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Resumen: el análisis exhaustivo de los patrones de metilación del ADN es una parte fundamental para 
entender las bases moleculares del desarrollo y progresión de las neoplasias hematológicas, debido a 
que la hipermetilación en regiones promotoras afecta directamente vías carcinogénicas y conduce a 
la inactivación de genes involucrados en procesos celulares fundamentales como el ciclo celular y la 
apoptosis. En esta revisión de literatura se presenta una descripción de las técnicas más utilizadas 
para el estudio de la metilación: la reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación 
(MSP), el análisis combinado restricción bisulfito (COBRA), la secuenciación dependiente de bisulfito 
(BSP), la pirosecuenciación con bisulfito y las técnicas basadas en micromatrices; describiendo su 
principio, aplicación en la investigación de las neoplasias hematológicas y algunas de sus fortalezas 
y debilidades. 

Palabras clave: metilación de ADN, neoplasias hematológicas, reacción en cadena de la polimerasa, 
secuenciación del ADN, análisis por micromatrices. 

Abstract: the comprehensive analysis of DNA methylation patterns is important to understanding 
the molecular basis of development and progression of hematological malignancies. The hyper-
methylation in promoter regions directly affects carcinogenic pathways and leads to the inactiva-
tion of genes involved in fundamental cellular processes such as cell cycle and apoptosis. In this 
review are presented the most widely used techniques to DNA methylation analysis: methylation 
specific polymerase chain reaction (MSP), combined bisulfite restriction analysis (COBRA), bisul-
fite-sequencing polymerase chain reaction (BSP), bisulfite pyrosequencing and microarrays; de-
scribing its principles, usefulness in the hematological malignancies study, and some of its strengths 
and weaknesses. 
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La epigenética se puede definir como el estudio de los cambios heredables en la expresión 
génica causados por mecanismos distintos a modificaciones en la secuencia del ADN [1]. 

Estos mecanismos desempeñan un papel clave en los procesos fisiológicos de los mamíferos, 
ya que determinan la especificidad en el crecimiento y la diferenciación de cada célula en 
el organismo, por tanto, un perfil de expresión génica anormal modifica la identidad celular, 
causando cambios en el fenotipo y aumento de la susceptibilidad a ciertas enfermedades. 
Los eventos epigenéticos están involucrados en múltiples procesos como el envejecimiento 
y en la patogénesis de múltiples enfermedades como las autoinmunes y los cánceres hema-
tológicos, en las cuales ha sido ampliamente estudiado y ha ayudado a justificar el aumento 
de su prevalencia [2].

La metilación del ADN es quizá el mecanismo epigenético más comúnmente descrito en las 
neoplasias hematológicas [3]. Este proceso se produce por la transferencia de grupos metilo al 
carbono 5 (C5) de las citosinas que están presentes en el dinucleótido citosina-fosfato-guanina 
(CpG) a partir de la S-adenosil metionina (SAM), un donante de metilos. Esta reacción es cata-
lizada por enzimas ADN metiltransferasas (DNMTs) [4]. La hipermetilación ocurre en las islas 
CpG normalmente no metiladas, las cuales se encuentran localizadas en las regiones promo-
toras de los genes supresores de tumores, lo que produce la inactivación o silenciamiento de 
estos genes [5]. Por tal razón, los cambios en los patrones de metilación del ADN en diversos 
genes se han relacionado con la progresión de los cánceres hematológicos [6-9]. 

Las alteraciones epigenéticas representan una característica importante en el desarrollo 
del cáncer, incluso de las neoplasias hematológicas, cuyas características clínicas muestran 
una alta variabilidad interindividual y comprenden los cánceres que se originan a partir 
de órganos hematopoyéticos primarios (médula ósea y sangre), como los mielomas y las 
leucemias, y los procedentes de órganos linfoides secundarios (ganglios linfáticos), como 
los linfomas [10]. 

Para definir mejor el impacto de las alteraciones causadas por la metilación del ADN sobre la 
patogénesis de las neoplasias hematológicas es necesario establecer detalladamente los perfiles 
de metilación de cada una de ellas. De esta manera, se obtendrá una mejor comprensión del 
proceso de transformación y, posiblemente, de las implicaciones en el cuidado del paciente en 
las áreas de diagnóstico, pronóstico e intervenciones terapéuticas [11]. Por lo tanto, cada vez es 
más necesario el diseño de nuevos métodos para la determinación de la metilación aberrante 
de los genes que brinden una imagen más completa de las vías celulares implicadas en cada tipo 
de neoplasia hematológica [12]. 

En este artículo se revisarán las técnicas para el análisis de los patrones de metilación del ADN 
más utilizadas en el estudio de las neoplasias hematológicas, exponiendo su principio, aplicación 
en la investigación de las neoplasias hematológicas y algunas de sus fortalezas y debilidades.
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Métodos de detección de la metilación del ADN
Inicialmente, el estudio de los patrones de metilación de secuencias individuales y específicas 
del ADN se fundamentaba casi exclusivamente en la digestión con endonucleasas sensibles 
e insensibles a la metilación [13]. El ADN digerido con una enzima de restricción sensible a 
la metilación es cortado en o cerca del sitio de reconocimiento de la enzima en la secuencia 
de interés que no se encuentra metilada, pero no en aquellas que sí están metiladas. Poste-
riormente, el estado de metilación es determinado por el procedimiento de transferencia de 
Southern usando una sonda específica [14] o mediante el método de reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction) (véase figura 1) [15]. Entre las princi-
pales ventajas de esta técnica se encuentra que no requiere modificaciones de la secuencia del 
ADN, lo que lo hace un método relativamente simple y que previene el daño en el material 
genético; sin embargo, presenta ciertos inconvenientes como un análisis limitado, debido a la 
disponibilidad de sitios de restricción en el fragmento de interés y la posibilidad de digestiones 
incompletas que producen falsos positivos [16].

