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RESUMEN: Existe creciente evidencia que apoya  la presencia de un perfil de metilación específico para Leucemia Mieloide
Aguda (LMA). La metilación de los islotes CpG en las regiones promotoras de los genes supresores de tumores es un importante
mecanismo de control epigenético y participa en el silenciamiento transcripcional. Esto puede contribuir a un nuevo entendimiento de la
biología de la enfermedad y vislumbrar nuevas oportunidades terapéuticas. Identificar el perfil de metilación de las áreas promotoras de
un grupo de genes supresores de tumores; (p15, p16, ESR1, IGSF4, SOCS1, RARB y DAPK), y relacionar el estatus de metilación gen
especifica o combinada con diferentes parámetros clínico patológicos. Se utilizaron muestras de sangre o médula ósea obtenidas al
momento del diagnóstico de 33 pacientes con LMA, infantil y del adulto, recolectadas entre los años 1997 y 2008 en el Hospital Hernán
Henríquez de Temuco. Se evaluó la presencia de hipermetilación mediante una Reacción de Polimerasa en Cadena Metilación Específica
(MSP), previa modificación con bisulfito de sodio. La frecuencia de metilación de los pacientes estudiados fue de 88%, 27%, 27%, 21%,
15%, 3% y 0% para ESR1, RARb, IGSF4,  p15,  SOCS1, DAPK, y P16, respectivamente. La hipermetilación de P15 y RARb presentó
una asociación significativa para una menor supervivencia en forma individual (p=0,03 y p=0,02), y combinada (p=0,002). No se
encontraron diferencias significativas entre metilación y los otros parámetros clínicos analizados. Los pacientes con LMA presentan
hipermetilación de la región promotora en algunos genes supresores de tumores, afectando negativamente la supervivencia. Esto pudiese
eventualmente contribuir al establecimiento de un patrón de metilación determinado con utilidad clínica.

PALABRAS CLAVE: Leucemia mieloide aguda; Metilación; Genes supresores de tumores; Factor pronóstico.

INTRODUCCIÓN

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) es un trastor-
no de las células precursoras hematopoyéticas mieloides ca-
racterizado por el  bloqueo en la diferenciación, resultando
en el crecimiento anormal de la población clonal de células
neoplásicas o blastos. Esta alteración maligna lleva a la pér-
dida de la función normal, dando origen a sus manifestacio-
nes clínicas: alteración en la oxigenación de los tejidos, tras-
tornos en la coagulación y propensión a las infecciones re-
sistentes a los tratamientos de rutina (Galmet et al., 2005).

La leucemia es el cáncer más comúnmente diagnos-
ticado en  pacientes pediátricos, con una incidencia global

de 4.3 por cada 100.000 personas (Ries et al., 2006). La
LMA afecta entre el 15% y el 20% de estos pacientes. El
primer peak de incidencia ocurre dentro del primer año de
vida y luego decrece hasta los 4 años, manteniéndose así
hasta aproximadamente los 35 años (Aquino, 2002).

La LMA corresponde aproximadamente a un 25%
de todas las leucemias en los adultos en el mundo occiden-
tal, por lo tanto, es la forma más frecuente de leucemia en
este grupo etáreo (Ries et al., Greenle et al., 2001). La LMA,
es raramente diagnosticada antes de los 40 años, ya que, la
incidencia incrementa progresivamente con la edad. Se ha
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estimado que en pacientes adultos menores de 65 años es de
1,8 por 100.000 personas, en cambio, la incidencia en ma-
yores de 65 años presenta un aumento importante, estimán-
dose una tasa de 17 por 100.000 personas (Ries et al.). Los
pacientes recién diagnosticados tienen una edad promedio
entre los 65 y 70 años en países desarrollados (Descher &
Lubbert, 2006).

