación de 

un amplicón específico (perfil de fusión de la PCR en tiempo real) [101]. Este ensayo 

permite discriminar las secuencias de ADN metiladas de las no metiladas gracias a la 

elevación de la temperatura de fusión debido a la presencia de citosinas en lugar de timinas.  

 

 Actualmente se emplea con mayor frecuencia la pirosecuenciación. Este 

procedimiento se basa en la secuenciación del ADN mediante la PCR, donde se añade 

secuencialmente cada uno de los nucleótidos que al introducirse en la cadena polímerica 

revela su identidad al generar una señal de luminiscencia. Para generar la señal de 

luminiscencia, el pirofosfato liberado del nucleótido introducido en la cadena polimérica es 

transformado a ATP mediante la participación de la sulfurilasa; después el ATP obtenido es 

utilizado por la luciferasa para dar lugar a un producto luminiscente. Este procedimiento 

provee información de la ubicación de los sitios metilados al comparar el resultado de las 

secuencias de ADN con aquellas obtenidas del pretratamiento del ADN con bisulfitos [102-

104]. 

 

IV.3.1.2. Metilación global en ADN 

 

Una de las técnicas biológicas utilizadas en un inicio para el análisis de metilación 

global de ADN fue la exploración genómica por marcaje y restricción [105], en donde el 

ADN es digerido por una enzima de restricción y los fragmentos son marcados con un 

isótopo radiactivo y separados por tamaño molecular. Después el ADN fraccionado es 

digerido con otra enzima de restricción y los fragmentos son separados en segunda 

dimensión. Este procedimiento da como resultado un perfil de miles de fragmentos 

separados en doble dimensión. El perfil de diferentes muestras puede ser comparado para 

hallar las diferencias en metilación global de ADN. 

 

Un procedimiento distinto consiste en aislar regiones ricas en dinucleótidos 

5mdCpdG emplea cromatografía de afinidad (que utiliza el dominio de unión de la proteína 

MeCP2) en donde al ADN es digerido con enzimas de restricción incapaces de cortar en los 
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sitios metilados y los fragmentos obtenidos son fraccionados de acuerdo a su grado de 

metilación en la columna cromatográfica que posteriormente pueden ser recuperados para 

clonar en un vector y secuenciarse [106]. 

 

También se han descrito una gran variedad de procedimientos que involucran el uso 

de microarreglos. El diseño de la sondas de los microarreglos pueden tener más de mil 

secuencias con islas dGpdC que pueden ser hibridadas con fragmentos de ADN obtenidos 

después del pre-tratamiento con enzimas de restricción incapaces de cortar sitios metilados 

tales como BstUI (dCpdGpdCpdG) y HpaII (dCdpCdpGdpG) [106-108] en donde la 

digestión incompleta del ADN puede llevar a falsos positivos. Más tarde se desarrollaron 

las técnicas de microarreglos que incluían el pre-tratamiento del ADN con bisulfitos 

seguidos de su amplificación por la PCR utilizando iniciadores que no contenían las islas 

dCpdG para que las regiones metiladas y no metiladas se amplificaran por igual. Las 

secuencias amplificadas pueden ser inmovilizadas en los pozos de los microarreglos que 

contienen sondas dirigidas a regiones metiladas o desmetiladas. El grado de metilación en 

ADN es estimado por la relación de lo híbridos que se obtenían con los oligonucleótidos 

diseñados para captar secuencias metiladas en comparación con aquellos perfilados a 

secuencias no metiladas [109]. 

 

Otros procedimientos incluyen la inmumoprecipitación del ADN metilado ya sea 

con anticuerpos que reconocen el dinucleótido dGp5mdC o el nucleótido 5mdCMP. El 

grado de metilación es evaluado por la PCR en combinación con microarreglos que 

contienen secuencias con islas dCpdG [110, 111]. 

 

IV.3.2. Determinación del grado de metilación en ADN por procedimientos 

analíticos 

 

IV.3.2.1. Metilación global en ADN 

 

Los procedimientos analíticos reportados en la literatura para la determinación de 

metilación global en ADN incluyen dos etapas: (1) pre-tratamiento de la muestra 
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(extracción e hidrólisis de los ácidos nucleicos, y en algunos casos la derivatización de los 

productos de hidrólisis) y (2) separación de los compuestos obtenidos ya sea por 

electroforesis capilar (CE), por cromatografía de líquidos (HPLC) o de gases (GC) (tabla 1) 

[112-116].  

 

Tabla 1. Procedimientos analíticos utilizados en el análisis del porcentaje de 

metilación global en ADN. 

 

 

Masa de 
ADN

Pre-tratamiento de las muestra Procedimiento de separación Detección Referencia

10 µg
Hidrólisis enzimática (nucleótidos) 

Derivatización con bodipy
Electroforesis capilar Espectrofluorometría 

Cornelius, 
2005

10 µg
Eliminación de ARN              

Hidrólisis enzimática (nucleósidos)
Cromatografía de líquidos en 

fase inversa
Espectrofotometría   

UV
Sandhu, 2009

10 µg Hidrólisis enzimática (nucleósidos)
Cromatografía de líquidos en 

fase reversa
Espectrofotometría   

UV
Alcazar, 2008

10 µg Hidrólisis enzimática (nucleótidos)
Cromatografía de líquidos en 

fase inversa

Espectrometría de 
masas atómica con 

ionización en plasma 
acoplado 

inductivamente

Wrobel, 2010

10 µg
Desnaturalización de ADN  
Derivatización con osmio

Cromatografía de líquidos de 
exclusión de tamaño molecular

Espectrometría de 
masas con ionización 
en plasma acoplado 

inductivamente

Wrobel, 2010

2.5 µg
Eliminación de ARN              

Hidrólisis ácida (nucleobases) 
Derivatización con 

Cromatografía de Gases
Espectrometría de 

masas
Rossella, 2009

1 µg Hidrólisis enzimática (nucleósidos)
Cromatografía de Líquidos de 

intercambio catiónico
Espectrofotometría   

UV
Rozhon, 2008

1 µg
Eliminación de ARN              

Hidrólisis enzimática (nucleósidos) 
Cromatografía de líquidos en 

fase inversa
Espectrometría de 

masas/masas (MRM) 
Wang, 2011

1 µg
Eliminación de ARN              

Hidrólisis ácida (nucleobases) 
Cromatografía de líquidos en 

fase inversa
Espectrometría de 

masas/masas (MRM) 
Zhang, 2011

1 µg Hidrólisis enzimática (nucleósidos)
Cromatografía de líquidos en 

fase inversa

Espectrometría de 
masas con ionización 

por 
electronebulización y 

tranpa ionica

Yang, 2011

0.5 µg
Eliminación de ARN              

Hidrólisis ácida (nucleobases) 
Electroforesis capilar de zona

Espectrofotometría   
UV

Sotgia, 2008

4 ng Hidrólisis enzimática (nucleósidos)
Cromatografía de líquidos en 

fase inversa

Espectrometría de 
masas/masas con 

ionización por 
electronebulización 

Song, 2005
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En principio, la CE ofrece las ventajas de simplicidad, alta resolución y, 

separaciones relativamente en corto tiempo, pero los tiempos de retención son altamente 

perturbados por compuestos presentes en la matriz de la muestra [117, 118]. En las 

aplicaciones de esta técnica, el ADN es hidrolizado a nucleótidos, nucleósidos o 

nucleobases utilizando detección por espectrofotometría UV o espectrometría de masas 

[117-121]. También se ha explorado el marcaje del grupo fosfato presente en nucleótidos 

con 4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-propionil etilendiamine 

(BODIPY FL EDA), lo que permitió la detección de la señal de fluorescencia inducida por 

láser [122-124]. En estas técnicas, se ha reportado que el requerimiento de la cantidad de 

ADN debe ser entre 0.5 a 10 µg. 

 

Por otra parte, los procedimientos en HPLC y GC involucran mayor tiempo de 

separación con respecto a CE, pero éstos son utilizados preferentemente debido a su 

excelente reproducibilidad [113, 114, 125]. Los procedimientos de análisis de metilación 

global en ADN mediante GC involucran la hidrólisis con ácido fórmico hasta obtener 

nucleobases, que posteriormente son derivatizadas para obtener productos volátiles de tipo 

alquil-silano. En los reportes de estos procedimientos se utilizan 2.5 µg de ADN y la 

separación de las nucleobases derivatizadas requiere de hasta 25 minutos. Por lo general la 

detección en estos procedimientos se lleva a cabo por espectrometría de masas [115, 116]. 

 

Los procedimientos típicos de determinación de metilación global en ADN que 

emplean cromatografía de líquidos consisten en llevar a cabo la hidrólisis enzimática del 

ADN hasta obtener nucleósidos y separarlos mediante cromatografía en fase inversa o por 

intercambio iónico [113, 114, 126-128]. En algunos estudios, la separación de nucleósidos 

se ha logrado en tiempos de 4.5 a 25 minutos [89, 113, 129]. Existen pocos reportes donde 

el ADN se hidroliza hasta nucleótidos y son separados por HPLC, y esto es debido a que la 

alta polaridad conferida por el grupo fosfato no permite obtener una separación adecuada 

en fase inversa [129-131]. Otros procedimientos consisten en emplear ácido fórmico para 

hidrolizar el ADN (libre de ARN) hasta nucleobases y separarlas por cromatografía de 

líquidos de interacción hidrofílica (HILIC) [132]. Utilizando la detección por 

espectrofotometría UV se ha logrado analizar los componentes del ADN y para determinar 
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el grado de metilación se requieren cantidades entre 1 a 10 µg [128, 129]. La detección por 

espectrometría de masas ha sido extensamente utilizada en el análisis de metilación de 

ADN debido a que ofrece una alta selectividad y sensibilidad [114, 125, 132]. En estudios 

recientes, el uso de columnas cortas ha permitido lograr separaciones cromatográficas en 

cortos tiempos (1 – 7 minutos) y el uso de espectrometría de masas en modo de monitoreo 

de reacciones múltiples y ha permitido obtener patrones de metilación de ADN a partir de 

cantidades inferiores a 0.1 µg [125, 127]. Desafortunadamente para estos sistemas, se 

requiere una limpieza exhaustiva de la muestra para eliminar a los componentes de la 

matriz así como utilizar el estándar interno adecuado para compensar los posibles cambios 

en la eficiencia de ionización. 

 

La demanda de procedimientos enfocados a la determinación de metilación global 

de ADN exige desarrollar nuevos procedimientos analíticos más sencillos y sensibles, con 

relativos bajos costos de operación que permitan su aplicación en laboratorios clínicos y de 

investigación. 

 

Para continuar con el desarrollo de procedimientos analíticos adecuados para la 

determinación global de ADN, este trabajo se enfocó en estudiar la hidrólisis del ADN, 

derivatización de los productos de hidrólisis (en algunos procedimientos), separación de los 

productos de hidrólisis o de sus derivados y detección/cuantificación de los analitos.  

 

IV.3.2.2. Metilación en promotores de genes 

 

Los procedimientos analíticos desarrollados para estudiar la metilación en 

promotores incluyen la etapa del pretratamiento del ADN con bisulfitos y la amplificación 

de fragmentos de interés por medio la PCR. Uno de estos procedimientos incluye 

transcripción in vitro para obtener un transcrito de cadena sencilla seguido de la digestión 

con endoribonucleasas para su posterior análisis por MALDI-TOF-MS, en donde se puede 

determinar la diferencia en masa molecular de los productos de digestión [133-135]. Otro 

procedimiento consiste en la hidrólisis enzimática de los productos de amplificación con y 

sin tratamiento previo de bisulfitos en donde se puede calcular el grado de metilación de 
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manera cuantitativa comparando el grado de conversión de citosinas mediante LC-MS 

[136]. 

 

IV.4. Modificaciones covalentes en ARN 

 

En las transformaciones que sufre el ARN se ha descrito la participación de una 

variedad de enzimas que logran introducir modificaciones covalentes. Dichas alteraciones 

ocurren ya sea en la base nitrogenada, en la posición 2’ de la ribosa o en ambas y pueden 

dar a lugar a más de 100 modificaciones diferentes (figura 5)  [137]. La localización, 

abundancia y distribución de varios tipos de modificación varían enormemente entre los 

diferentes tipos de ARN, organismos y organelos. Las condiciones fisiológicas y 

ambientales de la célula afectan el grado y los patrones de modificaciones en el ARN [138]. 

La mayoría de las modificaciones en ribonucleósidos están presentes en los ARN ribosomal 

y de transferencia, y recientemente se ha descrito que también ocurren en ARN pequeño no 

codificador [139, 140]. La presencia de bases modificadas en ARN mensajero y su 

potencial papel en la regulación de genes han sido últimamente estudiados [141-143]. 

Recientemente se han encontrado nuevos tipos de modificaciones [144, 145], y se han 

propuesto diferentes papeles biológicos para algunas modificaciones ya conocidas en 

ribunucleósidos.  

 

 

Figura 5. Diversidad de modificaciones en ribonucleósidos 
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IV.4.1. Metilación en el C5 de la citosina en ARN 

 

La metilación de la citosina en el carbono 5 del ARN (5mC) se ha identificado en 

varios tipos ARN tanto de procariotes como de eucariotes [146, 147]. Se ha propuesto que 

esta modificación provee estabilidad metabólica al ARN [148, 149]. Su presencia en el 

ARN mensajero sugiere que la modificación juega un papel en la fidelidad de la traducción 

así como el reconocimiento del ARN de transferencia [150]. Al igual que en la metilación 

del ADN, la metilación en ARN es llevada a cabo por metiltransferasas que utilizan como 

co-factor la SAM [151] mientras que el mecanismo de desmetilación permanece en duda. 

 

IV.4.1.1. Determinación del grado de metilación global en ARN 

 

Existen pocos procedimientos para la determinación de modificaciones en 

ribonucleósidos o ribonucleótidos. Cabe señalar que estos procedimientos han sido 

aplicados a la determinación de metilación en un tipo de ARN específico o en fluidos 

biológicos. Estos recurren a la separación de los analitos por HPLC y cromatografía en 

capa fina de dos dimensiones (2D TLC). La 2D TLC requiere principalmente del marcaje 

radioactivo con 32P de nucleótidos que previamente fueron obtenidos de la digestión 

enzimática del ARN de transferencia y permite determinar alrededor de 70 bases 

modificadas (entre las cuales está incluida la 5mCMP) con límites de detección del orden 

femtomolar [152]. Los procedimientos de determinación de ribonucleósidos recurren a su 

separación y detección por LC-MS [153]. Obviamente, se anticipa el uso preferencial de 

LC-MS debido a la alta reproducibilidad de los tiempos de retención de LC y, la 

especificidad y sensibilidad que ofrece la detección por espectrometría de masas en modo 

de monitoreo de reacciones múltiples. Aunque no se ha reportado en la literatura estudios 

de metilación global en ARN total, al igual que el porcentaje de metilación global en ADN, 

el grado de metilación en ARN puede ser calculado como la relación molar de la 5mC entre 

las citosinas presentes. 

 

La carencia de reportes enfocados a la metilación global del ARN total no ha 

permitido evaluar la implicación de este parámetro en procesos biológicos. Por otro lado, la 
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metilación de ARN se ha convertido en un tema de interés porque puede desempeñar un 

papel importante en la modulación de la información genética como sucede con la 

metilación del ADN [146, 154]. Es por ello que parte de este trabajo se enfocó a desarrollar 

un procedimiento analítico selectivo y sensible que permita determinar el porcentaje de 

metilación global en ARN.  

 

Para intentar comprender el parámetro de grado de metilación global del ARN y 

su posible conexión con eventos epigenéticos, se evaluó la respuesta biológica de L. 

sativum expuesta a cadmio y selenio, particularmente en la determinación de metilación 

global del ADN y ARN total. 

 

IV.4.1.2. Presencia de 5mC en secuencias específicas de ARN 

 

El desarrollo de procedimientos para elucidar el grado de metilación en secuencias 

específicas de ADN utilizando el tratamiento típico con bisulfitos seguido de su 

secuenciación, y su adaptación al tratamiento en distintos tipos de ARN ha permitido 

explorar los patrones de 5mC en dichas secuencias [155]. Para estos procedimeintos, 

después de tratar el ARN con bisulfitos se lleva a cabo la transcripción inversa para obtener 

un polímero estable  de ADN complementario (cDNA) que posteriormente es amplificado 

por la PCR y clonado en un plásmido para su subsiguiente secuenciación (figura 6) [146]. 

 

Figura 6. Principio de identificación de 5mC en secuencias específicas 
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CAPÍTULO V. OBJETIVOS 

 

V.1. Objetivo general 

 

El objetivo general de este proyecto ha sido desarrollar nuevos procedimientos 

analíticos basados en la selectividad del pre-tratamiento de la muestra, separaciones 

cromatográficas y el uso de diferentes sistemas de detección para su aplicación en el 

análisis de ADN y ARN provenientes de diversos tipos de organismos, obteniendo 

información de relevancia biológica sobre la estructura y posibles modificaciones de estos 

compuestos.  

 

V.2. Objetivos específicos 

 

Adaptar el procedimiento desarrollado previamente, basado en la digestión 

enzimática de ADN hasta nucleósidos y su separación por cromatografía de líquidos en fase 

inversa con detección espectrofotométrica (HPLC-DAD) para su aplicación en la 

determinación del grado de metilación global en el ADN en muestras biológicas con 

matrices químicamente complejas. 

 
Desarrollar un nuevo procedimiento específico y sensible basado en marcaje 

molecular de compuestos citosínicos, su separación por cromatografía de líquidos en fase 

inversa y detección fluorimétrica (HPLC-FLD) que permita determinar el grado de 

metilación global en micro-muestras de ADN. 

 

Demostrar que el procedimiento HPLC-FLD desarrollado anteriormente permite la 

determinación simultánea de los porcentajes de citosinas metiladas en ADN y ARN totales 

en un solo extracto de muestra biológica.  

