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RESUMEN

Fundamento: |la leucemia mieloide crdonica es una neoplasia mieloproliferativa cronica que se
caracteriza por la presencia del cromosoma filadelfia. Para esta se ha disefiado como tratamiento los inhi-
bidores de tirosin kinasa, que genera en los pacientes una respuesta hematoldgica, citogenética y mole-
cular. Esta enfermedad se caracteriza por presentar tres fases clinicas que son producto de la acumula-
cion de dafios tanto genéticos representados por mutaciones puntuales y alteraciones en el cariotipo; y
cambios epigenéticos en genes tales como ABL-1, OSCP1, PDLIM4, NPM2, ER y p15.

Objetivo: describir los patrones de metilacion de seis genes en pacientes con leucemia mieloi-
de cronica en distintas fases de la enfermedad tratados con algin ITK s o en su defecto con hidroxiurea
en dos hospitales de Medellin.

Métodos: se realizé un estudio analitico trasversal, en el que se recolectaron 34 muestras a
conveniencia de pacientes con leucemia mieloide crénica. Para hacer el analisis de estas muestras se usé
una PCR especifica de metilacidon. Los datos analizados no se distribuyeron de forma normal, por lo que se
realizaron pruebas no paramétricas como U de Man Whitney y test exacto de Fischer, con una significan-
cia de 0,05.

Resultados: se encontré diferencias de estadisticas significativas en los datos del hemograma
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de ambas fases de la enfermedad, también se encontré una alta frecuencia de genes metilados en fase
acelerada. La metilacion de p15, ABL-1, ER son independiente de la fase de la enfermedad. En los pacien-
tes tratados con hidroxiurea se observo una metilacién del 100 % para los genes NPM2, OSCP1 y PDLIM4
este comportamiento no se observd en los individuos tratados con ITK’S, no obstante, para aquellos pa-
cientes que desarrollaron resistencia a los ITK 's se observd un porcentaje de metilacion mayor en los ge-
nes OSCP1, ABL-1y PDLIMA4.

Conclusiones: la metilacion en los genes PDLIM4 y OSCP1, puede asociarse con pronostico des-
favorable, ya que puede estar relacionado con la progresion de fase crénica a acelerada y el desarrollo de

resistencia a los ITK ’s.

DeCS: LEUCEMIA MIELOGENA CRONICA BCR-ABL POSITIVA; METILACION; CROMOSOMA FILADELFIA;
HIDROXIUREA/uso terapéutico; ESTUDIOS TRANSVERSALES.

ABSTRACT

Background: chronic myeloid leukemia (CML) is a chronic myeloproliferative neoplasm charac-
terized by the presence of the Philadelphia chromosome. A specific treatment is designed as tyrosine ki-
nase inhibitors (ITK's), which induces patients to have a hematologic, cytogenetic and molecular respon-
se. This disease is characterized by three clinical stages that result from the accumulation of genetic da-
mage, both represented by point mutations and alterations in the karyotype; and epigenetic changes in
genes such as ABL, OSCP1, PDLIM4, Npm2, ER and p15.

Objective: to describe the schemes of six gens in patients with chronic myeloid leukemia in dif-
ferent stages of the disease and treated with some ITK in two hospitals in Medellin.

Methods: a descriptive transversal study was conducted, in which 34 samples were collected at
the convenience of patients with chronic myeloid leukemia (CML). To make the analysis of these samples
methylation specific PCR was done.

Results: statistical differences in blood count data from both stages of the disease were found,
a high frequency of methylated genes in accelerated stage was also found. p15 methylation, ABL, ER are
independent of the stage of the disease. In patients treated with hydroxyurea, methylation of 100 % for
OSCP1 and PDLIM4 genes was observed and this behavior was not observed in individuals treated with
ITK'S. However, in patients who developed resistance a higher percentage of methylation in genes OSCP1
and PDLIM4 was observed.

Conclusions: methylation in PDLIM4 and OSCP1 genes could be associated with poor prognosis
possibly being associated with progression of chronic to accelerated stage and the development of resis-

tance to ITK's.