Actualmente, la mayoría de las técnicas de detección de la metilación del ADN están basa-
das en el uso de enzimas de restricción y la previa conversión con bisulfito de sodio de la 
secuencia, la cual consiste en una serie de reacciones químicas (sulfonación, deaminación y 
desulfonación) que dan paso a la transformación de las citosinas no metiladas en uracilos, que 
serán convertidos en timinas durante la síntesis in vitro del ADN en la reacción en cadena de 
la polimerasa [17] (véase figura 2). 

Figura 1. Esquema de la técnica basada en enzimas de restricción sensibles a la metilación combinada con la reacción 
en cadena de la polimerasa. El ADN es tratado con la enzima sensible a la metilación y, posteriormente, amplificado 
por reacción en cadena de la polimerasa. Cuando la secuencia se encuentra sin metilar la enzima corta en su sitio de 
reconocimiento, por lo tanto, no hay amplificado y no se encuentra producto de la reacción. Cuando la secuencia se 
encuentra metilada, los grupos metilo protegen de la digestión por la enzima de restricción y, por tanto, no se produce 
el corte de la secuencia en el sitio de reconocimiento de la enzima, permaneciendo intacta. En este caso la secuencia 
es amplificada, previo diseño de cebadores específicos, obteniendo el producto de reacción. Tomada y modificada de 
“CpG methylation analysis--current status of clinical assays and potential applications in molecular diagnostics: a report 
of the Association for Molecular Pathology” por AR Sepulveda y colaboradores, 2009, J Mol Diagn, 11, p. 269. Copy-
right© 2009 por American Society for Investigative Pathology y la Association for Molecular Pathology.
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Reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación
La reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación (MSP) proporciona in-
formación cualitativa del estado de metilación de una secuencia concreta. Esta técnica fue 
originalmente descrita por Herman y colaboradores en 1996 [18] y desde entonces ha sido 
predominantemente usada para el análisis de genes supresores de tumores en muestras pri-
marias de pacientes [19,20]. La reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación 
incluye el tratamiento inicial con bisulfito y el uso de dos pares de cebadores específicos, uno 
para regiones metiladas y otro para las no metiladas, diseñados para discriminar entre las ci-
tosinas convertidas y las no convertidas (véase figura 2) [21]. Aproximadamente el 0,1% del 
ADN metilado puede ser detectado mediante esta técnica, por lo que se considera altamente 
sensible [11]; no obstante, no discrimina entre los niveles bajos y altos de metilación en una 
secuencia determinada. 

Las desventajas de esta técnica se deben sobre todo a los efectos del bisulfito en el ADN, ya 
que se ha demostrado que causa una degradación extensa en las secuencias diana y mayores 
pérdidas en los pasos de purificación, lo que puede afectar el rendimiento del ensayo y la in-
ducción de sesgos en la amplificación [22]. También existe riesgo de arrojar resultados falsos 
positivos o sobreestimar la metilación de una secuencia dada debido a la conversión incom-
pleta del bisulfito que lleva a que la secuencia sin metilar pueda ser amplificada por el cebador 
específico de metilación [23]. En contraposición, diferentes casas comerciales han diseñado 

Figura 2. A. Esquema general de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación (MSP). 
El ADN de las muestras es extraído, modificado con bisulfito de sodio y amplificado con dos pares de cebadores 
previamente diseñados. El primero reconoce y se une exclusivamente a secuencias metiladas y el segundo reconoce 
las secuencias que no están metiladas. Finalmente, el estado de la metilación se visualiza en gel de agarosa. B. Efecto 
de la modificación de bisulfito sobre las secuencias ricas en CpG. Las citosinas no metiladas se convierten en uracilos, 
mientras que las metiladas no sufren ninguna modificación. C. Representación de los posibles resultados de la MSP 
visualizados en la electroforesis en gel de agarosa. M: secuencia metilada; NM: secuencia no metilada; 1: ADN metilado; 
2: ADN hemimetilado; 3: ADN no metilado. 
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estuches encaminados a la recuperación y purificación del ADN convertido con bisulfito (p. 
ej. DAPK1, Zymo Research, California, Estados Unidos), y se han implementado técnicas para 
garantizar la conversión completa del ADN, pero no todos los estudios tienen en cuenta estos 
aspectos [24].

Utilidad de la reacción en cadena de la polimerasa específica 
de la metilación en el estudio de las neoplasias hematológicas 

A pesar de sus desventajas, la reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación ha 
sido utilizada ampliamente en estudios epigenéticos relacionados con neoplasias hematológicas, 
debido a que es un ensayo sencillo y costo-efectivo [11]. La discriminación de genes específicos 
que están modificados por mecanismos epigenéticos, como la metilación del ADN, ha sido 
posible gracias al empleo de esta técnica. En la patogénesis de las leucemias el silenciamiento 
de genes por hipermetilación es frecuente, entre ellos los genes supresores de tumores, genes 
asociados a apoptosis y genes reguladores del ciclo celular [25]. 

Gracias a la reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación se han podido rea-
lizar diversos estudios encaminados a conocer los eventos biológicos que están presentes en 
el inicio, la progresión y fenómenos de resistencia en las neoplasias hematológicas; además, se 
ha facilitado la identificación de biomarcadores que pueden tener un valor pronóstico y, mejor 
aún, brindar la posibilidad de realizar una terapia personalizada y dirigida [7,26-30]. Algunos 
genes hipermetilados relacionados con neoplasias hematológicas que han sido identificados 
utilizando esta técnica se describen en la tabla 1.

