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ORIGINAL

INTRODUCCIÓN

El ADN puede modificarse de forma covalente sin que varíe el
apareamiento de bases; la metilación de las citosinas en las se-
cuencias CG constituye la modificación más frecuente. En proca-
riotas, la metilación de algunas bases en los centros de restricción
sirve para proteger el ADN de la digestión por sus propias nuclea-

sas de restricción. En eucariotas, y sobre todo en vertebrados, la
metilación en citosina parece constituir un mecanismo importan-
te para distinguir genes activos de los que no lo son [1-3].

Debido al funcionamiento de la vía de reparación del ADN, los
residuos de citosina metilados del genoma tienden a eliminarse en
el curso de la evolución. La desaminación accidental de una citosina
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Resumen. Introducción. La secuenciación del gen del retraso mental
por X frágil y la medición de la proteína FMRP han hecho posible la
cuantificación de proteínas de variaciones internas del gen FMR1 y
la elaboración de correlaciones clínicas de la proteína FMRP. De-
sarrollo. Este artículo revisa nuestros conocimientos sobre la regu-
lación de la expresión del gen FMR1 y la relación genotipo-fenotipo.
La variabilidad clínica se relaciona con varios factores, donde se
incluyen: 1. Variaciones moleculares en el FMR1 que generan una
gama de niveles de FMRP;  2. El efecto combinado de genes de fondo
que interaccionan directa o indirectamente con la FMRP, y 3. Fac-
tores del entorno que pueden potenciar o impedir el desarrollo y el
grado de disfunción resultante. Conclusión. Los avances en neuro-
imagen, neurociencias y los ratones knock-out aportan nuevos datos
que nos ayudan a entender la relación gen-cerebro-conducta en el
síndrome X frágil.[REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S51-7]
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A SÍNDROMA X FRÁGIL: UM MODELO DA RELAÇÃO
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Resumo. Introdução. A sequenciação do gene do atraso mental por
X frágil e a medição da proteína FMRP tornaram possível a quanti-
ficação de proteínas de variações internas do gene FMR1 e a elabo-
ração de correlações clínicas da proteína FMRP. Desenvolvimento.
Este artigo revê os nossos conhecimentos sobre a regulação da ex-
pressão do gene FMR1 e a relação genotipo-fenotipo. A variabilida-
de clínica está relacionada com diversos factores, entre os quais se
incluem: 1. Variações moleculares no FMR1 que geram uma gama
de níveis de FMRP; 2. O efeito combinado de genes de fundo que
interagem directa ou indirectamente com a FMRP, e 3. Factores
ambientais que podem potenciar ou impedir o desenvolvimento e o
grau de disfunção resultante. Os avanços em neuroimagem, neuro-
ciências, e os ratos knock-out apresentam novos dados que nos ajudam
a entender a relação gene-cérebro-comportamento na síndroma X frágil.
[REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S51-7]
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no metilada da lugar a uracilo, base que no está presente en el ADN
y que es reconocida por el sistema de reparación de la célula y sus-
tituida por una citosina. Sin embargo, la desaminación de la 5-metil-
citosina produce timina, base habitual del genoma y que, por tanto,
no es reconocida por los sistemas generales de reparación.

Aunque existe un sistema especial para eliminar las timinas
mutantes, muchas de estas desaminaciones no se detectan y du-
rante la evolución los residuos de citosina se pierden y se trans-
forman en timinas, dando lugar a transiciones de CG a TA [4]. A
lo largo de la evolución se han perdido tres cuartas partes de las
secuencias CG, dejando a los vertebrados con una deficiencia
notable en este dinucleótido. Las secuencias CG restantes no se
distribuyen al azar por el genoma, sino que se concentran en unas
regiones que se denominan islas CpG (Fig. 1).

