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Resumen

La epigenética se refiere a la aparicién de cambios heredables en la expresion de genes
sin alteracién en la secuencia de ADN (acido desoxirribonucleico). (1) Mecanismos como
la hipermetilacion del ADN estan implicados en la regulacién transcripcional de genes
supresores de tumores en diferentes tipos de neoplasias hematoldgicas incluyendo la
leucemia mieloide cronica. (LMC) (2, 3) Se realizd una revision sistematica siguiendo las
indicaciones propuestas en la guia PRISMA (Preferred Reporting ltems for Systematic
reviews and Meta-Analyses) con el objetivo de identificar los principales genes
hipermetilados en pacientes con diagnoéstico de LMC en las tres fases clinicas de la
enfermedad de acuerdo con lo publicado en la literatura cientifica en los ultimos 10 afos

(2003-2013).

Entre los criterios de elegibilidad de los estudios se tuvo en cuenta la fecha de publicacién
(entre 2003 y 2013), el tipo de publicacion, solo se incluyeron articulos originales,
presencia de los términos de busqueda en titulo, resumen y palabras clave y finalmente
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los estudios debian mencionar en qué fase clinica de la enfermedad se encontraban los
pacientes evaluados. No se aplicé filtro por idioma de publicacién. Finalmente, se
obtuvieron 15 articulos a los cuales se les realizé un andlisis descriptivo en el cual se
clacularon frecuencias absolutas y relativas con base en las variables de lugar, persona y
tiempo, con énfasis en el pais, la fase clinica reportada para cada grupo evaluado y el afio

de publicacion de cada articulo.

Se obtuvo un total de 39 genes estudiados en los andlisis de hipermetilacién en pacientes
con LMC los cuales se clasificaron como genes supresores de tumores, reguladores de
ciclo circadiano, genes codificantes para factores de transcripcion o receptores y genes
involucrados en reparacion del ADN, vias de sefializacion y metabolismo de nucle6tidos
entre otros. Ademas, se obtuvo un valor estadisticamente significativo (p=0,000) en las
comparaciones multiples de la proporcion de hipermetilacién segun la fase clinica de la
enfermedad, estableciendo una posible relacién entre la progresion de la enfermedad y el
porcentaje de metilacion de genes en pacientes con LMC. Nuestros resultados corroboran
la ausencia de genes marcadores para progresion por hipermetilacion en la LMC y
sugieren la ejecucion de estudios individuales de genes para establecer una relacién

causal entre la proporcion de metilacion y la progresion de la enfermedad.

Introduccion

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia hematolégica clasificada por la
Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) dentro del grupo de neoplasias
mieloproliferativas (1,2); Una de sus principales caracteristicas es la proliferacion del
linaje granulocitico con predominio de formas maduras e intermedias, con poca cantidad
de blastos en circulacion (generalmente menos de 2% en fase crbnica); ademas,

usualmente cursa con leucocitosis, trombocitosis, anemia y basofilia. No obstante, los
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hallazgos hematolégicos dependeran de la fase de la enfermedad (3). La expansion
clonal en esta neoplasia se debe a la presencia de la anormalidad citogenética conocida
como cromosoma Philadelphia (Ph), el cual es resultado de una translocacién reciproca,
1(9;22)(q34;911.2), entre el oncogen ABL1, del inglés (Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1) ubicado en el brazo largo del cromosoma 9 y codificante para una
proteina tirosina cinasa invlocrada en procesos celulares como divisién, adhesion y
diferenciacién y el gen BCR ( Breakpoint Cluster Region) ubicado en el brazo largo del
cromosoma 22, el cual codifica para una proteina con actividad serina/ treonina cinasa sin
funcién esclarecida (4). La consecuencia molecular de este evento es la presencia del
gen de fusion que codifica para la proteina quimérica de 210 Kd BCR- ABL1 (5), esta
posee una actividad tirosina quinasa constitutivamente activada, con capacidad de inhibir

apoptosis y favorecer la proliferacién de las células neoplasicas (6,7).

La LMC tiene una progresion tipica de tres fases o estadios clinicos, fase cronica (FC),
fase acelerada (FA) y crisis blastica (CB). Durante la progresién entre fases en la
enfermedad, las células neoplasicas pierden progresivamente su capacidad de
diferenciarse (8), dando paso a una serie de manifestaciones clinicas sistémicas, las
cuales implican, generalmente, fiebre inexplicable, esplenomegalia, pérdida de peso,
dolores en huesos y articulaciones entre otros signos y sintomas inespecificos. En
pruebas de laboratorio, la fase cronica se caracteriza por presentar resultados ligeramente
alterados en valores de hemoglobina, hematocrito y recuento de plaquetas, al mismo
tiempo los recuentos de blastos son inferiores al 2%. El inicio de la fase acelerada se
manifiesta por leucocitosis, basofilia, trombocitopenia, anemia y aumento de blastos en
sangre periférica y medula ésea y finalmente en la crisis blastica se observa mayor

alteracién en los parametros anteriormente mencionados, hallazgos compatibles con una



leucemia aguda (1,9). En el desarrollo de cualquiera de las tres fases clinicas
anteriormente mencionadas se realiza la deteccion del cromosoma Philadelphia, siendo
este, el criterio mas importante para el diagnéstico de la LMC, ya que esta alteracion
citogenética, se encuentra en mas del 95% de los pacientes con dicha enfermedad (2).
La OMS contempla diferentes metodologias para la deteccion de cromosoma
Philadelphia, cariotipo convencional, FISH y PCR en tiempo real para la deteccién de
cualquiera de los tres transcriptos de BCR-ABL, siendo P210 el mas frecuente en
pacientes con LMC (1, 2,10). Ademas de la deteccion del cromosoma Ph o del
transcripto BCR-ABL1 el hallazgo de otras alteraciones citogenéticas y genéticas es un
evento comun en la progresion de la LMC (1, 2, 9, 11). La incidencia mundial de la LMC
es de 1 a 5 casos por cada 100.000 habitantes. Esta neoplasia puede presentarse a
cualquier edad, sin embargo, es mas comun entre los 50 y 60 afos de edad (1). Se ha
observado una incidencia mas alta entre personas expuestas a radiaciéon y en individuos
bajo constante exposicion a quimicos industriales. No se ha demostrado influencia familiar

en el desarrollo de la enfermedad (4).

Los eventos biol6gicos que lideran el comienzo y la progresién de la LMC no solo son
causados por la translocacion t(9;22) y las alteraciones genéticas y/o citogenéticas
acompanantes, estos también pueden ser originados por mecanismos epigenéticos que
no modifican la secuencia de ADN pero alteran la expresiéon génica (11). El concepto de
epigenética se introdujo en 1939 por Waddington brindando explicaciones alternas para la
aparicién de diferentes enfermedades entre ellas el cancer (12). Entre los mecanismos
epigenéticos mas comunes, se encuentran la acetilacion de histonas y la metilacién del
ADN. La regulacion en la expresion de los genes mediante diferentes interacciones con

