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Hipermetilacion del Gen Supresor de Tumores p53 en
Pacientes Pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda

Hypermethylation of Tumor Suppressor Gene p53 in Chilean Pediatrics
Patients Under 15 Years with Acute Lymphoblastic Leukemia
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RESUMEN: La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia maligna hematooncélogica mas frecuente en pacien-
tes pediatricos contando hasta 75% de las leucemias y 32-35% del total de canceres infantiles. Aunque la LLA es considerada una
enfermedad con base genética, es cada vez mas evidente que alteraciones epigenéticas desempefian un rol central en su patogél
y progresion. La hipermetilacion de regiones promotoras de genes es asociada con la pérdida de funcién génica. El den supresor
tumores p53 (GST), es uno de los principales genes en el ciclo celular y apoptosis. El objetivo de este trabajo fueedeterminar
estado de metilacién en la region del promotor-exén 1 del GST p53y la asociacién con la supervivencia en menores de 15 afios co
LLA. Se analizaron 40 pacientes provenientes de la Regién de la Araucania-Chile. La hipermetilacion del p53 se determiné
combinando enzimas de restriccién sensibles a metilacién (Hpall y EcoR 1) y reaccidén en cadena de la polimerasa. Les resultado
indicaron que 15/40 casos (37,5%) presentaron hipermetilacién. Se encontrd una diferencia estadistica en la supervivencia segun
estado de metilacién de p53 en el grupo de nifias (p=0,02). Considerando el total de pacientes, una tendencia a mejor superviven
cia cuando los recuentos de leucocitos fueron <30.000(p%0,08). Se encontrd frecuentemente hipermetilado el gen p53 en la
region del promotor-exonl. Esto indicaria que la hipermetilacién del GST p53 puede ser un evento importante en la patogénesis d
la LLA.

PALABRAS CLAVE: Hipermetilacion; p53; Gen supresor de tumores; Leucemia linfoblastica aguda; Leucemia
infantil; Supervivencia.

INTRODUCCION

La hipermetilacion del gen p53 en leucemia aguda Para que ocurra inhibicion transcripcional mediante
ha sido poco reportada, sin embargo, el estudio de multiplagtilacion de las citocinas, se han postulado 2 mecanis-
otros genes, ha revelado que la hipermetilacion en la regidos posibles: el mas mencionado es la hipermetilacion
promotora de genes supresores de tumores (GST) es un egenla region del promotor del gen, hecho que impide la
to comudn en células leucémicas y un factor importante deién de los factores de transcripcion. Sin embargo, tam-
inactivacion génica (Agirret al, 2003a; Bodoor, 2014, bién puede ocurrir hipermetilacién en los dinucleotidos
Roman-Gomeet al, 2006; Vilas-Zornozat al, 2011). CpG ubicados en la cercania del inicio de la transcrip-