La metilación de las islas CpG constituye un mecanismo sencillo
y transmisible para desconectar permanentemente los genes. Re-
cientemente comienza a comprenderse la conexión entre la metila-
ción del ADN y la represión genética [5]. Las islas CpG que se
encuentran en los promotores de los genes de mantenimiento de la
célula (housekeeping genes) suelen estar protegidas de la metilación
por diferentes factores, algunos de los cuales no se conocen bien [6].
La metilación aberrante de los promotores de algunos genes se asocia
a diversas patologías. En esta breve revisión analizaremos el fenóme-
no de la metilación y, especialmente, la represión por metilación del
gen FMR1 que causa el síndrome X frágil (SXF).

PATRÓN DE METILACIÓN DEL GENOMA

Después de la fertilización, en la fase de preimplantación se borra
el patrón de metilación de los gametos, lo que se relaciona con un
drástico descenso del grado de metilación del ADN. Después de
la implantación, una ola de metilación de novo establece el nuevo
patrón en el que la mayoría de CpG se metilan [7]. Un grupo de
genes escapa a la metilación protegiendo sus islas CpG mediante
el factor Sp1, el factor específico de embrión u otros factores no
bien conocidos [6,8]. El patrón de metilación del adulto, así es-
tablecido, se reproduce fielmente en cada división celular. Esta
etiqueta de los genes determina que una misma secuencia de
bases tenga, paradójicamente, unas repercusiones fenotípicas
diferentes, estableciéndose la herencia epigenética.

Asociado a este hecho aparece el concepto de epimutación, la
inhibición anómala y estable de la expresión de un alelo que mantie-
ne normal la secuencia primaria [9,10]. La epigenética es básica en

diversos y fascinantes procesos que, en la actualidad, constituyen
objeto de intensa investigación e incluso especulación. La impronta
(imprinting) genética, la inactivación del cromosoma X en mamífe-
ros, la represión de retrovirus endógenos o la aparición de diferentes
patologías se relacionan con el patrón de metilación celular [11,12].
Como se ha comentado anteriormente, comienza a entenderse la
relación entre metilación y expresión genética, y los esfuerzos se
dirigen a estudiar las enzimas y proteínas involucradas.

ADN METILTRANSFERASAS

Para que la célula mantenga de forma dinámica la metilación de
las citosinas en los lugares adecuados y pueda transmitirse a las
siguientes generaciones, se necesita un sistema enzimático capaz
de catalizar la metilación de novo, mantener el estado de metila-
ción y eliminar los grupos metilo cuando sea necesario –por ejem-
plo, al inicio del desarrollo embrionario cuando se produce el
borrado del patrón previo de los gametos–.

Las reacciones de metilación están catalizadas por las enzi-
mas ADN metiltransferasas, de las que se han clonado hasta el
momento tres isoenzimas y cuyas propiedades se resumen en la
tabla [8]. Las desmetilasas también se han descrito, pero su estu-
dio resulta más evasivo de lo previsto, y la reproducción de los
experimentos, más difícil [13,14]. Las ADN metiltransferasas
catalizan la transferencia de un grupo metilo desde la S-adenosil-
metionina a la posición 5 de la citosina en secuencias palindrómi-
cas 5’-CpG-3’ y, ocasionalmente, 5’-CpNpG-3’ (Fig. 2). La pri-
mera enzima caracterizada es la ADN metiltransferasa 1 (Dnmt1),
que tiene in vivo una gran predilección por los ADN hemimetila-
dos como sustratos, por lo que se considera una enzima de man-
tenimiento. Esta enzima se encuentra en la horquilla de replica-
ción y se encarga de reproducir el patrón de metilación de las
hebras parentales en las hebras hijas [15]. Es una proteína de
aproximadamente 180 kd, con un extremo aminoterminal que
corresponde a un tercio de la proteína, y contiene varios restos de
cisteínas –probablemente importantes para la regulación de la
actividad de la enzima–. En el extremo carboxiloterminal se en-
cuentra el centro catalítico, con un resto de cisteína y de prolina
[16,17] (Fig. 3). Posteriormente al descubrimiento de la Dnmt1,
se han descrito dos enzimas, las ADN metiltransferasas 3a
(Dnmt3a) y 3b (Dnmt3b), encargadas de la metilación de novo del
ADN, por lo que se detectan fundamentalmente en el embrión y
tienen una actividad muy baja en el adulto [18].