DeCS: LEUKEMIA, MYELOGENOUS, CHRONIC, BCR-ABL POSITIVE; METHYLATION; PHILADELPHIA
CHROMOSOME; HYDROXYUREA/therapeutic use; CROSS-SECTIONAL STUDIES.
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INTRODUCCION

Las leucemias son un tipo de neoplasias que se
originan en la médula ésea por alteraciones ge-
néticas en células hematopoyéticas, ! generan
manifestaciones en sangre periférica y se clasifi-
can segun el linaje afectado en mieloide o linfoi-
de, y de acuerdo al tiempo de evolucion, en agu-
das y crénicas. La leucemia mieloide crénica
(LMC) hace parte del grupo de las llamadas neo-
plasias mieloproliferativas cronicas, las cuales se
caracterizan por presentar un desorden clonal
que conlleva a una proliferacion anormal de célu-
las maduras como eritrocitos, granulocitos, pla-
guetas, cuyo desenlace puede ser la evolucion a
una leucemia aguda. *

Las leucemias afectan a individuos en todos los
rangos de edad, se estima que para 2016 seran
diagnhosticadas 60 140 personas que equivalen al
3,4 % de todos los cdnceres. 2De acuerdo a los
estimativos de Globocan 2012, 3 la incidencia de
leucemias en Colombia es de 2 628 casos por
100 000 habitantes con una mortalidad de 1 876
por 100 000 individuos.

La epidemiologia de la LMC indica que en el
mundo son afectados de uno a dos individuos
por cada 100 000 habitantes. * Seguln cifras del
Instituto de Cancer de Estados Unidos, para el
ano 2016 seran diagnosticados 8 220 personas y
1 070 morirdn por esta causa. > El ministerio de
salud de Colombia indica que durante los afios
2007-2013 se presentaron en promedio 148
muertes por afio a causa de la LMC, en Antioquia
esta cifra fue de 21 personas, cifra superada por
Bogotd que registré 29 casos. ® Es importante
resaltar, que la consulta en Antioquia por este
tipo de leucemia pasé de 193 pacientes atendi-
dos en 2009 a 304 en 2014, un incremento del
58 %. ©

El desarrollo de la LMC se atribuye a la transloca

cion entre el cromosoma 9 y el 22 o t(9;22)
(g34;q11) en la célula pluripotencial, lo que ge-
nera la fusién de los genes, Breakpoint cluster
region (BCR) vy Tyrosine-protein kinase ABL
(ABL) combinacién que da lugar a un cromosoma
anormal conocido como cromosoma filadelfia,
caracteristico en el 95 % de los pacientes con
esta enfermedad. !

El gen de fusion BCR-ABL1 produce una proteina
gue tiene actividad kinasa activada con estimulo
continuo de vias de sefalizacion que conllevan a
la proliferacién celular y a la disminuciéon de la
muerte celular de las células leucémicas. Todos
estos eventos ya mencionados son esenciales y
suficientes para que se presente la LMC. ’

En LMC, la epigenética permite comprender algu-
nos aspectos de la enfermedad como su desarro-
llo y progresion, es asi como algunos investiga-
dores han relacionado la metilacion de genes co-
mo ABL, Receptor de estrogeno (ER) y CDKN2B
cyclin dependent kinase inhibitor 2B (p15), 81°
con los procesos mencionados antes y los genes
Organic Solute Carrier Partner 1 (OSCP1), PDZ
and LIM domain 4 (PDLIM4), y Nucleophosmin/
Nucleoplasmin 2 (NPM2), con el prondstico des-
favorable y la resistencia a los medicamentos.
AUn no se conoce bien la relacién de estos proce-
sos epigenéticos en el progreso de fases en la
LMC.

El tratamiento de eleccion para esta enfermedad
son los ITK s cuyo mecanismo de accion es im-
pedir la fosforilacion de las proteinas responsa-
bles de la patogénesis y por lo tanto son capaces
de detener la enfermedad. '! De estos medica-
mentos se reconocen varias generaciones, en la
primera se encuentra el imatinib cuyo mecanis-
mo de accion es evitar la autofosforilacién del

BCR-ABL lo que favorece la inhibicion de la
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proliferacidon y facilita la activacién de la apop-
tosis. !? Este medicamento logré que la tasa de
evolucion de la fase crénica a la blastica dismi-
nuyera del 70 al 5 % en la era posimatinib por
lo que contribuye a un aumento considerable en
la expectativa de vida de los pacientes. Sin em-
bargo, algunas personas no tienen la respuesta
terapéutica esperada a este medicamento por lo
que pasan a ser tratados con ITK s de segunda
generacion como dasatinib y el nilotinib, medi-
camentos superiores al imatinib en términos de
remisién. 1* También se han desarrollado otros
medicamentos mas eficaces que estos ultimos,
tales como bosutinib y ponatinib. **