los componentes de la cromatina es llevada a cabo por enzimas como las deacetilasas de
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histonas (HDAC) las cuales interactian con los residuos de lisina de las histonas y
generan una carga positiva en los residuos de este aminoacido dando como resultado la
condensacién de la cromatina impidiendo la entrada de la maquinaria de transcripcion.
Por otro lado las acetilasas de histonas (HAT) producen una estructura mas dispersa de la
cromatina permitiendo el inicio de la transcripcidon génica (13). Se ha descrito la
hipermetilacion del ADN como el primer mecanismo epigenético en ser asociado con el
cancer. Este tipo de alteraciones puede ser de dos tipos: hipometilacion e hipermetilacion.
La hipometilacién global del genoma se presenta en elementos repetitivos como
transposones e intrones y conlleva a inestabilidad genomica (12). La hipermetilacién es el
mecanismo epigenético mas frecuentemente asociado a céncer y se refiere al aumento en
la metilacién de secuencias especificas. Esta adicion de grupos metilo es llevada a cabo
por las enzimas ADN metiltransferasas (DNMTSs) y ocurre en el carbono 5” de las citosinas
ubicadas en regiones ricas en dinucleo6tidos CpG (citosina fosfato guanina), llamadas islas
CpG. Cuando hay hipermetilacién en estas regiones, el gen correspondiente se silencia y
no se transcribe, debido al bloqueo en el reconocimiento de la secuencia promotora por

parte del factor de transcripcion (14, 3). (Figura 1)
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Figura 1: Silenciamiento de genes especificos por hipermetilacion de sus secuencias promotoras.
Cuando hay metilacidn las islas CpG, el gen correspondiente se silencia y no se transcribe, debido a la falta
de reconocimiento de la secuencia promotora por parte del factor de transcripcién. Tomado de: Epigenética: una
nueva herramienta para el estudio de la leucemia mieloide cronica. Medicina & Laboratorio 2013; 19:
243-255.

Existe evidencia de que los fenédmenos epigenéticos juegan un papel critico en la
patogénesis del cancer (15). En las neoplasias hematolégicas se ha descrito con
frecuencia la hipermetilacion de genes especificos, este evento ha sido asociado con la
progresion y el prondstico de la enfermedad (14). Los cambios epigenéticos asociados al
desarrollo de este tipo de neoplasias incluyen principalmente hipermetilacion de genes
supresores de tumores. Es asi como la aparicibn recurrente de varios tipos de
alteraciones epigenéticas en numerosos tipos de cancer, incluidas las neoplasias
hematoldgicas, ha traido consigo el desarrollo de posibles aplicaciones clinicas en el
diagnostico, pronéstico y tratamiento (16). En enfermedades como la LMC el
silenciamiento anormal de genes debido a hipermetilacién, ocurre con una frecuencia
similar a las mutaciones durante el desarrollo y la progresién de la enfermedad (11). El

incremento en la metilacion de genes ha sido objeto de diferentes estudios obteniendo



resultados que proponen la asociacion entre aumento de hipermetilacion de genes vy
evolucion de la enfermedad y la resistencia al tratamiento (3, 15, 17).

El andlisis de genes hipermetilados en pacientes con LMC, se postula como una
herramienta util para el seguimiento y prondstico de pacientes con LMC y para la correcta
eleccién de una linea terapéutica. Sin embargo, y de acuerdo con los criterios de la OMS
(1) el analisis de metilacién no hace parte de las pruebas implementadas para el
seguimiento de esta neoplasia, por lo cual este tipo de analisis se presenta como una
herramienta de apoyo novedosa a la hora de profundizar en la comprension del
comportamiento de la enfermedad, la evolucion de sus fases y en el momento de mejorar
el enfoque terapéutico de los pacientes que desarrollan resistencia al tratamiento de
primera linea. Por lo anterior se han desarrollado estudios individuales con el fin de
determinar la asociacién de LMC; sin embargo, estos no han sido concluyentes debido a
los escasos estudios publicados, al bajo nimero de pacientes analizados, debido a la
prevalencia de la enfermedad y a que los resultados arrojados no consolidan una
asociacién entre hipermetilacion de genes y progresion entre fases en la LMC. Debido a
esto, esta revision permitird conocer cuales son los genes hipermetilados q contribuyen al
paso de fases clinicas, a la resistencia y por ende a la progresion de la enfermedad,
dando paso a la implementacién de pruebas que puedan aportar al pronostico de
pacientes con la enfermedad. De esta forma, y teniendo en cuenta la persistencia de
vacios en el tema, la presente revisidn sistematica pretende identificar los principales
genes hipermetilados en la LMC de acuerdo con lo publicado en la literatura cientifica de

los Ultimos 10 anos.



Objetivo general
e Identificar los principales genes hipermetilados en pacientes con diagnéstico de
leucemia mieloide crénica (LMC) en las tres fases clinicas de la enfermedad de
acuerdo a lo publicado en la literatura cientifica en los ultimos 10 afios (2003-

2013).

Objetivos especificos

e Establecer los principales genes hipermetilados en pacientes con LMC de acuerdo

a su frecuencia en cada fase clinica de la enfermedad.

e Clasificar los genes hipermetilados de acuerdo a los mecanismos celulares que

regulan.

e Proponer la asociacion entre la hipermetilacién de genes especificos y la

progresion de la enfermedad.

Metodologia

La presente revisidn sistemética se desarroll6 con base en la literatura cientifica
disponible sobre LMC e hipermetilacion del ADN. Dicha revision se elaboré siguiendo las
indicaciones propuestas en la guia PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic

reviews and Meta-Analyses) (18).

e Criterios de inclusion y exclusion
Se incluyeron estudios observacionales, transversales y longitudinales en los cuales se
reportd el andlisis de hipermetilacién de uno o mas genes en grupos de pacientes con
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diagnéstico de LMC. La fecha de publicacion de los articulos a incluir abarcé el periodo
entre junio de 2003 hasta junio de 2013. Los articulos incluidos en esta revision debian
reportar la fase clinica de la enfermedad en la cual se encontraban los pacientes de los
grupos evaluados. Se excluyeron revisiones de tema, memorias de eventos, capitulos de
libros, cartas al editor y tesis de grado sin publicar.

Las investigaciones seleccionadas se valoraron segun las recomendaciones de la guia
para el reporte de estudios observacionales STROBE (Strengthening the Reporting of
Observational Studies in Epidemiology) (19). La calidad de los estudios seleccionados se

definié por criterio de los revisores (J.P.M, P.A.A.T).

e Estrategia de busqueda

Se realizd una busqueda sistematica de articulos de investigacion originales publicados
en bases de datos multidisciplinarias y especificas de las areas de la salud, como
Pubmed, The Cochrane Library, Scielo, Wiley , Embase y Science Direct. Para realizar la
busqueda, y con el fin de lograr maximizar la especificidad de ésta, se emplearon los
términos MeSH (Medical Subject Heading) “Chronic myeloid leukemia”, “Chronic
myelogenous leukemia”y “Methylation” combinandolos con el operador booleano AND. Lo
cual permitié la obtencion de un mayor numero de estudios especificos de la neoplasia
hematoldgica de interés frente a la busqueda por sensibilidad.

Ambos revisores (J.P.M, P.A.A.T.) llevaron a cabo la busqueda de publicaciones,
revisaron y evaluaron la calidad de los articulos seleccionados en procesos separados y
finalmente se calculd el coeficiente Kappa con el fin de evaluar la reproducibilidad en la
seleccién de publicaciones por parte de los dos revisores.

La revision sistematica se llevd a cabo mediante una secuencia de pasos a seguir,

detallados a continuacion:



Busqueda de informacion inicial utilizando las combinaciones “Chronic mieloyd
leukemia” AND “Methylation” 'y “Chronic mielogenous leukemia” AND
“Methylation”, sin aplicar ningun limite y sin aplicar criterio de restriccién por idioma

de publicacion.