cion. Este evento provoca que proteinas de unién a

Visto de esta forma, el silenciamiento epigenético ametilcitocina se unan a este DNA metilado, impidiendo
genes que controlan el crecimiento, la muerte celular y dh avance de la enzima RNA polimerasa y bloqueando
invasion neoplasica, pueden determinar el patron di@almente la transcripcion génica. Como el gen p53 po-
recurrencia tumoral tras la quimioterapia y de este modo,dae varios islotes CpG en su primer exon, una
supervivencia del paciente (Giaccia & Kastan, 1998).  hipermetilacion en esta region se vuelve importante para
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dar continuidad a la transcripcigénica (Klose & Bird, Extraccion del ADN. Las muestras fueron anticoaguladas
2006; Weber & Schibeler, 2007). con EDTAY para la extraccion de ADN se utilizé Kit comer-
cial Puregene Gentra (USA), basandose en las indicaciones
El gen p53 actla principalmente asociado a situacidel fabricante. Posteriormente a la lisis de glébulos rojos, el
nes de estrés celular: dafio del ADN por irradiacionesncentrado de leucocitos obtenido se procesé con buffer Tris-
ionizantes o ultravioleta, hipoxia, activacion de oncogen&DTA-SDS. Una vez precipitadas las proteinas con acetato
que provocan altos indices mitéticos, entre otros. Asi, bajde amonio se hidraté el ADN en Tris-EDTA. La concentra-
niveles de la proteina p53 inducen la detencion del ciabddn y pureza del ADN fue cuantificada mediante
celular frente a un dafio reparable del ADN, mientras gespectrofotometria (Nanodrop ND-1000). Se considerd un
altos niveles de p53 provocan que la célula entre en apopto&iBN de buena pureza cuando el indice 260/280 fue >1,8.
cuando un dafio en el ADN no es posible reparar (EhenPara excluir muestras con inhibidores, se utilizé un PCR sim-
al., 1996; Giaccia & Kastan). Por lo tanto, la funcién genegsle para el gen de la b-globina, usando el juego de iniciado-
ral del GST p53 es prevenir una proliferaciéon clonal de cées PCO4 Y GH20 previamente publicados (Satikl, 1985).
lulas con inestabilidad genética y transformacion neoplasica.
De esta manera, la presencia de un gen p53 alterado puBmgestion Enzimatica Para la deteccion de la metilacion
incidir en el desarrollo de una leucemia. en la regiéon del promotor-exon 1 del GST p53 se utilizaron
las enzimas de restriccion sensibles a la metilacion (ERSM)
La leucemia linfoblastica aguda (LLA) tiene un ori-Hpall y EcoRIl (Fermentas) y una reaccion en cadena de la
gen monoclonal que puede afectar la maduracion gelimerasa (PCR) duplex, segun metodologia previamente
linfocitos B o T. Molecularmente, se ha descrito como @ublicada (Melcet al, 2012). Una alicuota del ADN fue
producto de mutaciones sucesivas que difieren segun la fdigerida con las ERSM las cuales cortan secuencias especi-
de maduracion de las células blasticas y donde también, tkeas cuando el ADN no esta metilado. (Dentro de la region
drian un rol importante factores epigenéticos y ambientaldsl promotor-exonl del gen p53, existen 3 sitios de restric-
en la etiopatogénia y progresion de la enfermedadetPuicion para la enzima EcoRlly 1 para Hpall). EnlaTablal se
al., 2008; Roman-Gome al., 2007). muestran las enzimas Hpall y EcoRlIl y sus isoesquizémeros
Mspl y Mval (enzimas de restriccion insensibles a la
La leucemia es el cancer mas frecuente en la edatilacion) respectivamente.
pediatrica (35-40% del total de canceres) y la LLA el tipo
mas prevalente con un 80% de los casos (Pui & Evans, 1998LR Duplex post digestion enzimaticaSe utilizé un par
En Chile, desde 1988, inicio del Programa de Cancer Infagte iniciadores dirigidos a la region del promotor-exén 1y el
til, en el sector publico se presentan 100-110 casos nuewt® par dirigido al exdn 6 del GST p53, que amplifican un
cada afio de leucemia linfoblastica (Ministerio de Saluftagmento de 287 pares de bases (pb) y 178 pb respectiva-
2010; Pui & Evans). mente. Las secuencias de los iniciadores han sido previa-
mente publicadas (Agirret al, 2003b).
Considerado la importancia del gen p53 en el creci-
miento celular y apoptosis, se planted como obijetivo, dete€endiciones de la PCR Duplex y VisualizaciarSe em-
tar el estado de hipermetilacién en la region del promotgatearon 35 ciclos con una temperatura de hibridacion de
exoén 1 del gen p53 y asociar la hipermetilacion del gen ¢6A°C. Las bandas fueron visualizadas en geles de agarosa al
la supervivencia, en nifios menores de 15 afios con diagn#¥, tefiidos con bromuro de etidio.
tico de LLA.
Controles. Como controles Positivos se us6 ADN comer-
cial y ADN de individuos sanos metilados in vitro con la
MATERIAL Y METODO enzima CpG Methyltransferase Sss | Methylase (New
England Biolab) y como control negativo ADN comercial
y ADN de individuos sanos sin someterlo a metilacion. El
Muestras. Se analizaron 40 muestras de médula 6sea o saagmento amplificado del exén 6(178pb) fue usado como
gre periférica obtenidas de pacientes menores de 15 aftms)trol interno debido a que no contiene sitios de restric-
con diagndstico clinico y de laboratorio de Leucemiaion para Hpall y EcoRIl. Las enzimas Mspl y Mval insen-
Linfoblastica Aguda, sin tratamiento previo, reclutados esibles a la metilacion de las citosinas fueron utilizadas como
el Hospital Hernan Henriquez Aravena de Temuco, Regig@ontrol de la digestion enzimatica.
de la Araucania, entre los afios 1999-2007. Se solicité auto-
rizacion de los padres y se aplicd consentimiento informatitterpretacion de los ResultadosSe consideré una mues-
aprobado por el Servicio de Salud Araucania Sur. tra metilada cuando amplificaron ambos fragmentos (278pb
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Tabla I. Comportamiento esperado de las enzimas de restricqi@rvivencia entre los pacientes que presentaron

segun el estado de metilacion del ADN blanco.