En Colombia no existen publicaciones sobre la
influencia de genes metilados en LMC, por lo
gue el estudio aporta informaciéon sobre el pa-
tron local de metilacion para los genes estudia-
dos dado que la expresidon de genes y respuesta
a los tratamientos pueden variar en dependen-
cia del grupo humano que se estudie. 1°

El propodsito del estudio es describir los patrones
de metilacién de seis genes en pacientes con
LMC en distintas fases de la enfermedad trata-
dos con algun ITK s o en su defecto con hidro-
xiurea en dos hospitales de Medellin. Los resul-
tados del estudio daran lugar a informacion que
direccionara estudios mas especificos para en-
tender la respuesta a medicamentos ITK s, asi
como la progresion de fase en pacientes con
LMC vy seleccionar los que permitan hacer tami-

zaje temprano de este evento.

METODOS

Se realizd un estudio analitico de corte trans-
versal en pacientes de ambos sexos cuyo diag-
ndstico clinico y hematoldgico fuera LMC. !Se
incluyeron pacientes que recibieron como trata-

miento algun inhibidor tirosin kinasa o en su

defecto hidroxiurea y se excluyeron los que pre-
sentaron ademas otro tipo de cancer. El mues-
treo se realizd a conveniencia en instalaciones
hospitalarias de la ciudad de Medellin, Colom-
bia, de noviembre de 2013 a septiembre 2015.
A cada paciente se le extrajeron 4 mL de sangre
total por venopuncion mediante el sistema va-
cutainer, en un tubo con EDTA. Luego se realizd
la extraccién de ADN a partir de sangre total
con EDTA se utilizé6 el estuche comercial Ge-
neJET Whole Blood Genomic DNA Purification
Mini kit de Thermo Scientific®, este procedi-
miento se realizd con todas las instrucciones del
fabricante. Después de ser extraido, el ADN se
cuantific6 por espectrofotometria en un
Nanodrop (Thermo®) y fue almacenado a 20°C
hasta su posterior uso.

El ADN extraido se modificé con bisulfito de so-
dio, se utilizo el kit Epimark Biolab New En-
gland® segun las instrucciones del fabricante.
Las MS-PCR se realizaron a partir del ADN con-
vertido con bisulfito. Se usaron cuatro primers
para cada gen, un par permitié reconocer las
regiones metiladas del promotor y el otro par
las regiones no metiladas, se amplificé por PCR
en un termociclador Bio-Rad T100®. Para au-
mentar la sensibilidad de deteccién, los ampli-

16 3 partir de

cones obtenidos se reamplificaron,
1uL del producto de la primera reaccion como
ADN molde. Los productos amplificados se co-
rrieron en un gel de agarosa al 2 %, coloreado
con bromuro de etidio y se visualizé fotodocu-
mentador de geles UVP®. La especificidad de la
PCR se determind con el Kit de controles ADN
metilado, no metilado y no convertido, de la
marca QIAGEN®, se us6 ademas para el control
de la reaccién, una mezcla de cebadores, Taq

polimerasa y agua ultra pura. El volumen de

reaccion consistié en 1uL de ADN convertido
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primers a una concentracion final de 0,4uM y
12,5uL de HotStart Master Mix Taq polimerasa
HS (BIOLINE®), para un volumen final 25uL
completado por agua ultra Milli-Q. Como control
de la calidad del ADN extraido amplificd el gen
de expresion constitutiva polA.

Se describen las secuencias de los primers, el
tamafio esperado del producto amplificado, la
ubicacién del gen y condiciones de la PCR de
acuerdo a lo reportado con algunas modificacio-
nes segun las condiciones del laboratorio donde
se desarroll6 el trabajo (tabla 1).

Los datos de los participantes fueron colectados
en una base de datos y el analisis estadistico se
ejecutd con el programa SPSS version 21.0. Las
variables cualitativas como sexo, tipo de tera-
pia, resistencia al medicamento, fases de la en-
fermedad, citogenética y metilacion de los ge-
nes se describieron como frecuencias absolutas
y relativas. Las variables cuantitativas analiza-
das como la edad, tiempo de evolucion de la
enfermedad y las variables hematoldgicas no
tuvieron distribucion normal por lo que se re-
portaron como la Mediana con Rango Intercuar-
tiles (RIC).