A las publicaciones obtenidas, se les aplicaron filtros de fecha de publicacién, tipo

de publicacion y una restriccion segun titulo, resumen y palabras clave.

Las publicaciones obtenidas en el paso anterior fueron exportadas al software

EndNote Web® para realizar la eliminacién de duplicados.

Finalmente para la seleccién definitiva de las publicaciones, se realiz6 una revision
profunda y exhaustiva del texto completo, se eligieron aquellos articulos que
cumplian con los criterios de selecciébn y las caracteristicas previamente

establecidas por ambos revisores.

Extraccion de datos

Las referencias de las publicaciones seleccionadas fueron almacenadas en carpetas en el

software EndNote Web® con el fin de organizar la informacién seleccionada segun las

combinaciones utilizadas, facilitar la elaboracién de las referencias bibliogréaficas y permitir

la eliminacion de duplicados. Del mismo modo se utiliz6 el software Microsoft Excel® para

el andlisis descriptivo de los datos obtenidos a partir de los estudios seleccionados.
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e Analisis estadistico
Al evaluar la reproducibilidad en la etapa inicial y final de seleccion de las publicaciones a
ser incluidas en la revision sistematica, con el fin de determinar la concordancia inter

observador se obtuvo un indice kappa de 1,0.

Para describir los articulos se calcularon frecuencias absolutas y relativas. La
caracterizacion de los estudios se realiz6 con base en las variables de lugar, persona y
tiempo, con énfasis en el pais, la fase clinica reportada para cada grupo evaluado y el afio
de publicacién de cada articulo. Se calculdé el porcentaje global de metilacion y el
especifico segun fase clinica de la enfermedad, con sus respectivos intervalos de
confianza del 95%. Se calcularon intervalos para la diferencia de proporciones entre las
proporciones halladas en FC, FA y CB y el nimero de muestras analizadas en cada fase.
Se realizaron comparaciones multiples de la proporcion de metilacién por fase clinica de
la enfermedad. Para los andlisis se emplearon Microsoft Excel 2010 y el Programa para
analisis Epidemiolégico de Datos Tabulados de la Organizacion Panamericana de la

Salud (EPIDAT) version 3.1

Resultados

e Descripcion de los articulos
En la busqueda inicial se identificaron 6.459 articulos con la combinacion entre las
palabras clave establecidas, estos articulos se sometieron a los filtros planteados en la
estrategia de busqueda. Inicialmente se eliminaron 1.674 por aplicacién de criterio de
temporalidad. Posteriormente se eliminaron 1.172 por filtro por tipo de publicacién asi:
1.055 revisiones de tema, 19 capitulos de libro, 98 memorias de congresos o eventos

académicos, después se eliminaron 3492 publicaciones por no cumplir con el criterio de
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presencia a de los términos de busqueda en el titulo, resumen y palabras clave,
obteniendo 121 articulos, los cuales se sometieron a eliminacion de duplicados en el
programa MyEndnoteWeb® . Posteriormente, se realizé la lectura de 90 articulos
obtenidos después de la eliminacion de duplicados (Anexo 1), de los cuales se eliminaron
75 porgue no reportaban la fase clinica de la enfermedad en los grupos evaluados, no
realizaban analisis epigenético o analizaban hipometilacién en pacientes con LMC. En
total se eligieron 15 articulos(20, 21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,31,32,33,34) cuyas
poblaciones de estudio incluian grupos de pacientes sin limite de edad, género,
condiciones demograficas, con diagnéstico confirmado de LMC, sometidos a andlisis de
metilacion de uno o varios genes. (Figura 2) Para evaluar la reproducibilidad de la
seleccién se calcul6é un indice Kappa con base en el numero de articulos identificados en
la fase inicial y el numero de articulos que finalmente se incluyé. En el programa
estadistico EPIDAT version 3.1 se realizaron tablas de 2x2 ubicando en las columnas el
namero inicial y el numero final de publicaciones del observador 1 y en las filas el
numero de articulos iniciales y finales identificados por el observador 2. Obteniendo, de

esta forma un resultado de 1,0
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Estudios identificados en Estudios identificados en
las bases de datos otras fuentes
(n=6459) (n=0)

Excluidos por criterio de temporalidad
(n=1674).

Excluidos por tipo de publicacién ( n=1.172):
revisiones de temal.055, 19 capitulos de
libro, 98 memorias de eventos académicos.
Excluidos por no cumplir criterio de titulo
resumen y palabras clave (n=3.492)

121 para tamizacion

| | Tamizacion || Identificacién |

Eliminaciéon de
duplicados (n=31)

Eleccion

90 estudios elegibles

| |

Anélisis del
texto completo

15 estudios

Inclusion

Figura 2. Flujograma de busqueda y seleccion de articulos, por aplicacion de criterios de

seleccion.

De los 15 articulos incluidos 6 (40%) fueron realizados en China, 2 (13%) en Espana,
1(6.7%) en Estados Unidos, 1(6.7%) en Japoén, 1(6.7%) en Taiwan, 1(6.7%) en Hungria,
1(6.7%) en Reino Unido, 1(6.7%) en Turquia y 1(6.7%) en Brasil. Segun el analisis por
fecha de publicacién 4 (26.7%) de los articulos fueron publicados en el afio 2003, 1(6,7%)
en 2006, 1(6.7) en 2007, 2 (13%) en 2008, 2 (13%) en 2009, 1 (6.7%) en 2010, 2 (13%)
en 2001 y 2(13%) en 2012. La técnica mas utilizada para el analisis de hipermetilacion es
la reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP), 13 (87%) articulos
reportan su uso, mientras que la pirosecuenciacién (PSC) se utilizé en tan solo dos (13%)
estudios. Por otro lado, se encontraron articulos que ademas de realizar analisis de

metilacién realizaban otros tipos de pruebas entre estos 11 llevaron a cabo analisis de
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expresion del gen o de los genes evaluados (11 articulos) mediante Reaccion en Cadena
de la Polimerasa en tiempo real (RQ-PCR), andlisis mutacional del gen analizado (4
articulos), ensayos de hipometilacion in vitro (2 articulos) y ensayos de metilacion en
lineas celulares (13 articulos), siendo

K562 la linea celular mas frecuentemente estudiada (10 articulos). La asociacion entre
estado de metilacion del gen y parametros del hemograma como el recuento de
leucocitos (WBC), recuento de plaquetas (PLT), recuento de blastos, valores de
hemoglobina (Hb) y hematocrito (HTO) , fue evaluada en 4 articulos. Todos los articulos
reportaban la fase clinica de la enfermedad en la que se encontraban los grupos de
pacientes evaluados, 6 (40%) articulos evaluaban pacientes en las tres fases clinicas (FC,
FA y CB), mientras que 4(27%) evaluaban pacientes en FC y CB, 1 en FC y FA, 3(20%)

Unicamente evaluaban FC y 1(7%) evaluaba unicamente CB. (Tabla1)

TABLA 1: Descripcion de articulos seleccionados

Fases
Estudio evaluadas Controles Genes Técnica Pais Ano | Muestra Otros
analisis

FC FA | CB
Jelinek et DPYS,CDH13 Estados 2011 SP
al SP 22 , PGRA, PSC Unidos
65 40 | 15 individuos PGRB,
sanos NPM?2,
OSCP1,
PDLIM4,TFA
P2E
CDKN2By
ABL1