En Chile se desconocen datos exactos, pero se cal-
cula una prevalencia general aproximada de 2,6 por 100.000
individuos cada año (Hebel, 2009). Según datos publicados
en la última década, la edad promedio es de 48 años para
LMA adultos, M2 fue el tipo más frecuente y la mortalidad
es del 90% (Puga et al., 2000). En la LMA infantil, se pre-
sentan aproximadamente 25 casos nuevos por año, M2 fue
también más frecuente, y la mortalidad a 5 años es de 63%
(Quintana et al., 2005).

Ries et al. (2006),  reportó en Estados Unidos , tasas
de sobrevida a 5 años en aquellos pacientes  menores de 55
años de 23%, mientras que para aquellos mayores de 55 años
de 11%. Las tasas de sobrevida han mejorado en la última
década dentro del primer grupo (de 9% en 1980 a 35% en
1990), pero no ha cambiado en el grupo de mayor edad, por
lo que es este último el que representa el mayor desafío para
alcanzar un mayor éxito terapéutico y mejorar la sobrevida
en los pacientes con LMA.

A pesar de la relativa uniformidad en su presenta-
ción clínica, la LMA se caracteriza por una amplia variedad
de anormalidades citogenéticas. La heterogeneidad
molecular de la enfermedad se traduce en una respuesta va-
riable a la quimioterapia estándar (Jabbour et al., 2006).
Aunque para algunas alteraciones moleculares se ha demos-
trado una relación directa en la leucemogenesis, modelos
animales  han demostrado que LMA con translocaciones
específicas y/o inversiones no son suficientes para causar
leucemia (Gilliland et al., 2004).

Estudios moleculares han demostrado que alteracio-
nes epigenéticas comparten un papel protagónico en el de-
sarrollo de la LMA. La epigenética abarca una serie de alte-
raciones heredables en la expresión génica que no están cau-
sadas directamente por un cambio en la secuencia
nucleotídica del ADN, como son las alteraciones de la es-
tructura de la cromatina mediada por metilación de los resi-
duos de citosina en los dinucleótidos CpG, la modificación
de histonas mediante acetilación o metilación y cambios en
la estructuración jerárquica de la cromatina de orden mayor
(Blum & Marcucci, 2005). Al igual que las alteraciones
genéticas, la ocurrencia de cambios epigenéticos es procli-
ve a producir efectos funcionales. Es por ello que los cam-
bios epigenéticos se han sugerido como biomarcadores de

riesgo e indicadores de respuesta al tratamiento (Ross et al.,
2005).

Los perfiles de metilación de los islotes CpG de los
genes supresores de tumores varían según el tipo de tumor y
son específicos para él (Esteller, 2007). Se considera que un
gen tiene una alta frecuencia de metilación si esta es mayor
a un 40%, una frecuencia intermedia desde un 20% y una
baja si es menor (Zavala et al., 2007). Se ha demostrado que
varios genes supresores de tumores presentan
hipermetilación en las áreas promotoras en la LMA.  Esto
es especialmente importante debido al creciente interés en
el uso de los tratamientos con drogas demetiladoras. Aun-
que en sus inicios no siempre tuvieron como blanco la
metilación, estas estrategias han demostrado eficacia en en-
sayos clínicos que han incluido pacientes con Síndrome
Mieloproliferativo (Kantarjian et al., 2006) y LMA (Pinto
& Zagonel, 1993).

Dada la escasa información existente en nuestro país
con respecto a cambios epigenéticos en pacientes con LMA
se propuso identificar los perfiles de metilación de un grupo
de genes supresores de tumores que se relacionan a las dife-
rentes vías de la carcinogénesis en Leucemia Mieloide Aguda
(p15, p16, ESR1, IGSF4, SOCS1, RARB y DAPK), y de-
terminar su asociación con variables demográficas y de su-
pervivencia.