Análisis combinado de restricción bisulfito
El análisis combinado de restricción bisulfito (COBRA; del inglés, combined bisulfite restriction 
analysis) es una técnica cuantitativa que determina el nivel de metilación de un gen específico 
en pequeñas cantidades de ADN genómico. Este método se compone básicamente de los si-
guientes pasos: una reacción en cadena de la polimerasa estándar después del tratamiento con 
bisulfito de sodio, la digestión con enzimas de restricción y la cuantificación de la metilación de 
la secuencia determinada [39]. 

Xiong y colaboradores describieron esta técnica, en la que se incluye inicialmente la conversión de 
las citosinas no metiladas en uracilos para la posterior amplificación por reacción en cadena de la 
polimerasa. Previamente, se realiza el diseño de unos cebadores que sean complementarios con 
la secuencia de ADN convertido y no contengan dinucleótidos CpG en la región correspondiente 
del ADN original sin convertir; esto produce que durante la amplificación no se discrimine entre 
los ADN molde según su estado de metilación [40].

Antes de iniciar la digestión, los productos de la reacción en cadena de la polimerasa son pu-
rificados y luego digeridos con una enzima de restricción que tiene un sitio de reconocimiento 
CpG en la secuencia de ADN original sin convertir. De esta manera, el corte sólo ocurre si la 
secuencia CpG se mantuvo intacta en la conversión con bisulfito, es decir, si sus citosinas se 
encontraban originalmente metiladas; entretanto, los sitios que se encontraban originalmente 
no metilados no son cortados [40].
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La eficiencia de la digestión puede ser verificada con el empleo de un control de digestión, utilizan-
do por ejemplo una enzima con secuencia de reconocimiento CATG, que no debe permanecer 
después de la conversión con bisulfito. Por lo tanto, si se produce algún clivaje indica que no hubo 
metilación del ADN o que se presentó una conversión incompleta con el bisulfito. Finalmente, los 
productos de las digestiones son separados en gel de poliacrilamida desnaturalizado y transferidos 

Tabla 1. Genes hipermetilados en muestras de pacientes con neoplasias hematológicas determi-
nados mediante la reacción en cadena de la polimerasa específica de la metilación

Genes Tipo de neoplasia 
hematológica

Hallazgo relevante Referencia 

p15, p16, p53 y DAPK Leucemia mieloide crónica 
(fase crónica)

Genes del ciclo celular y apoptosis 
que se encuentran hipermetilados

Bodoor y cols., 
2014 [26]

p16INK4a Leucemia mieloide crónica 
(fase crónica, acelerada y 
blástica) 

Implicado en la progresión de fase 
clínica

Ahmad y cols., 
2014 [27]

SHP-1 Leucemia mieloide crónica 
(fase acelerada y blástica)

Implicado en la progresión de fase 
clínica

Li y cols., 2014 
[28]

p15, MGMT,RARβ, 
p16,DAPK y FHIT

Leucemia mieloide crónica 
(fase blástica)

Implicados en la progresión de fase 
clínica

Uehara y cols., 
2012 [6]

BIM Leucemia mieloide crónica Relacionado con respuesta reducida 
al tratamiento con Imatinib

San Jose y cols., 
2009 [29]

MLH1, RPRM, 
FEM1B y THAP2

Leucemia mieloide crónica Potenciales biomarcadores de resis-
tencia al Imatinib

You y cols., 2012 
[7]

GRAF Leucemia mieloide aguda Gen hipermetilado que podría ser un 
evento temprano en esta leucemia

Qian y cols., 
2011 [30]

MEG3 Leucemia mieloide aguda Hipermetilación del gen asociada con 
mal pronóstico

Benetatos y cols., 
2010 [31]

p15 Leucemia mieloide aguda Potencial biomarcador en esta 
leucemia 

Bodoor y cols., 
2014 [26]

C/EBP ζ Leucemia mieloide aguda Hipermetilación y baja expresión del 
gen

Yao y cols., 2011 
[32]

TSC2 Leucemia mieloide aguda Hipermetilación del promotor asocia-
da con baja expresión de la proteína 
TSC2 que participa en el ciclo celular

Xu y cols., 2009 
[33]

SFRP1 y SFRP2 Leucemia mieloide aguda Posiblemente involucrados en la ini-
ciación de la enfermedad (detectadas 
en pacientes con diagnóstico de novo)

Ghasemi y cols., 
2015 [34]

MT3 Leucemia mieloide aguda Gen inactivado en pacientes pediá-
tricos

Tao y cols., 2014 
[35]

DAPK Leucemia linfoide crónica Potencial biomarcador de esta 
leucemia

Bodoor y cols., 
2014 [26]

CALCA Leucemia linfoide crónica Asociado con pacientes de alto riesgo 
de infiltración a sistema nervioso 
central

Paixao y cols., 
2006 [36]

DLC1,SHP-1,p15, 
p16

Leucemia linfoide crónica Relacionados con un estado de diag-
nóstico avanzado

Forsterova y 
cols., 2010 [37]

p15, p16, p53 Leucemia linfoide aguda Genes del ciclo celular y apoptosis 
que se encuentran hipermetilados

Bodoor y cols., 
2014 [26]

PTEN Leucemia linfoide aguda (con 
cromosoma Filadelfia positivo)

Relacionada con la resistencia al Imati-
nib en pacientes con Filadelfia positivo

Montiel-Duarte 
y cols., 2008 [38]
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a una membrana por electroblotting para luego ser hibridados con oligonucleótidos y cuantificados 
por una fosforimagen [40] (véase figuras 3 y 4). 

El análisis combinado de restricción bisulfito es comúnmente usado para la determinación del 
estado de metilación de un gran conjunto de muestras, es técnicamente simple y, dependiendo 
de la región que está siendo investigada, puede brindar información sobre el estado de metilación 
de varios sitios CpG de la secuencia en una sola reacción [41]. Aunque, cabe señalar que sólo 
proporciona información sobre el estado de metilación de ADN de los sitios CpG que son parte 
del sitio de reconocimiento de la enzima de restricción. 