MGMT,RAR
B, p16,p14,
p15,
SOCS1, RIZ,
APC, RB,
DAPK, FHIT,
hMLH1 y
hMSH?2

Uehara et
al 0 0 16 SP 10

individuos
sanos

MSP Japén 2011 MO
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*MO de 5

individuos
con
recuentos
de WBC
normales Expresiéon
Qian et al 29 3 17 *MO de 3 DAPK1 MSP China 2008 MO Asociacion
donantes con PLT, Hb
*MO 5 y WBC
pacientes
PTI
20 MOy
35SP de
individuos
sanos
*DNA
universal
metilado
Expresion
20MOvy 35 Asociacion
SP de con PLT, Hb,
Gomezet | 179 | 21 | 31 individuos CDH13 MSP Espaia 2003 MO WBC,
al sanos, DNA | blastos, sexo
metilado y edad
hPER1, Expresion,
Yang et al 16 0 | 19 SP de 53 hPER2, MSP China 2006 MO mutacién y
individuos hPERS3, ensayos de
sanos hCRY1, hipometilaci
hCRY2y on
hBMAL1
Yangetal | 25 0 | 10 | SPyMOde PU.1 MSP China 2012 SPy MO Expresion
10 BGS
individuos
sanos
Expresiéony
Liu et al 70 0 30 SP de 30 SOCs1 MSP Taiwan 2003 MO y/o mutacion
individuos BGS SP
sanos
Eneriz et 100 0 0 MO de BIM MSP Espaia 2009 MO Expresion
al individuos
sanos
Expresién e
hipometilaci
Songetal | 31 3 7 MO de on
individuos PLCD1 MSP China 2012 MO Asociacion
sanos con Sexo,
edad, PLT,
Hby WBC
Nagy et al 30 0 | 30 SP pl6INK4A y MSP Hungria 2003 SP Expresiéon Y
individuos pl4ARF mutacion
sanos
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Strathdee 45 23 SP de HOXA4, PSC Reino 2007 SP
etal individuos HOXAS Unido
sanos
Yangetal | 21 11 SP 17 JUNB MSP China 2003 SP Expresiény
individuos mutacion
sanos
Expresion,
asociacion
Wang 35 15 MO de 30 DDIT3 MSP China 2010 MO con edad,
etal individuos sexo, PLT,
sanos Hby WBC
SP de 30
Penaetal | 27 2 individuos SOCS1y MSP Brasil 2009 SPy MO
sanos, JUNB BGS
metiltransfe
rasas para
C+
Pehlivan 48 0 MO de 10 sFRP1 MSP Turquia 2008 MO Expresion
etal individuos

Sanos

Caracteristicas generales de los 15 estudios seleccionados, se muestran las fases clinicas y los

genes evaluados, tipo de muestra en pacientes y controles, lugar, afio de publicacion y analisis

adicionales al estudio de metilacion.

FC: fase crénica, FA: fase acelerada, CB: crisis blastica, MO: medula 6sea, SP: sangre periférica,

PSC: pirosecuenciacion, MSP: Reaccién en Cadena de la Polimerasa Especifica de Metilacion, BSG:

secuenciamiento con bisulfito, WBC: leucocitos, PLT: plaquetas: Hb: hemoglobina, HTO: hematocrito

Principales genes hipermetilados en LMC

Los articulos finalmente obtenidos en la revision sistematica no permiten identificar genes

especificos que puedan ser propuestos como marcadores para la evaluacién de

hipermetilacion asociada a progresion en las fases de la LMC, esto debido a que solo 6

(15%) de los 39 genes evaluados en la revision, fueron analizados en mas de un articulo,

siendo estos: P14 (21, 29), p15 (20, 21), p16 (21, 29), SOCS1 (21, 26) , JUNB (33, 31) y
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CDH13 (20.21) . De este modo se evidencia una amplia heterogeneidad en la seleccion

de los genes propuestos por los investigadores como posibles marcadores de progresion

en la LMC.

¢ Clasificacion de genes por funcion bioldgica

El grupo de genes evaluados en esta revision sistematica incluia genes supresores de

tumores (reguladores de ciclo y apoptosis), genes codificantes para factores de

transcripcién, proteinas reguladoras de ciclo circadiano, receptores hormonales, proteinas

involucradas en la reparacion del ADN, sintesis de nucle6tidos, diferenciacion, migracion,

adhesién, proliferacion, transduccién, transporte de solutos organicos y modulacion de

citoquinas. A pesar de las funciones anteriormente mencionadas, los autores de los

estudios proponian funciones alternas de estos genes, la mayoria conferian un caracter

de posibles genes supresores de tumores, basados en resultados de otros autores. (Tabla

2)

TABLA 2: Descripcion de los genes analizados

Funcion
Gen Ubicacion Funcion propuesta
Ciclo celular

NPM2 (nucleophosmin/nucleoplasmin 2) 8p21.3 Regulacion de la via ARF/P53 GST
CDKNZ2B (cyclin-dependent kinase inhibitor

2B) 9p21 Control la progresién de ciclo a fase G1 GST

Regula el papel de CDK4 y P53 en la progresion

P16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) 9p21 aG1 GST
P14 (cyclin-dependent kinase 2 associated

protein 2) 11913 Control de proteinas en paso de fase G1-S GST

RB1 (retinoblastom 1) 13914.2 Regulador negativo de ciclo celular GST

Apoptosis
DAPK (death-associated protein kinase 1) 9921.33 Induccion de apoptosis GST
BIM (BCL2 like L11 apoptosis facilitator) 2913 Induccion de apoptosis GST
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Factores de transcripcion

Factor de transcripcién involucrado en el

TFAP2E (transcription factor AP-2 epsilon) 1p34.3 desarrollo de varios tejidos GST
PU.1 (SPI1 ,SFFV proviral integration Factor de transcripcién involucrado en
oncogene) 11p11.2 hematopoyesis GST
Factor de transcripcién involucrado en
HOXA4 (homeobox A4) 7p15.2 diferenciacion y morfogénesis GST
Factor de transcripcién involucrado en
HOXA5 (homeobox A5) 7p15.2 diferenciacion y morfogénesis GST
Factor de transcripcién involucrado en
JUNB (jun B proto-oncogene) 19p13.2 diferenciacion de granulocitos GST
DDIT3 (DNA-damage-inducible transcript 3) | 12g13.1-q13.2 | Factor de transcripcién involucrado en apoptosis GST
Ciclo circadiano
hPER2 (period circadian clock 2) 2037.3 Regulacién de ciclo circadiano GST
hPERS (period circadian clock 3) 1p36.23 Regulacién de ciclo circadiano GST
hPER1 ( period circadian clock 1) 17p13.1 Regulacién de ciclo circadiano GST
hCRY1 (cryptochrome circadian clock 1) 12923-g24.1 Regulacién de ciclo circadiano GST
hCRY2 (cryptochrome circadian clock 2) 11p11.2 Regulacién de ciclo circadiano GST
hBMAL1 (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator-like) 11p15 Regulacién de ciclo circadiano GST
CLOCK (clock circadian regulator) 4q12 Regulacién de ciclo circadiano GST
CKIE (Human Casein kinase le) 22q13.1 Regulacién de ciclo circadiano GST
TIM (Timeless) 12913.3 Regulacién de ciclo circadiano GST
Receptores
11022-023 Regulacion de los efectos fisiologicos de la
PGRA (progesterone receptor) Q<eq progesterona GST
11022-023 Regulacion de los efectos fisiologicos de la
PGRB (progesterone receptor) 9==-q progesterona GST
Unioén al acido retinoico para diferenciacion y
RARB(retinoic acid receptor, beta) 3p24.2 crecimiento celular GST
Reparacion del DNA
Reclutamiento de proteinas para reparacion del
hMLH1 (mutL homolog 1) 3p21.3 ADN Reparador de ADN
Reclutamiento de proteinas para reparacion del
hMSH2 (mutS homolog 2) 2p21 ADN Reparador de ADN
MGMT (O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase) 10926 Remocién de lesiones por agentes alquilantes Reparador de ADN
Metabolismo de nucleétidos
8022 Cataliza la conversiéon de 5,6-dihidrouracil a 3-
DPYS (dihydropyrimidinase) q ureidopropionato GST
FHIT (fragile histidine triad) 3pi14.2 Involucrado en el metabolismo de purinas GST
Vias de senalizacion
Regulacién negativa de vias de sefalizacion de
SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1) 16p13.13 varias citoquinas GST
PLCD1 (phospholipase C, delta 1) 3p22-p21.3 Transduccién- Gen supresor de tumores GST
Diferenciacion y proliferacién por modulacién de
sFRP1( secreted frizzled-related protein 1) 8p11.21 la via de senalizacién Wnt GST
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Otros
CDH13 (Cadherin 13) 16023.3 Molécula de adhesion GST
OSCP1(organic solute carrier partner 1) 1p34.3 Transporte de sustancias Resistencia a ITKs
PDLIM4 (PDZ and LIM domain 4) 5931.1 Desarrollo 6seo GST
RIZ (PR domain containing 2, with ZNF
domain) 1p36.21 Diferenciacion y division celular GST
ABL( c-abl oncogen 1) 9934.1 Diferenciacion celular, division celular y adhesion GST
APC (adenomatous polyposis coli) 5021-g22 Migracion, adhesion y apoptosis GST