Enzima - ADN - Sitiosquecorta
Metilado No Metilado

Hpall No corta Corta gg/GCCngg

Mspl Corta Corta 22/&3(;2

EcoRl| No corta Corta gggx,vg(ég

Mval Corta Corta 2EICC;\:XIV§§§

y 178pb) y una muestra no metilada cuando solo se obser-

vo la banda de 178pb.

Para el estudio de supervivencia se revisaron las
fichas clinicas, registrandose: fecha de nacimiento y fe-
cha de diagnéstico de la enfermedad. Se realizé una revi-
sion del grupo para conocer su estado vital a Julio 20mdla 1. Caracteristicas generales de los pacientes en estudio.

hipermetilacion del gen p53 y aquellos que no la pre-
sentaron.

RESULTADOS

En la Tabla Il se muestran las caracteristicas

generales de los 40 pacientes en estudio. El estado vi-
tal de los pacientes se registré a Julio de 2013. Se en-
contrd 19 pacientes fallecidos (9 nifias y 10 nifios).

El 100% de las muestras de estudio demostrd

integridad del ADN y ausencia de inhibidores al am-
plificar adecuadamente para el gen de la b-globina, lo
que sirvio de base para el analisis con las enzimas de
restriccion y la PCR duplex.

n

40

Andlisis estadisticoLa frecuencia de hipermetilaciéon de

la region del promotor-exonl del gen p53, se estimé g‘llx
momento del diagnostico. La asociacién entreRango Edad
hipermetilacién del GST p53y las variables (edad y sexo)
se evalu6 mediante la pruebat de student y la

prueba exacta de Fischer, respectivamente. La estimacRgguento Leucocitosal
de la supervivencia en relacion al sexo, edad y leucocitd
y el estado de hipermetilacion del gen p53 se obtuvo m@upervivencia Globa a Julio 2013
diante el método de Kaplan-Meier. Se utiliz6 la prueba e%l-J
tadistica de log Rank para comparar las funciones de su*

g]n()stico deLLA

pervivencia

20 nifias

20 nifios

10 a 164 meses
19/40 (4750%)
21/40 (525%)

2210 a 531000 /mm?

<bafos
>=5afios

Vivo 21/40 (52,5%)
Fallecido 19/40 (47,5%)
1521 (714% )

6/21 (28,6%)

>=5 afos
>10 afios

Kaplan-Meier survival estimates

o
o
- p=0.02
wn
~
o
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o
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o
o
S -
o T T T T
0 50 100 150 200
analysis time
metp53 = No_Met metp53 = Met

Se detecto hipermetilacion del GST p53
en un 37,5% (15/40) de los pacientes. En 6 casos
se observo s6lo metilacion en el sitio CCWGG,
en 5 casos en el dinucleétido CpG y en 4 casos se
detectd6 metilacion en ambos sitios. La
hipermetilacion segun edad y sexo se muestran
en las Tablas lll y IV.

Para el analisis de supervivencia se con-
formaron 2 grupos segun el estado de metilacion
del gen p53: grupo metilado (GM) y el grupo no
metilado (GnM). De acuerdo al analisis de
Kaplan Meier y la prueba de log rank, hubo dife-
rencias estadisticamente significativas en el gru-
po de las nifias, donde la supervivencia fue peor
en el grupo de nifias que tenian hipermetilado el
gen p53 (p=0,02), no se observé diferencias en
el grupo de los nifios (Fig. 1). Cuando se analizd
el nimero de leucocitos al momento del diag-

Figura 1. Supervivencia segin estado de metilacién en region del promotor-exgtico de la LLA'y eJ eado_de metilagién d.el
del GST p53 en el grupo de nifias con LLA. Analysis time: meses de superviver@® p53 se observo unaejor supervivencia
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Tabla lll. Deteccion de hipermetilacién en regién promotora-exonl El no observar una diferencia estadisticamente signi-

del GST p53 en pacientes con LLA segln grupo etario. ficativa entre la supervivencia del grupo en estudio segun el