Figura 1. Esquema del gen FMR1. Se muestran las enzimas de restricción
(EcoRI y EagI) y la sonda (Stb12.3) que se utilizan en el diagnóstico, por la
técnica de hibridación de Southern , del síndrome X frágil. La enzima EagI
es sensible a metilación y sólo corta si la isla CpG está sin metilar.

Figura 2. Las enzimas ADN metiltransferasas utilizan la S-adenosilmetio-
nina (S-adoMet) como dador de un grupo metilo que se transfiere al car-
bono 5 de la citosina, obteniéndose 5-metilcitosina y S-adenosilhomocis-
teína (S-adoHcis).
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Las células madres embrionarias negativas para Dnmt3a o
Dnmt3b son capaces de metilar ADN vírico introducido en las
células, metilación que no ocurre cuando están ausentes ambas
metilasas, lo que indica que ambas enzimas son capaces de me-
tilar el ADN y que sus acciones son redundantes. Sin embargo, los
fenotipos de los ratones nulos o knockout para Dnmt3a o Dnmt3b
son diferentes. Los ratones nulos para Dnmt3a llegan a término,
pero mueren cuatro semanas después del nacimiento, mientras
que los nulos para Dnmt3b mueren a la mitad de la gestación
(Tabla). Los ratones doble negativos para ambas metiltransfera-
sas no pasan la fase de gástrula [8]. Se han obtenido sustancias,
como 5-azacitidina, que inhiben las metiltransferasas y pueden
revertir los efectos de la metilación [19].

Como se expondrá mas adelante, en células en cultivo de
pacientes X frágiles se ha conseguido la reversión de la expresión
del gen FMR1 tratándolas con agentes desmetiladores [20]. En
patologías tumorales, por efectos adversos de la hipermetilación,
también se ha conseguido la reversión del tumor utilizando di-
chos agentes u oligos antisentido de la metiltransferasa 1 [21,22].
En nuestro laboratorio, hemos observado que la interleucina-1
(IL-1) produce en células RIN –células productoras de insulina–
la represión del gen FMR1 y otros genes con islas CpG por meti-
lación del promotor. Hemos demostrado que este efecto está me-
diado por el óxido nítrico y que se debe probablemente a la activa-
ción de alguna de las metiltransferasas [23]. Tales observaciones
nos animan a seguir investigando sobre posibles moléculas fisio-
lógicas que puedan inhibir las metiltransferasas y revertir la expre-
sión de genes, como FMR1, FMR2 u antioncogenes con islas CpG,
cuya hipermetilación aberrante causa diferentes patologías.

Recientemente se ha obtenido y caracterizado cinéticamente
la Dnmt1 recombinante y se trabaja en el diseño de inhibidores

específicos que reviertan los efectos adversos de la metilación
[24-27]. Es interesante destacar que la metilación de las islas CpG
es crucial para el normal desarrollo neuronal y que en el sistema
nervioso central (SNC) hay un alto nivel de expresión de la Dnmt1
[28,29]. Asimismo, recientemente se ha descrito un raro síndro-
me de herencia autosómica recesiva, caracterizado por inmuno-
deficiencia, inestabilidad en los centrómeros y rasgos faciales
dismórficos (ICF) por mutaciones en la Dnmt3b [30].