Este método, basado en la electroforesis en gel, tiene varios inconvenientes: consume mucho 
tiempo, requiere una gran cantidad de muestra y presenta un poder de separación limitada 
[42]. Además, el sistema amplifica todo el ADN, es decir, no hay una amplificación prefe-
rencial del ADN metilado, por lo que las muestras que contenían originalmente sólo trazas 
de ADN metilado lo presentan de igual forma en el producto de la reacción en cadena de 
la polimerasa. Estas pequeñas cantidades no se pueden detectar fácilmente a través de la 
restricción enzimática [43].

Además de esto, el principal inconveniente del análisis combinado de restricción bisulfito es 
que la información cuantitativa no se puede extraer fácilmente a partir del ensayo. Los inten-
tos para cuantificar el ADN metilado se han realizado mediante hibridación de los productos 
de restricción con cebadores marcados radiactivamente. Aunque se han obtenido resultados 

Figura 3. Esquema general sobre la técnica COBRA descrita por Xiong y colaboradores (1997) [40].
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exitosos bajo este enfoque, el método es laborioso e implica el uso de un isotopo radioactivo. 
De igual manera, se ha intentado cuantificar las intensidades de los fragmentos de ADN teñidos 
con bromuro de etidio usando programas informáticos de edición de imágenes. El problema 
de este enfoque es la subestimación de las señales fuertes; además, la fluorescencia del fondo 
de las imágenes del gel es con frecuencia variable lo que afecta los cálculos y hace imposible 
comparar de forma confiable los niveles de metilación en las muestras [41]. 

Por tal razón, se han realizado modificaciones de la técnica con el propósito de realizar una 
cuantificación precisa y reproducible del ADN metilado, como la combinación del análisis com-
binado de restricción bisulfito y la electroforesis capilar con fluorescencia inducida por láser 
(CE-LIF; del inglés, capillary electrophoresis with laser induced fluorescence detection) [42] y el 
Bio-COBRA, que combina el sistema original con la plataforma del bioanalizador Agilent 2100 
(Agilent Technologies, Inc., California, Estados Unidos) [41]. Estas técnicas modificadas ofrecen 
ciertas ventajas como una buena separación, eficiencia, alta sensibilidad y cuantificación de pe-

Figura 4. A. Esquema de acción de la enzima de restricción 
Bts UI en las secuencias metiladas y no metiladas. El sitio de 
reconocimiento de la enzima es la secuencia CGCG. Cuando 
una secuencia de ADN no metilada es sometida al tratamiento 
con bisulfito y luego amplificada, las citosinas son convertidas a 
timinas, lo que produce la pérdida del sitio de reconocimiento 
de la enzima y, en consecuencia, evita que la secuencia sea cor-
tada, permaneciendo intacta. Cuando una secuencia metilada 
es sometida al mismo procedimiento, las citosinas metiladas no 
son modificadas por el bisulfito y, por tanto, la enzima está en 
la capacidad de reconocer y cortar la secuencia. B. Represen-
tación de la visualización en gel de poliacrilamida del control 
negativo y de muestras con o sin metilación. En el ensayo debe 

incluirse un control de digestión con una enzima de restricción como la Hsp92II, cuya secuencia de reconocimiento es 
CATG, que debe ser destruida por la conversión del bisulfito. Cualquier escisión por la Hsp92II indica una conversión 
incompleta del bisulfito de sodio. Muestra 1: sin metilación; muestra 2: 100% metilada. Obsérvese la presencia de dos 
bandas correspondientes a los dos fragmentos formados por la escisión de la enzima Bts UI. 
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queños tamaños de muestra, lo cual convierte al análisis combinado de restricción bisulfito en 
una importante herramienta para el desarrollo de parámetros diagnósticos y pronósticos para 
la detección y manejo de las enfermedades. 

Utilidad del análisis combinado de restricción 
bisulfito en el estudio de las neoplasias hematológicas

El análisis combinado de restricción bisulfito ha permitido conocer con más de detalle los 
niveles de metilación de los genes involucrados en el comienzo, la progresión y la resistencia 
al tratamiento en las neoplasias hematológicas, debido a su carácter cuantitativo y la capaci-
dad de realizarse en gran cantidad de muestras. Algunos genes hipermetilados relacionados 
con neoplasias hematológicas que han sido identificados utilizando esta técnica se describen 
en la tabla 2.

Utilizando el análisis combinado de restricción bisulfito se pudo determinar en 118 pacientes con 
leucemia linfoide crónica una puntuación global de la metilación en un panel de genes: CD38, 
HOXA4 (homeobox A4) y BTG4 (gen 4 de translocación de células B), que tiene un valor pre-
dictivo en la progresión de la enfermedad, lo que demuestra que este enfoque permite estratificar 
el riesgo de un buen o mal curso en los pacientes con leucemia linfoide crónica [49]. 

Wattanawaraporn y colaboradores ilustraron con más detalle el comportamiento de la metila-
ción del gen TTC12 (dominio 12 repetido de tetratricopéptido) de los leucocitos de individuos 
sanos y las médulas óseas de pacientes con remisión completa y con leucemia linfoide aguda, 
en los que pudieron determinar las medias estadísticas y los niveles más altos de metilación, 
siendo mayores en el último grupo, lo que demuestra la asociación entre la regulación epige-
nética y la leucemia linfoide aguda [48]. 