Descripcion de los genes analizados por nombre, localizacion, funcién biolégica que controlan y funcién
propuesta por cada autor con relacion a la progresion de la LMC. GST: gen supresor de tumores, ITK: Inhibidor de

Tirosina Cinasa

e Hipermetilacion y progresion en la LMC
En los estudios agrupados en la revision sistematica, se evaluaron 950 muestras de 868
pacientes con LMC en diferentes fases clinicas de la enfermedad, de las cuales la mayor
proporcion (71,2%) pertenecian a la FC, seguida por el grupo de pacientes en CB
(21.4%) y finalmente los pacientes en FA (7.5%). El 78% de las muestras analizadas en la
revision correspondian a medula 6sea (MO) de los pacientes incluidos en los estudios,
mientras que el 38% correspondié a sangre periférica (SP). El 17% restante corresponde
a pacientes en los que se analizaron ambos tipos de muestra. Un total de 340 muestras
fueron empleadas como control, de estas el 71% correspondié a SP mientras que el 29%
eran MO. En cuanto a la técnica empleada para evaluar el estado de metilacion de las
950 muestras, la mas frecuente fue la Reaccion en Cadena de la Polimerasa Especifica
de metilacion (MSP), utilizada en el andlisis del 88% de las muestras seguida del
Secuenciamiento con bisulfito (BSG) utilizado en 17% de las muestras y finalmente la

Pirosecuenciacién aplicada en el 13% restante. (Tabla 3)
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TABLA 3: Distribucion porcentual por fase clinica, tipo de muestra y técnica.

Fase clinica N= 950 muestras # % IC95%
Fase cronica 676 71,2 68,2 -74,1
Fase acelerada 71 7,5 5,7-9,2
Crisis blastica 203 21,4 18,7 -24,0

Tipo de muestra en los Pacientes N= 950

Sangre periférica 377 39,7 36,5-42,8
Medula 6sea 738 77,7 75,0-80,4
Ambas 165 17,4 14,9-19,8

Tipo de muestra en los Controles N= 340

Sangre periférica 242 71,2 66,2 -76,1

Medula ésea 98 28,8 23,9-33,8

Técnica N= 950

Pirosecuenciacién 120 12,6 10,5-14,8
MSP 830 87,4 85,2 -89,5
BGS 165 17,4 14,9 -19,8

Distribucion porcentual de las muestras analizadas segun fase de la enfermedad, tipo de
muestra y técnica de deteccion empleada en el analisis de metilacion con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%.

Se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de muestras
incluidas en cada fase clinica de la enfermedad, siendo mayor la inclusién de pacientes
en la FC (71%), seguida de la CB (21%) y en ultimo lugar la FA (8%). Sin embargo se
observo un porcentaje de metilacién mayor, con un valor estadisticamente significativo, en

la CB (64%) seguido de la FA (41%) y en ultimo lugar la FC (51%). (Figura 3)
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Figura 3. Distribucion porcentual de las muestras estudiadas y de la proporcion de
Hipermetilacion, segun fase clinica de la enfermedad.

La proporciéon de hipermetilacion fue estadisticamente diferente en las tres fases clinicas
estudiadas, en las comparaciones multiples se observo que en la crisis blastica fue mayor
entre un 17,1% y 28,0% frente a la fase acelerada, y mayor en un 8,0%-18,5% en
comparacion con la fase crénica; mientras que en la fase cronica se hallé una

hipermetilacion mayor entre un 6,0% y 12,6% frente a las fase acelerada. (Tabla 4)
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TABLA 4: Proporcion de hipermetilacion y fase clinica

Proporcion de hipermetilacion

Fase clinica N # % IC 95%
Fase crdnica 2268 1145 50,5 48,4 - 52,6
Fase 1495 616 41,2 38,7 —43,7
acelerada

Crisis blastica 411 262 63,7 59,0 - 68,5

Comparaciones multiples de la Proporcion de
hipermetilacion segun las fases clinicas de la enfermedad

Estadistico Z
Fase 1 (P4) Fase 2 (P>) IC P1-P2 ajuste por Valor p
bonferroni
Crisis blastica | Fase acelerada 17,1;28,0 8,064 0,000
Crisis blastica | Fase crénica 8,0;18,5 4,900 0,000
Fase cronica | Fase acelerada 6,0;12,6 5,549 0,000

Comparacion de la proporcion de hipermetilacion segun la fase clinica de la
enfermedad. Para el calculo de la proporcion de hipermetilacion se tomé como
denominador el total de muestras procesadas para cada gen estudiado y como
numerador la frecuencia absoluta de genes hipermetilados.

Discusion

En la presente revisidon sistematica, la diferencia en la proporcién de metilacién en las tres
fases clinicas de la LMC arrojo un valor estadisticamente significativo (p= 0,000), siendo
menor en la FC y aumentando en la FA y CB. Este hallazgo, puede deberse a
mecanismos epigenéticos, que acompafnan a la traslocacién t(9;22) y que causan

silenciamiento de genes involucrados en la regulacion de diversos mecanismos celulares
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que conllevan al aumento en las tasas de proliferacion y/o disminucion en las tasas de
apoptosis. La progresion de fase es quizas el evento clinico més estudiando en la LMC,
debido a las complicaciones clinicas y deterioro del paciente que trae consigo. Se
encuentran diferentes estudios que analizan desde el punto de vista genético y
citogenético los eventos acompanantes a la translocacion t(9;22) (35,36,37), los cuales se
hacen mas evidentes con la progresion de la enfermedad, este fendémeno conocido como
evolucion clonal, se encuentra asociado a la produccién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) por parte del gen de fusién BCR- ABL1, contribuyendo a la inestabilidad gendémica
y propiciando la progresién de la enfermedad (38,39). Sin embargo, la progresion entre
fases también puede atribuirse a fendmenos epigenéticos, siendo la hipermetilacion, el
mas comun de estos. Es asi como se encuentran diferentes estudios que concluyen que
las alteraciones epigenéticas pueden mediar la progresién entre fases de la LMC de forma
independiente a los eventos citogenéticos y a las mutaciones que acompanan a la
translocacion 1(9;22). Esto se refleja en el aumento del porcentaje de metilacion de
diferentes genes a medida que avanza la neoplasia (3) siendo esto un evento

concordante con los resultados del analisis de la presente revisién sistematica.