MATERIAL Y MÉTODO

Muestras: Se seleccionaron 33 muestras de sangre o medu-
la ósea de un grupo de pacientes con Leucemia Mieloide
Aguda del Hospital Hernán Henríquez Aravena, cuyas mues-
tras fueron enviadas para estudio de translocaciones al La-
boratorio de Biología Molecular de la Facultad de Medicina
de la Universidad de la Frontera, Temuco, Chile. Estas mues-
tras fueron recolectadas entre los años 1997 y 2008. Los
criterios de exclusión aplicados fueron: no contar con infor-
mación suficiente para verificar el correcto diagnóstico y
calcular la sobrevida, que las muestran fueron tomada en un
momento diferente al diagnóstico, cambio posterior del diag-
nóstico inicial por considerar que los pacientes no corres-
pondían a una LMA, sino a otro tipo de leucemia y final-
mente, la no detección de la proteína constitucional B-
globina. Según el método descrito por Tu et al., el tamaño
muestral es suficiente para determinar correlaciones entre
genes, con un poder estimado de 0,78 (Tu et al., 2006).

Extracción de ADN: Se llevó a cabo con el Kit de extrac-
ción Puregene® Gentra System, el cual utiliza sangre total
para la extracción de ADN.
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PCR beta globina: La integridad del ADN obtenido fue eva-
luada mediante la amplificación de un fragmento de 268pb
del gen de beta-globina en condiciones de PCR descritas
previamente (Herman et al., 1996).

Modificación de Bisulfito: Se realizó mediante el kit de
conversión de bisulfito EpiTec de QIAGEN, según dos pro-
tocolos descritos por el fabricante. La eficiencia del Kit fue
evaluada mediante PCR Beta actina con partidores especí-
ficos para muestras convertidas a bisulfito.

Metilación gen específico (MSP): Se determinó el estado
de metilación de cada gen mediante MSP, utilizando pares
de partidores dirigidos a sus regiones promotoras. Las se-
cuencias de los partidores se obtuvieron de trabajos previa-
mente publicados (Tabla I). Las condiciones de cada PCR
fueron optimizadas tomando como referencia los trabajos
citados. Como control positivo de la reacción se utilizó ADN
100% metilado (Zymo Universal Methylated Human DNA
Standard™) y como blanco mezcla de PCR sin ADN.

Análisis estadístico: Con el programa estadístico Stata 11,
se realizaron tablas de contingencia para evaluar la frecuen-
cia de metilación para cada uno de los genes,  Se construye-
ron curvas de sobrevida de Kaplan-Meier, la comparación
del tiempo de sobrevida entre metilados y no metilados se
realizo mediante la  prueba de logRank.

RESULTADOS

Características clínicas de la muestra: El número to-
tal de muestras analizadas fue similar para ambos géneros,
representado por 17 hombres y 16 mujeres. La edad de los
pacientes fluctuó entre 1 y 76 años con un promedio de 30
años. El 88% correspondió a pacientes menores de 60 años.
En relación a los exámenes complementarios realizados al
momento del diagnóstico se obtuvo un promedio 35,557

Glóbulos Blancos por ul (GB). El promedio del recuento de
plaquetas de diagnóstico fue de 46,185.  La Hemoglobina
presentó un promedio de 6.71. La mortalidad del grupo es-
tudiado fue de un 84%, mayor en los hombres que en las
mujeres con un 93% y 76% respectivamente. No existieron
deferencias significativas al comparar los valores por sexo.
Las principales características clínicas de las muestras se
describen en la Tabla II.

Frecuencia de Metilación génica en Leucemia Mieloide
Aguda: La frecuencia de metilación de los pacientes estu-
diados fue de 88%, 27%, 27%, 21%, 15%, 3% y 0% para
ESR1, RARb, IGSF4,  p15,  SOCS1, DAPK, y P16, respec-
tivamente. La Figura 1 representa gráficamente la evaluación
de la amplificación de los productos específicos de los MSP.