 

Identificar 5-hidroximetil-2’-desoxicitidina como producto de oxidación de la 5-

metil-2’-desoxicitidina mediado por reacciones tipo Fenton. 
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Estudiar las condiciones de la hidrólisis ácida del ADN asistida por microondas para 

establecer un pre-tratamiento de muestra rápido, robusto, sencillo y barato para la 

determinación del grado de metilación global. 

 

Desarrollar un nuevo procedimiento analítico basado en la obtención de derivados 

volátiles de nucleobases, su separación por cromatografía de gases  acoplado a 

espectrometría de masas con triple cuadrupolo, logrando la cuantificación mediante 

monitoreo de reacciones múltiples (GC-QqQ-MS/MS). 
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CAPÍTULO VI. PARTE EXPERIMENTAL 

 

VI.1. Equipo de laboratorio 

 

VI.1.1. Instrumentación analítica 

 

• Cromatógrafo de líquidos Agilent serie 1200 equipado con bomba cuaternaria, 

automuestreador, horno para columna, detector de arreglo de diodos, detector 

espectrofluorimétrico. Las columnas cromatográficas de fase inversa utilizadas (con 

pre-columna C18 de Phenomenex) fueron: Luna C18(2) (250 x 4.6 mm, 5 µm, 

Phenomenex), Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2.7 µm, Supelco) y Kinetex C18 

(150 x 3 mm, 2.7 µm, Phenomenex). 

 

• Cromatógrafo de gases BRUKER 456-GC equipado con automuestreador y detector 

de masas de triple cuadropolo BRUKER SCION TQ. La columna utilizada fue BR-

5 (15 m x 0.25 mm, con espesor de fase estacionaria de 0.25 µm, Bruker). 

 

• Espectrofotómeto UV/Vis modelo Spectronic 3000 Milton Roy con detector de 

arreglo de diodos. 

 

VI.1.2. Equipo utilizado para procesamiento de muestras y/o preparación de 

reactivos 

 

• Destilador de agua Mares Flex/Cole Parmer Instrument Co. modelo 60648. 

• Desionizador de agua Labconco modelo WATER PRO PS. 

• Potenciómetro Corning 240 (pH/temperatura). 

• Centrifuga de vacio Eppendorf modelo Vacufuge Plus. 

• Centrífuga Hermle modelo Z326. 

• Baño de agua Fanem LTDA modelo 102/1. 

• Bloque térmico Thermo scientific modelo 2050. 

• Vortex Fisher Scientific modelo Genie 2. 
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• Homogenizador (politron) IKA, modelo Ultra Turrax T18 basic. 

• Balanza analítica Kern modelo 870. 

• Liofilizador Labconco modelo 10-269. 

• Sistema de digestión de muestras por microondas CEM, modelo Discover SP-D 

equipado con automuestreador Explorer.  

 
VI.2. Reactivos y estándares 

 

VI.2.1. Reactivos para extracción de ácidos nucleicos 

 

El cloruro de sodio (NaCl), el tris(hidroximetil)aminometano (Tris), el ácido 

clorhídrico (HCl), el ácido etilendiaminotetra-acético (EDTA), el dodecilsulfato de sodio 

(SDS), la proteinasa K, el isopropanol y el etanol fueron obtenidos de Sigma. El reactivo 

TRIzol fue obtenido de Life Technologies. 

 

VI.2.2. Reactivos para hidrólisis de ADN hasta nucleósidos 

 
El ácido acético (HAc), la glicina, el cloruro de magnesio hexahidratado, el acetato 

de zinc dihidratado, el cloruro de calcio, el hidróxido de sodio, la DNAsa I, el glicerol, la 

nucleasa P1 y la fosfatasa alcalina fueron obtenidos de Sigma. 

 
VI.2.3. Reactivos y estándares para la determinación de metilación global en 

ADN y ARN por HPLC 

 

Los estándares de desoxirribonucleósidos 2’-desoxicitidina (dC), 5-metil-2’-

desoxicitidina (5mdC), 2’-desoxiguanosina (dG), 2’-desoxiadenosina (dA) y timidina (T); 

de ribonucleósidos citidina (C), 5-metil-citidina (5mC), guanosina (G), adenosina (A) y 

uridina (U) fueron obtenidos de Sigma. El reactivo derivatizante 2-bromoacetofenona 

(BAF) así como el ADN estándar de salmón fueron obtenidos de Sigma. El HAc, ácido 

fosfórico, ácido trifluoroacético (TFA), el EDTA, el acetato de amonio, el fosfato de 

amonio dibásico, la dimetilformamida y el sulfato de sodio anhidro fueron obtenidos de 
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Sigma. El reactivo TRIzol fue obtenido de Life technologies. Los solventes grado HPLC 

metanol y acetonitrilo fueron obtenidos de Karal. 

 

VI.2.4. Reactivos y estándares para la determinación de metilación global en 

ADN por GC-MS/MS 

 

El ácido fórmico grado reactivo utilizado para hidrolizar el ADN hasta nucleobases 

fue obtenido de Sigma. Los estándares de nucleobases citosina y 5-metilcitosina fueron 

obtenidos de Sigma. El reactivo derivatizante BSTFA:TMCS 99:1 así como el ADN 

estándar de salmón fueron obtenidos de Sigma. El acetonitrilo grado cromatográfico fue 

obtenido de J.T. Baker. La piridina grado reactivo fue obtenida de Fluka. 

 

VI.3. Software 

 

• ChemStation para manipular el cromatógrafo de líquidos Agilent 1200, así como el 

análisis cromatográfico. 

• GRAMS/AI, versión 8 para la edición de cromatogramas y espectros. 

• ACD/ChemSketch Version 12.0 para el diseño molecular. 

• Statistica (Statsoft) para el análisis estadístico. 

• Software Milton Roy Inst. Co. para adquisición, almacenamiento y tratamiento de 

datos espectrales. 

• CEM Synergy D para operar el digestor de microondas CEM Discover SP-D así 

como el automuestreador CEM Explorer. 

• MS Workstation versión 8 para manejar el cromatógrafo de gases BRUKER 456 

GC SCION TQ así como el análisis cromatográfico y espectral. 

 

VI.4. Muestras 

 

Las muestras analizadas fueron: 
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1) Biomasa de berros (Lepidium sativum) crecidos hidropónicamente durante 5 

días. Después de su germinación las plantas fueron expuestas a diferentes 

concentraciones de cadmio (II) y selenio (IV) [156];  

2) Lombrices de tierra recolectados en la ciudad de Guanajuato, Gto., (río 

Guanajuato cerca del Hotel Real de Minas, Ex-hacienda San Gabriel de Barrera, 

Mina de cata), de Lagos de Moreno, Jal., (jardín de casa) y Mezcala, Gro., 

(mina)[74]  

3) Sangre humana heparinizada de una persona voluntaria sana. 

4) Biomasa de plántulas de tres clonas de Agave fourcroydes (P21, P21 y P159) y 

una clona de Agave angustifolia (BM26) crecidas hidropónicamente durante 16 

semanas. Después cada una de las clonas fue crecida en dos condiciones in 

vitro: una en medio líquido y otra en medio semisólido durante 5 semanas. 

También cada una de las clonas con el tratamiento anterior fue crecida en tierra 

durante 8 semanas. 

5) Biomasa de diferentes estadios embrionarios de Coffea canephora crecidas 

hidropónicamente durante 3 meses. 
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CAPÍTULO VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

VII.1. Adaptación y aplicación del procedimiento HPLC-DAD para determinar 

el grado de metilación global en el ADN de muestras biológicas complejas 

 

VII.1.1. Introducción 

 

En estudios previos de nuestro grupo se ha desarrollado el procedimiento analítico 

que fue utilizado en el análisis del grado de metilación en ADN en líneas celulares de 

macrófagos que tienen una matriz química relativamente simple. Dicho procedimiento 

consiste en la hidrólisis de ácidos nucleicos hasta nucleósidos, su separación en fase inversa 

y detección DAD [113]. Utilizando una columna con reducido diámetro y de tamaño de 

partícula (Agilent C18, 50 x 3 mm, 1.8 µm), el análisis es relativamente rápido con 

separaciones de los analitos en menos de 5 minutos, sin embargo, hay muestras que no sólo 

tienen una matriz químicamente compleja que puede persistir a pesar del aislamiento de los 

ácidos nucleicos, sino también poseen una gran variedad de ribonucleósidos modificados y 

artefactos que se pueden co-eluir con la 5mdC. Debido a lo anterior en la primera etapa de 

trabajo se decidió adaptar el procedimiento HPLC-DAD para su aplicación en el análisis de 

muestras con matrices complejas provenientes de lombrices de tierra, biomasa de plántulas 

de agave y de diferentes estadios de embriones de café; así como estudiar el protocolo 

típico de digestión de ácidos nucleicos hasta nucleósidos con la intención de afinar el 

procedimiento utilizado previamente y aplicarlo en el tratamiento de dichas muestras. 

 

VII.1.2. Objetivo específico 

 

Afinar las condiciones de digestión enzimática del ADN hasta nucleósidos para su 

aplicación a micromuestras así como adaptar del procedimiento HPLC-DAD desarrollado 

previamente para el análisis del grado de metilación en muestras con matrices 

químicamente complejas. 
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VII.1.3. Resultados y discusión 

 

VII.1.3.1. Estudio de las condiciones de hidrólisis enzimática 

 

Para examinar el efecto de la cantidad de enzimas y del tiempo de reacción de  

digestión del ADN se llevaron a cabo una serie de experimentos, en los que 10 µg del 

estándar del ADN purificado de salmón fueron tratados con diferentes cantidades de 

enzimas y diferentes tiempos de digestión. Posteriormente, las mezclas de reacción fueron 

introducidas al sistema HPLC-DAD y los cromatogramas obtenidos fueron comparados 

con el cromatograma de la mezcla de estándares de ribonucleósidos y 

desoxirribonucleósidos en términos de los tiempos de retención de estos compuestos y 

pureza de los picos cromatográficos.  En estos experimentos se observó que el aumento de 

las cantidades de enzimas respecto a las condiciones reportadas (1 U de nucleasa P1, 20 U 

de DNAsa I) [128] no presentaba ningún beneficio, mientras que al disminuir las cantidades 

de estas enzimas se observó diferente perfil de elución respecto al cromatograma de los 

estándares de ribonucleósidos y desoxirribonucleósidos, indicando la presencia de 

polímeros nucleicos, o sea hidrólisis incompleta. Con estos resultados se confirmó que para 

cantidades relativamente altas de ADN, las cantidades de enzimas utilizadas previamente, 

son adecuadas [128]. 

 

A continuación, se examinó el efecto del tiempo de digestión para obtener 

nucleótidos. Con tiempos de incubación mayores a 14 horas se obtuvo la digestión 

completa, pero después de desfosforilar se observó el aumento de ruido y presencia de 

señales no nucleosídicas probablemente generadas por el desarrollo bacteriano. Para limitar 

la presencia de microorganismos se tomó la precaución de no exceder el tiempo de 

digestión a más 14 horas así como someter la muestra a un choque térmico (- 20 °C � 100 

°C) después de la obtención de nucleótidos. De acuerdo con el procedimiento anterior, en la 

etapa para eliminar el grupo fosfato de los nucleótidos, se utilizó 5 µL de hidróxido de 

sodio 100 mM y 2 µL de fosfatasa alcalina 1 U/µL; así que sólo fue necesario evaluar el 

tiempo de digestión y se observó que con 2 horas de incubación se logró la desfosforilación 

completa. Como el objetivo de este trabajo ha sido establecer un procedimiento que permita 
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el análisis de micro-muestras, se llevó a cabo un escalamiento del proceso de digestión. En 

dicho estudio se concluyó que la mayor señal analítica de nucleósidos para obtener la 

hidrólisis completa 100 ng de ADN de salmón, se obtuvo bajo las condiciones antes 

mencionadas, pero disminuyendo la cantidad de enzimas (0.2, 2.0, 0.2 U de Nucleasa P1, 

DNasa I, fosfatasa alcalina, respectivamente) y el tiempo de digestión (6, 0.5 horas, para 

obtener nucleótidos y nucleósidos, respectivamente). Las condiciones establecidas para la 

etapa de tratamiento de la muestra dependiendo de su cantidad,  se describen 

detalladamente a continuación. Los extractos se diluyeron apropiadamente para obtener de 

25 ng a 1 µg de mezcla de ácidos nucleicos (ADN/ARN) en 45 µL de agua y se agregaron 

5 µL del amortiguador de digestión (ácido acético 200 mM, glicina 200 mM, cloruro de 

magnesio 50 mM, cloruro de zinc 5 mM, cloruro de calcio 2 mM pH 5.3).  A la mezcla 

anterior se le adicionó 0.2 µL de DNAsa I 10 U/µL y 0.2 µL de nucleasa P1 1 U/µL. La 

muestra se incubó en un baño de agua a 37 °C durante 6 horas, y más tarde, fue congelada a 

– 20 °C seguida de incubación en baño de agua hirviendo por 5 minutos para evitar la 

posible contaminación por microorganismos. Cada muestra fue alcalinizada adicionando 5 

µL de hidróxido de sodio 100 mM y 0.2 µL de fosfatasa alcalina 1 U/µL. La muestra se 

incubó durante media hora a 37 °C en baño de agua y se conservó a – 20 °C hasta su 

análisis. 

 

En resumen, además de favorecer el proceso de digestión, las modificaciones 

propuestas han permitido disminuir la cantidad de las enzimas y acortar el tiempo de la 

digestión obteniendo hidrolizados de alta pureza y adecuados para su análisis por 

cromatografía de líquidos en fase inversa. 

 

VII.1.3.2. Modificación de las condiciones de separación cromatográfica 

(procedimiento HPLC-DAD). 

 

Una vez establecidas las condiciones de la hidrólisis de ácidos nucleicos hasta 

obtener nucleósidos, se examinó de nuevo el procedimiento de separación cromatográfica 

propuesto en el trabajo anterior (HPLC-DAD [113]). Cabe mencionar que en el trabajo 

citado, el ADN provenía de líneas celulares, mientras que el interés de este estudio ha sido 
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establecer un procedimiento más versátil, útil en el análisis de diferentes muestras 

biológicas de composición química compleja. Como ejemplo de una matriz compleja, se  

trabajó con el ADN extraído de tejido de  lombriz de tierra. Para llevar a cabo la extracción 

de ácidos nucleicos se utilizaron 100 mg de biomasa de acuerdo al protocolo reportado 

anteriormente [157]. En breve, se homogenizaron las muestras con 400 µL de amortiguador 

de homogenización (cloruro de sodio 0.4 M, ácido etilendiaminotetraacético 2 mM, tris 

(hidroximetil) aminometano-ácido clorhídrico 10 mM pH 8). El homogenado se mezcló 

con 40 µL de dodecil sulfato de sodio al 20% (m/v) y 8 µL de proteinasa K 20 mg/mL, y 

fue incubado a 60 °C por 1 hora. Después, se mezcló con 300 µL de cloruro de sodio 6 M y 

se centrifugó a 10000 g por 30 minutos. El sobrenadante se recuperó y se le adicionó 500 

µL de isopropanol y se incubó a – 20 °C por 1 hora. Las muestras fueron centrifugadas a 

10000  g por 20 minutos a 4 °C. Se eliminó el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 500 

µL de etanol al 70%, secada y disuelta en 50 µL de agua. Para cada extracto, se adquirió el 

espectro de absorción en UV en el intervalo de longitudes de onda de 200 – 350 nm y se 

adoptó como el criterio de la pureza de los ácidos nucleicos que las relaciones de 

absorbancia 260/280 nm fueran de 1.7 a 1.9. La concentración aproximada fue determinada 

midiendo la absorbancia a 260 nm. Los extractos se conservaron a – 20 °C hasta su análisis. 

Después de llevar a cabo la hidrólisis enzimática de ácido nucleicos hasta nucleósidos con 

el protocolo ajustado recientemente, se inyectaron las muestras en el sistema 

cromatográfico con las condiciones previamente desarrolladas [113]. De manera general, se 

observó peor pureza de los picos cromatográficos de los compuestos de interés (dC y 

5mdC) y también la presencia de picos cromatográficos adicionales, posiblemente bases 

nucleosídicas modificadas y compuestos extraídos junto con los ácidos nucleicos de la 

muestra, en comparación con las obtenidas anteriormente a partir de ADN de macrófagos 

[113]). Para asegurar la resolución a línea base de las señales analíticas de los compuestos 

de interés, se modificaron las condiciones cromatográficas, disminuyendo el gradiente de 

concentración de metanol en la fase móvil y extendiendo el tiempo de análisis (hasta 16 

minutos). Con estas condiciones modificadas se logró mejorar la separación de los picos 

cromatográficos de nucleósidos. Las condiciones finales del procedimiento HPLC-DAD se 

presentan detalladamente a continuación. Las muestras o estándares (50 ng/µL de 

ribonucleósidos: C, 5mC, U, G y A; y desoxirribonucleósidos: dC, 5mdC, dG, dA y dT) 
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fueron apropiadamente diluidas (agua:fase móvil C, 2:1) e introducidas al sistema 

cromatográfico con un volumen de inyección de 20 a 60 µL. La separación se llevó a cabo 

a 40 °C, con el flujo total de 1 mL/min, utilizando la columna Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 

µm) y pre-columna C18 de Phenomenex. Para llevar a cabo la elución de los analitos 

fueron utilizadas cuatro fases móviles A (agua), B (acetonitrilo), C (solución amortiguadora 

de fosfato y acetato de amonio 30 y 15 mM, respectivamente, pH 4.1) y D (metanol); 

utilizando el siguiente gradiente: 0 min 80% A, 20% B; 0 a 4 min 78% A, 20% B, 2% C; 4 

a 11 min 77% A, 20 %B, 3 %C; 11 a 16 min 35% A, 20% B, 20% C, 25% D; 16 a 16.8 min 

30% A, 25% B, 20% C, 25% D; 16.8 a 17 min 80% A, 20% C. La detección se llevó a cabo 

a la longitud de onda 286 nm. 