En este trabajo se observd que la mayor parte de los articulos provienen de China, este
pais cuenta con instituciones hospitalarias que aportan gran numero de publicaciones en
el area de neoplasias hematoldgicas. Cabe anotar que solo un articulo del total de los
seleccionados proviene de un pais de América Latina, Brasil, lo cual evidencia que el
andlisis de metilacion de genes en LMC es un tema poco estudiado por lo tanto no se
tienen resultados concluyentes acerca de este mecanismo epigenético en nuestro medio.
Ademas, la busqueda en la base de datos Scielo corrobora la poca cantidad de estudios

realizados en América Latina.
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En cuanto a la técnica utilizada en los articulos seleccionados para realizar en andlisis de
metilacién, se observd que la gran mayoria de los estudios utilizaban MSP. La MSP es
una técnica para analisis de metilacion basada en un tratamiento previo del ADN extraido
con bisulfito de Sodio con el fin de convertir las Citosinas no metiladas en Uracilos y llevar
a cabo una amplificacion con primers especificos para la secuencia metilada y para la
secuencia no metilada, revelando mediante geles de agarosa las bandas
correspondientes a alguna de las secuencias analizadas (40). A pesar de la buena
sensibilidad y especificidad de la técnica, actualmente se usan otro tipo de metodologias
para evaluar el porcentaje de metilacion de genes en neoplasias hematoldgicas, siendo
estas mas sensibles y especificas, pero a su vez mas costosas. Entre las técnicas
utilizadas en la actualidad se encuentran los microarreglos, que permiten evaluar gran
cantidad de genes en un solo ensayo, técnicas de secuenciamiento de segunda
generacion, variaciones de MSP entre otras, que permiten la obtencion de resultados
cada vez mas precisos (41). Sin embargo y a pesar de todas las ventajas que trae la
implementacion de estas nuevas tecnologias, la MSP continda siendo la técnica mas
utilizada por disponibilidad de equipos, reactivos y por su bajo costo frente a otras

técnicas.

Entre los 15 articulos seleccionados, 11 (22, 23,24,25,26,27,28, 29, 31,32,34) realizaron
andlisis de expresion del gen o genes estudiados. Este tipo de analisis fue realizado con
el fin de asociar la disminucién o a ausencia de expresion génica con el estado de
metilacion. En la mayoria de los estudios que realizaron este tipo de andlisis se encontrd
una concordancia entre la hipermetilacién del gen y la disminucién de su expresion. Esta
relacion se valid6é por pruebas estadisticas en 10 articulos, solo el estudio de Gomez et
al.2003, analizdé el gen CDH13 y no encontré concordancia entre las dos variables,

proponiendo otros mecanismos como posible origen del silenciamiento génico en estos
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pacientes. Igualmente se llevé a cabo el andlisis mutacional de los genes estudiados en 4
articulos con el fin de detectar mutaciones frecuentes de los genes estudiados (24, 26, 29,
31) que pudieran estar asociados a la presencia o progresion de la LMC, sin embrago no
se encontraron mutaciones en estos andlisis. Por otro lado, 2 de los articulos (24, 28)
llevaron a cabo ensayos de hipometilaciéon in vitro con lineas celulares y muestras de
pacientes con el fin de verificar la accion demetilante del medicamento 5- Azacitadina, el
cual es utilizado de forma exitosa en pacientes con LMC para disminuir el porcentaje de
metilacion y hacer la terapia con ITKs (Inhibidores de Tirosina cinasa) més efectiva,
obteniendo resultados que demuestran la accién del medicamento en la disminucion del

porcentaje de metilacién de en células neoplésicas (3).

Entre los analisis de metilacion, 8 articulos (22,24, 25, 26, 27, 28, 31, 34), incluyeron
lineas celulares para evaluar la metilacién de sus genes de interés, los resultados en
todos los estudios fueron concordantes. La hipermetilacién de los genes blanco se
presentd tanto en los pacientes como en las lineas celulares. La linea celular K562 fue la
mas frecuentemente estudiada, 10 articulos reportaron su uso. K562 es una linea celular
correspondiente a una CB de una LMC (42). En la presente revision sistematica
excluimos los articulos que reportaron analisis en lineas celulares por posibles sesgos en
los resultados debido al alto porcentaje de metilacion que pueden presentar las lineas
celulares correspondientes a estadios tan avanzados de la enfermedad. Sin embargo
consideramos valioso mencionar este tipo de analisis complementarios que ayudan a

afianzar la posible relacién entre hipermetilacién y progresion de la LMC.

El andlisis de metilacion en la LMC se puede llevar a cabo en muestras de medula ésea.
La LMC presenta una ventaja sobre otro tipo de neoplasia, en pacientes con LMC se

puede encontrar una poblacion celular muy similar en medula 6sea (MO) y en sangre
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periférica (SP). Es asi como en nuestra revision sistematica el 78% de las muestras
correspondia a MO, mientras que el 71% de los controles fueron SP. Cabe anotar que
tres estudios utilizaron como control DNA universal metilado (22, 23 y 33), disponible en
kits comerciales, siendo este el control ideal a la hora de realizar analisis de metilacién ya
que se debe tener en cuenta que la metilacion es un mecanismo normal en las células
eucariotas cuya finalidad es silenciar genes que no se expresan constitutivamente y que

este porcentaje normal de metilacion varia entre tejidos (3).

El porcentaje global de metilacién en esta revision sistematica fue estadisticamente mayor
en la fase de crisis blastica lo cual concuerda con reportes de estudios individuales (3,
43,44). La hipermetilacion es un mecanismo epigenético que se ve influenciado por
diferentes factores inherentes a la LMC, como la produccion de ROS que fomenta
mecanismos que finalizan con la desregulacion de la funciéon de las DNMTs (38). El
silenciamiento de genes supresores de tumores es la via de inicio de multiples neoplasias
hematolégicas. En la LMC este silenciamiento se refleja en la progresion entre fases lo
cual se hace evidente en nuestra revision sistematica, ya que, fuera de ser mayor la
proporcién de metilacion entre fases, esta tiene un valor estadisticamente significativo (p=
0,000) para cada fase en la comparacion multiple de proporcién de metilacion. Ademas el
n muestral para la revision sistematica aument6 de forma significativa con respecto a los
estudios individuales incluidos en esta, lo cual valida los resultados obtenidos, mejorando

una de las principales limitaciones en los estudios en LMC, el bajo tamaro de la muestra

debido a la baja prevalencia de la enfermedad.

Un total de 39 genes fueron analizados en el presente trabajo, aumentando de forma
significativa, el numero de genes analizados en estudios individuales, siendo 13 el mas

alto (21) y uno en la mayoria de estudios. Los genes estudiados fueron clasificados segun
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el mecanismo celular que estos regulan (tabla 3), encontrando una gran diversidad en el

tipo de genes seleccionados por los diferentes autores para realizar el andlisis.

e Hipermetilacion de genes y progresion en LMC

Como se mencion6 en los resultados, la amplia diversidad de genes encontrados en la
revision no permitié identificar genes que puedan ser propuestos como marcadores de
progresion de fase en estudios de hipermetilacién en pacientes con LMC. Sin embargo, es
importante resaltar los resultados arrojados por cada estudio y correlacionar el analisis de
los genes evaluados en mas de un estudio con el fin de enfatizar en la importancia de la

seleccién de genes para este tipo de estudios.