Gen Loc. Forward Primer 5'-3' Reverse Primer 5'-3' Temperatura

annealing (°C)

N°

ciclos

Pr oductos de

amplificación (pb)

P15 9p22 GCGTTCGTATTTTGCGGTT C GTACAATAACCGAACGACCGA 60 40 147

P16 9p21 TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC MGACC CCGA 66 35 149

DAPK-1 9q34 GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC C CCTCCCAAACGCCGA 60 35 98

RAR _ 3p24 TCGAGAACGCGAGCGATTCG GACCAATCCAACCGAAACGA 60 35 146

ESR1 6q25 GGTTTTTGAGTTTTTTGTTTTG AACTTACTACTATCCAAATACACCTC 60 37 152

IG SF4 11q23 AAGGTGAGTGACGGAAATTTGTAACGT GTA CAAAACTC-GAACTCCAAAAAACGAA 60 35 126

SOCS1 16p13 TTCGCGTG TATTTTTAGGTC GGTC C GACACAACTCCTACAACGACCG 65 38 106

Tabla I. Listado de Primers para PCR metilación gen especifica (MSP).

Fig. 1. Ejemplos representativos de el PCR control (b-actina) y los
PCR específicos de metilación (MSP). M, marcador de peso
molecular; 1-10, muestras; (-), control negativo; (+), control posi-
tivo, DNA 100% Metilado-Modificado (Zymo Research).
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Perfil de metilación: Para obtener los perfiles de metilación
se realizó un análisis exploratorio de los datos para los siete
genes estudiados estableciendo el número de genes metilados
por muestra. Solo dos pacientes presentaron un 57% de los
genes metilados (4/7 genes). Tres casos presentaron 3/7 genes
metilados correspondientes al 43%, el resto varió entre 2/7 y
1/7 genes por muestra (28,6% y 14,3% respectivamente). Solo
un paciente no presentó metilación del área promotora de nin-
guno de los genes estudiados.

Características de los pacientes

Total 33 (100%)

Género Masculino 17 (52%)

Femenino 16 (48%)

Edad ‹ 60 años 29 (88%)

› 60 años 4 (2%)

Total (%)

Subtipos de LMA M0 0 (0%)

M1 3 (9%)

M2 7 (21%)

M3 5 (15%)

M4 9 (27%)

M5 2 (6%)

M6 0 (0%)

M7 0 (0%)

No disponibles 7 (21%)

Media de parámetros Glóbulos blancos 35557 (500-328000) gb/mm3

(rangos de presentación) Plaquetas 46185 (1600-435000)

Hemoglobina 9(2,7-13,6) g/dL

Tabla II. Características clíni-
cas de las muestras de pacien-
tes con leucemia mieloide
aguda.

M0: Leucemia mieloblástica aguda
sin diferenciación localizada.; M1:
Leucemia mieloblástica aguda sin
maduración; M2: Leucemia
mieloblástica aguda con maduración;
M3. Leucemia promielocítica aguda
(con translocación t (15;17)); M4.
Leucemia mielomonocítica aguda
(LMMA); M5.Leucemia monocítica
aguda (LMoA); M6.Eritroleucemia
aguda; son precursoras de globos ro-
jos; M7. Leucemia megacariocítica
aguda.

Fig. 2. Curvas de supervivencia en pacientes con leucemia mieloide
aguda según estatus de metilación del gen p15, RARb y ambos. La
linea azul, pacientes sin metilación. La linea roja, pacientes con
metilación.

REYES, J. S.; BREBI, M. P.; ILI, G. C.G.; MUÑOZ, N. S.; MELO, A. A. & GUERRERO, P. R. Perfil de metilación de genes  supresores de tumores como factor pronóstico en pacientes con
leucemia mieloide aguda. Int. J. Morphol., 29(1):151-157, 2011.

P=0,02

P=0,02

P=0,03



155

Secuenciación de bisulfito: Para evaluar si el fragmento
amplificado correspondía al gen de interés, se realizó
secuenciación de bisulfito. Los datos obtenidos fueron ana-
lizados mediante la plataforma Bioinformática Blast (http:/
/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los porcentajes de iden-
tidad observados indicaron que los fragmentos
secuenciados corresponden a los genes de interés debido a
que presentaron valores de Identidad  superiores al 80%.
El gen P16 no fue secuenciado, debido a que no presenta-
ba metilación en el área promotora en ninguna de las mues-
tras analizadas.