Las comparaciones de las variables continuas
como recuento de leucocitos, de plaquetas y
concentracion de hemoglobina respecto a la fa-

se crénica y acelerada, se hicieron con la prue-

ba U de Mann-Whitney. Los analisis bivariados
entre variables cualitativas dicotomicas como
tipo de medicamento y resistencia respecto al
estado de metilacién de los genes se hicieron
con la prueba exacta de Fisher. Para todos los
analisis se tomd un nivel de significacidon esta-
distica de p<0,05.

Los protocolos de investigacion se aprobaron
por el comité de bioética de la Sede de Investi-
gaciones Universitarias (SIU) de la Universidad
de Antioquia, acta 13-35-531 y fue avalado por
los hospitales donde se realizé el estudio. Los
pacientes participantes en este estudio lo hicie-
ron en forma voluntaria y como constancia fir-
maron un consentimiento informado (se garan-
tizé la privacidad de la identidad y para prote-
ger la confidencialidad de sus datos, se reem-
plazé por un cédigo el nombre de cada uno).

Se recolectaron los datos generales de los pa-
cientes en un formulario, ademas se completd
estd informacidon con datos de la historia clinica
como valores del ultimo hemograma realizado,
maximo dos dias antes de la toma de la mues-
tra, tiempo de evolucion, clasificacion segun la
fase de la enfermedad, recuentos celulares, me-
dicamentos, resistencia y examenes adicionales
como porcentaje de BCR-ABL y cariotipo. Los
datos recolectados se consignaron en una base

de datos el programa Excel Microsoft ®.
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Tabla 1 Secuencia de primer s metilados y no metilados de los genes usados

en este estudio

Ubicacion Temperaturas .
] Tamaiio del
Gen Ccromosomica Secuendcia de los primers de . Referencia
amplificado
del gen alineamiento
OSCP1 FM 5 GOGGTTAGGTAGTTAGTGG 37
OS5CPIRM 5" GGRACACCGCTGATCGTTTAS'
1p34.3 46.5°C 130pb (15)
OSCPIFU 5 GAGTTGGATTGGTGAAGAGTT 37
OSCPIRU 5 CCAAACCCCCTTCTAATT 37
F15FM S TTAGGAAGGAGAGAGTGCGTC 3
50.0 °C
P15 RM STACCCTTATTCTCCTCGCG3'
9p21 (18)
P15 FU 5 TTAGGAGGAGAGAGTGTGTT'3 132pb
47.0°C
P15 RU STACCCTTATTCTCCTCACS'
S CGCGTTTCGGETTAGGCGGAGACGCGE
*ABL FM , 59.29C
TCGC 3
a8 FU 9q34.1 | 5TGTGTTTTGGTTAGGTGGAGATGTGGT 238ph (19)
TGT 3 58.0°C
*ALB-1R 5 AAACAACCCCTTCTTAAATTTACAA 37
ERFM S GATACGGTTTCTATTTTGTTCGE 3
50.0°C 123pb
ERRM S ACAAACAATTCAAAAATCCAACT 3
6g25.1 (20)
ER FU 5 GGATATGTTTGTATTTTGITIGT 3
53.8°C 121pb
ER RU S ACAAACAATTCAAAAATCCAACT 3
NPM2 FM 5 AGGAGGAAAGAATGGGAGAAGGS 3
60.0° C
NPMZ2 RM S'CCCCCCACACAACCTTACTAT 37
NEMZ EU 8p21.3 S GEGACACCGCTGATCGTTTACCCCCCA 208ph (15)
CAACCTTACTATS'
52.0°C
S AGGTTTTTTAGTTAGGGTTTGGATALCT
NEM2 RU ,
3
POLIME FM 5 TTTGTGAGTTTGGATTGGT 37
POLIM4 RM 5 CCCCAAATAAACCCTCCAT 3°
5g31.1 53,0°C 270pb (15)
POLIME FU 5 TTTGTGAGTTTGGATTGGT 37
POLIM4 RU 5 GGGACACCGCTGATCGTTTA Z”
F 5 CTGGGGAAAACGATCCAACC 3™
PolA Xp22.1 57.0°C 359ph (21)
R 5 CTGAMAGCCAATCAGCGGC 37

FU: forward no metilado, FM forward Metilado, RU revese no metilado RM reverse metilado, M: Metilado U: No metilado
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RESULTADOS

Asociacion de variables hematolégicas con
las fases de la enfermedad.