 

Para las muestras reales y en particular en los extractos de ácidos nucleicos de 

lombrices de tierra (tabla 2 y figura 7) [74], este procedimiento permitió cuantificar el 

porcentaje de metilación del ADN relacionando las concentraciones molares (c) de 5mdC y 

citosinas totales presentes en el ADN (C5mdC/[CdC+C5mdC](%)) de acuerdo con el 

procedimiento anteriormente descrito [113]. En particular, los resultados presentados en la 

tabla 2 demuestran que el procedimiento permite detectar diferencia entre el grado de 

metilación del ADN en organismos expuestos a diferentes condiciones ambientales. Cabe 

señalar que en este análisis también se demostró que existe una posible relación inversa 

entre el grado de metilación de global del ADN y la concentración de elementos que 

pueden ser biometilados como mercurio, arsénico y selenio. Por otro lado, también se 

concluyó que como se ve afectado el grado de metilación en el ADN de lombrices 

expuestas a estos elementos, este parámetro puede ser usado como bioindicador de riesgos 

epigenéticos relacionados con la presencia de dichos elementos en diferentes condiciones 

ambientales. 

 

El procedimiento HPLC-DAD establecido para evaluar el grado de metilación 

global en ADN de muestras con matriz químicamente compleja, fue aplicado en una gran 

diversidad de muestras en varios estudios biológicos. En uno de estos estudios se evaluó el 

grado de metilación en ADN de biomasa de plántulas de agave en diferentes medios de 

propagación.  En la figura 8 se muestra un cromatograma típico obtenido de muestras de 
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Figura 8. Cromatograma típico de nucleósidos obtenidos de hidrolizados ADN de 

plántulas de agave. 

 
         

Figura 9. Cromatograma típico de nucleósidos obtenidos de hidrolizados ADN de 

embriones de Coffea canephora. 
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VII.1.4. Conclusiones 

 
En esta sección de resultados se adaptaron las condiciones de digestión de ácidos 

nucleicos hasta nucleósidos y el procedimiento de separación cromatográfica previamente 

reportado para su aplicación en el análisis de muestras reales de matriz compleja. Con 

respecto a la hidrólisis enzimática de los ácidos nucleicos, se logró llevar a cabo la 

digestión hasta nucleótidos en un solo paso (la desfosforilación no se modificó); también se 

consiguió escalar la reacción a micromuestras de ácidos nucleicos y se redujeron la 

cantidad de enzimas así como el tiempo de incubación.  En el caso del procedimiento 

cromatográfico de separación de nucleósidos, se logró separar desoxirribonucleósidos y 

ribonucleósidos obtenidos de muestras con matriz químicamente compleja. Esto se 

consiguió al modificar el procedimiento previamente establecido en el laboratorio. Las 

modificaciones consistieron en utilizar una columna más larga, aumentar la fuerza iónica de 

la fase móvil y disminuir el gradiente de modificador orgánico. Estas modificaciones 

permitieron la resolución de los analitos de interés, eliminando interferencias de otros 

componentes de la muestra. Se ha demostrado que el procedimiento es útil en estudios 

ecotoxicológicos, biológicos y biotecnológicos donde es necesario hallar pequeños cambios 

en la metilación del ADN entre diferentes tipos de organismos, cultivos, condiciones de 

exposición, etc. 
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VII.2. Determinación del grado de metilación en ADN por HPLC-FLD 

 

VII.2.1. Introducción 

 

Como se ha comentado, el grado de metilación global en ADN es considerado un 

biomarcador útil de los eventos epigenéticos que ocurren a gran escala.  Existe por lo tanto 

alta demanda de procedimientos analíticos adecuados para su uso en laboratorios de 

investigación, pero también en laboratorios de rutina, con fines de diagnóstico y pronóstico 

de diferentes enfermedades, así como para conocer la respuesta de los organismos a 

diversos factores medio ambientales [67-73]. Con el afán de  contribuir en el avance de los 

procedimientos analíticos para la evaluación de la metilación global en el ADN, en 

términos de alta sensibilidad y selectividad, buena precisión y alta confiabilidad de los 

resultados por un lado y por otro lado, relativamente bajos requerimientos instrumentales, 

sencillez de operación y rapidez del análisis, esta parte del trabajo se enfocó en el estudio 

de la factibilidad del marcaje fluorescente de los nucleósidos para su determinación por 

cromatografía en fase inversa con detección fluorimétrica. 

 

El marcaje fluorescente pre-columna es una estrategia utilizada frecuentemente en 

cromatografía de líquidos. En muchos casos, se puede lograr una selectividad  excepcional 

y una alta sensibilidad para analitos de interés, mediante la elección adecuada de los 

marcadores y de las condiciones de la detección fluorimétrica, de tal manera que se 

alcanzan límites de detección similares a los obtenidos por espectrometría de masas. 

Además, la magnitud de la señal de fluorescencia no se ve afectada por la co-elución de los 

compuestos no-fluorescentes, lo que  proporciona una ventaja adicional respecto a la 

espectrometría de masas [160].  

 

Como se comentó, la estrategia  de marcaje fluorescente fue explorada para marcar 

el grupo fosfato en nucleótidos utilizando BODIPY FL EDA  y su separación por CE, sin 

embargo la detección fluorimétrica no ha sido utilizada aún en aplicaciones de 

cromatografía de líquidos para evaluación del grado de metilación global del ADN [122-

124]. 
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VII.2.3. Resultados y discusión 

 

VII.2.3.1. Estudio de las condiciones de reacción de ribonucleósidos y 

desoxirribonucleósidos con 2-bromoacetofenona. 

 

Inicialmente se estudiaron individualmente todos los nucleósidos mencionados 

anteriormente, utilizando las condiciones de reacción propuestas por Eisenberg y col. [161]. 

En este caso, solamente se observó señal de fluorescencia para C, dC, 5mC, 5mdC; pero no 

para G, dG, A, dA, U, dT. Los máximos de los espectros de excitación y emisión de las 

cuatro entidades citidínicas son similares y corresponden a 306 y 378 nm (figura 11), 

respectivamente; y estas longitudes de onda fueron seleccionadas para obtener la señal 

analítica y desarrollar las condiciones de la reacción de derivatización. Es importante 

mencionar que los derivados fluorescentes obtenidos son fotosensibles, por lo que las 

reacciones se llevaron a cabo en viales ámbar y fueron protegidas de la luz. Para proceder 

con el estudio de las condiciones de reacción, se examinaron sistemáticamente los efectos 

de los solventes (como medio de reacción), la concentración de reactivos, la temperatura y 

el tiempo de reacción. Para cada uno de los casos, se utilizó como criterio de selección la 

más alta posible magnitud de la señal analítica de los cuatro compuestos de interés (señal 

de fluorescencia relativa de C, 5mC, dC, 5mdC, derivatizadas). Los solventes que se 

consideraron como medio de reacción fueron acetonitrilo, metanol, 1-4 dioxano, 

dimetilsulfóxido y dimetilformamida; este último fue seleccionado para continuar con el 

estudio de las condiciones de reacción debido a que con éste se observó la mayor señal 

analítica para los cuatro compuestos de interés. Como las soluciones estándar fueron 

preparadas en agua desionizada, este solvente también fue considerado para participar en el 

medio de reacción y se encontró que la eliminación del agua es esencial para la estabilidad 

de la señal analítica; por lo que en futuros experimentos, se eliminó el agua de los 

estándares y de las muestras nucleosídicas mediante centrifugación en vacío, la 

dimetilformamida fue deshidratada con carburo de calcio y se añadió un pequeña cantidad 

de sulfato de sodio anhidro al medio de reacción para secuestrar el agua originada durante 

la derivatización. En la figura 12A y 12B, se presentan los efectos de la concentración del 

ácido acético y de la 2-bromoacetofenona sobre la señal analítica de 5mdC (derivatizada), 
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mientras que la figura 12C muestra la influencia de la temperatura y el tiempo de reacción; 

cabe señalar que los resultados obtenidos para dC, C, 5mC y 5mdC, no se detallan debido a 

que fueron prácticamente los mismos.  

 

 

 

Figura 11. Espectros de excitación A) y emisión B) de 5-metil-2’-desoxicitidina 

derivatizada con 2-bromoacetofenona. 
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Figura 12. Efecto de: A) la concentración de ácido acético; B) de la concentración 

de 2-bromoacetofenona; y C) temperatura y tiempo de reacción (-�- 60 °C; -�- 80 °C; y -

�-) sobre la magnitud de la señal analítica de 5mdC derivatizada (645 ng/mL). 
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En conclusión, de acuerdo con la mayor magnitud de la señal analítica obtenida 

(área de pico cromatográfico), se seleccionaron las siguientes condiciones de reacción: 

ácido acético 0.56 M, 2-bromoacetofenona 65 mM, 80 °C y 90 min de temperatura y 

tiempo de reacción, respectivamente. Por otro lado, es importante destacar que las señales 

analíticas fueron estables por más de 72 horas a temperatura ambiente (viales protegidos de 

la luz), por lo que es posible analizar una gran serie de muestras de alrededor de 100 

muestras utilizando automuestreador. 

 

El protocolo final para llevar a cabo la derivatización de los compuestos citosínicos 

se describe como sigue. La reacción se llevó a cabo directamente en viales ámbar del 

automuestreador. Específicamente, una alícuota de solución estándar o de ácidos nucleicos 

hidrolizados de concentración apropiada en un volumen menor a 50 µL, fue evaporada por 

centrifugación en vacío (2000 rpm, 60 °C, 20 minutos). El residuo fue reconstituido en 130 

µL de dimetilformamida anhidra (DMFA) con adición de 5 µL de ácido acético glacial, 20 

µL de BAF (0.5 M en DMFA) y sulfato de sodio anhidro, fue incubada a 80 °C por 90 

minutos y protegido de la luz. Los viales conteniendo las muestras derivatizadas, fueron 

colocados en el compartimiento del automuestreador y se dejaron alcanzar la temperatura 

ambiente antes de sus análisis. 

 
VII.2.3.2. Selección de las condiciones de separación de C, dC, 5mC y 

5mdC derivatizadas, mediante HPLC-FLD.  

 

Para seleccionar las condiciones de separación, se utilizó una mezcla de estándares 

conteniendo los nucleósidos potencialmente presentes en extractos de ácidos nucleicos (dC, 

5mdC, dG, dA, dT, C, G, 5mC, A, U; 64.5 ng/mL de inyección de cada uno). Aunque G, 

dG, A, dA, U, dT, no son susceptibles al marcaje molecular bajo las condiciones de 

reacción desarrolladas para entidades con residuos citosínicos y tampoco son detectadas a 

las longitudes de onda de excitación/emisión de 306/378 nm, estos compuestos fueron 

incluidos para simular la composición de muestras reales de ácidos nucleicos. Se evaluó la 

separación de los compuestos derivatizados explorando sistemáticamente diferentes 

temperaturas de separación, columnas de fase inversa y las fases móviles. De acuerdo con 
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reportes previos, se emplearon diferentes proporciones de ácido trifluoroacético, agua, 

acetonitrilo y metanol como fases móviles. Para lograr la resolución de las señales 

analíticas hasta la línea base así como obtener tiempos de retención razonablemente cortos, 

se utilizó la columna monolítica Ascentis Express C18. Las condiciones finales son las 

siguientes. Antes introducir las muestras derivatizadas al sistema cromatográfico, éstas 

fueron diluidas 1:1 con TFA al 0.4%  y el volumen de inyección se ajustó de 1 a 20 µL.  La 

separación se llevó a cabo a 30 °C, con un flujo total de 0.35 mL/min, utilizando la 

columna Ascentis Express C18 de Supelco (150x3 mm, 2.7 µm) y pre-columna C18 de 

Phenomenex; utilizando cuatro fases móviles A (agua), B (acetonitrilo), C (ácido 

trifluoroacético al 0.4%) y D (metanol); con el siguiente gradiente: 0 a 2 min 62% A, 5% B, 

13% C,  20% D ; 2 a 9 min 49% A, 10% B, 13% C, 28% D; 9 a 13 min 47% A, 12% B, 

13% C, 28% D; 13 a 16 min 12% A, 15% B, 13% C, 60% D. La detección se llevó a cabo 

utilizando las longitudes de onda de excitación/emisión de 306/378 nm, respectivamente. 

  

En la figura 13 se muestran seis cromatogramas sobrepuestos que corresponden a 

cada uno de los niveles de concentración para C, dC, 5mC y 5mdC. En dicho 

cromatograma, se puede apreciar la separación hasta la línea base de los cuatros 

compuestos fluorescentes dentro de un tiempo de 18 minutos con el orden de elución C, 

dC, 5mC y 5mdC (como productos derivados de la reacción con 2-bromoacetofenona).  

 

Para los cuatro derivados se obtuvieron factores de retención de 5.2, 6.1, 6.4 y 7.3, 

respectivamente y la pureza del pico cromatográfico obtenida para cada uno ellos fue 

mayor a 0.9997 (λexc = 306 nm, λem 320 – 450 nm). También, se hace notar en el 

cromatograma, que no se detectaron otros picos cromatográficos dependientes de la 

concentración confirmando la selectividad del procedimiento de marcaje y detección 

dirigidos hacia los compuestos con residuos citosínicos. 
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Figura 13. Cromatogramas obtenidos con el procedimiento HPLC-FLD propuesto 

en este trabajo: soluciones de calibración conteniendo C, dC, 5mC y 5mdC derivatizadas, 

así como los nucleósidos no derivatizados U, G, dG, dT, A, dA; cada uno de ellos en seis 

niveles de concentración 0, 1.61, 3.22, 16.1, 64.5 y 161 ng/mL. 

 
VII.2.3.3. Procedimiento de calibración de C, dC, 5mC y 5mdC 

derivatizadas y evaluación de sus parámetros. 

 
 

Para evaluar los parámetros de calibración, para cada compuesto el intervalo de 

concentración fue de 1.61 a 645 ng/mL (inyectado en la columna, figura 14) y las funciones 

de regresión linear fueron obtenidas en base al área de pico cromatográfico. Como se puede 

apreciar en la tabla 3, se obtuvieron tiempos de retención con una reproducibilidad 

aceptable para los cuatro compuestos, con desviaciones estándar relativas que no exceden 

el 0.25%. De acuerdo con las pendientes de las funciones de regresión lineal, se observaron 

pequeñas diferencias indicando un cambio sutil en la sensibilidad para los cuatro derivados, 

en donde dicha pendiente es ligeramente menor para 5mC, 5mdC. Lo anterior puede ser 

efecto del cambio de composición de la fase móvil en la elución de cada compuesto, o la 
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presencia o no del grupo metilo. Para el intervalo de calibración de 1.61 a 645 ng/mL (de 

inyección) de C, dC, 5mC y 5mdC derivatizadas, la linealidad de las funciones de regresión 

fue excelente (R2>0.9999).  

 
 

 
 

Figura 14. Esquema de preparación de las soluciones de calibración y la 

concentración final de cada compuesto. 

 
Cabe señalar que se puede extender el intervalo de calibración, ya que para 

concentraciones más altas (>645 ng/mL de inyección) se puede programar de manera 

apropiada la ganancia del fotomultiplicador. Los límites de detección logrados se 

encuentran dentro del intervalo de 14.4 a 22.7 femtomoles inyectados en columna y los 

coeficientes de variación obtenidos para cinco inyecciones de las soluciones de mezcla de 
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155µµµµL 
↓↓↓↓

323 ng/mL

10µµµµL
↓↓↓↓
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estándares de C, dC, 5mC, 5mdC derivatizadas fueron de 2.99 a 3.36% para 1.61 ng/mL de 

inyección, y 0.81 a 0.89% para  323 ng/mL de inyección. Estos resultados indican que el 

procedimiento desarrollado en este trabajo permite la determinación selectiva y sensible de 

compuestos con residuos citosínicos presentes en hidrolizados de ácidos nucleicos para 

determinar el grado de metilación global en ADN, así como su viable aplicación para 

determinar C y 5mC. 

 

Tabla 3. Parámetros analíticos evaluados en el proceso de calibración de C, dC, 

5mC y 5mdC derivatizadas con 2-bromoacetofenona en el procedimiento de HPLC-FLD 

propuesto. 

 

Parámetro C dC 5mC 5mdC 

Tret±DE, mina 11.78±0.03 13.55±0.02 14.18±0.02 16.03±0.02 

K 5.2 6.1 6.4 7.3 

Función de calibraciónb A=332.7c+0.5 A=325.7c+0.6 A=312.8c+0.7 A=301.3c+0.1 

Error estándar de la 
pendiente 

1.74 1.99 2.09 1.89 

Error estándar del 
intercepto 

2.7 3.1 3.3 2.9 

R2 0.99997 0.99993 0.99995 0.99994 

Función de calibraciónc A=1.368C+0.002 A=1.433C+0.003 A=1.216C+0.003 A=1.249C+0.001 

LD, ng/mL 0.24 0.25 0.29 0.38 

LD, femtomol 14.40 15.30 16.60 22.70 

CV, % (1.61 ng/mL) 3.30 3.25 3.36 2.99 

CV, % (323 ng/mL) 0.82 0.89 0.82 0.81 
aTret±DE: tiempo de retención con su respectiva desviación estándar (n=5); K=factor de retención; función de 

calibración: regresión lineal que relaciona la concentración de la solución inyectada con la correspondiente 

área de pico (A); LD: límite de detección basada  en S/N=3, expresada como ng/mL de inyección o femtomol 

inyectados en la columna; CV: coeficiente de variación para n=5. bc: ng/mL. cC:nM. 

 

En estudios recientes, en que se utiliza HPLC acoplado a detector de espectrometría 

de masas en modo de monitoreo de reacciones múltiples, se reportó que con 4 ng de ADN 

es suficiente para detectar 0.16% de metilación (basado en la relación señal/ruido=3). Si 

concebimos una estimación similar, de acuerdo con el límite de detección logrado en este 

trabajo para 5mdC (0.38 ng/mL de inyección o 1.58 nM) y la concentración mayor de dC 

utilizada en el proceso de calibración (645 ng/mL de inyección o 2.84 µM), el porcentaje 
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más bajo que se puede lograr con el procedimiento propuesto puede ser de 0.06% a partir 

de 80 ng de ADN. De acuerdo con lo anterior, la detección de 0.15% de metilación en el 

ADN se puede obtener a partir de 27 ng de muestra. Esto indica la factibilidad de este 

procedimiento para determinar el grado de metilación global en nano-muestras de ADN. 