Sobrevida de acuerdo a los resultados obtenidos los
tiempos de sobrevida no difirieron significativamente para
los genes ESR1, SOCS, IGSF4 y DAPk (p<0,05). Resulta-
dos estadísticamente significativos se obtuvieron para la
hipermetilación de los genes p15 (P=0,03) y RARb
(P=0,02). Esto deja de manifiesto que para estos genes exis-
te diferencia en la sobrevida de pacientes que presentan el
área promotora metilada con los que no presentan metilación.
Al realizar el mismo análisis considerando la metilación del
panel de los genes p15 y RARb, se observó una mayor
sobrevida asociada al estado metilado (P=0,002) (Fig. 2).

DISCUSIÓN

La Leucemia Mieloide Aguda se presenta tanto en
pacientes adultos como pediátricos, pero corresponde pre-
dominantemente a una enfermedad de la adultez tardía. El
grupo de pacientes analizados presentó una edad promedio
de 30 años, lo que es interpretado como un grupo  relativa-
mente  joven comparado con el promedio de presentación
de la enfermedad. Un estudio británico estimó que el 42%
de sus pacientes eran mayores de 65 años y la edad prome-
dio de presentación era de 65 años (Forman et al., 2003).
Esto puede no ser homologable a nuestra población que es
en promedio más joven. Es probable que esta diferencia se
relacione también a un menor diagnóstico y que  en nuestro
país se produzca un mayor número de muertes por LMA en
ancianos no diagnosticadas, debido a que los síntomas y sig-
nos  se instalan mas lentamente y son menos evidentes que
en pacientes jóvenes.

La edad de los pacientes que presentaron metilación
en alguno de los genes estudiados  levemente superiores al
promedio. Esta diferencia fue más importante para el gen
ESR1, el cual presentó un promedio de edad mayor en las
muestras metiladas que en las que no se observó metilación
-32 y 11 años respectivamente-. Aunque no constituye una
diferencia estadísticamente significativa, sí existe una ten-
dencia de asociación (P=0,08). Sin embargo, Hess y cola-

boradores en el año 2008 registraron que la metilación del
gen ESR1 se asociaba en forma significativa a una edad tem-
prana de diagnóstico. Con similares resultados, existen di-
versos estudios anteriores que apoyan la teoría que los pa-
cientes con LMA de mayor edad pueden  tener una menor
metilación de las áreas promotoras en algunos genes, lo que
es especialmente observado en ESR1 (Hess et al.;
Shimamoto et al., 2005). Estos resultados divergentes pue-
den ser consecuencia de la gran heterogeneidad de los pa-
cientes con LMA y las diferencias en características clíni-
cas y demográficas de los grupos estudiados.

La distribución por género en el grupo de estudio es
muy similar: 52% de hombres y 48% de mujeres. Esto con-
cuerda con los datos que indican que la incidencia de LMA
en  adultos es levemente superior en hombres (Agrawal et
al., 2007). El porcentaje de metilación para cada gen no pre-
sentó diferencias significativas según género.

Normalmente los glóbulos blancos (GB) presentan
valores aproximados entre 4,500 y 10,000 unidades por
microlitro. En los pacientes con leucemia estos valores pue-
den estar normales, disminuidos o aumentados al momento
del diagnóstico, atribuyéndoles un valor pronóstico negati-
vo cuando es mayor a 20,000 gb/mcL. El grupo de pacien-
tes estudiados presentó un recuento de leucocitos promedio
de 35,555 gb/mcL, con cifras que estuvieron entre los 500-
328.000 gb/mcL. Los pacientes que presentaron el gen RARb
hipermetilado, obtuvieron el promedio más alto de GB:
69,912 gb/mcL; en contraste a los 22,114 gb/mcL de los no
metilados. Esta diferencia presenta una tendencia de aso-
ciación, pero  no alcanza a ser significativa (p=0,06).