Tabla 2. Genes hipermetilados en muestras de pacientes con neoplasias hematológicas determi-
nados mediante el análisis combinado de restricción bisulfito

Genes Tipo de neoplasia 
hematológica

Hallazgo relevante Referencia 

hMSH2 Leucemia linfoide aguda El incremento de la metilación de este gen 
disminuye la supervivencia en los pacientes 
con leucemia linfoide aguda

Wang y cols., 2014 [44]

RASSF6 
y RASSF10

Leucemia linfoide aguda El perfil de hipermetilación de este gen es 
diferente al de los tumores sólidos. Estos 
son frecuentes en la patogénesis de la 
leucemia linfoide aguda

Hesson y cols., 2009 [45]

TWIST2 Leucemia linfoide aguda La inactivación epigenética tiene un rol 
dual en el pronóstico de la enfermedad y 
la resistencia a quimioterapia 

Thathia y cols., 2011 [46]

HOXA5 Leucemia mieloide 
crónica

La hipermetilación del gen está fuertemente 
correlacionada con la progresión a fase 
blástica

Strathdee y cols., 2007 [47]

TTC12 Leucemia linfoide aguda La expresión es inhibida en asociación con 
la hipermetilación del gen

Wattanawaraporn y 
cols., 2007 [48]

CD38 
y HOXA4

Leucemia linfoide crónica Estos marcadores pueden ser usados para 
estratificar el riesgo

Irving y cols.,2011 [49]
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Técnicas de secuenciación 
en el análisis de metilación del ADN
El análisis de todos los dinucleotidos CpG en una secuencia dada permite tener una visión 
más amplia de los niveles de metilación del ADN. Cambios en muy pocos o incluso en un 
solo dinucleotido CpG son suficientes para alterar la expresión de un gen. Esto ha sido posible 
verificarlo gracias al análisis de metilación cuantitativa en los promotores de genes susceptibles 
de ser estudiados. En la actualidad los métodos más utilizados para la cuantificación de la me-
tilación en una región específica son: la secuenciación con bisulfito y la pirosecuenciación [50].

Secuenciación dependiente de bisulfito de sodio 
La secuenciación con bisulfito (BSP; del inglés, bisulfite sequencing PCR) es el estándar de oro 
para el mapeo de la metilación alelo específica en los sitios CpG de los productos de la reacción 
en cadena de la polimerasa luego de la conversión con bisulfito de sodio. Casi todas las investi-
gaciones que estudian la metilación del ADN dependen directa o indirectamente de los datos 
obtenidos para la región de interés arrojados por la secuenciación con bisulfito de sodio [51].

Esta técnica consiste en la conversión del ADN con bisulfito de sodio, seguido de la amplificación 
de una región de interés mediante reacción en cadena de la polimerasa y, finalmente, la secuen-
ciación del producto de amplificación de forma directa o posterior a la clonación en un vector 
adecuado [24] (véase figura 5).

Tradicionalmente, la secuenciación con bisulfito basada en clonación es la más comúnmente 
utilizada, además es la primera técnica descrita para el análisis de metilación utilizando la re-
acción en cadena de la polimerasa. Con este método se realiza inicialmente una reacción de 
conversión con bisulfito de sodio seguido del proceso de desnaturalización, amplificación y 
clonación. Después de la expansión y purificación de los plásmidos, los productos de inserción 
de la reacción en cadena de la polimerasa son secuenciados. El estado de metilación de cada 
CpG en la región de interés es determinado por la secuencia de cada clon expandido [52,53]. 
Para obtener una mayor sensibilidad se requiere de seis reacciones de secuenciación. 

Una de las ventajas de esta técnica es que es la única opción para la determinación de la metila-
ción de haplotipos en el laboratorio [54]; sin embargo, presenta varios inconvenientes debido a 
que tiene múltiples pasos laboriosos (p. ej. el tratamiento con bisulfito, la clonación de los frag-
mentos de la reacción en cadena de la polimerasa, la construcción de vectores recombinantes, 
la identificación de clones positivos y la secuenciación del ADN), lo que implica una mano de 
obra intensiva y capacitada, y mucho tiempo de procesamiento, lo cual es inadecuado para el 
análisis de muestras de alto rendimiento [50]. Además, existen evidencias de que los amplico-
nes con citosinas pueden ser más difíciles de clonar eficientemente [55].

La secuenciación con bisulfito directa, es decir, sin realizar la clonación previa, provee informa-
ción sobre el estado de metilación promedio para cada CpG mediante la comparación de los 
resultados de la región de interés con una secuencia de referencia del ADN genómico res-
pectivo. Este método constituye una forma corta, más rápida y menos dispendiosa de realizar 
la secuenciación [24]. Algunos inconvenientes de este tipo de análisis son la mala calidad de 
la señal debido a la sobredimensión de citosinas causada por artefactos que afectan el análisis 
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del electroferograma y las señales brindadas por la conversión incompleta con el bisulfito. A 
pesar de esto, la secuenciación con bisulfito brinda una información del estado de metilación 
a lo largo de las hebras de ADN individuales, donde por ejemplo los patrones bimodales de 
metilación son claramente evidentes. Además, requiere de poco conocimiento técnico y se 
puede realizar utilizando estuches disponibles comercialmente [56].

Pirosecuenciación con bisulfito 
Colella y colaboradores desarrollaron, en 2003, un método altamente cuantitativo para evaluar el 
nivel de metilación en sitios específicos utilizando la tecnología de pirosecuenciación. Los análisis 
de metilación por pirosecuenciación (“PyroMethA”) son una modificación del análisis combinado 
de restricción bisulfito, en el que el análisis de restricción es sustituido por una reacción de piro-
secuenciación altamente cuantitativa [57].