 

En principio, el grado de metilación en ADN debe evaluarse con base a la 

cuantificación de 5mdC y dC (funciones de regresión linear presentadas en la tabla 3) 

utilizando la relación molar 5mdC/(5mdC + dC)*100%. Por otro lado, si el sistema de 

detección provee la misma sensibilidad independientemente de la identidad de cada 

compuesto, no se requiere calibración externa y por lo tanto el porcentaje de metilación de 

ADN podría ser obtenido directamente de la relaciones del área del pico cromatográfico  

A5mdC/(A5mdC+AdC)*100, como ha sido demostrado en la separación de desoxinucleótidos 

monofosfato por HPLC y monitoreando el isotopo 31P mediante su ionización por plasma 

acoplado inductivamente con detección de espectrometría de masas atómica [131]. Otra 

manera de estimar el nivel de metilación global en el ADN, consiste en graficar la señal 

analítica de 5mdC/dG contra su porcentaje de relación molar (se utiliza dG por ser el 

desoxinucleósido complementario de los que contienen la entidad de citosina). Como la 

sensibilidad de detección del procedimiento propuesto no es idéntica para 5mdC y dC (en la 

tabla 3 se muestra que las pendientes de las funciones de regresión lineal en proceso de 

calibración son ligeramente diferentes para ambos compuestos) y dG no se derivatiza con 

2-bromoacetofenona y no se detecta por espectrofluorometría, se diseñó otra manera de 

calibración para determinar el grado de metilación global en ADN. Para determinar el 

grado de metilación en ADN con el procedimiento desarrollado en este trabajo, se preparó 

una serie de soluciones con conocida relación molar dC/5mdC (Rm) y su relación de áreas 

de pico cromatográfico fue utilizada como modo de señal analítica (S=AdC/A5mdC). Para 

cada punto de calibración, se utilizaron dos soluciones con diferente concentración de dC y 

5mdC pero con relación molar idéntica y se analizaron por triplicado. El promedio de los 

valores de la S obtenidos en las seis determinaciones no excedió el 1% de desviación 

estándar relativa. Para dicho proceso de calibración se obtuvo la función de regresión lineal 

S=1.0729Rm+0.1721 (figura 15) con un factor de correlación lineal R2=0.9999 y el 

porcentaje global de metilación de ADN fue calculado como [1/(1+Rm)]*100%. El 
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intervalo de calibración (Rm 210 a 4.26) correspondió a los valores de citosinas metiladas 

de 0.47 a 19% (tabla 4). 

 

Figura 15. Función de regresión lineal que relaciona las áreas de pico  dC/5mdC 

con su relación molar dC/5mdC obtenida en el proceso de calibración. 

 
 

Tabla 4. Soluciones de calibración utilizadas para el análisis del porcentaje de 

metilación en ADN por HPLC-FLD. 

dC, nM 5mdC, nM dC/5mdC % de metilación 

2840 13.50 210.37 0.47 

1420 6.67 212.89 0.47 

709 6.67 106.30 0.93 

1420 13.50 105.19 0.94 

709 13.50 52.52 1.87 

2840 66.70 42.58 2.29 

284 6.67 42.58 2.29 

1420 66.70 21.29 4.49 

284 13.50 21.04 4.54 

2840 133.40 21.29 4.49 

70.9 6.67 10.63 8.60 

709 66.70 10.63 8.60 

1420 267.00 5.32 15.83 

709 133.40 5.31 15.84 

70.9 13.50 5.25 16.00 

2840 667.00 4.26 19.02 

284 66.70 4.26 19.02 

y = 1.0729x + 0.1721
R2 = 0.9999
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VII.2.3.4. Análisis de muestras reales por HPLC-FLD 

 
El procedimiento propuesto en este trabajo primero se utilizó para evaluar su 

capacidad de determinar el porcentaje de citosinas metiladas en muestras de 25 a 200 ng de 

ADN estándar de salmón. En la figura 16A se presentan los cromatogramas obtenidos para 

tres cantidades diferentes de ADN, y en la figura 16B se muestra la respectiva área de pico 

cromatográfico para 5mdC así como el porcentaje de metilación para cada cantidad de 

ADN. De acuerdo con tres réplicas independientes de cada muestra, el porcentaje de 

metilación para 25, 50, 100 y 200 ng de ADN fue de 6.942±0.188, 6.984±0.016, 

6.942±0.001 y 6.957±0.006, respectivamente, confirmando el potencial de este novedoso 

procedimiento para el análisis de metilación en nano-muestras de ADN. 

 
Figura 16. Análisis de ADN de salmón hidrolizado hasta nucleósidos mediante el 

procedimiento HPLC-FLD: A) cromatogramas de obtenidos a partir de 25 (---), 50 (___) y 

100 (__ __ __) ng de ADN (el cromatograma del blanco se muestra en línea punteada); B) 

áreas pico calculadas de 5mdC y el porcentaje de metilación global de ADN (con sus 

respectivas desviaciones estándar de tres determinaciones independientes) obtenidas de 25, 

50 y 100 ng de ADN. 
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Es procedimiento se aplicó en hidrolizados de extractos de ácidos nucleicos de 

berros (L. sativum), de gusano de tierra y de sangre humana obtenidos con el protocolo de 

extracción y digestión de ácidos nucleicos que se describe en la primera sección de 

resultados. Como se estableció que la reacción de derivatización es selectiva para 

compuestos que contienen citosinas, así como es posible obtener la separación satisfactoria 

de los derivados fluorescentes de C, dC, 5mC y 5mdC, no fue necesario eliminar el ARN 

que comúnmente se encuentra presente en extractos de ácidos nucleicos de muestras reales. 

 

En la figura 17 se muestra el cromatograma de los nucleósidos obtenidos a partir de 

la digestión enzimática de ácidos nucleicos de planta (aproximadamente 25 ng de ADN), en 

donde se observa claramente la elución de C, dC, 5mC y 5mdC (como entidades 

derivatizadas). Como se puede observar, el ARN no fue eliminado durante el tratamiento de 

las muestras, pero la resolución hasta línea base de los cuatro compuestos permitió 

claramente evaluar el grado de metilación en ADN evitando posibles interferencias del 

ARN. En la misma figura se muestra el cromatograma del mismo extracto de la planta  

después de la adición de estándar (64,5, 16.1, 1.61, 1.61 ng/mL de inyección de C, dC, 

5mC y 5mdC, respectivamente) y de la evaluación del porcentaje de recuperación se 

obtuvieron los siguientes resultados: 99.5, 97.4, 97.0 y 95.6% para C, dC, 5mC y 5mdC, 

respectivamente. En la tabla 5, se resumen los resultados del porcentaje metilación en ADN 

de las muestras analizadas. Como se puede observar, los dos procedimientos de calibración 

descritos anteriormente (1: dos funciones de calibración para dC y 5mdC y 2: una función 

de calibración relacionando el área de pico cromatográfico dC/5mdC contra su relación 

molar) proporcionaron prácticamente los mismos resultados, confirmando la confiabilidad 

del nuevo, simplificado proceso de calibración. Para fines comparativos, las muestras 

fueron analizadas por el procedimiento HPLC-DAD anteriormente descrito [113]. En este 

caso, son separados y detectados los nucleósidos presentes en hidrolizados obtenidos a 

partir de altas cantidades de ácidos nucleicos (> 10 µg), lo anterior debido a la relativa baja 

sensibilidad del detector de arreglo de diodos respecto al detector FLD. En la comparación 

de los resultados obtenidos mediante el procedimiento recientemente mencionado y el 

propuesto en este trabajo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

(ANOVA, p<0.05). 



47 
 

 

 
Figura 17. Cromatogramas obtenidos por el procedimiento propuesto de HPLC-

FLD correspondiente a hidrolizados de ácidos nucleicos obtenidos de L. sativum (sin 

exponer a cadmio) sin (__) y con (---) adición de estándares de C, dC, 5mC, 5mdC (64.5, 

16.1, 1.61 y 1.61 ng/mL, respectivamente). 

 

Es importante mencionar que los porcentajes de metilación global encontrados en el 

ADN estándar de salmón en este trabajo (por detección espectrofotométrica de nucleósidos 

y detección espectrofluorimétrica de C, dC, 5mC, 5mdC derivatizadas) concuerdan con los 

resultados obtenidos de la separación por cromatografía de líquidos y detección de 

nucleótidos monofosfato monitoreando 31P por espectrometría de masas atómica [131]. El 

valor de porcentaje de metilación en ADN obtenidos con el procedimiento propuesto a 

partir de sangre periférica humana de un voluntario sano fue de 3.74%, el cual está dentro 

del intervalo de 2 a 7% que típicamente se ha reportado para mamíferos [127]. 

 

0

80

40

60

3 6 9 12 15 18 

20

Tiempo, min

F
lu

or
es

ce
nc

ia
C

dC

5mC 5mdCλλλλexc=306nm
λλλλem=378nm

0.5

1.0

1.5

14 15 16

2.0



48 
 

Tabla 5. Porcentaje de metilación del ADN evaluado en diferentes tipos de 

muestras biológicas utilizando el procedimiento propuesto de HPLC-FLD y por el 

procedimiento establecido HPLC-DAD[113]. 

Muestras 

Metilación global de ADN ± SD, % (n = 3) 

HPLC-FLD 
HPLC-DAD 

1a 2b 

ADN purificado del Salmón 6.98 ± 0.02 6.94 ± 0.01 7.01 ± 0.04 

L. sativum control 14.60 ± 0.02 14.62 ± 0.02 14.59 ± 0.03 

L. sativum expuesto a Cd(II) 12.23 ± 0.02 12.22 ± 0.02 12.21 ± 0.03 

Sangre humana 3.75 ± 0.03 3.73 ± 0.02 3.74 ± 0.03 

Lombrices de tierra 3.36 ± 0.05 3.35 ± 0.04 3.37 ± 0.06 

a Calculado utilizando las funciones de calibración de los dos compuestos (relación molar 5mdC/[5mdC+dC]) 

(tabla 3). b Calculado utilizando la función de calibración simplificada (relación entre las áreas de pico de 

dC/5mdC contra su relación molar) (figura 15). 

 
Por otro lado, está bien establecido que los patrones de citosinas metiladas en el 

ADN de plantas están en el intervalo del 6 al 30%, el cual concuerda con los resultados 

obtenidos en este trabajo para L. sativum (14.6%) [55, 162]. Como se ha reportado que la 

exposición de plantas a cadmio está asociada con la hipometilación del ADN, también se 

utilizó este novedoso procedimiento para evaluar el grado de metilación del ADN de L. 

sativum desarrolladas en ausencia y presencia de cadmio (0.5 mg/L de Cd(II) obtenido a 

partir de cloruro de cadmio) [163]. Como se puede observar en la tabla 5, se encontró la 

disminución significativa del porcentaje de metilación en el ADN de berros expuestos a 

cadmio con respecto a los berros control (12.2 y 14.6%, respectivamente). Esto confirma la 

factibilidad del procedimiento propuesto para evaluar la metilación global en el ADN de 

organismos expuestos a diversas condiciones ambientales. 

 

Los resultados obtenidos en el análisis de hidrolizados de ácidos nucleicos (de 

diferentes organismos) mediante el procedimiento HPLC-FLD, demostró que este 

parámetro se puede determinar a partir de micromuestras de ADN, además, no se necesita 
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eliminar el ARN gracias a la separación de los compuestos hasta línea base. Por otro lado, 

el procedimiento también permite obtener la relación molar entre 5mC y C, lo que sugiere 

que en una sola corrida de la muestra, se podría determinar el grado de metilación global en 

el ARN y el ADN. Para obtener información de relevancia biológica en ácidos 

ribonucleicos, es necesario utilizar protocolos enfocados a la extracción específica de 

distintos tipos de ARN. 

 

VII.2.3.5. Conclusiones 

 

En este proyecto se desarrolló un nuevo procedimiento confiable, selectivo y 

sensible para la determinación del grado de metilación global en ADN en micromuestras, 

basado en la derivatización selectiva de entidades citosínicas con 2-bromoacetofenona, su 

separación por cromatografía en fase inversa y detección espectrofluorimétrica. El estudio 

de las condiciones de derivatización, de detección y de las condiciones cromatográficas; 

permitió obtener límites de detección en columna para citidina, 2’-desoxicitidina, 5-

metilcitidina, y 5-metil-2’-desoxicitidina en el intervalo de 14.4  22.7 femtomoles. La 

reacción de derivatización se lleva a cabo directamente en los viales del automuestreador, 

dado que la señal analítica de los compuestos derivatizados fue estable por al menos tres 

días y la separación cromatográfica se logró en 18 minutos, alrededor de 100 muestras 

pueden correrse en paralelo haciendo este procedimiento atractivo para largas series de 

muestras. Se estimó que el mínimo porcentaje de metilación detectado por el procedimiento 

es 0.06% utilizando 80 ng de ADN. La cuantificación fue llevada a cabo mediante una 

función de regresión linear que relaciona las áreas pico de AdC/A5mdC con la relación molar 

(Rm) presente en las soluciones de calibración. El porcentaje de metilación fue calculado 

como [1/(1 + Rm)]*100%. Los resultados obtenidos con este procedimiento HPLC-FLD a 

partir de micromuestras, coincidieron con aquellos reportados previamente con el 

procedimiento menos sensible y menos selectivo hacia entidades citosínicas, HPLC-DAD, 

que utiliza de 1 a 10 µg de ADN. Además, los resultados obtenidos del ADN de muestras 

biológicas indican la utilidad de este nuevo procedimiento en estudios enfocados en el 

potencial efecto de factores ambientales sobre los patrones de metilación en ADN de 

diferentes organismos. Finalmente, este procedimiento podría ser aplicado en la evaluación 
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de la metilación de ARN, después de la su extracción selectiva para obtener información 

específica para cada tipo de ARN. 
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VII.3. Avances metodológicos en el análisis de metilación en el C5 de la citosina 

de ARN 

 

VII.3.1. Introducción 

 

En las bases que conforman el ARN se han encontrado alrededor 100 

modificaciones covalentes, siendo una de ellas la adición del grupo metilo en el C5 de la 

citosina [137, 164]. Esta modificación relativamente abundante ha sido caracterizada en 

diferentes tipos de ARN entre los que se incluye el de transferencia, el mensajero, el 

ribosomal y pequeños no codificadores y, aunque se han planteado posibles papeles 

biológicos para esta modificación, su función celular no ha quedado clara [146]. Estudios 

llevados a cabo en diferentes sistemas biológicos han demostrado que las metiltransferasas 

de ADN y ARN participan en la formación de la 5mC [165]. Por otro lado, la metilación de 

ADN dirigida por ARN ha sido ampliamente estudiada y está particularmente asociada a la 

repuesta de los organismos al estrés abiótico [166-168]. Algunos autores especulan que la 

5mC juega un papel importante en la regulación epigenética [154]; también se ha 

observado la variación de los patrones de 5mC en ARN de transferencia en hongos 

sometidos a diferentes ambientes nutricionales [169]. En resumen, los avances en el campo 

de la epigenética revelan la importancia de distintos tipos de ARN en la metilación de 

ADN, y en particular, se sugiere que la metilación de ARN tiene una influencia en la 

modulación de la información genética [146].  

 

Estos hallazgos y las hipótesis han despertado el interés en la determinación tanto 

específica como global de la 5mC en ARN [147, 155]. Sin embargo, para evaluar una 

posible conexión entre la metilación de ADN y ARN es necesario llevar a cabo un análisis 

simultáneo de ambas modificaciones. En este sentido, con el establecimiento del 

procedimiento cromatográfico del apartado anterior, en que la 2-bromoacetofenona es 

utilizada para el marcaje molecular pre-precolumna de entidades citosínicas (dC, 5mdC, C 

y 5mC) presentes en hidrolizados de ácidos nucleicos, su separación por cromatografía en 

fase inversa y detección fluorimétrica; es posible obtener el grado de metilación global de 

ADN y ARN en una sola corrida cromatográfica. Por ello, este apartado está dedicado a 
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explorar y demostrar que el procedimiento HPLC-FLD arroja información de relevancia 

biológica. Como se sabe que el estrés abiótico afecta a la metilación del ADN y además 

existen reportes en que el estrés ambiental afecta el perfil de modificaciones covalentes en 

ARN (incluyendo la 5mC) [138], se utilizaron cultivos hidropónicos de L. sativum los 

cuales después de crecer durante 5 días, fueron expuestos durante una semana a diferentes 

concentraciones de iones Cd(II) y Se(IV). 

 

VII.3.2. Objetivo específico 

 

Demostrar que el procedimiento HPLC-FLD desarrollado en el apartado anterior 

permite cuantificar el grado de metilación global tanto en ADN como ARN en una sola 

corrida de muestra y que este análisis proporciona información biológica relevante. 