Se ingresaron 25 pacientes en fase cronica y
nueve en acelerada. En el anélisis comparativo
de las fases de la enfermedad y los valores del
hemograma, se encontrdé diferencias estadisti-
cas significativas en los porcentajes de blastos
(p=0,002), basdfilos (p=0,013) y recuentos de
leucocitos (p=0,048) estos fueron mas altos en
fase acelerada mientras que la concentracién de
hemoglobina fue significativamente menor
(p=0,018).

En este estudio se encontré que, de los 34 pa-
cientes, 10 fueron tratados con imatinib (40
%), nueve (36 %) con dasatinib y seis (24 %)
con nilotinib. A los demas pacientes se les ad-

ministré hidroxiurea, 6 (66 %) de ellos de re

05CP1

pl5

ABL

‘ I

ER

NPM2
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0.0% 20,0% 40,0%

ciente diagnodstico y los otros tres (33 %) con
resistencia a los ITK 's.

Descripcion del patron de metilacion de los
genes de interés en la poblacion de estudio
Se evaludé la metilacion de los genes ABL,
PDLIM4, OSCP1, NPM2, p15 y ER en todos los
pacientes con leucemia mieloide crdénica ingre-
sados al estudio y en cuatro individuos sanos.
La frecuencia de metilacion de los genes en los
pacientes fue: NPM2> PDLIM4 > ABL > OSCP1
>ER >p15 (figura 1 y figura 2).

Segun las fases de la enfermedad

Se observé que los pacientes en fase crénica
(n=25) presentaron menor frecuencia de meti-
lacion respecto a la fase acelerada (n=9), en
esta fase se observé que todos los pacientes
presentaron metilacion en los genes OSCP1,

NPM2 y PDLIM4 (figura 3).

60,0% 80,0% 100,0%

Porcentaje de metilacion

Figura 1. Porcentaje de pacientes gue presenta metilacién en cada uno de los genes
evaluados. En la figura se muestra los genes estudiados en el eje y, el porcentaje de

metilacion en una escala de 10 % en el eje x
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Figura 2. Electroforesis representativas de los amplificados

de los genes en los pacientes y en los controles comerciales
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Figura 3. Frecuencia de pacientes con genes
metilados con relacion a la fase de la LMC
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Metilacion segun el tratamiento prescrito
Entre los pacientes ingresados al estudio se en-
contré que seis eran de reciente diagnodstico y
eran tratados con hidroxiurea (HU) estos se en-
contraron metilados en el 100 % de los pacien-
tes (figura 4).

Mientras que 28 pacientes fueron prescritos con
algln ITK s, en estos se encontrd una frecuen-
cia de metilacién del 100 % en fase acelerada
en los genes OSCP1 y PDLIM4, para la fase cro-
nica la frecuencia de metilacion fue heterogénea
para todos los genes (figura 5).

Metilacion respecto a la resistencia a los ITK's

Se encontré que ocho no desarrollaron resisten-

120,0%
100,0%

cia a ninguno de los medicamentos y 16 experi-
mentaron resistencia al tratamiento de eleccién
y requirieron cambio del mismo.

Para efectos del analisis se integraron todos los
pacientes que habian presentado resistencia en
un solo grupo llamado: resistencia a los ITK s,
y se comparoé con los que no habian presentado
resistencia; en los primeros se observé una ma-
yor frecuencia de metilacion en los genes
OSCP1, ABL y PDLIM4. De igual manera se des-
taca que los que no han desarrollado resistencia
tienen una mayor frecuencia de metilacién para

gen ER (figura 6).

80,0%
60,0%
40,0% I I
20,0% I I
u M U v U v u M U v u M

OsCP1 P15 ABL

ER NP2 FDLIM 4

B Cronica MWAcelerada

Figura 4 . Metilacion respecto al tratamiento

con Hidroxiurea vy la fase de la enfermedad
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OSCP1 P15 ABL

80,0%
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Figura 5. Metilacion respecto al tratamiento con ITK's
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DISCUSION

La leucemia mieloide crénica es una de las en-
fermedades mas estudiadas del ultimo siglo, ya
que a partir de ella se empezd a entender el
factor genético en las neoplasias, ademas fue la
primera a la cual se le disefié una terapia mole-
cular efectiva. 2

Segun las cifras del instituto nacional de cancer
de Estados Unidos, la mayoria de las personas
con esta enfermedad son diagnosticadas des-

2 ademés

pués de la quinta década de la vida,
este diagndstico ocurre por lo general en fase
crénica. * En el estudio se encontrd alta fre-
cuencia de casos en personas menores de 50
anos y en los recién diagnosticados se hallé una
mayor proporcion de personas en fase acelera-
da que en crénica, fendmeno que es explicado
por las falencias del sistema de salud lo cual
ocasiona que los pacientes tengan un diagndsti-
co tardio, este aspecto también alienta la aver-
sion que tienen los individuos a consultar a los
servicios de salud, con el agravante que esta
enfermedad tiene un inicio indolente y que po-
cos manifiestan sintomas en la fase crénica.