La pirosecuenciación es un método de secuenciación por síntesis que monitorea cuantitativa-
mente la incorporación en tiempo real de los nucleótidos mediante la conversión enzimática 
del pirofosfato liberado en una señal de luz proporcional. Este método combina un protocolo 

Figura 5. Esquema general de la secuenciación con bisulfito directa y por clonación. Inicialmente se realiza la extrac-
ción del ADN genómico para ser convertido con bisulfito, amplificado por la reacción en cadena de la polimerasa y 
secuenciado de forma directa o luego de un paso previo de clonación.
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de reacción simple con medidas reproducibles y precisas del grado de metilación en varias 
CpG con una alta resolución cuantitativa. Después del tratamiento con bisulfito de sodio y la 
amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa, el grado de cada metilación en 
cada posición de CpG en una secuencia se determina a partir de la relación de timina y citosina 
[58](véase figura 6).

Este método tiene como ventaja la inclusión de un control interno, el cual corresponde a una 
secuencia de ADN que contiene citosinas no convertidas, lo que permite la cuantificación 
precisa de varios sitos CpG en una sola reacción. Uno de los inconvenientes que se presentan 
es que sólo pueden ser secuenciados en cada reacción 20 a 30 pares de bases, lo que limita el 
número de CpG que pueden ser evaluadas [39].

Utilidad de las técnicas de secuenciación 
en el estudio de las neoplasias hematológicas

La secuenciación con bisulfito es una técnica ampliamente utilizada en el análisis de metilación de 
genes en las neoplasias hematológicas ya que es considerado el estándar de oro en los estudios 
epigenéticos. Esta técnica ha sido útil en la detección de potenciales biomarcadores que lideran 
los procesos de transformación, progresión y resistencia de los cánceres hematológicos. Por su 
parte, la pirosecuenciación ha permitido la cuantificación fidedigna del estado de metilación en los 
mismos procesos, lo que ha permitido realizar estratificaciones de riesgo de recaída, resistencia 
y enfermedad residual, que posibilitan realizar un pronóstico en los pacientes con este tipo de 
enfermedades. Algunos genes hipermetilados relacionados con las neoplasias hematológicas que 
han sido identificados utilizando estas técnicas se describen en la tabla 3.

En los estudios de metilación de genes implicados en las neoplasias hematológicas usualmente la 
secuenciación con bisulfito y la pirosecuenciación son empleadas de manera simultánea o concomi-
tantemente con otras técnicas. Bohne y colaboradores utilizaron la secuenciación y la pirosecuen-
ciación para identificar y asociar la modulación epigenética de la hipermetilación del gen ERG (gen 

Figura 6. Esquema general de la pirosecuenciación. El proceso inicia con la incorporación de uno de los cuatro 
deoxiribonuclotidos (dNTPs), si este es complementario a la hebra molde la ADN polimerasa cataliza la incorpora-
ción y libera pirofosfato (PPi). Utilizando APS (adenosina 5’-fosfosulfato) como sustrato la ATP-sulforilasa convierte 
cuantitativamente el pirofosfato recién liberado en ATP (adenosín trifosfato), lo que activa la conversión de la luciferina 
a oxiluciferina por la acción de la luciferasa. Esta reacción genera una señal de luz proporcional a la cantidad de ATP 
producido. Un equipo capta la señal y genera un picograma, el cual muestra picos representando los nucleótidos incor-
porados. La apirasa degrada los dNTPs que no son incorporados.
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relacionado con eritroblastos de transformación específicos) con la leucemia linfoide aguda de 
células T [62]. Por su parte, Tao y colaboradores determinaron el estado de hipermetilación 
del gen MT3 (metalotioneina 3) mediante el uso de la reacción en cadena de la polimerasa 
específica de la metilación y la secuenciación con bisulfito en niños que padecen leucemia mie-
loide aguda [35]. Wang y colaboradores, utilizando simultáneamente dos técnicas cuantitativas, 
el análisis combinado de restricción bisulfito y la pirosecuenciación, demostraron la implicación 

Tabla 3. Genes hipermetilados en muestras de pacientes con neoplasias hematológicas determi-
nados mediante técnicas de secuenciación

Genes Tipo de neoplasia 
hematológica

Hallazgo relevante Referencia 

HOXA5 Leucemia mieloide aguda La cuantificación de la metilación 
de HOXA5 por pirosecuenciación 
es útil para predecir el pronóstico 
a corto plazo en la leucemia mie-
loide aguda

Kim y cols., 2010 [59]

Leucemia mieloide crónica La hipermetilación de este gen está 
fuertemente correlacionada con la 
progresión a fase blástica, y ha sido 
determinado por secuenciación 
con bisulfito

Strathdee y cols., 2007 [47]

Ligandos NKG2D Leucemia mieloide aguda La hipermetilación de los ligandos 
de NKG2D ha sido determinada 
por pirosecuenciación y se ha 
demostrado que contribuyen a la 
evasión del sistema inmune de las 
células tumorales en la leucemia 
mieloide aguda

Baragaño Raneros y cols., 
2015 [60]

MT3 Leucemia mieloide aguda Este gen es inactivado en los pa-
cientes pediátricos. El estado de 
metilación ha sido determinado por 
secuenciación con bisulfito

Tao y cols., 2014 [35]

CASP8AP2 Leucemia linfoide aguda El análisis del estado de metilación 
de este gen ha sido realizada por 
secuenciación de bisulfito, la cual 
mostró hipermetilación asociada 
con enfermedad mínima residual
(MRD) y respuesta pobre al tra-
tamiento

Li y cols., 2013 [61]

ERG Leucemia linfoide aguda 
de células T

Este gen es importante en la di-
ferenciación hematopoyética. Se 
encuentra hipermetilado según 
los análisis por secuenciación con 
bisulfito 

Bohne y cols., 2009[62]

BIM Leucemia mieloide crónica La baja regulación de BIM es epi-
genéticamente controlada por 
hipermetilación en pacientes con 
leucemia mieloide crónica y tienen 
un impacto desfavorable en el 
pronóstico. La hipermetilación de 
este gen ha sido determinada por 
secuenciación con bisulfito

San Jose-Eneriz y cols., 2009 [29]

hMSH2 Leucemia linfoide aguda El incremento de la metilación 
disminuye la supervivencia en los 
pacientes con leucemia linfoide agu-
da. La cuantificación de la metilación 
se realizó por pirosecuenciación

Wang y cols., 2014 [44]
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del gen hMSH2 (homólogo en humanos-2 de mutS) en el desarrollo de la leucemia linfoide 
aguda y en la supervivencia de estos pacientes [44].