Los datos obtenidos en este estudio, así como los an-
teriormente publicados que incluyen estudios de metilación
en pacientes sanos en los genes estudiados (Hess et al.;
Capello et al., 2008), muestran que las lesiones epigenéticas
son abundantes y comunes en LMA, no asé en los pacientes
sanos aumentando la posibilidad  de que un número de le-
siones oncogénicas sean de origen epigenético.

El análisis de la metilación de los genes calcitonina,
receptor de estrógeno, E-cadherina, p15, p16, Rb, GSTP1 y
HIC-1 en 20 pacientes con LMA, le permitió a Melki et al.
definir la metilación simultánea en un 75% de los casos con
dos o más genes metilados (Melki et al., 1999). Toyota et al
analizó 36 casos de LMA demostrando una alta frecuencia
de metilación del gen ESR1, asociado con metilación de los
genes MYOD1, SDC4, GPR37, y PITX2. La metilación de
ESR1 también se ha relacionado a una mejor sobrevida. Por
otro lado, Hess et al. recientemente analizó el estado de
metilación de 25 genes supresores de tumor, utilizando MS-
MLPA (Methylation-specific multiplex ligation probe
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amplification); de ellos solo 3 resultaron metilados en for-
ma significativa: ESR1, p15 e IGSF4.

Finalmente, este estudio identifica dos genes asocia-
dos a mal pronóstico antes descritos, p15 y RARb,  y que
usados en asociación constituyen un potente predictor de
sobrevida, constituye también el primer acercamiento al es-
tudio de la epigenética de la LMA en Chile.

Debido a que el ADN es estable y de rápida obten-

ción de muestras clínicas, es altamente probable que una
clasificación que incluya los perfiles epigenéticos servirá
como un biomarcador de uso clínico usado para tomar deci-
siones en futuros ensayos clínicos.

Aunque la desregulación epigenética ha sido reco-
nocida como una característica establecida del cáncer, el uso
de la epigenómica para la expansión de nuestro entendimien-
to de la biología de esta enfermedad ha sido solo reciente-
mente considerado en un contexto clínico.
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SUMMARY: There is growing evidence than acute myeloid leukemia presents a specific methylation profile. The Methylation
of CpG islands within gene promoters is a major epigenetic transcriptional control mechanism and plays a critical role in the transcriptional
silencing of tumor suppressor genes. This provides new insights into the biology of the disease and it may offer novel therapeutic
opportunities. To identify the promoter methylation profile of tumor suppressor genes (p15, p16, ESR1, IGSF4, SOCS1, RARB y
DAPK), and to relate the percentage of methylation with clinicopathological features, as age, gender, white cell count, disease classification
and survival rates. Bone marrow and peripheral blood samples were collected at diagnosis from 33 patients with acute myeloid leukemia,
infants and adult, between 1997 and 2008 from Hernán Henríquez Aravena Hospital, Temuco, Chile. Methylation in the promoter areas
of each tumor suppressor gene was analyzed using the mehylation specific polymerase chain reaction (MSP) technique using sodium
bisulfite modification. The frequency of hypermethylation among the patient samples was 88%, 27%, 27%, 21%, 15%, 3% and 0% for
ESR1, RARb, IGSF4, p15, SOCS1, DAPK, and P16 for each one. Methylation was significantly associated with an inferior overall
survival (p=0.03 and p=0.02). When both genes are used, inferior survival is even more significant (p=0.002). There is no significant
correlation between methylation and clinicopathological features.Patients with AML have hipermetilation at the promoter region of
some tumor supressor genes, with a negative effect in the overall survival. This could eventually become part of establishing a characteristical
methilation pattern with clinical utility.

KEY WORDS: Acute myeloid leukemia; Methylation; Tumor suppressor gene; Epigenetic.
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