En los resultados, de manera inicial se observd

que la mayoria de los valores del hemograma

no tienen valores altos como se esperaria, en
especial en los valores relativos de blastos o
células inmaduras y baséfilos. Sin embargo, al
hacer una comparacién entre los pacientes en
ambas fases, se encontrd diferencias d estadis-
ticas significativas.

Los anteriores resultados son producto del efec-
to que tienen los ITK s sobre la respuesta he-
matoldgica en los pacientes con LMC la cual de-
be ser alcanzada en los primeros meses de
diagnédstico y la reversién de esta constituye
progresion de fase al igual que alteraciones clo-
nales en el cariotipo o aumento del porcentaje
de BCR-ABL. '/

Ademas de los parametros del hemograma
mencionados con anterioridad se encontraron
diferencias estadisticas en la concentracién de
hemoglobina en las dos fases la enfermedad de
los pacientes incluidos en este estudio, aunque
esto no lo describe la OMS como un signo im-
portante de progresidn, otros autores han rela-
cionado la disminucién de la hemoglobina por
debajo de 10 g/dl con un aumento del riesgo de
evolucion de cinco veces en pacientes tratados
con hidroxiurea y de tres veces si el tratamiento
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es con Imatinib. '8

Se encontré que la mayoria de los pacientes
tienen los genes metilados. La alta proporcion
de genes metilados ha sido reportado en otros
estudios; para el caso de ABL 86 % y NMP2 74
% donde son similares a lo encontrado en el
estudio; para los demas genes analizados se ha
reportado un porcentaje menor de metilacion,
en el caso de OSCP1 30 %, para PDLIM4 21 %;
y para pl15 fue de 11 %,'° este mismo porcen-
taje también fue publicado por Bodoor K, et al,
2% en el 2014.

El alto porcentaje de genes metilados encontra-
do en el estudio, y por ende, las pocas asocia-
ciones que se derivan del mismo; se atribuyen
a varios aspectos entre ellos los metodoldgicos;
en primer lugar la mayoria de los pacientes pre-
sentaron un fenotipo bialélico (metilado y no
metilado), los cuales se consideraron como me-
tilados, seguido que algunos grupos de compa-
racion fueron muy pequenos, por lo que la po-
tencia estadistica es poca y se puede incurrir en
error estadistico tipo beta o tipo II donde se
acepta la hipdtesis nula en contra de la alterna-
tiva, esto causado entre otras variables por el
tamafio de la poblacién estudiada. %!

También se observan algunas posibles asocia-
ciones o tendencias que son importantes de
analizar; entre ellas se destaca que los pacien-
tes tratados con hidroxiurea presentaron 100 %
de metilacion para los genes OSCP1, ER y
PDLIM4 este comportamiento no se observd en
el grupo tratado con ITK's, en este orden de
ideas es de suponer que la terapia diana puede
modular de forma positiva a los mecanismos
fisioldgicos de la metilacion. Resultados simila-
res se han observado en otro tipo de neoplasias
mieloides donde el porcentaje metilacion dismi-

nuye con el tratamiento de eleccién. 22

Lo que no ocurre con la terapéutica tipo hidro-
xiurea, en este caso el porcentaje mayor de
metilacion puede explicarse por la persistencia
de un aumento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por el
mismo BCR-ABL, debido a que los ROS pueden
afectar los procesos de metilacién. %

De igual manera se observé que la frecuencia
de los genes OSCP1 y PDLIM4 metilados es ma-
yor en los pacientes que han desarrollado resis-
tencia en algun momento de la historia de la
enfermedad, lo anterior ya habia sido reportado
por Jelinek J, et al, ' en dicha investigacién se
asocia la metilacién de PDLIM4 a mal prondstico
de manera especial en los resistentes al trata-
miento, pese a no encontrarse relacionado con
el avance de fase, como ocurrié en el presente
estudio. Por lo tanto, la metilacién de este gen
debe estudiarse mas para probar la asociacion
con la progresién de fase y la resistencia.