 

VII.3.3. Resultados y discusión 

 

El procedimiento de extracción de ADN (descrito en el primer apartado de 

resultados y denominado Método 1 en esta sección) propuesto por Aljanabi y Martínez 

[157] provee también una cantidad importante de ARN. Es por ello que en esta sección 

utilizamos dicho protocolo para demostrar que la determinación simultánea de metilación 

global en ADN y ARN en un solo extracto de muestra utilizando el procedimiento HPLC-

FLD desarrollado, provee resultados de importancia biológica. Para demostrar esto, es 

necesario examinar si el ARN co-extraído con el ADN, es representativo del ARN total 

presente en la muestra biológica. Para esto se utilizó el reactivo comercial TRIzol que es 

selectivo para la purificación de ARN total (Método 2). El protocolo de extracción con 

TRIzol consiste en homogenizar de 50 a 100 mg de tejido fresco en nitrógeno líquido, 

después la muestra es transferida a un tubo de 1.5 mL conteniendo 1 mL de reactivo 

TRIzol, se homogeniza por pipeteo y se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Al 

homogenado anterior se le agregan 200 µL de cloroformo, se homogeniza por pipeteo, se 

incuba 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga (12000 xg, 15 minutos, 4 °C). El 

sobrenadante (aproximadamente 500 µL) es recuperado en un tubo de 1.5 mL, se le 

adiciona 1 volumen de isopropanol, se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos y 
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se centrifuga (12000 xg, 10 minutos, 4 °C). El sobrenadante se elimina y la pastilla es 

lavada con etanol al 70% v/v, secada y reconstituida en 50 µL de agua desionizada. Para 

cada muestra se obtuvo el espectro de adsorción de ultravioleta en un intervalo de 220 a 

400 nm y se evaluaron que las relaciones de absorbancia A260/A280 fueran igual o superiores 

a 1.9. Los extractos obtenidos se almacenan a – 20 °C hasta su análisis [170].  

 

VII.3.3.1. Análisis de metilación total en ARN. 

 

Los parámetros analíticos obtenidos para citidina y 5-metilcitidina en el intervalo de 

concentración de 1.6 a 645 ng/mL de cada compuesto (6.62 nM – 2.65 µM para C y 6.25 

nM – 2.51 µM para 5mC) están reportados en el apartado anterior (tabla 3). El porcentaje 

de 5mC puede ser calculado utilizando la formula C5mC/(C5mC+CC) x 100%, en donde C5mC 

y CC corresponden a la concentraciones molares de los compuestos inyectados. Para evitar 

la tediosa cuantificación de C y 5mC, se llevó a cabo una simplificada calibración (figura 

18) de manera similar como se describió previamente para el porcentaje de 5mdC [171]. 

Como en estudios preliminares del grupo de trabajo se observaba que el porcentaje de 5mC 

está por debajo de 1%, las soluciones de calibración se prepararon para cubrir un porcentaje 

de 5mC de 0.47% a 2.37%. Específicamente, se obtuvieron los cromatogramas de las 

soluciones conteniendo diferentes relaciones molares de C con respecto a 5mC (Valores de 

RRNA desde 210.5 a 41.25), y la relación entre las respectivas áreas de pico fue utilizada 

como el modo de señal analítica (SRNA = AC/A5mC). Para cada punto de calibración, se 

prepararon dos soluciones con diferente concentración de C y 5mC pero con idéntica 

relación molar y cada uno fue analizado por triplicado (figura 18). El valor promedio de 

RRNA obtenido de seis corridas cromatográficas fue tomado como señal analítica, y la 

desviación estándar relativa no excedió el 1.5%. Se obtuvo la función de regresión linear 

SRNA = 1.068 RRNA + 2.252 un R2 = 0.9999 (figura 19) y el porcentaje de 5mC fue calculado 

como [1/(1+RRNA)] x 100%. En la figura 20 se presentan los típicos cromatogramas 

correspondientes a tres soluciones de calibración conteniendo 0.95, 1.42 y 1.89% de 5mC, 

los cuales están gráficamente normalizados con respecto a C para visualizar la variación de 

5mC. 

 



 

Figura 18. Preparación de sol

en ARN total. 

 

soluciones de calibración para determinar el porce
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Figura 19. Función de regresión linear  para determinar el porcentaje de 5mC. 

 

 
Figura 20. Cromatogramas HPLC-FLD normalizados con respecto a C, 

correspondientes a soluciones de calibración de 0.95 (---), 1.42 () y 1.89% (−−−)  de 

5mC. 
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 Se utilizaron los métodos de extracción 1 y 2 para obtener dos muestras de cada una 

de las nueve condiciones de exposición (0.2, 0.5, 1 y 2 mg/L de Se(IV); 0.5, 1, 2 y 5 mg/L 

de Cd(II) y el control) de L. sativum. La diferencia de selectividad de los métodos de 

extracción de ácido nucleicos se pueden observar en las figuras 21 y 22, donde se presentan 

los cromatogramas obtenidos para el control y berros expuestos a 1 mg/L de Se(IV). En la 

figura 21, que corresponde a los extractos de ARN total con TRIzol (método 2), se observa 

la elución de los nucleósidos derivatizados C y 5mC, mientras que dC y 5mdC no son 

detectados (<LD). Por otro lado, en la figura 22 se muestran los cromatogramas obtenidos 

de extractos obtenidos con el método 1; en estos cromatogramas se observa la elución de 

los derivados de C, dC, 5mC y 5mdC, confirmando la co-extracción de ADN y ARN. En la 

tabla 6 se muestran los porcentajes de 5mC obtenidos para las nueve condiciones de cultivo 

de los berros, como se puede observar, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre los resultados obtenidos entre ambos métodos de extracción (test t, 

p<0.05). Estos resultados indican que el ARN co-extraído junto con el ADN (método 1) es 

representativo del ARN total presente originalmente en la muestra (método 2). 

 
Figura 21. Cromatograma HPLC-FLD correspondiente a extractos de ARN total de 

plantas obtenidos con TRIzol: control () y expuestos a 1 mg/L de Se(IV) (---). 
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Figura 22. Cromatogramas HPLC-FLD de muestras de planta control () y 

expuesta a 1 mg/L de Se(IV) (---), extraídas con el método 1 (ADN + ARN): a) 

normalizados con respectos a C para visualizar metilación de ARN; b) normalizados con 

respecto a dC para visualizar la metilación de ADN. 
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Tabla 6. Porcentajes de 5mC evaluados en plantas utilizando los dos métodos de 

extracción y el procedimiento HPLC-FLD (tres replicas independientes). 

 

Muestra 
 

Método 1 
 

Método 2 
 

Prueba t 

  
% 5mC 

  
% 5mC 

  
p  

    promedio SD   promedio SD     

Control 
 

0.878 0.030 
 

0.904 0.024 
 

0.31 

0.2 mg/L Se 
 

0.782 0.022 
 

0.799 0.028 
 

0.45 

0.5 mg/L Se 
 

0.745 0.016 
 

0.752 0.018 
 

0.64 

1.0 mg/L Se 
 

0.693 0.018 
 

0.727 0.016 
 

0.07 

2.0 mg/L Se 
 

0.647 0.017 
 

0.674 0.024 
 

0.19 

0.5 mg/L Cd 
 

0.748 0.033 
 

0.775 0.033 
 

0.37 

1.0 mg/L Cd 
 

0.744 0.210 
 

0.767 0.018 
 

0.22 

2.0 mg/L Cd 
 

0.728 0.023 
 

0.764 0.017 
 

0.09 

5.0 mg/L Cd   0.779 0.019   0.773 0.014   0.68 

 

 

 Es importante resaltar que en ningún momento se intentó lograr la extracción 

cuantitativa de los ácido nucleicos a partir de la muestra, de hecho se obtuvieron distintas 

cantidades entre cada replica y cada muestra. En la tabla 7 se presentan las cantidades 

estimadas de ADN y ARN obtenidas en cada extracto. La cantidad total de ácidos nucleicos 

(ADN + ARN) se cuantificó a partir de los valores de absorbancia de los extractos a 260 

nm. La contribución relativa del ADN y ARN fue estimada de las relaciones de los picos 

cromatográficos (C+5mC)/(dC+5mdC) obtenidas en el análisis en cada extracto. Como se 

observa en la tabla 7, para el método de extracción 1 se obtuvieron de 70 a 600 ng de ácidos 

nucleicos por mg de biomasa, mientras que para el método 2 se extrajo de 130 a 600 ng de 

ARN total. La consistencia de los resultados de metilación en ARN presentados en la tabla 

6 señala que no se requiere de un procedimiento riguroso en términos de extracción de 

ácidos nucleicos. En otras palabras, cada porción extraída es representativa para el ARN 

total en la muestra, puesto que los porcentajes de metilación no dependen del rendimiento 

de extracción. 
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Tabla 7. Cantidades de ADN y ARN estimadas en cada extracto. 

Muestra Método de extracción 1 

Método de extracción 

2 

ARN, µg/50 µL ADN, µg/50 µL ARN total, µg/50 µL 

Control 38 13 19 

0.2 mg/L Se 36 7.2 17 

0.5 mg/L Se 47 16 13 

1.0 mg/L Se 23 16 19 

2.0 mg/L Se 20 12 19 

0.5 mg/L Cd 14 15 19 

1.0 mg/L Cd 24 18 20 

2.0 mg/L Cd 9.2 9.5 27 

5.0 mg/L Cd 1.5 6.1 20 

 

VII.3.3.2. Análisis de metilación global en ADN y ARN total. 

 

Una vez demostrado que el ARN co-extraído con el ADN es representativo del 

ARN total en las muestras de berros, el método 1 se utilizó para los análisis subsecuentes. 

Se suplementó el medio de cultivo para exponer a los berros a las concentraciones de Cd(II) 

(0.5-5.0 mg/L de cadmio como cloruro de cadmio) y Se(IV) (0.2-2.0 mg/L de selenio como 

selenito de sodio) con la intención de estimular el estrés abiótico sin destruir los procesos 

vitales activos del sistema biológico [156, 172, 173]. La metilación global en ADN y en 

ARN total fue evaluada mediante el procedimiento HPLC-FLD con la calibración 

simplificada, de acuerdo con las soluciones de calibración que contenían los cuatro 

estándares C, dC, 5mC y 5mdC simulando los porcentajes de metilación de 0.47-2.37 para 

ARN y 0.47 a 19.05 para ADN. En la figura 23 se muestran los cromatogramas 

representativos de estas soluciones de calibración. 
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Figura 23. Cromatogramas HPLC-FLD para las soluciones de calibración utilizadas 

para la evaluación simultánea de metilación global en ADN y ARN total: a) cromatogramas 

normalizados con respecto a C para visualizar la metilación en ARN (0.95, 1.42 y 1.89% de 

5mC); b) cromatogramas normalizados con respecto a dC para visualizar la metilación en 

ADN (9.47, 14.25 y 19.05% de 5mdC). 
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 Los resultados obtenidos con este procedimiento HPLC-FLD, indican la factibilidad 

de este procedimiento para evaluar simultáneamente la metilación global en ADN y ARN 

total a partir de una muestra en una sola corrida cromatográfica. 

 

 Los resultados obtenidos para L. sativum expuesta a diferentes concentraciones de 

Se(IV) y Cd(II) se muestran en la figura 24. En las plantas control, se encontró un 

porcentaje de metilación global en ADN de 14.42±0.15%, como se reportó anteriormente 

[171]. Como se muestra en la figura 24 a) y c), se encontró que la metilación global de 

ADN en berros expuestos a estrés abiótico, se incrementó con respecto al control, 

específicamente en los intervalos de concentración de 0.2-1.0 mg/L para Se(IV) y 0.5-2.0 

mg/L para Cd(II); sin embargo, para concentraciones más elevadas (2.0 mg/L y 5.0 mg/L  

para selenio y cadmio, respectivamente) este biomarcador epigenético decreció.  Los 

resultados obtenidos parecen sustentar estudios previos donde las divergencias en la 

metilación global en diferentes especies de plantas dependen específicamente del estímulo 

ambiental [174, 175]. Para cadmio, se reportó hipometilación de ADN en plántulas crecidas 

hidropónicamente en presencia de Cd(II) (por debajo de 40 mg/L) durante dos semanas, 

mientras que en el presente estudio, se observó una tendencia de decremento en la 

metilación de ADN incluso en presencia de más bajas concentraciones del ion estresante 5 

mg/L de Cd(II). Por otro lado, utilizando concentraciones similares de cadmio, comparables 

con las de este trabajo (< 5 mg/L) y relativos cortos tiempos de exposición (< 4 días), se 

reportó un incremento de la metilación de ADN en Posidonia oceánica con respecto al 

cultivo control [174]. Por otro lado, el Se(IV) utilizado en este estudio, es considerado 

benéfico para el crecimiento de las plantas y puede actuar como antagonista de metales 

pesados, pero también se han reportado sus efectos fitotóxicos [172]. De acuerdo con otros 

autores [175] y en base a nuestros propios resultados presentados en la figura 24, el 

incremento de la metilación en el ADN de los berros sucede a exposiciones de bajas 

concentraciones de selenio y cadmio sugiriendo la activación de mecanismos de defensa, 

mientras que a concentraciones más elevadas de estos elementos (2.0 mg/L de Se(IV) y 5.0 

mg/L de Cd(II)), los efectos fitotóxicos se manifiestan por la pérdida de la metilación en el 

ADN. 
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 Los resultados obtenidos de metilación global para ARN total se presentan en la 

figura 24 b) y d). En las plantas control se encontró un valor de 0.88±0.03%, mientras que 

los berros expuestos a Se(IV) o Cd(II) presentan un decremento de metilación dependiente 

de la concentración de estos elementos (excepto para 5 mg/L de Cd(II)). Los eventos de 

metilación/desmetilación en el carbono cinco de la citosina en secuencias han sido 

detectados en varios tipos de ARN [146, 174], sin embargo, no se encontraron en la 

literatura reportes de valores de porcentaje de metilación en ARN total. En otro análisis que 

utiliza el método de secuenciación basado en bisulfitos, la desmetilación en ARN de 

transferencia se observó en el tratamiento de células cancerígenas con azacitidina [176]. La 

azacitidina es un análogo de la citosina, inhibidor de la metilación de ADN y un fármaco 

candidato para terapias anti-neoplásicas; basado en los resultados obtenidos, existe la 

hipótesis de que la hipometilación de ARN de transferencia puede ser una respuesta de 

organismos tratados con azacitidna,  por lo que existe la necesidad de evaluar la metilación 

en ARN como una potencial herramienta molecular en el monitoreo de la respuesta clínica 

[176]. En este sentido, nuestros resultados parecen indicar que la estimulación inducida por 

el ambiente, en particular la exposición a Cd(II) y Se(IV), es capaz de alterar los patrones 

de metilación en ARN total en L. sativum. Como los resultados obtenidos parecían indicar 

que los berros expuestos a Cd(II) o Se(IV) presentan aparentes tendencias de cambios 

opuestas entre el grado de metilación del ADN y del ARN total (figura 24), se hizo un 

análisis estadístico. En los resultados del análisis estadístico se encontró que existe una 

correlación inversa significativa (r = -0.6788, p = 0.031) entre estos dos parámetros en las 

muestras analizadas (figura 25). Los resultados obtenidos parecen concordar con la 

sugerencia de estudios anteriores de que puede haber una relación entre la metilación de 

ADN y ARN en el contexto de la regulación epigenética inducida por factores ambientales 

[146, 147, 154, 155]. 
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VII.3.3.3. Conclusiones 

 

En esta sección se demostró la factibilidad del procedimiento HPLC-FLD, 

desarrollado en el apartado anterior de este proyecto, para evaluar simultáneamente la 

metilación global en ADN y ARN total en un solo extracto de ácidos nucleicos y una sola 

corrida cromatográfica. Por otro lado, los resultados analíticos obtenidos de plantas de L. 

sativum expuestas a diferentes concentraciones de Cd(II) y Se(IV), indican que este 

procedimiento provee información biológica relevante. En particular, la determinación 

global de 5mC en ARN total fue evaluada por primera vez, y se observó el decremento de 

este parámetro en plantas tratadas (con respecto al control) sugiriendo que este parámetro 

puede ser considerado como un potencial y complementario marcador biológico de 

organismos expuestos a estrés abiótico. Además, se encontró una correlación inversa 

estadísticamente significativa entre los resultados de metilación global en ADN y ARN 

total en plantas expuestas a diferentes condiciones que indica una posible conexión entre 

estatus de la metilación en ADN y ARN y sugiere la posible participación de la metilación 

de ARN en la respuesta epigenética al estímulo ambiental en plantas. 
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VII.4. Estudio analítico de otras modificaciones en el C5 de la citosina de ADN 

 

VII.4.1. Introducción 

 

La forma hidroxilada de la 5mdC denominada 5-hidroximetil-2’-desoxicitidina 

(5hmdC), actualmente ha sido designada como la sexta base del ADN [177]. Esta citosina 

modificada en el carbono 5 fue descrita inicialmente en ADN de bacteriófagos [178]. En 

mamíferos, la 5hmdC fue reportada por primera vez en los años 70’s en extractos de ADN 

del sistema nervioso central de roedores [179]. Durante más de treinta años, esta 

modificación no fue un tema de interés y su estudio fue muy limitado. En 2009 Kriaucionis 

y Heintz identificaron y cuantificaron 0.6% de 5hmdC (con respecto a los nucleótidos 

totales presentes en la muestra) en ADN de células de Purkinje mediante LC-MS [180] y el 

estudio de esta citosina modificada se empezó a intensificar debido a su potencial papel 

biológico en eventos epigenéticos.  

 

Al igual que la metilación de ADN, la hidroximetilación de su citosina ha sido 

evaluada de manera global [180-185] y en secuencias específicas [186-188]. Como es de 

esperarse, la detección de 5hmdC en secuencias específicas puede proporcionar 

información para elucidar su participación en eventos epigenéticos. Para la identificación 

de la 5hmdC en los promotores de los genes se han descrito un conjunto de métodos de 

comparación de secuencias previamente tratadas con bisulfitos (BS-Seq) [52], 

secuenciación de ADN previamente tratados con enzimas seguidos de su desaminación con 

bisulfitos [188] (TAB-Seq) y secuenciación de ADN previamente oxidados y tratados con 

bisulfitos (oxBS-Seq) [186, 187], los cuales se resumen en la figura 26. Hoy en día se sabe 

que la BS-Seq se basa en la desaminación selectiva de la dC para dar lugar a la dU, pero no 

es capaz de distinguir entre la 5mdC y la 5hmdC [52, 189, 190]. La TAB-Seq consiste en 

dos modificaciones enzimáticas; la primera consiste en la protección de la 5hmdC mediante 

la �-glucosil transferasa para obtener 5-glucosilmetoxi-2’-desoxicitosina (5gmdC); la 

segunda consiste en la oxidación de la 5mdC hasta 5cadC utilizando exceso de enzimas 

TET; por último el tratamiento con bisulfitos conduce a la desaminación selectiva de la dC 

y la 5-carboximetil-2’-desoxicitosina (5cadC) para obtener dU en ambos casos [188]. La 
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oxBS-Seq consiste en la oxidación química selectiva de la 5hmdC con perrutenato de 

potasio hasta obtener la 5-formil-2’-desoxicitosina (5fdC), la cual al ser tratada con 

bisulfitos se obtiene dU [186, 187]. Cabe señalar que para estas técnicas después de la 

reacción con bisulfitos, se lleva a cabo la amplificación de las secuencias mediante la PCR 

y en lugar de identificar dU en la secuencia, se detecta T. 