SOCS1

Es un gen involucrado en la regulacién de diversas citoquinas que actian en vias de
sefalizacién. El estudio realizado por Uheara et al, 2011 evalu6 el estado de metilacién de
este gen en 16 pacientes con LMC en CB sin encontrar hipermetilacion. Por otro lado en
el estudio realizado por Pena et al, 2009 se realiz6 el andlisis del gen diferenciando el
sitio de hipermetilacion de este entre regiébn promotora y exén 2, reportando mayor
numero de muestras hipermetiladas en FC cuando se analiz6 el exon 2 (14/27) frente a la
region promotora (2/25), mientras que en CB ninguna muestra reportd hipermetilacion
concordando con los resultados de Uheara et al, 2011 y a su vez discrepando con el
analisis realizado por Yiu et al, 2003, quienes proponen a SOCS1 como gen marcador
para progresion de fases por hipermetilacion en LMC. Este estudio analiz6 112 muestras
y encontr6é un porcentaje de metilacion de 46% en FC y del 67% en CB esta diferencia es
estadisticamente significativa (p=0.0001). La discrepancia en los resultados entre

estudios debe ser analizada de manera critica ya que los estudios de Uheara et al, 2011
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y Pena et al, 2009 tienen menor nimero de muestras analizadas (n=16 y n= 30,
respectivamente) por lo tanto el poder estadistico de los resultados disminuye en
comparacion con el n poblacional del estudio de Yiu et al, 2003.Estos resultados no son
concluyentes en cuanto a la varcién en el perfil de metilacion de este gen, debido a las

limitantes anteriormente mencionadas.

DAPK1

Qian et al, 2008 evaluaron el estado de metilacion del gen DAPK1 en 49 pacientes con
LMC, hallando un porcentaje de metilacion significativo en 25 pacientes (10 en FC, 3 en
FA y 12 en CB), sugiriendo una relacién entre la hipermetilacion de este gen y la
progresion de fases (p=0.013en FC, p=0,05en FAy p= 0,031 en CB). Este estudio
no encontro relacion entre parametros del hemograma (recuento de leucocitos, valores de
hemoglobina y hematocrito, recuento de blastos) edad y sexo con estado de
hipermetilacion del gen. Los resultados del andlisis de este estudio concuerdan con el
reporte realizado por Uehara et al,2011, quienes evaluaron el estado de metilacién del
gen en 16 pacientes, hallando hipermetilacion de este en 1 de 16 evaluados. Sin
embargo, este Unico individuo presenté hipermetilacion de 5 genes (MGMT, RARB, P16,
DAPK'y FHIT) siendo un hallazgo poco frecuente en la poblacién estudiada, sugiriendo un
papel importante de este grupo de genes en la progresién de la enfermedad concordante

con otros reportes de aumento de hipermetilacion de genes en CB (3).

JUNB

JUNB representa el Unico gen incluido en nuestra revision que reporta 100% de metilacion
en FC y CB. Este gen, analizado por Yang et al 2003, se encontr6 metilado en 31
pacientes incluidos en el estudio y se propone como un gen asociado al desarrollo de la

LMC por contribuir al mantenimiento de la ventaja proliferativa en las células neoplésicas.
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En contraste con este estudio, Pena et al, 2009, reportan hipermetilacion del gen en solo
un paciente de 26 evaluados en FC y en ningun paciente de 3 en CB. Sin embargo se
debe tener en cuenta el nUmero de pacientes analizados en el segundo estudio como la
principal limitacién de este a la hora de interpretar las diferencias y su significado entre
ambos estudios. Cabe anotar que el estudio de Pena et al, 2009 es el Unico realizado en
América Latina que cumplié con los criterios de seleccién de nuestra revisién, poniendo

en evidencia la falta de estudios de este tipo en nuestro medio.

CDKN2A (P16)

Nagy et al, 2003 evaluaron el impacto de la hipermetilacion de los genes P16 y P14 en la
progresion de la FC a la FA en LMC obteniendo como hallazgo relevante la ausencia de
hipermetilacion de ambos genes en FC, mientras que en la FA se observdé un aumento
significativo en la hipermetilacion de ambos genes en un ndmero similar de muestras
hipermetiladas (12 para cada gen), proponiendo, de esta forma, a ambos genes como
marcadores de paso de FC a FA. Los resultados de Uheara et al, 2011, no reportan
hipermetilacion de P16 en CB, por lo tanto, al contrastar estos resultados, se puede
sugerir un papel importante de la hipermetilacion de este gen en las fases iniciales de la
enfermedad pero pierde valor prondstico en el paso a CB. Sin embargo se hace énfasis
en el bajo tamafo de la poblacién analizada en el estudio de Uheara et al, 2011 y su

posible in fluencia sobre los resultados.

CDKN2B (p15)

Este gen supresor de tumores, es frecuentemente estudiado en diferentes tipos de
neoplasias incluyendo las hematoldgicas, debido a su papel relevante en control de ciclo
celular. (3) Sin embargo, en nuestra revision 3 de 16 pacientes en el estudio realizado por

Uheara et al, 2011 y en 11 pacientes en la investigacion llevada a cabo por Jelinek et al,
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2011, presentaron hipermetilacion de este gen. Debido a esto no es posible proponer un

papel determinante sobre la hipermetilacién del gen y la progresion de la LMC.

Factores de transcripcion

Entre los tipos de genes més evaluados en esta revision se encuentran los factores de
transcripcién, entre ellos se encuentra PU.1, el cual esta estrechamente ligado al proceso
de hematopoyesis. Yang et al, 2012, proponen una relacidén entre su hipermetilacion y el
avance en fases clinicas en la LMC. Sin embargo, en nuestra revisién sistematica este
estudio presento dificultad a la hora de ser incorporado al analisis de metilacion total
debido a que no desagrega los resultados del andlisis de metilacién por fase clinica
dificultando la extraccion de datos por cada fase. Otros factores de transcripcion
evaluados son los genes de la familia HOX (homeobox genes), los cuales codifican para
factores de transcripcion vitales para procesos de diferenciacion, proliferacién y
supervivencia y su hipermetilacion ha sido reportada en varios tipos de cancer. Strathdee
et al, 2007 reportan, hipermetilacion de ambos genes asociada a paso a crisis blastica,
HOXA5 (p = 0.00002) y HOXA4 (p = 0.006), relacionando su hipermetilacion con el
aumento de granulocitos tipico de la enfermedad. El estado de metilacién del gen DDITS,
otro factor de transcripcién evaluado, fue analizado por Wang et al,2010 en 53 pacientes
con LMC. En este trabajo no se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la
proporcion de metilacion entre fases de la enfermedad y se recomienda verificar una
posible asociacion de este gen con progresiébn de la enfermedad. Sin embargo se
encontrd una asociacion entre el recuento de leucocitos y la hipermetilacion del gen, no se
encontrd asociacion con otros parametros del hemograma ni con la edad y el género. Por

ultimo, encontramos en gen TFAP2E, este es un factor de transcripcion que cumple

30



funciones de gen supresor de tumores, este tipo de genes se encuentran frecuentemente
hipermetilados en neoplasias hematolégicas incluyendo la LMC y se encontr

Hipermetilado en 75 de 120 pacientes en el estudio realizado por Jelinek et al,2011.