Otra de las aplicaciones actuales de las técnicas de secuenciación con bisulfito es la nueva 
generación de secuencias de metilomas que proveen perfiles digitales individuales para cán-
ceres humanos, que podrían potencialmente proveer un método robusto para la clasificación 
epigenética de los subtipos de tumores. Por ejemplo, Queiros y colaboradores, utilizando 
cinco biomarcadores epigenéticos lograron clasificar a los pacientes con leucemia linfoide 
crónica de células B en los tres subtipos clínicos-biológicos (de células inmaduras, intermedias 
y maduras tipo B) [63].

Técnicas para análisis 
de metilación basadas en micromatrices 
Las micromatrices (del inglés, microarrays) para el análisis de metilación son técnicas molecula-
res ampliamente usadas para determinar el estado de metilación de múltiples genes de forma 
simultánea. Estas técnicas se basan fundamentalmente en un proceso de hibridación. El sistema 
consiste en soportes sólidos de cristal o plástico en los que se encuentran dispuestas diferentes 
sondas específicas de ADN que pertenecen a genes determinados. El ADN tiene la propiedad 
física de hibridar con secuencias complementarias según ciertas condiciones de temperatura y 
pH. De esta forma, si en una muestra biológica se encuentra la secuencia complementaria a la 
sonda de la micromatriz estas hibridan y se pueden visualizar con un trazador, generalmente un 
fluorocromo. Luego, la micromatriz se escanea y se obtiene la imagen que será analizada en un 
programa informático especializado [64].

En los últimos años ha existido un aumento creciente en el uso de la tecnología de micromatri-
ces en la metilación y diversos métodos han sido diseñados para obtener una mayor cobertura 
en el estudio de los cambios de metilación en todo el epigenoma y en genes específicos con 
el objetivo de mejorar la comprensión de las neoplasias hematológicas [65]. El estuche Illumin-
na HumanMethylation450 Bead Chip (Illumina, Inc., California, Estados Unidos) es una de las 
plataformas de micromatrices mejor comprendidas y actualmente disponibles, que debido al 
alto costo de las tecnologías de secuenciación de próxima generación es ampliamente usada 
como una herramienta para el análisis de los niveles de metilación en todo el genoma. Esta 
tecnología permite una alta resolución en los perfiles de metilación del genoma humano ya que 
cubre el 99% de genes de secuencia referenciados y aproximadamente 250.000 islas CpG. Esta 
plataforma está centrada en los promotores de genes y las regiones intergénicas, pero también 
contiene sitios de interés adicional como las regiones sensibles a DNAsas y los potenciadores. 
En comparación con los enfoques de secuenciación, las matrices de metilación son una alterna-
tiva de bajo costo que permiten el perfilado de un gran número de muestras, aunque con una 
resolución reducida [66]. 

Otra técnica de metilación basada en micromatrices es el sistema Epitect Methyl II PCR Array 
(Qiagen N.V., Venlo, Países Bajos), la cual utiliza la tecnología MethylScreen, que se basa en la 
escisión diferencial de secuencias diana por dos enzimas de restricción cuya actividad depende 
de la presencia o ausencia de citosinas metiladas en el sitio de reconocimiento. Después de la 
digestión con estas enzimas se cuantifica, por reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 



57
Medicina & Laboratorio Volumen 21, Números 1-2, 2015.

Principales herramientas epigenéticas para el diagnóstico y seguimiento de neoplasias hematológicas

real, la cantidad de ADN restante en cada reacción enzimática. Esto permite calcular de forma 
fiable y sencilla el estado de metilación de genes individuales (véase figura 7) [67]. Este método 
es relativamente simple y requiere poco ADN, pero como todas las técnicas que utilizan enzi-
mas de restricción la detección de la isla CpG depende de si la enzima de restricción reconoce 
los sitios analizados y la digestión incompleta produce falsos positivos [13]. 

Los microarreglos pese a ser una tecnología novedosa y efectiva, presentan algunas limitaciones 
que los hace inadecuados en algunas configuraciones experimentales; por ejemplo, parámetros 
como la influencia de las variaciones de la secuencia en el ADN, las condiciones de amplifica-
ción y la sensibilidad en los métodos no han sido ampliamente investigados [68]. Además, cada 
vez se encuentra disponible esta tecnología en laboratorios no especializados, por lo que existe 
una creciente necesidad de herramientas informáticas de fácil uso que permitan la manipulación 

Figura 7. Esquema del estuche EpiTect Methyl II PCR Array. El ADN genómico extraído se somete a cuatro reacciones en 
tubos separados, en los cuales se adicionan la solución tampón y la combinación de enzimas de restricción apropiada. En 
el primer tubo se realiza una digestión simulada (Mo) en la que se agrega la solución tampón, pero no se incluyen las en-
zimas. En el segundo y tercer tubo se llevan a cabo las digestiones enzimáticas, uno empleando una enzima de restricción 
sensible a la metilación HhaI (Ms) y el otro una enzima dependiente de la metilación McrBC (Md), los cuales determinarán 
la posterior detección de la fracción metilada y no metilada del ADN, respectivamente. Luego, las mezclas Ms y Md son 
adicionadas en una cuarto tubo de digestión (Msd). El producto de cada una de las digestiones es mezclado con el estuche 
RT2 SYBR Green qPCR Mastermix y es dispensado en el plato que contiene dicho panel y donde previamente se depo-
sitaron los cebadores específicos para los genes. Posteriormente, se procede a realizar la corrida de la reacción en cadena 
de la polimerasa en tiempo real basada en inmunoflorescencia y, finalmente, se establece el porcentaje de metilación de 
los promotores de los genes estudiados. Tomada y modificada de “EpiTect Methyl II PCR Array System: A simple tool 
for screening regional DNA methylation of a large number of genes or samples without bisulfite conversión” por Jiang y 
colaboradores, 2012, p. 3. Copyright© 2012 por QIAGEN.
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y análisis de un conjunto grande de datos de metilación [69], al igual que sistemas de validación 
de estos métodos respecto a los estándares de oro mediante la creación de un manual de 
buenas prácticas entre los investigadores, que asegure que los datos obtenidos son de la mayor 
calidad posible [65]. 