 

 

Figura 26. Comparación de los métodos de secuenciación a) oxBS-Seq, b) BS-

Seq y c) TAB-Seq. 

 

En el análisis cuantitativo de 5hmdC en ADN total, destacan las técnicas de 

radiomarcaje glicosídico enzimático específico de la 5hmdC [182], radiomarcaje de 

nucleótidos monofosfato (P
32

) seguido por su separación cromatográfica en capa delgada 

(TLC, por sus siglas en inglés) [191], separación y detección de nucleósidos por HPLC-

DAD [180, 192] y detección por espectrometría de masas LC-MS [180], LC-MS/MS [193], 

de nucleobases mediante LC-MS/MS [194] o HILIC-MS [195]. La 5hmdC se ha reportado 

en una gran variedad de tejidos de mamíferos, entre los cuales destacan con altos niveles 

(0.3 a 0.7%) las células del sistema nervioso central; con niveles intermedios (0.15 a 

0.17%) músculo, pulmón, riñón, corazón y; con niveles bajos (0.03 a 0.06%) hígado, bazo 

y glándulas endócrinas [196]. 

 

Algunos estudios sugieren que los componentes responsables de metilación en el 

ADN actúan diferente en presencia de 5mdC y 5hmdC. En primer lugar, la 5hmdC inhibe 

la metilación de citosinas mediada por la DNMT-1[197], que posteriormente puede 
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interferir en el mantenimiento de la metilación durante la división celular y esto puede 

conducir a la desmetilación pasiva dependiente de la replicación. En segundo lugar, las 

metiltransferasas que actúan en la metilación de novo, DNMT-3A y DNMT-3B funcionan 

como deshidroximetilasas de la 5hmdC [198]. Por último, las proteínas de unión 

involucradas en la metilación de la citosina en contexto de islas dCpdG (MBD-1, MBD-2, 

MBD-4, MeCP-2) reducen su afinidad en presencia de 5hmdC [56, 190], y esto puede 

afectar la actividad transcripcional de genes con presencia de 5hmdC en sus promotores. 

 

Por otro lado, la identificación en mamíferos de la timina ADN glicosilasa que es 

capaz de reconocer los sitios de apareamiento erróneo G:X, donde X = 5cadC, 5fdC 

(productos de oxidación de la 5mdC) y 5-formil-2’-desoxiuracilo (5fdU) (producto de 

oxidación y desaminación de la 5mdC) participa en la desmetilación activa del ADN 

mediante la vía de excisión-reparación de bases, [59, 191].  

 

Para explicar la presencia de 5hmdC en el ADN de mamíferos, se planteó que ésta 

se genera mediante la oxidación de la 5mdC vía enzimática o por especies reactivas de 

oxígeno (ROS) generadas durante el estrés oxidativo. Tahiliani y colaboradores 

identificaron las enzimas de la familia TET (ten eleven translocation, por sus siglas en 

inglés) que catalizan la conversión de 5mdC a 5hmdC [191], las enzimas de esta familia 

presentan las características de las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe(II). 

Aunque las ROS son generadas endógenamente de manera normal durante el metabolismo 

aeróbico, su exceso debido a la inefectiva neutralización puede conducir al daño oxidativo 

en lípidos, proteínas y ADN. Una fuente importante de ROS son las reacciones Fenton, en 

las cuales los iones de metales de transición (Cu, Fe) catalizan la conversión del peróxido 

de hidrógeno dando lugar a radicales oxhidrilo que pueden hidroxilar al grupo metilo de la 

5mdC. Poco se ha explorado la formación de 5hmdC mediante especias reactivas de 

oxígeno debido a que no se ha encontrado una correlación entre este compuesto y otras 

modificaciones en bases asociadas al estrés oxidativo [180]. 
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VII.4.2. Objetivo específico 

 

Identificar 5hmdC como producto de oxidación de 5mdC mediado por la reacción 

Fenton. 

 

VII.4.3. Resultados y discusión 

 

VII.4.3.1. Separación y detección de 5hmdC por HPLC-DAD 

 

Como se ha venido comentando, el análisis de modificaciones de bases de ácidos 

nucleicos por HPLC por lo general se lleva a cabo después de haber hidrolizado el ADN 

hasta nucleósidos. En este trabajo, la 5hmdC se obtuvo mediante la desfosforilación de 5-

hidroximetil-2’-desoxicitidina-trifosfato (5hmdCTP) con fosfatasa alcalina siguiendo el 

protocolo descrito en la primera sección de resultados. Una vez obtenida la 5hmdC se 

mezcló con los estándares de ribonucleósidos y desoxirribonucleósidos (C, U, 5mC, G, A, 

dC, dU, 5mdC, dG, dT, dA) en 20% de fase móvil C (descrita abajo) y 10 µL de la solución 

obtenida se introdujo al sistema HPLC-DAD descrito en la primera sección de resultados. 

En el perfil de elución de los compuestos se observó que la mayoría de los nucleósidos se 

separaron hasta línea base, excepto 5hmdC y U. La aplicación de variaciones en los 

gradientes de elución con metanol y acetonitrilo, así como de variaciones en la fuerza 

iónica, no lograron llevar a cabo la separación total hasta línea base de 5hmdC y U. Otra 

propuesta para resolver este problema fue utilizar una columna cromatográfica con 

tecnología de núcleo sólido. La separación se llevó a cabo a 40 °C, con el flujo total de 0.3 

mL/min, utilizando la columna Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.7 µm) y pre-columna C18 de 

Phenomenex. Para llevar a cabo la elución de los analitos se utilizaron cuatro fases móviles 

A (agua), B (acetonitrilo), C (solución amortiguadora de fosfato y acetato de amonio 30 y 

15 mM, respectivamente, pH 4.1) y D (metanol); utilizando el siguiente gradiente: 0 min 

80% A, 20% B; 0 a 4 min 78% A, 20% B, 2% C; 4 a 11 min 77% A, 20% B, 3% C; 11 a 16 

min 35% A, 20% B, 20% C, 25% D; 16 a 16.8 min 30% A, 25% B, 20% C, 25% D; 16.8 a 

17 min 80% A, 20% C. La detección DAD se llevó a cabo a la longitud de onda 277 nm. 

En la figura 27 se muestra el cromatograma obtenido en estas condiciones de separación, 
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observándose la resolución cromatográfica de los 12 compuestos en un tiempo de 16 

minutos. En la aplicación al análisis de muestras reales sin embargo, esta separación no fue 

prometedora para la evaluación del porcentaje de 5hmdC, ya que se esperan muy bajas 

concentraciones de esta especie (<0.7 % de citosinas totales), de acuerdo con los reportes 

encontrados en la literatura [196]; cabe también mencionar que, aunque en la solución de 

estándares se logró  la resolución de U y 5hmdC, debido a la compleja matriz química 

presente en la muestras reales, dicha resolución es insuficiente [180].  

 

 

Figura 27. Cromatograma de estándares de 12 nucleósidos, obtenido utilizando la 

columna de núcleo sólido. 

 

VII.4.3.2. Análisis de 5hmdC por HPLC-FLD 

 

Con la intención de obtener un procedimiento viable para el análisis de 5hmdC, se 

exploró la posibilidad del marcaje fluorescente de la 5hmdC con 2-bromoacetofenona; de 

esta manera se podría eliminar la interferencia de U que no forma compuesto fluorescente 

en estas condiciones y lograr una buena resolución de la 5hmdC. Como se esperaba, el 
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marcaje molecular funcionó con la 5hmdC bajo las mismas condiciones de reacción que se 

establecieron para las otras citosinas (C, dC, 5mC y 5mdC). Sin embargo, al incluir las 5 

citosinas derivatizadas en la corrida cromatográfica, se observó la co-elución de la 5hmdC 

y la 5mC. Esto era predecible debido a que estos dos compuestos son isómeros con la 

misma masa molecular y muy similares propiedades, entre las cuales la diferencia radica en 

la posición del grupo hidroxilo. Para evitar la interferencia de 5mC en la elución de la 

5hmdC, se intentó lograr la separación únicamente dC, 5hmdC y 5mdC, pero no se logró 

separar la dC y 5hmdC. Desafortunadamente, para lograr la elución de este tipo de 

compuestos existen muy pocas opciones. Por lo general, sólo se utilizan fases móviles de 

ácido trifluoroacético (TFA) ó ácido heptafluorobutírico (HFBA) con modificadores 

orgánicos. A pesar de utilizar una columna monolítica, probar fases ácidas con diferente 

concentración de TFA ó HFBA (por debajo de 0.1% v/v), diferentes temperaturas y 

distintos gradientes de modificadores orgánicos (metanol y/o acetonitrilo) no se logró 

separar la dC de la 5hmdC. Esto se puede deber a que el grupo hidroxilo en que se 

encuentra en el metilo del C5 de la citosina, le provee mayor polaridad a la molécula que 

cuando éste se encuentra en la posición 2’ del azúcar. Esta hipótesis puede ser soportada 

porque se observó que la 5hmdC se eluyó antes que la 5mC (figura 27) en una columna de 

fase inversa. 

 

VII.4.3.3. Identificación de 5hmdC como producto de oxidación mediado 

por reacciones Fenton 

 

Con el fin de demonstrar que la 5hmdC puede ser obtenida a partir de la 5mdC en 

reacción Fenton, en esta parte se trabajó en primer lugar con el estándar de 5mdC sin 

incluir ningún otro nucleósido. Para el proceso de identificación de 5hmdC como producto 

de oxidación de 5mdC, se utilizaron las condiciones de reacción que reportaron Hong y 

col., [199]. Se preparó una mezcla de reacción que contenía 10 µg de 5mdC, la solución de 

Cu(II), peróxido de hidrógeno y ácido ascórbico (40 µM, 320 µM, 3.2 mM, 

respectivamente) en amortiguador de fosfato/cloruro de sodio pH 7 (20 y 50 mM, 

respectivamente) en un volumen final de 50 µL. La mezcla de reacción después de ser 

incubada durante 1 hora a 37 °C, así como los estándares de 5mdC y 5hmdC (200 ng/µL) 
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fueron diluidos (20 µL de mezcla de reacción ó estándar + 130 µL de fase móvil C) e 

introducidos al sistema cromatográfico (Agilent 1200) con un volumen de inyección de 30 

µL. La separación se llevó a cabo en una columna Luna C18 (250 x 4.5 mm,  5µm, 

Phenomenex) a 35 °C, con el flujo total de 1 mL/min, utilizando tres fases móviles A 

(agua), B (metanol), C (amortiguador de fosfato y acetato de amonio 30 y 15 mM, 

respectivamente, pH 4.1); con el siguiente gradiente: 0 min 14.5% A, 0.5% B, 85% C; 0 a 5 

min 14% A, 1 %B, 85% C; 5 a 14 min 15% B, 85% C; 14 a 18 min 25% A, 25% B, 50% C.  

La detección se llevó a cabo a la longitud de onda 277 nm. Como se muestra en la figura 

28, en la mezcla de reacción el pico con el tiempo de retención 10.55 minutos correspondió 

a 5hmdC, ya que el estándar de este compuesto presentó el mismo tiempo de retención y el 

mismo espectro de absorción en UV.  

 

Figura 28. Cromatogramas en fase inversa de estándar de 5hmdC (---), 5mdC (
…

) y 

producto de la reacción Fenton con 5mdC (). 

 

Como se muestra en el cromatograma de la figura 28, se obtuvo una señal analítica 

de baja intensidad para 5hmdC, por lo que se planteó llevar a cabo la reacción Fenton con 

la misma cantidad de 5mdC pero aumentando la concentración Cu(II), peróxido de 

hidrógeno y ácido ascórbico 5 y 10 veces esperando obtener un mejor rendimiento de la 

reacción. En los cromatogramas de la figura 29, se observa prácticamente la misma señal 

analítica de 5hmdC para los tres tratamientos. Cabe señalar que la señal analítica de 5mdC 
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decrece conforme aumenta la concentración de los reactivos para llevar a cabo la reacción 

Fenton. También se puede observar el aumento de señal analítica de compuestos altamente 

polares que se eluyen en volumen muerto (entre 2.5 y 3 mintos) conforme aumentan las 

concentraciones de los sustratos de la reacción Fenton, lo que sugiere que los radicales 

hidroxilo afectan la estructura de 5mdC, pero la 5hmdC no es el único producto de la 

oxidación. 

 

 

 

Figura 29. Cromatograma en fase inversa correspondiente a 5mdC y sus productos 

de oxidación inducidos por la reacción Fenton a diferentes concentraciones de Cu(II), 

peróxido de hidrógeno y ácido ascórbico: (---) 40 µM, 320 µM, 3.2 mM; () 200 µM, 

1600 µM, 16 mM; y (
…

)400 µM, 3200 µM, 32 mM, respectivamente. 

 

VII.4.4. Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos en esta sección muestran que el tratamiento de 5mdC con 

la solución de Cu(II), peróxido de hidrógeno y ácido ascórbico conduce a la formación de 

5hmdC, pero este compuesto no es el único ni es el producto mayoritario de oxidación. Se 

han realizado solamente pruebas sencillas en las soluciones modelo, por lo que no se puede 
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concluir si esta reacción se lleva a cabo in vivo. Se propone que en un trabajo futuro se debe 

explorar la conversión de 5mdC a 5hmdC en organismo vivos bajo estrés oxidativo. 
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VII.5. Estudio sistemático de la hidrólisis ácida asistida por microondas para la 

determinación de metilación global del ADN. 

 

VII.5.1. Introducción  

 

El tema de trabajo de tesis está centrado en el estudio analítico de las 

modificaciones de ácidos nucleicos, en particular en la determinación de la metilación del 

ADN. En etapas anteriores, se ha utilizado la hidrólisis enzimática del ADN hasta 

nucleósidos como pre-tratamiento de muestra para el análisis cromatográfico (HPLC-DAD) 

[113, 158, 159, 171, 200]. También se ha demostrado la factibilidad del marcaje molecular 

específico con 2-bromoacetofenona dirigido a las entidades citosínicas presentes en 

hidrolizados de ácidos nucleicos para el análisis del grado de metilación del ADN y ARN 

mediante HPLC-FLD [171, 201]. Aunque los resultados obtenidos en el análisis de 

muestras biológicas complejas fueron satisfactorios, la hidrólisis enzimática es un 

tratamiento largo, requiere un analista con experiencia y tiene un costo elevado. Por otro 

lado, se conoce que el análisis de metilación en ADN se puede llevar a cabo mediante 

hidrólisis ácida para obtener nucleobases, en donde el ARN tiene que ser eliminado de la 

matriz de la muestra para obtener ADN de alta pureza [116, 132]. En el procedimiento 

clásico de hidrólisis ácida empleado en estos trabajos, se requieren altas concentraciones 

del ácido fórmico, altas temperaturas y tiempos prolongados; sin embargo recientemente se 

ha propuesto la hidrólisis asistida por energía de microondas, donde se podrían esperar altos 

rendimientos de hidrólisis en condiciones menos drásticas, en un tiempo más corto y sin 

riesgo de contaminación de muestra por adición de enzimas [202]. 

VII.5.2. Objetivo específico 

 

El objetivo de esta sección ha sido establecer las condiciones de la hidrólisis ácida 

del ADN asistida por microondas, empleando ácido clorhídrico o ácido fórmico mediante 

un diseño experimental multivariante. 
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VII.5.3. Resultados y discusión 

 

VII.5.3.1. Desarrollo de las condiciones de separación de nucleobases por 

HPLC-DAD 

 

Para establecer las condiciones de hidrólisis ácida de ADN asistida por energía de 

microondas, fue necesario implementar un protocolo de separación de nucleobases por 

HPLC. En la separación de nucleobases algunos autores sugieren utilizar HILIC [132, 202] 

debido a la alta polaridad de estos compuestos. Como los protocolos desarrollados en este 

laboratorio para separar productos de hidrólisis de ácidos nucleicos utilizamos 

cromatografía de líquidos en fase inversa, decidimos explorar esta opción para separar 

nucleobases. Para iniciar el estudio, se utilizaron 10 µg de ADN purificado de salmón 

(Sigma) así como 10 µg de los estándares individuales de dC, 5mdC, dG, dT y dA. Los 

estándares y el ADN de salmón fueron hidrolizados con 88% de ácido fórmico a 140 °C 

durante 90 minutos en un volumen final de 1.5 mL (que se será denominado en esta sección 

de resultados como método clásico) [132]. Los productos de hidrólisis fueron llevados a 

sequedad incubando a 110°C en sistema abierto. La muestra se re-suspendió en 250 µL de 

fase móvil de fosfatos al 20%. Las nucleobases fueron introducidas al sistema 

cromatográfico con un volumen de inyección de 10 µL. La separación se llevó a cabo en 

una columna Luna C18 (250 x 4.5 mm,  5µm, Phenomenex) a 35 °C, con el flujo total de 1 

mL/min, utilizando tres fases móviles A (agua), B (metanol), C (amortiguador de fosfato y 

acetato de amonio 30 y 15 mM, respectivamente, pH 4.1); con el siguiente gradiente: 0 min 

14.5% A, 0.5% B, 85% C; 0 a 5 min 14% A, 1% B, 85% C; 5 a 14 min 15% B, 85% C; 14 

a 18 min 25% A, 25% B, 50% C.  La detección espectrofotométrica (DAD) se llevó a cabo 

a la longitud de onda 277 y 286 nm. Con estas condiciones se obtuvo una separación 

satisfactoria de las 5 nucleobases pero involucraba largos tiempos de separación (datos no 

mostrados). Para disminuir el tiempo de análisis, se procedió con la modificación de cada 

uno de los parámetros. En breve, se inyectó 1 µL y la separación se llevó a cabo en una 

columna Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.7 µm, Phenomenex) a 35 °C, con el flujo total de 

0.35 mL/min. Se utilizaron las mismas fases móviles con el siguiente gradiente: 0 min 

69.5% A, 0.5% B y 30% C; 0 a 0.1 min 50% A, 20% B y 30% C. En la figura 30 se 
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muestra el cromatograma típico de nucleobases obtenidas a partir del ADN de salmón por 

el procedimiento de hidrólisis clásica. Para llevar a cabo la identificación de cada uno de 

los compuestos se obtuvieron hidrolizados de los estándares dC, 5mdC, dG, dT, dA y las 

nucleobases obtenidas fueron introducidas a la columna de manera individual. Las señales 

analíticas de cada compuesto así como el tiempo de retención y espectro de ultravioleta 

sirvieron para identificar cada compuesto en los hidrolizados de ADN. 