Control de apoptosis

Como miembro de la familia BCL, el gen BIM se encuentra relacionado con control de
apoptosis, Su silenciamiento por hipermetilacion ha sido asociado a disminucién en las
tasas de apoptosis de células neoplasicas en LMC y a disminucién en las tasas de
remision molecular de pacientes con la neoplasia Eneriz et al, 2009. Entre otros genes
reguladores de apoptosis evaluados en nuestra revision se encuentre DAPKI1, los
resultados en su analisis fueron discutidos anteriormente y sugieren la hipermetilacion de

este gen como un evento frecuente en la LMC.

Control de vias de sefalizacion

PLCD1 es postulado en el estudio de Song et a, 2012 como un gen supresor de tumores.
De 41 pacientes evaluados, 23 evidenciaban hipermetilacion del gen (17, 2y 4 en FC, FA
y CB respectivamente). Se describe la aparicién de la hipermetilacién del gen como un
evento temprano en la LMC, sin embargo, no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa entre la hipermetilacién de este gen y la progresién en fase clinica ni con los
valores de hemoglobina, hematocrito, recuento de plaquetas, recuento de leucocitos,
edad y género. Por otra parte, Pehlivan et al, 2008, reportaron metilacion del gen SFRP1
en solo 7 de 41 muestras analizadas, de esta forma no informaron asociacién entre la
hipermetilacion de este gen y la progresion de la enfermedad, es importante resaltar la
posible relaciébn entre la hipermetilacién del gen estudiado y la persistencia del

cromosoma Filadelfia, disminuyendo las tasa de remision citogenética y molecular en
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pacientes con LMC, posiblemente debido a bloqueo de la interaccion del gen con vias

como la Wnt.

Control de proliferacion

Gomez et al, 2003, proponen la hipermetilacién del gen CDH13 como un mecanismo que
favorece la proliferacion de granulocitos en LMC, reflejando este fenédmeno en las
leucocitosis marcadas que presentan los pacientes con LMC. La hipermetilacion de este
gen se encontr6 en 99 de 179 muestras en FC evaluadas y en 52 muestras en FC
correspondientes a los mismos pacientes indicando que la aparicién de la hipermetilacion
del gen no esta relacionada con la progresién pero si con la sobrevida libre de la

enfermedad (p= 0.03).

Otros

El estudio realizado por Yang et al, 2006 propone a un grupo de genes reguladores de
ciclo circadiano (hPER1, hPER2, hPERS3, hCRY1, hCRY2, hBMAL1, CLOCK, CKIE, TIM)
como reguladores indirectos de proteinas involucradas en control de ciclo celular,
basandose en reportes de relacién entre la disrupcion del ciclo circadiano y su asociacion
con la aparicion de cancer, se realiz6 el andlisis de metilacion del grupo de genes
anteriormente mencionado en pacientes con LMC, obteniendo un estado de
hipermetilacion en los genes hPER2, hPER3 con diferencia estadisticamente
significativa entre el estado de hipermetilacion de hPER3 en FC y CB, siendo menor en la

primera fase.

Jelinek et al, 2011 describen el analisis de 10 genes (DPYS, CDH13, PGRA, PGRB,
NPM2, OSCP1, PDLIM4, TFAP2E, CDKN2B y ABL) mediante pirosecuenciacion,

obteniendo porcentajes de metilacién con valores estadisticamente significativos en los
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genes PGRA, PGRB, TFAP2E, CDKN2B y OSCP1. PGRA, PGRB, TFAP2E, dichos
genes mostraron un incremento en sus porcentajes de metilacion a medida que avanza la
fase clinica de la enfermedad, mientras que OSCP1 muestra mayores porcentajes de
hipermetilacion en pacientes resistentes a la terapia con Imatinib, proponiendo los cuatro
primeros genes (PGRA, PGRB, TFAP2E, CDKN2B) como parte de un fenotipo
“hipermetilador “y el ultimo (OSCP1) como un marcador para prondstico de resistencia a
la terapia de primera linea. Los genes que codifican para receptores hormonales (PGRA,
PGRB) han sido asociados a desarrollo de cdncer mediado por hipermetilacion. CDKN2B,
también conocido como P15 es un gen supresor de tumores que regula ciclo celular. Por
otro lado OSCP1 es un gen que codifica para una proteina involucrada directamente en el
transporte del Imatinib hasta las células neoplasicas, su silenciamiento por hipermetilacién

se propone como un factor asociado a resistencia.

El analisis de los genes incluidos en esta revision sistematica, evidencia la
heterogeneidad de genes seleccionados a la hora de realizar estudios de hipermetilacion
en LMC, este factor dificulté la extraccion de datos concluyentes en cuanto a los genes
mas frecuentemente hipermetilados en LMC. Este analisis pone en manifiesto la dificultad
para proponer genes como marcadores de progresién asociados a hipermetilacion en
pacientes con LMC, sin embargo, discute los resultados encontrados en los estudios
individuales con el fin de valorar la informacion ofrecida por cada uno de estos y teniendo
en cuenta las limitaciones propias de cada estudio, como el tipo de técnica, los controles
utilizados y la cantidad de muestras analizadas lo cual disminuye el poder estadistico de
los resultados arrojados. Por otra parte, el reporte del estado de metilacion por fases no
era claro en un estudio (25) y dos ( 20, 24) de los estudios que analizaban mas de un gen
no desagregaban los resultados de hipermetilacibn de cada gen por paciente,

sobreestimando los porcentajes de metilacion.
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A pesar de estas limitaciones, la presente revisidén sistematica presenta ciertas ventajas
sobre los estudios individuales realizados para analizar hipermetilacién en LMC, siendo
estas: aumento de la poblacién estudiada, lo que implica un aumento en el poder
estadistico de los desenlaces; control de sesgos de seleccién en las poblaciones
estudiadas, ya que con los criterios de inclusién y exclusion y con los analisis del texto
completo se sabia de antemano si el estudio se habia realizado de forma adecuada;
identificacion de limitaciones que pueden ser corregidas en estudios en nuestra poblacion
0 ventajas que pueden ser tomadas en cuenta para préximos estudios como
implementacion de técnicas mas sensibles y especificas, uso de DNA universal metilado
como control, concordancia entre tipo de muestra y control utilizados e implementacién

del analisis de la relacién entre parametros del hemograma y estado de metilacién.

e Perspectivas

Finalmente y debido a que los mecanismos epigenéticos, principalmente la
hipermetilacion, pueden llegar a ser influenciados por fendmenos inherentes a la LMC,
como la producciéon de ROS la cual va aumentando a medida que la enfermedad progresa
de fase y teniendo en cuenta los datos arrojados por los estudios analizados en esta
revision sistematica, se puede sugerir una posible relacion entre la metilacién de genes y
la progresion de la enfermedad, sin embrago, se deben realizar mas estudios individuales
de genes para establecer una relacion causal, ya que los datos obtenidos en esta revisién
sistematica no permiten determinar dicho tipo de relacion. Ademas nuestros resultados
corroboran la ausencia de genes marcadores para progresioén por hipermetilacion en la
LMC, se sugiere realizar mas estudios con el fin de explorar el comportamiento de genes
especificos en nuestra poblacion para determinar un posible perfil de metilacion que sea

util a la hora de proponer analisis epigenéticos en pacientes con LMC.
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