FORMACIÓN DEL COMPLEJO REPRESOR

Hasta hace relativamente poco tiempo no se ha comprendido la
relación entre la metilación del ADN y la represión de la expre-
sión genética. En la actualidad se sabe que la metilación del ADN
se asocia a un estado de la cromatina inaccesible a los factores de
trascripción, la heterocromatina, que puede inducir el silencio de
un grupo más o menos extenso de genes; la inactivación del cro-
mosoma X en mamíferos constituye el paradigma de la represión
en bloque. Aunque la simple extrusión del grupo metilo podría
dificultar el acceso de algunos factores de trascripción, se ha
descrito un conjunto de familias de proteínas que reconocen las
citosinas metiladas y reclutan a su vez a otras proteínas, formán-
dose lo que se conoce como complejo represor (Fig. 4). La con-
secuencia final de esta asociación de proteínas es el agrupamiento
y activación de las desacetilasas de las histonas HDCA1 y HDAC2,
que catalizan la pérdida del grupo acetilo y exponen las cargas
positivas de las histonas. Las interacciones electrostáticas con las
cargas negativas del ADN provocan el empaquetamiento de la
cromatina [31-33]. Se han clonado hasta ahora cinco proteínas
con dominios homólogos de unión a las citosinas metiladas –en
inglés, methyl binding domain (MBD)–, que se denominan MBD1,
MBD2 (a y b), MBD3, MBD4 y MeCP2 [8]. Todas ellas, excepto
MBD4 –que es una enzima de reparación–, son represores trans-
cripcionales que difieren en las características de unión con el
ADN, aunque comparten el reclutamiento del correpresor Sin3A,
la activación de las desacetilasas y el remodelamiento de la cro-
matina. Recientemente se ha descrito la estructura del factor
humano de regulación de la trascripción MBD1; se ha observado
una secuencia de cinco aminoácidos hidrofóbicos muy conserva-
dos, que forman un lazo sobre el ADN [34].

MeCP2 es un represor global que se une a una secuencia CpG
metilada simétricamente y flanqueada por seis pares de bases de
secuencia no específica. Tiene una región de unión a la citosina

Tabla. ADN metiltransferasas.

Metiltrans- Función Principal Ratón nulo Mutacionesferasa expresión

Dnmt1 Manteni- Embrión Muerte –miento adulto en útero

Dnmt3a De novo Embrión Muerte a
las 4 semanas –

Dnmt3b De novo Embrión Muerte ICFen útero

ICF: síndrome de inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y anomalías faciales.

Figura 4. Formación del complejo represor. La proteína MeCP2 reconoce
a las citosinas simétricamente metiladas en las secuencias CG y recluta
al correpresor mSin3A y a las desacetilasas de las histonas HDAC1 y
HDAC2. (Tomada de Razin A. EMBO J 1998).

Modelo de represión
transcripcional

Figura 3. Estructura de la ADN metiltransferasa 1. En el extremo aminoter-
minal tiene una región rica en cisteínas. En el extremo carboxiloterminal
se encuentra el centro catalítico (tomada de [16]).
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metilada (MBD) y una región responsable de la represión de la tras-
cripción –en inglés, transcription repression domain (TRD)– [8].
Esta región inmunoprecipita con el correpresor Sin3A y las desace-
tilasas de las histonas. La represión causada por MeCP2 puede con-
trarrestarse con inhibidores de las desacetilasas, como la tricostatina
A (TSA). Sin embargo, los ratones deficientes en MeCP2 no presen-
tan expresión bialélica de los genes con impronta ni activación ectó-
pica del cromosoma X, como sucede con los ratones deficientes en
Dnmt1, lo que indica la existencia de otras proteínas con dominios
MBD que pueden sustituir algunas de sus acciones. En humanos,
MeCP2 se localiza en el cromosoma X; se ha descrito un número
elevado de mutaciones en dicha proteína que conducen al síndrome
de Rett, un trastorno progresivo del desarrollo neuronal y una de las
principales causas de retraso mental en mujeres [35,36].

De las proteínas anteriormente mencionadas que tienen domi-
nios de unión a citosinas metiladas, MBD2 constituye un compo-
nente del complejo MeCP1, descrito con anterioridad [37]. Este
complejo requiere de múltiples secuencias CG para unirse y su
afinidad es mucho menor que la de MeCP2 ,por lo que suele aso-
ciarse con la represión transitoria [37]. En el modelo propuesto, la
secuencia del proceso de represión transcripcional comienza con la
activación de la metiltransferasa, la metilación de la citosina en las
secuencias CG, la unión de las proteínas con dominios específicos
(MBD) y el reclutamiento de las proteínas que forman el complejo
represor. Sin embargo, se ha descrito recientemente que la Dnmt1
se asocia directamente con las desacetilasas de las histonas porque
precipitan con la HDAC1 [38]. Un escenario alternativo al expues-
to anteriormente es que la actividad desacetilasa resulta necesaria
para remodelar la cromatina y llevar a cabo la metilación del ADN.
Se requeriría esta interdependencia entre metilación y desacetila-
ción para la generación de un estado epigenético estable [39].