 

Figura 30. Cromatograma típico de hidrolizados del ADN de salmón obtenido con 

el procedimiento clásico.  

Nota: en esta sección de resultados en particular, las abreviaturas para nucleobases son C 

(citosina), 5mC (5-metilcitosina), G (guanosina), T (timina) y A (adenina) y no deben 

confundirse las abreviaturas utilizadas para los ribonucleósidos de las secciones anteriores. 

 

VII.5.3.2. Aplicación de un diseño experimental para establecer las 

condiciones de hidrólisis de ADN asistida por microondas.  

 

Con el fin de establecer las condiciones de la hidrólisis del ADN asistida por 

microondas, se utilizó un diseño experimental de Box Behnken (tabla 8), variando cada una 

de las tres variables en tres niveles: temperatura: 170, 180, 190 °C; tiempo: 5, 10, 15 

minutos; concentración del ácido clorhídrico: 0.9, 1.2, 1.5 M ó concentración del ácido 
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fórmico: 18.3, 20.9 y 23.5 M, respectivamente. Los experimentos se realizaron con 10 µg 

de ADN estándar de salmón en un volumen final de 1.5 mL, utilizando un digestor de 

microondas (Discover SP-D, CEM). Los hidrolizados obtenidos en la aplicación del diseño 

experimental de manera aleatoria fueron secados a 110 °C en sistema abierto, 

resuspendidos en 250 µL de 20% de fase móvil C e inyectados en el sistema  HPLC-DAD. 

De esta manera se adquirieron varios cromatogramas, correspondientes a diferentes 

condiciones de la hidrólisis. Para hallar las condiciones más adecuadas de la hidrólisis, se 

tomaron como criterios de evaluación: la magnitud de la señal analítica de cada una de las 

bases (altura del pico cromatográfico), el porcentaje de metilación global evaluado con base 

en las alturas de los picos de 5mC y C, la presencia de otros picos que indicaba una 

hidrólisis incompleta (oligonucleótidos, nucleótidos o nucleósidos). 

 

Tabla 8. Diseño de Box Benhken aplicado al estudio de hidrólisis de ADN asistido 

por microondas. 

Temperatura (°C) Tiempo (min) [HCl] M [HCOOH] M 

170 5 1.2 20.9 

190 5 1.2 20.9 

170 15 1.2 20.9 

190 15 1.2 20.9 

170 10 0.9 18.3 

190 10 0.9 18.3 

170 10 1.5 23.5 

190 10 1.5 23.5 

180 5 0.9 18.3 

180 15 0.9 18.3 

180 5 1.5 23.5 

180 15 1.5 23.5 

180 10 1.2 20.9 

 

El rendimiento más alto con ácido clorhídrico se obtuvo bajo la condición 1.2 M a 

170 °C durante 5 minutos. Sin embargo, se observó que las señales analíticas para C, 5mC, 
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G, T, y A después de la hidrólisis con este ácido siempre fueron más bajos que aquellas 

obtenidas con ácido fórmico. Este resultado es contradictorio al reportado por Marrubini en 

2012 [202], en donde hidrolizaron desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) en presencia de 

ambos ácidos y se reportaron mejores resultados con ácido clorhídrico. Aunque en el 

trabajo citado se analizan las muestras del ADN humano, no se detectó la presencia de 5-

metilcitosina. La novedad del presente trabajo consiste en el uso del diseño experimental 

para la selección de las condiciones de hidrólisis, monitoreando 5 compuestos 

potencialmente presentes en extractos de muestras reales. Los resultados obtenidos del 

estudio de la hidrólisis con ácido fórmico se presentan en la tabla 9.  

 

Tabla 9. Alturas de los picos cromatográficos de las nucleobases (HPLC-DAD, 277 

nm), obtenidas utilizando diferentes condiciones de hidrólisis con ácido fórmico. 

 

°C min HCOOH (M) C 5mC %5mC G T A 

170 5 20.9 31.6 2.0 5.95 20.4 25.8 22.0 

190 5 20.9 32.6 2.1 6.05 21.7 38.8 23.4 

170 15 20.9 32.9 2.0 5.73 21.8 30.0 23.9 

190 15 20.9 32.2 2.0 5.85 21.4 41.4 23.2 

170 10 18.3 32.9 2.0 5.73 22.7 23.5 25.5 

190 10 18.3 32.7 2.0 5.76 22.9 40.6 25.7 

170 10 23.5 31.5 2.0 5.97 20.8 26.1 22.1 

190 10 23.5 32.5 2.0 5.80 18.5 40.0 23.2 

180 5 18.3 33.6 2.1 5.88 23.5 27.6 26.4 

180 15 18.3 33.0 2.1 5.98 23.6 37.3 26.6 

180 5 23.5 31.5 2.0 5.97 19.0 27.4 21.8 

180 15 23.5 34.1 2.1 5.80 23.9 40.6 26.8 

180 10 20.9 35.0 2.0 5.41 23.8 35.1 27.4 

 

En esta tabla, para todas las condiciones empleadas, se presentan las alturas de los 

picos cromatográficos para cada una de las nucleobases, y el porcentaje de metilación 

evaluado. Como se puede apreciar no hay diferencia importantes entre los diversos 

tratamientos sobre el rendimiento de liberación  de C, 5mC, G y A, excepto para la primera 

condición (170 °C, 5 minutos, 20.9 M ácido fórmico) en donde se aprecian más bajas 

señales analíticas. En el caso de la timina, se encontró que sólo las hidrólisis llevadas en 
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170 °C y en menos de 5 minutos (excepto la condición 2, 190 °C, 5 minutos, 20.9 M ácido 

fórmico) desfavorecieron su rendimiento. Estos resultados nos indican que se tiene un 

amplio margen en la condiciones para llevar a cabo la hidrólisis asistida por microondas 

(180 – 190 °C; 20.9 – 23.5 M ácido fórmico; 10 – 15 minutos) sin que el cambio de uno o 

varios parámetro dentro de estos intervalos afecte el rendimiento de la hidrólisis. Esta es, 

una importante ventaja en términos de carácter robusto del procedimiento. 

 

VII.5.3.3. Análisis comparativo de diferentes procedimientos de la 

hidrólisis del ADN. 

 

Una vez establecidas las condiciones de hidrólisis ácida de ADN asistida por 

microondas, fue necesario comparar los resultados obtenidos en el análisis de una muestra 

(ADN de salmón) contra otros procedimientos de hidrólisis, en primer lugar contra el 

procedimiento químico clásico. Por otro lado, la comparación directa de los rendimientos 

de la hidrólisis ácida y enzimática no es posible, debido a que los productos de estos dos 

procedimientos son diferentes (nucleobases y nucleótidos o nucleósidos, respectivamente), 

de hecho no se encontró en la literatura un análisis comparativo de este tipo. Unos de los 

retos del presente trabajo ha sido lograr, mediante el análisis cromatográfico, la 

comparación de los rendimientos de la hidrólisis ácida con respecto a la enzimática. Como 

se comentó en la introducción general de este trabajo, en el análisis de productos del ADN 

después de la hidrólisis enzimática raras veces se ha llevado a cabo la separación de 

nucleótidos debido a su alta polaridad; esta alta polaridad sin embargo, puede resultar en 

una retención similar de los nucleótidos y de las nucleobases en separaciones llevadas a 

cabo por cromatografía en fase inversa. En cuanto a la detección, utilizando absorbancia en 

277 nm se puede esperar una sensibilidad muy similar, debido a la presencia de las mismas 

nucleobases en respectivos nucleótidos. Con base en estas consideraciones, se llevó a cabo 

la hidrólisis de 10 µg de ADN de salmón utilizando el procedimiento químico clásico (140 

°C, 90 min, 23.5 M ácido fórmico), utilizando la hidrólisis ácida asistida por microondas 

(180 °C, 10 min, 20.9 M ácido fórmico) e hidrólisis enzimática hasta nucleótidos (1 U 

nucleasa P1 y 20 U DNAasa I a 37 °C por 12 horas, las condiciones detalladas se describen 

en la primera sección de resultados). Una vez completada la hidrólisis, cada una de las 
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mezclas de reacción se llevaron a sequedad los productos de hidrólisis y se re-disolvió en 

250 µL de fase móvil C al 20% y se inyectó 1 µL en el sistema cromatográfico con las 

condiciones de separación para nucleobases ya mencionadas. En la tabla 10, se muestran 

los resultados reportando las señales analíticas obtenidas (valores que corresponden a las 

alturas de los picos cromatográficos). Como se observa en dicha tabla, en la hidrólisis 

enzimática se obtienen alturas de pico ligeramente mayores para citosina, 5metilcitosina y 

guanina y claramente menores para adenina y timina, con respecto a la hidrólisis ácida. Por 

otro lado, no hay diferencias significativas en las señales analíticas obtenidas para citosinas, 

guanina y adenina entre los procedimiento que emplean ácidos. Sin embargo, el método 

clásico libera la 5metilcitosina y la timina en cantidades relativamente menores con 

respecto a los productos obtenidos mediante la hidrólisis ácida asistida por microondas. 

Esta observación es de particular importancia porque la meta de la aplicación de la 

hidrólisis ácida en microondas es para evaluar el grado de metilación en ADN. En este 

sentido,  con el procedimiento químico clásico se obtuvo relación de señales analítcas 

(C/5mC = 18.39) más alta a las obtenidas mediante hidrólisis asistida por microondas y 

enzimática, pero los valores de esta relación para el procedimiento de hidrólisis ácida 

propuesto y de hidrólisis enzimática fueron prácticamente idénticos (C/5mC = 16.14 y 

16.22, respectivamente). En la figura 31 se muestra el perfil de elución de compuestos 

citosínicos en hidrolizados obtenidos mediante tres diferentes procedimientos en donde se 

observan diferencias de rendimientos que se acaben de describir. 

 

Tabla 10. Señales analíticas (altura de picos cromatográficos) obtenidos para cinco 

nucleobases en hidrolizados del ADN de salmón aplicando diferentes condiciones de 

hidrólisis y llevando separación por HPLC-DAD a 277 nm. 

 

Método C 5mC G T A C/5mC 
Asistida por microondas 33.9 2.1 23.8 38.1 26.4 16.1 

Clásica 33.1 1.8 23.1 27.4 24.7 18.4 

Enzimática 37.3 2.3 26.5 30.3 10.9 16.2 
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Figura 31. Cromatogramas (HPLC-DAD) de hidrolizados del ADN de salmón 

obtenidos con los procedimientos: hidrólisis enzimática (---), hidrólisis química clásica (
…

) 

e hidrólisis con ácido fórmico asistida por microondas () 

 

VII.5.4. Conclusiones 

 

En esta parte de trabajo, se establecieron las condiciones de hidrólisis ácida del 

ADN asistida por microondas, encontrándose que el ácido fórmico es más adecuado 

respecto al ácido clorhídrico. En cuanto a las condiciones de la hidrólisis, con base a los 

experimentos se demostró que a 180 °C, 10 minutos y 20.9 M ácido fórmico, se logra la 

liberación de nucleobases con rendimiento similar respecto al procedimiento químico 

clásico y respecto a la liberación de nucleótidos en la hidrólisis enzimática; además se 

encontró que las condiciones de hidrólisis no tienen que aplicarse de manera rigurosa para 

asegurar el mismo grado de hidrólisis. Asimismo, se ha establecido el procedimiento de 

separación de nucleobases por cromatografía de líquidos en fase inversa y detección UV. 

En la comparación del procedimiento desarrollado contra las condiciones de hidrólisis 

ácida clásica se demostró un mejor rendimiento de liberación de nucleobases en 

condiciones propuestas en este trabajo. Por su parte, en la comparación contra la hidrólisis 

enzimática, utilizada ampliamente en la mayoría de los estudios reportados, se obtuvieron 

resultados de muy buena concordancia. Entre las ventajas del procedimiento de hidrólisis 
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propuesto hay que mencionar que éste arroja muy parecido rendimiento de hidrólisis hasta 

nucleobases respecto a la hidrólisis enzimática donde se forman nucleótidos; además, es 

rápido, sencillo y robusto. Las robustez se refiere a que cambios en cada uno de los 

parámetro de la hidrólisis en intervalos de 180 a 190 °C; 18.3 a 23.5 M ácido fórmico; 10 a 

15 minutos; no afecta de manera significante el resultado final. El protocolo no riguroso 

asegura tolerancia a los errores aleatorios y además, se podría emplear este procedimiento 

en diferentes tipos de sistemas de digestión asistida por microondas, diferentes tipos y 

cantidades de muestras. Este estudio es la primera evidencia experimental en donde se 

contrastan los procedimientos de hidrólisis química y enzimática del ADN. Aunque los 

resultados indican que la hidrólisis enzimática del ADN tiene un rendimiento ligeramente 

mayor en la liberación de compuestos citosínicos con respecto a la hidrólisis química del 

ADN asistida por microondas, no hay diferencias significativas entre los valores de 

metilación obtenidos entre los dos procedimientos. En un trabajo futuro se propone 

examinar la posible utilidad del procedimiento en el análisis de muestras reales (leucocitos 

de personas en diferentes condiciones clínicas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 

 

 

VII.6. Desarrollo y aplicación de un procedimiento de cromatografía de gases 

con monitoreo de reacciones múltiples (GC-QqQ-MS/MS) para la evaluación 

de metilación global del ADN. 

 

VII.6.1. Introducción 

 

En la determinación de metilación global del ADN se usan preferentemente técnicas 

de separación cromatográfica debido a su alto carácter cuantitativo y excelente 

reproducibilidad [114]. Por lo general los procedimientos están basados en la separación de 

nucleobases ó nucleósidos obtenidos de la hidrólisis química o enzimática, respectivamente 

[89, 113, 129]. El análisis de nucleósidos prácticamente se lleva a cabo por cromatografía 

de líquidos. En cambio el análisis de nucleobases puede llevarse a cabo tanto por 

cromatografía de líquidos como cromatografía de gases. En el caso de cromatografía de 

líquidos, debido a la baja retención de las bases nitrogenadas en columnas de fase inversa, 

se recomienda utilizar HILIC [132]. En cambio en cromatografía de gases es necesario 

llevar a cabo la derivatización de las nucleobases para obtener derivados volátiles 

termoestables, típicamente de alquilsilano [115, 116]. El uso de columnas cromatográficas 

capilares en estos análisis permite una buena resolución de los compuestos de tal manera 

que se obtienen límites de detección del orden picomolar utilizando espectrometría de 

masas con un solo cuadrupolo como filtro de masas. Aunque la aplicación de GC-MS ha 

sido limitada con respecto a cromatografía de líquidos, es importante señalar que la 

operación instrumental en GC-MS es más sencilla y barata, la manipulación de la muestra 

es menos exhaustiva y se requieren más cortos tiempos de equilibrio entre inyecciones de 

muestras. Por otro lado, no se ha reportado aún la cuantificación de derivados termoestables 

de nucleobases mediante monitoreo de reacciones múltiples (MRM) utilizando detectores 

de espectrometría de masas con triple cuadrupolo. En general, el MRM en este y otros 

sistemas cromatográficos ha permitido obtener muy bajos límites de detección de los 

analitos (orden sub-femtomolar) debido al incremento de la relación señal/ruido. Es 

necesario hacer notar que la extracción de un ion precursor y monitoreo de respectivos 
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iones de su fragmentación junto con la buena repetibilidad del tiempo de retención 

permiten lograr una excelente selectividad en el análisis de múltiples solutos.  

 

VII.6.2. Objetivo específico 

 

Desarrollar y aplicar un nuevo procedimiento basado en la obtención de derivados 

volátiles de nucleobases para su determinación por cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas con triple cuadrupolo, mediante monitoreo de reacciones múltiples 

(GC-QqQ-MS/MS). 