El gen OSCP1 también fue reportado por Jelinek
J, et al, ° en ese trabajo se encontrd diferen-
cias en el porcentaje de metilacién en los pa-
cientes en las diferentes fases de la enfermedad
con una p= 0,001, sin embargo en el presente
estudio no se encontrd esta relaciéon. Al igual
que PDLIM4 la metilacion de este gen se ha vin-
culado con los pacientes resistentes, puesto que
la metilacién de ambos genes afecta la sobrevi-
da de estos pacientes. Aunque por variables
metodoldgicas y de tipo técnico no es posible la
comparacién de los resultados de ambos estu-
dios, los datos apuntan que estos dos genes son
importantes para la prediccion de resistencia a
los ITK ’s.

Con respecto a la metilacidon de p15 se encontré
en una revision sistematica realizada por Jiang
D, et al, ?* que la metilacién de p15 contribuye

a la malignidad mieloide, aun cuando la
232



inhibicion de la expresién de p15 se asocia con
el incremento del riesgo de evolucion de la en-
fermedad con una p=0,001. '° Lo que no fue
confirmado en el estudio, ya que no se encontro
relacion entre la metilacion de este gen y la
progresion de fase.

En la investigacion algunos pacientes fueron
tratados con mas de un ITK s esto obedece al
desarrollo de resistencia la cual se caracteriza
por la aparicién de mutaciones puntuales en el
dominio kinasa o en el p loop la proteina de fu-
sion BCR-ABL, en otro estudio realizado por Be-
rrio D, et al, ?°> se buscd entre los participantes
la mutacion T3151 que causa resistencia a todos
los ITK s disponibles en Colombia, donde se
encontré que ninguno de los participantes pre-
sentd la mutacién (dato no mostrado). 2° Otros
mecanismos que pueden explicar el desarrollo
de resistencia son las alteraciones epigenéticas;
26 en el estudio se logré apreciar un porcentaje
de metilacién mayor en los pacientes resisten-
tes en los genes OSCP1 y PDLIM4. *°

En relacién con la terapia otros investigadores
han encontrado que la metilacién es indepen-
diente de los ITK s, tal es el caso del factor de
transcripcién hematopoyético PU.1. 2’ La hiper-
metilacién del genoma puede estar facilitada
por el tratamiento de eleccidon, lo que causa
metilacién de genes implicados en la resistencia
que es revertida por el uso de agentes hipome-
tilantes. *® En este orden de ideas es necesario
realizar un estudio longitudinal que permita un
seguimiento a los pacientes y analizar el perfil
de metilacion en diferentes etapas de la enfer-
medad, asi mismo es importante determinar si
la metilacion puede considerarse un factor pre-
cedente a la evolucion de fase, es decir; si apa-
rece antes de que el paciente presente el dete-

rioro clinico y la alteracién en los diferentes pa-

rametros de laboratorio. Lo anterior le permiti-
ria al médico tratante tomar conductas clinicas
y terapéuticas mas inmediatas que eviten la se-

leccion clonal y la evolucion de fase.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio permiten proponer la
metilacion en dos de los seis genes candidatos
(OSCP1 y PDLIM4) como marcadores de pro-
nostico desfavorable, es posible que la metila-
cion en la region promotora de dichos genes
con su posterior silenciamiento favorezca la
progresion de fase cronica a fase acelerada asi
como el desarrollo de resistencia a los ITK s, no
obstante es necesario realizar este estudio con
metodologias mas sensibles y reproducibles co-
mo los microarreglos y el pirosecuenciamiento
especifico de metilacion que ademas nos permi-
tan cuantificar los niveles de metilacién y com-
parar su comportamiento a lo largo de la enfer-
medad y con los diferentes tipos de respuesta
hematoldgica, citogenética y molecular.

La metilacién del gen ER puede estar relaciona-
do con el efecto del Imatinib % 0 asociarse con
el riesgo de presentar progresion de fase debido
a la resistencia al ITK recibido, ambas hipoétesis
se apoyan de la bibliografia revisada y de los
hallazgos de este estudio, dado que los pacien-
tes que solo reciben como tratamiento imatinib
presentan una alta frecuencia de genes metila-

dos.
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