METILACIÓN ABERRANTE DEL GEN FMR1

La falta de expresión del gen FMR1 es la causa principal del SXF,
el retraso mental hereditario más frecuente, con una incidencia de
aproximadamente un caso por 5.000-6.000 nacidos [40]. Además
del retraso mental que lo tipifica, el síndrome se caracteriza por
algunos rasgos dismórficos más evidentes en varones [40,41]. El
gen FMR1 tiene un tamaño de 38 kb, con 17 exones, y es un gen de
mantenimiento con una isla CpG en el promotor [42]. En la región
5’ no codificante del primer exón contiene una región polimórfica de
repeticiones CGG con una distribución normal entre 6 y aproxima-
damente 50 tripletes, y una frecuencia máxima de 29 repeticiones

[43,44]. En los pacientes con SXF, el número de tripletes se eleva
a más de 200, y puede alcanzar los 1.000 (Fig. 5). Estas expansiones
se acompañan de la metilación aberrante del promotor, con el con-
siguiente silenciamiento del gen. La falta de expresión de la proteí-
na FMRP codificada por el gen FMR1 causa los síntomas caracte-
rísticos de este síndrome [43,45]. La función de esta proteína no se
conoce con exactitud, pero se sabe que tiene dominios muy conser-
vados de unión a ARN y que se expresa en casi todos los tejidos,
aunque más abundantemente en el cerebro [46].

En los portadores de premutación, el tamaño de las repeticio-
nes varía de 50 a 200; son inestables, con tendencia a expandirse
en las siguientes generaciones si el alelo se transmite por vía
materna. En las premutaciones, la isla CpG del promotor no se
metila y no suele aparecer sintomatología (Fig. 6). No se conoce
el mecanismo de la metilación de novo del promotor, a conse-
cuencia de la expansión de los tripletes por encima de unos 200,
pero se propone que las estructuras en horquilla que forman las
secuencias largas de CGG constituyen buenos sustratos para la
Dnmt1 [47]. También se especula con un mecanismo defensivo
para mantener en silencio el ADN repetitivo [12]. Como se ha
expuesto anteriormente, las células de pacientes con X frágiles en
cultivo revierten la expresión del gen FMR1 cuando se incuban
con un agente desmetilante, como 5-azacitidina [20]; sin embar-
go, el uso exclusivo de agentes desacetilantes no devuelve la
expresión del gen, pero tienen un efecto sinérgico cuando se uti-
lizan con agentes desmetilantes [48,49].

El gen FMR1 es ubicuo y su condición de gen de manteni-
miento hace que se exprese de forma permanente en la célula;
sólo se observa su ausencia en el cromosoma X inactivo de las
mujeres o en los pacientes con SXF. Sin embargo, en nuestro labo-
ratorio hemos observado que en determinadas circunstancias el
óxido nítrico, cuyo papel en la regulación de la expresión genética
se ha revisado recientemente [50], puede reprimir de forma total,
aunque transitoria, la expresión del FMR1 mediante el mecanis-
mo que parece ser la activación de la metiltransferasa [23]. Estos
hallazgos permiten especular con la posibilidad de encontrar re-
guladores fisiológicos de dicha enzima que inhiban su actividad
para, de forma no tóxica, poder revertir la expresión del gen.

Debido a la importancia de la metilación de la isla CpG en las
manifestaciones del SXF y de otras patologías asociadas a la represión
de genes por metilación aberrante de sus promotores, un gran núme-
ro de laboratorios trabajan sobre los distintos aspectos de la metilación
del genoma y su relación con la estructura silente de la cromatina.