 

VII.6.3. Resultados y discusión 

 

VII.6.3.1. Selección de las condiciones de derivatización de nucleobases 

para su análisis por GC-MS 

 

Para establecer las condiciones de derivatización de nucleobases se utilizaron 

hidrolizados de 10 µg de ADN puro (de salmón) obtenidos mediante la hidrólisis ácida 

asistida por microondas (de acuerdo con la quinta sección de resultados). En un inicio se 

estudió el efecto del solvente (diluciones de piridina en acetonitrilo, sin dilución, 1:10 y 

1:20), la temperatura (30, 40 y 50 °C) y tiempo de derivatización (30, 45 y 60 min). Para 

esto se utilizaron 50 µL de reactivo derivatizante (BSTFA:TMCS 99:1, Supelco) y la 

reacciones se llevaron a un volumen final de 150 µL. Para determinar las condiciones más 

adecuadas de derivatización, se inyectó 1 µL de las mezclas de derivatización al 

cromatógrafo de gases Bruker 456-GC SCION TQ con condiciones de separación parecidas 

a las descritas por Tang y colaboradores [115]. La temperatura del inyector se programó a 

250 °C con Split 10. La separación se llevó a cabo en una columna BR-5 (15 m x 0.25 mm, 

con espesor de fase estacionaria de 0.25 µm, Bruker) utilizando un flujo de helio de 

1mL/min con el siguiente gradiente de temperatura: 120 °C durante 1 minuto, de 120 a 300 

°C a 10 °C/min, 300 °C durante
 
1 minuto. En la ionización se utilizó impacto de electrones 

(EI) a – 70 eV y la detección se llevó a cabo por conteo total de iones (TIC, por sus siglas 

en inglés) monitoreando iones en el intervalo de m/z 200-400. Para la confirmación de los 
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cinco compuestos, se obtuvo el espectro de masas en los picos cromatográficos (figura 32) 

y se consultó la base de datos de NIST (Instituto Nacional de Estándares y Tecnología, por 

sus siglas en inglés) encontrándose un porcentaje de concordancia mayor al 99% para los 

derivados de cinco compuestos (T, C, 5mC, A y G). Se tomaron como criterios de 

evaluación de las condiciones de derivatización, los tiempos de retención y la magnitud de 

la señal analítica de cada una de las bases monitoreando los iones de m/z 255, 240 y 254, 

254, 264, 352 (para T, C, 5mC, A, G, respectivamente) de acuerdo con el estudio reportado 

previamente [115]. En la figura 33 se muestra un cromatograma típico GC-MS de 

nucleobases derivatizadas en modo de monitoreo de ion selectivo (SIM, por sus siglas en 

inglés). En la tabla 11 se presentan los resultados de este experimento, encontrándose que el 

más alto rendimiento de reacción en medio de reacción piridina:acetonitrilo 1:10, en 

acuerdo con estudios previos en donde se utiliza MTBSTFA:TMCS 99:1 para derivatizar 

nucleobases [116]. Por otro lado, se encontró que la señal analítica fue estable cuando la 

reacción se llevó a cabo por al menos una hora y fue independiente de las temperatura en el 

intervalo 30-50 °C, por lo que se optó por trabajar a 30 °C incubando por al menos de una 

hora. 

 

 

Figura 32. Espectros de masa de nucleobases como derivados de mono, bis o tris 

trimetilsilano. 
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Figura 33. Cromatograma de GC-MS en modo SIM obtenido para los derivados de 

nucleobases en hidrolizado del ADN de Salmón. 

 

Tabla 11. Señales analíticas (área de pico) de nucleobases (hidrolizados de 10 µg de 

ADN de Salmón) derivatizadas obtenidas en cada medio de reacción a 30 °C durante 1 

hora. 

 Ion 

monitoreado 

Señal analítica para cada medio de reacción (área) 

Compuesto m/z MeCN piridina:MeCN 1:10 piridina:MeCN 1:20 

T 255 1.21E+08 1.42E+08 1.19E+08 

C 240, 254 5.51E+07 7.52E+07 7.30E+07 

5mC 254 3.16E+06 4.26E+06 3.78E+06 

A 264 9.08E+07 1.01E+08 1.13E+08 

G 352 4.07E+07 6.70E+07 4.98E+07 

 

 

VII.6.3.2. Desarrollo de las condiciones de separación y detección de 

derivados volátiles de nucleobases por GC-QqQ-MS/MS 

 

En trabajos previos, la separación de las 5 nucleobases derivatizadas se obtuvo en 

tiempos relativamente largos (hasta 22 min) [115, 116]. Este es un inconveniente porque el 
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medio de reacción es volátil y en largas series de muestras se puede perder bastante 

volumen que incluso puede ser insuficiente para ser manipulado por el automuestreador. 

Debido a esto nos dimos a la tarea de lograr el más corto tiempo posible de separación 

aplicando un gradiente de temperatura más rápido. Como la diferencia entre C y 5mC es 

sólo un grupo metilo, los derivados de estos dos compuestos se separaron isotérmicamente 

para obtener una mejor resolución. Para llevar a cabo la separación de los 5 compuestos en 

menos de 8 minutos (figura 34), se utilizó el siguiente gradiente de temperatura: 100 °C 

durante 0.1 minuto, de 100 a 140 °C a 20 °C/min, 140 °C por 3 min, de 140 a 270 °C a 40 

°C min, 270 °C 1.65 min. 

 

 

Figura 34. Cromatograma GC-MS en modo SIM obtenido para derivados de 

nucleobases en hidrolizado de ADN de Salmón 

 

Con las condiciones de separación establecidas, se inició el estudio de las 
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que para 5mC a m/z 254 (iones precursores). Se inyectaron al sistema cromatográfico 100 

femtomoles de cada analito y con ayuda de los tiempos de retención de C y 5mC (4.6 y 5.1 

minutos, respectivamente), se aislaron en el primer cuadrupolo los iones precursores de 

cada compuesto. Después, estos iones fueron disociados por colisiones (CID) en el segundo 

cuadrupolo utililizando energías desde 10 hasta 20 eV. Los fragmentos más abundantes 

(productos) para los iones precursores de C con m/z 254 y 240 fueron los de m/z 238 y 170, 

respectivamente. Por otro lado, los productos más abundantes obtenidos del ion m/z 254 de 

5mC fueron los iones productos de m/z 238 y 184. Los productos más abundantes de cada 

precursor se utilizaron para evaluar la relación señal/ruido (S/R) en función de la energía 

utilizada en el CID. En la figura 35 se observa que el más alto valor de S/R para 5mC se 

obtiene cuando la energía del CID se programa a 15 eV. En el caso de la C, se observó el 

mismo resultado. 

 

 

Figura 35. Efecto de la energía de colisión utilizada en la detección por 

espectrometría de masas en modo de MRM (254�(238+184)) sobre la relación señal/ruido 

obtenida para 100 femtomoles de 5mC.  

 

VII.6.3.3. Procedimiento de calibración de C y 5mC mediante GC-QqQ-

MS/MS y evaluación de sus parámetros 

 

Para evaluar los parámetros de calibración, se prepararon mezclas de estándares de 

C, 5mC en las concentraciones 0; 0.05; 0.10; 1.0 y 10 µM de cada uno. Para el proceso de 
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calibración se utilizaron 15 µL de cada una de la mezclas de estándares y se llevaron a 

sequedad. Los estándares fueron re-suspendidos en la solución de derivatización 

recientemente preparada para obtener derivados de nucleobases. De cada uno de los 

estándares se introdujo 1 µL al sistema GC-QqQ-MS/MS de tal manera que se inyectaron 

0, 5, 10, 100 y 1000 femtomoles de cada uno. Con fines ilustrativos, en la figura 36 se 

muestran los cromatogramas obtenidos con 0, 5, 10 y 100 femtomoles. Como se muestra en 

la tabla 12, se obtuvo una alta repetibilidad en los tiempos de retención. También se 

muestran los bajos límites de detección para los dos compuestos (0.46 y 0.41 femtomol 

para C y 5mC, respectivamente). 

 

 

Figura 36. Cromatogramas obtenidos con el procedimiento GC-QqQ-MS/MS en modo 

MRM propuesto en este trabajo: soluciones de calibración conteniendo C, 5mC 

derivatizadas, cada uno de ellos en cuatro niveles de concentración 0, 5, 10 y 100 

femtomoles inyectados. 
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Tabla 12. Parámetros analíticos evaluados en el proceso de calibración de C y 5mC en el 

procedimiento GC-QqQ-MS/MS propuesto. 

 

Parámetro Citosina 5-metilcitosina 
Tiempo de retención ± DE, min 4.60±0.01 5.10±0.01 

Sensibilidad (área del pico/10 fmol) 4625.4 4991.9 

LD, fmol inyectado 0.46 0.41 

CV, % (5 fmol) 2.89 2.80 

CV, % (10 fmol) 2.83 2.71 

CV, % (100 fmol) 1.51 1.49 

DE: tiempo de retención con su respectiva desviación estándar (n=5); función de calibración: regresión lineal 

que relaciona la cantidad inyectada con la correspondiente área de pico (A) o altura (a) obtenido en el modo 

MRM; LD: límite de detección basada  en S/N=3, expresada en femtomol introducido al sistema; CV: 

coeficiente de varianza (n=5). 

 

VII.6.4. Conclusiones 

 

El mejor rendimiento de derivatización de nucleobases con BSTFA:TMCS 99:1 

logrado en este trabajo, se obtuvo cuando se utilizó medio de reacción de piridina en 

acetonitrilo 1:10, incubado a temperatura ambiente durante 60 min. Se logró separar las 

nucleobases en menos de 8 minutos, casi tres veces más rápido que en protocolos ya 

descritos. Se desarrolló por primera vez un procedimiento de GC-QqQ-MS/MS con límites 

de detección de 0.46 y 0.41 femtomol para C y 5mC. El procedimiento propuesto es 

sensible y específico y podría permitir determinar el grado de metilación global en 

micromuestras reales de ADN (del orden de nanogramos). 
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CAPÍTULO VIII. CONCLUSIONES GENERALES 

 

El presente trabajo es un estudio de procedimientos analíticos para evaluar las 

modificaciones en ácidos nucleicos, en particular para determinar el grado de metilación 

global en ADN y/o ARN total. El objetivo de este documento es progresar en el desarrollo 

de procedimientos para llevar a cabo el pre-tratamiento de la muestra de ácidos nucleicos, 

la separación cromatográfica de sus productos de hidrólisis,  y su detección utilizando 

diferentes tipos de espectrometrías para cuantificar el porcentaje de metilación en ADN y/o 

ARN. El pre-tratamiento de muestras de ácidos nucleicos incluye la hidrólisis hasta 

diferentes tipos de monómeros y en algunos casos la derivatización de los productos de 

digestión. En la digestión de ácidos nucleicos se utilizó la hidrólisis enzimática y la 

hidrólisis con el ácido fórmico asistida por microondas. Para mejorar ó establecer las 

condiciones de hidrólisis ya sea enzimática o química se utilizó ADN de salmón. La 

hidrólisis enzimática se utilizó para digerir los ácidos nucleicos hasta nucleótidos ó 

nucleósidos; mientras que el procedimiento químico ácido se usó para liberar bases 

nitrogenadas. La derivatización de productos de hidrólisis de ácidos nucleicos se aplicó a 

nucleósidos y nucleobases. En el caso de los nucleósidos, se logró el marcaje selectivo de 

entidades citosínicas presentes en la muestras para obtener derivados fluorescentes del tipo 

fenil-eteno citidina. Por otro lado las nucleobases fueron derivatizadas para obtener 

compuestos volátiles y termoestables, derivados de trimetilsilano. Las técnicas utilizadas en 

este trabajo para determinar el grado de metilación global en ADN y/o ARN total fueron: 

HPLC-DAD, HPLC-FLD, GC-QqQ-MS/MS. Una vez desarrollados los procedimientos 

con los estándares apropiados y/o productos de digestión de ADN de salmón, se aplicaron a 

diferentes extractos de ácidos nucleicos obtenidos de muestras reales, entre las que 

incluyen: lombrices de tierra crónicamente expuestas a diferentes concentraciones de 

metales/metaloides, plantas de L. sativum sometidas a estrés abiótico, sangre humana de 

pacientes voluntarios sanos, diferentes estadios embrionarios de C. canephora y plántulas 

de A. fourcroydes y A. angustifolia crecidos en condiciones in vitro y ex vitro. Los 

resultados logrados con los procedimientos desarrollados en este trabajo coincidieron con 

aquellos obtenidos mediante técnicas previamente validadas. Los procedimientos 

establecidos en este proyecto así como los resultados obtenidos de su aplicación han sido 
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publicados en cinco artículos de revistas internacionales indizadas (se describen en el 

Capítulo VII), incluidas en el Thompson Reuter Journal Citation Reports: 

 

1. María Maldonado Santoyo, Crescencio Rodriguez Flores, Adolfo Lopez Torres, 

Kazimierz Wrobel, Katarzyna Wrobel. Global DNA methylation in earthworms: 

a candidate biomarker of epigenetic risks related to the presence of 

metals/metalloids in terrestrial environments. Environ Pollut 2011, 159, 2387-

2392. 

2. Adolfo Lopez Torres, Eunice Yañez Barrientos, Katarzyna Wrobel, Kazimierz 

Wrobel. Selective derivatization of cytosine and methylcytosine moieties with 2-

bromoacetophenone for submicrogram DNA methylation analysis by reversed 

phase HPLC with spectrofluorimetric detection. Anal Chem 2011, 83 (20), 7999-

8005. 

3. Clelia de la Peña, Geovanny Nic Can, Gabriel Ojeda, Jose L Herrera Herrera, 

Adolfo Lopez Torres, Kazimierz Wrobel, Manuel L Robert Diaz. KNOX1 is 

expressed and epigenetically regulated during in vitro conditions in Agave spp. 

BMC Plant Biol 2012, 12, 203. 

4. Eunice Yañez Barrientos, Kazimierz Wrobel, Adolfo Lopez Torres, Felix 

Gutierrez Corona. Application of reversed-phase high-performance liquid 

chromatography with fluorimetric detection for simultaneous assessment of 

global DNA and total RNA methylation in L. sativum: effect of plant exposure to 

Cd(II) and Se(IV). Anal Bioanal Chem 2013, 405 (7), 2397-404. 

5. Geovanny Nic Can, Adolfo Lopez Torres, Felipe Barredo Pool, Kazimierz 

Wrobel, Victor M Loyola Vargas, Rafael Rojas Herrera, Clelia de la Peña. New 

insights into somatic embryogenesis: leafy cotyledon1, baby boom1 and 

WUSCHEL-related homeobox4 are epigenetically regulated in Coffea 

canephora. PLoS One 2013, 8 (8), e72160. 

 

A continuación de manera resumida se presentan las principales conclusiones y 

contribución novedosa de este trabajo: 
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1. Se modificó el procedimiento HPLC-DAD previamente desarrollado en el 

laboratorio de tal manera que permitió evaluar el grado de metilación global del ADN en 

extractos de muestras reales con matrices químicamente complejas. 

 

2. Las modificaciones en el procedimiento de digestión enzimática de ácido 

nucleicos hasta nucleósidos permitió reducir el tiempo de digestión y la cantidad de 

enzimas en la hidrólisis de micromuestras. 

 

3. Se logró el marcaje selectivo de las entidades citosínicas C, dC, 5mC y 5mdC con 

2-bromoacetofenona y su separación por cromatografía de líquidos en fase inversa. La 

detección espectrofluorimétrica de los cuatro compuestos, permitió obtener límites de 

detección en el intervalo de 14.4 a 22.7 femtomoles. La separación de los cuatro 

compuestos permite determinar sin interferencias el grado de metilación en ADN de 

muestras contaminadas con ARN. El procedimiento HPLC-FLD permite evaluar el grado 

de metilación global en micromuestras de ADN (0.06% de 5mdC en 80 ng de ADN). La 

simplicidad, la sensibilidad, la robustez y los bajos requerimientos instrumentales hacen del 

procedimiento HPLC-FLD bastante accesible. 

 

4. El procedimiento HPLC-FLD desarrollado permite determinar el grado de 

metilación en ADN y ARN total obtenido de un solo extracto en una sola corrida 

cromatográfica. Haciendo una búsqueda bibliográfica se encontró que este procedimiento 

es el primero en reportarse con la intención de cuantificar el grado de metilación global en 

ARN total. La aplicación de este procedimiento a extractos de plantas bajo estrés abiótico 

permitió encontrar una correlación inversa estadísticamente significativa entre los niveles 

de metilación global en ADN y ARN total, sugiriendo que el grado de metilación global en 

ARN total puede ser propuesto como un potencial biomarcador. 

 

5. Se demostró la formación in vitro de 5hmdC a partir de 5mdC expuesta a 

especies reactivas de oxígeno generadas por la reacción Fenton. 
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6. El establecimiento de las condiciones de hidrólisis ácida del ADN asistida por 

energía de microondas permitió obtener un procedimiento sencillo, barato, rápido y 

confiable para obtener nucleobases de excelente calidad. La separación de las nucleobases 

por el procedimiento HPLC-DAD permitió determinar el grado de metilación global en 

ADN de salmón, el cual es similar al resultado obtenido a partir de nucleótidos. Los 

rendimientos de hidrólisis no difieren de aquellos obtenidos con la hidrólisis enzimática o 

de la hidrólisis química clásica. 

 

7. El desarrollo del procedimiento de cromatografía de gases con detección de 

espectrometría de masas en modo de monitoreo de reacciones múltiple para la evaluación 

del grado de metilación global en ADN, permitió lograr límites de detección de 0.46 y 0.41 

femtomol para C y 5mC, respectivamente. El mejoramiento de las condiciones de 

separación permitió separar las 5 nucleobases derivatizadas en un tiempo menor a 8 

minutos. Este procedimiento se puede probar en un futuro para determinar el grado de 

metilación en ADN de micromuestras. 

 

 En resumen, el estudio sistemático del pre-tratamiento de las muestras, las 

condiciones de separación y de detección condujo al desarrollo de novedosos y atractivos 

procedimientos analíticos que permiten cuantificar de manera confiable el grado de 

metilación en ADN en una gran variedad de muestras con diversas matrices. La aplicación 

del procedimiento HPLC-FLD sugirió que la metilación en ARN total podría utilizarse 

como un biomarcador útil en organismos expuestos a estrés abiótico, además, el hallazgo 

de la correlación inversa entre metilación de ADN y ARN parece indicar que existe una 

conexión entre la presencia del ARN metilado y la modulación de los eventos epigenéticos. 

Cabe mencionar sin embargo, que se requieren más estudios para sustentar la participación 

del ARN metilado en la modulación génica haciendo el aislamiento de distintos tipos de 

ARN seguidos del análisis de metilación. Por otro lado, la evidencia de la obtención in vitro 

de 5hmdC como producto de oxidación de la 5mdC mediante reacción de Fenton no es 

suficiente para sustentar que esto se puede llevar a cabo in vivo, por lo que es necesario 

explorar la formación de la 5hmdC en sistemas biológicos que tienen altos porcentajes de 

metilación en ADN.  
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