Utilidad de las técnicas basadas en micromatrices 
en el estudio de neoplasias hematológicas

La tecnología de micromatrices puede ayudar a identificar la variación interindividual en los 
patrones de metilación en todo el genoma, permite observar los efectos epigenéticos en la 
diferenciación celular, las remisiones, las recaídas y la resistencia al tratamiento de las neoplasias 
hematológicas; además, posibilita estratificar y clasificar los tumores o subtipos de leucemias. 
Algunos estudios realizados en pacientes con neoplasias hematológicas que han sido identifica-
dos utilizando esta técnica se describen en la tabla 4. 

Conclusiones
En todo tipo de neoplasia un gran número de genes implicados en las vías celulares fundamentales 
pueden ser afectados por una ganancia en la metilación (hipermetilación) y por el conducente 
silenciamiento transcripcional [4]. Los patrones alterados de metilación del ADN pueden servir 
como biomarcadores para la detección, pronóstico y predicción de la respuesta al tratamiento de 
diferentes enfermedades. Además, ensayos clínicos con terapias dirigidas epigenéticamente han 
dado resultados prometedores en el caso de las neoplasias hematopoyéticas [74]. 

Tabla 4. Estudios realizados en pacientes con neoplasias hematológicas que emplearon técnicas 
basadas en micromatrices

Estudio realizado Tipo de neoplasia 
hematológica

Hallazgo relevante Referencia 

Análisis de un panel de 
22 genes supresores de 
tumores

Leucemia mieloide 
crónica

Del panel de 22 genes supre-
sores de tumores se encontró 
un único gen hipermetilado, el 
SLC5A8, en pacientes recién 
diagnosticados 

Chin y cols., 2014 [70]

Visión global del genoma 
(metiloma) 

Leucemia linfoide aguda Los patrones de metilación 
en los promotores específicos 
permiten identificar diferentes 
subtipos de leucemia linfoide 
aguda con la translocación que 
involucra al gen MLL, lo que tiene 
influencia en la clínica y opción 
terapéutica

Stumpel y cols., 2009 [71]

Visión global del genoma 
(metiloma), evaluación 
de 807 genes e iden-
tificación de 13 genes 
hipermetilados en la vía 
TP53

Leucemia linfoide aguda El análisis demostró simultánea 
y frecuente inactivación de los 
genes involucrados en la vía 
TP53, que se encuentran rela-
cionados con el pronóstico de 
la enfermedad

Vilas-Zorzona y cols., 
2011 [72]

Análisis de 807 genes Leucemia mieloide 
aguda

La hipermetilación se encontró 
en muestras de leucemia mieloi-
de aguda con riesgo de recaída

Wilop y cols., 2011 [73]
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Las innumerables aplicaciones clínicas de las pruebas para el análisis de metilación de las islas CpG 
para cánceres hematológicos son prometedoras; sin embargo, un paso crítico para que estas me-
todologías puedan utilizarse en el diagnóstico molecular clínico es la decisión sobre cuál método 
emplear. En primera instancia las pruebas deben basarse en los objetivos del estudio a realizar, la 
selección y el número de islas CpG en los genes o promotores que se evaluarán en cada mues-
tra; debe anticiparse también la heterogeneidad entre lo que es normal y lo anormal, la calidad 
de los tejidos, las células o el material de ADN o, si es un archivo de patología, determinar si las 
sustancias fijadoras podrían afectar el método de elección [16]. 

En la actualidad existe una gran diversidad de técnicas para el análisis de metilación además de 
las que han sido expuestas en esta revisión. Otros métodos de detección como el MethyLight 
[75], la fusión de alta resolución sensible a metilación (MS-HRM; del inglés, methylation-sensitive 
high-resolution melting) [76], el análisis cuantitativo de alelos metilados (QAMA; del inglés, quan-
titative analysis of methylated alleles) [77], la extensión de los cebadores del nucleótido simple 
sensible a la metilación (MS-SNuPE; del inglés, methylation-sensitive single nucleotide primer ex-
tension) [78], son algunos ejemplos de los métodos de detección de la metilación del ADN 
que han sido implementados por diferentes investigadores en el mundo. Por tal razón, se hace 
necesario realizar comparaciones de las diferentes metodologías que permitan establecer una 
estandarización de los ensayos y desarrollar paneles específicos de cada tipo de neoplasia 
hematológica para poder utilizar las técnicas de detección de la metilación del ADN en el 
diagnóstico y seguimiento de estas enfermedades.

El reto es grande, pero el entendimiento de la información que proporciona cada méto-
do y sus ventajas y desventajas pueden encaminar a los investigadores a seleccionar una 
metodología apropiada según sus necesidades y a aumentar el conocimiento sobre la red 
epigenética que controla la expresión de proteínas y como estas interactúan para producir 
la progresión de las neoplasias hematológicas, no sólo para realizar el diagnóstico por el 
laboratorio sino para diseñar nuevas estrategias terapéuticas que combatan la generación 
de resistencia a los actuales medicamentos. 
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