Figura 5. Expansiones de los CGG en la zona 5’ no codificante del primer
exón del gen FMR1, responsables del síndrome X frágil.
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Figura 6. Expresión del gen FMR1. Los alelos premutados son inestables,
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METILACIÓN Y EXPRESIÓN DEL GEN FMR1

Resumen. Objetivo. En este artículo se hace una breve revisión sobre
la metilación del ADN, las enzimas y proteínas involucradas en la
formación del complejo represor y la importancia de la metilación
del gen FMR1 en el síndrome X frágil. Desarrollo. El estado de me-
tilación de regiones de control en el genoma desempeña un papel
fundamental en la regulación de la expresión genética. En genes

METILAÇÃO E EXPRESSÃO DO GENE FMR1

Resumo. Objectivos. Neste artigo efectua-se uma breve revisão so-
bre a metilação do ADN, as enzimas e proteínas envolvidas na for-
mação do complexo repressor e a importância da metilação no gene
FMR1 na síndroma do X frágil. Desenvolvimento. O estado de me-
tilação de regiões de controlo no genoma desempenha um papel
fundamental na regulação da expressão genética. Em genes suscep-
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susceptibles, los que contienen una isla CpG en el promotor, la me-
tilación de la citosina favorece un estado represivo de la cromatina
que previene la unión de los factores de transcripción. Las enzimas
ADN metiltransferasas transfieren un grupo metilo de la S-adenosil-
metionina al carbono 5 de la citosina en las secuencias CG. Se ha
descrito un grupo de proteínas que reconocen a las citosinas metila-
das y reclutan al correpresor y las desacetilasas de las histonas. La
pérdida del grupo acetilo de las histonas produce la compactación de
la cromatina. El síndrome X frágil se debe, en la mayoría de los casos,
a la expansión por encima de un umbral de las repeticiones CGG del
primer exón del gen FMR1. Por causas no bien conocidas estas expan-
siones se acompañan de la metilación del promotor y como consecuen-
cia del silencio del gen. Conclusiones. La metilación del ADN etiqueta
a los genes de forma que la misma secuencia de bases puede tener
repercusiones fenotípicas diferentes. La metilación aberrante de los
genes es causa de diversas patologías como el síndrome X frágil. El
conocimiento de los mecanismos de represión de la expresión gené-
tica por metilación y el estudio de agentes que haga reversible el
proceso son importantes para el tratamiento de dichas enfermedades.
[REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S57-62]
Palabras clave. Complejo represor. Expansión de tripletes. Expre-
sión genética. Gen FMR1. Metilación del ADN. Síndrome X frágil.

tíveis, os que possuem uma ilha CpG no promotor, a metilação da
citosina favorece um estado repressivo da cromatina que previne a
união dos factores de transcrição. As enzimas ADN metiltransferase
transferem um grupo metilo da S-adenosilmetionina ao carbono 5 da
citosina nas sequências CG. Foi descrito um grupo de proteínas que
reconhecem as citosinas metiladas e recrutam o  co-repressor e as
desacetilases das histonas. A perda do grupo acetilo das histonas
produz a compactação da cromatina. A síndroma X frágil deve-se, na
maioria dos casos, à expansão acima citada, de um limiar das repe-
tições CGG do primeiro exão do gene FMR1. Por causas desconhe-
cidas estas expansões são acompanhadas pela metilação do promo-
tor e por consequência pelo silêncio do gene. Conclusões. A metilação
do ADN rotula os genes para que a mesma sequência de bases possa
ter repercussões fenotípicas diferentes. A metilação aberrante dos
genes é a causa de diversas patologias, como a síndroma X frágil. O
conhecimento dos mecanismos de repressão da expressão genética
por metilação e o estudo de agentes que torna reversível o processo,
são importantes para o tratamento das referidas doenças. [REV
NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S57-62]
Palavras chave. Complexo repressor. Expansão de tripletos.
Expressão genética. Gene FMR1. Metilação do ADN. Síndroma X
frágil.