Deteccion de hiper metilacion (%) estado de metilacién del p53 (p=0,24) podria explicarse por

Negativa Postiva el tipo de metilacion presente. La presencia de metilacion

>=5 afios 12 (57,1%) 9 (42,9%) monoalélica, puede no afectar la transcripcién normal de un
<5 aios 13 (68,4%) 6 (31,6%) determinado gen, permitiendo expresion de suficiente pro-
Total 25 (62,5%) 15 (37,5%) tefna funcional. Por el contrario, la metilacién bialélica da

como resultado un completo bloqueo del producto de un gen,
Tabla IV. Deteccion de hipermetilacidén en regién del promotoprovocando inactivacion transcripcional (Estedieal, 2001).
exonl del GST gen p53 en pacientes con LLA segiin sexo.  Por otro lado, en el grupo de nifias es posible que los casos

Deteccion de hiper metilacion (%) gue tenian el gen p53 hipermetilado presentaron una

Negativa Postiva metilacién bialélica y de esta manera se podria explicar que

Nifies 10 (50,0%) 10 (50,0%) la supervivencia fue diferente entre los casos metilados y no
Nifios 15 (75,0%) 5 (25,0%) metilados (p=0,02). Sin embargo, no se puede descartar que
Total 25 (62,5%) 15 (37,5%) eventos anexos a la metilacion de p53, no contemplados en

la presente investigacion pudieran estar influyendo en la su-

_ ) pervivencia en este grupo.
en el grupo de pacientes que tenian recuentos de leucocitos

<30.000/ul'y el GST p53 hipermetilado (p=0,08). No se ob-  yna hipétesis que nace a la luz de los resultados es

servo diferencias estadisticamente significativas en 1os Qgre |a hipermetilacion en la regién del promotor-exonl de

mas parametros analizados, total de pacientes fallecidos, eg8g junto a otros genes que se han reportados hipermetilados,

<5 afios, >=5 afios y recuento de leucocitos >=30.000/ul (Bfen por encima (ASPP1) o por debajo (APAF1) de p53,

0,24;0,31; 0,65y 0,69 respectivamente). inactivan las respuestas apoptdticas y el control de la prolife-
racion (Agirreet al, 2006; Melcet al, 2013).

DISCUSION Es importante mencionar, que dentro de la literatura
revisada, no se encontro trabajos sobre metilaciéon en la re-
gién del promotor-exonl del GST p53 en otros tipos de

El grupo de pacientes con LLA estudiados fue homgregplasias hematoldgicas, por lo que no es posible hacer
geneo, en edad, sexo y estado vital (n de fallecidos se@i@nparaciones ni estimar el real efecto que la hipermetilacion

SeX0). del gen p53 tendria en relacion a la supervivencia de los pa-
cientes.

La frecuencia de 37,5% (15/40) de pacientes con LLA

que presentaron el gen p53 hipermetilado fue concordante  Finaimente, a pesar que no se realizé cuantificacion

con lo previamente publicado, donde reportaron un 32% @ |a expresion génica de p53, la alta frecuencia de

25) de metilacion aberrante en p53, asociado a una dismifisermetilacion de la region del promotor- exén 1 del GST

cion en la expresion proteica de este gen, con lo cual se B9§3 indica que podria ser un mecanismo relevante de

tulé que la metilacion podria representar un nuevo mecanjactivacion génica en la patogénesis de la LLA, con utili-
mo de inactivacion del gen p53 en laleucemia. De acuerdgay prondstica, mas aun si consideramos que las mutaciones
los patrones de metilacion se observé que las citosinas intgf-e| gen p53, han sido reportadas como un evento poco fre-

nas en la secuencia CCWGG en el promotor del gen pS3c$inte en esta enfermedad (Agetel, 2003b; Nomdedeu
encontraron metiladas en una proporcion similar con los clgr a| 2000).

sicos dinucleétidos CpG, hecho previamente reportado por
Agirre et al (2003a, 2003b). MELO, A; ARTIGAS, C. G; FRITZ, C.; DIAZ, P.; MUNOZ, S.;
BREBI, P. & ROA, J. C. Hypermethylation of tumor suppressor gene
En cuanto a los hallazgos de laboratorio registradd@?3 in Chilean pediatrics patients under 15 years with acute
destaco el amplio rango que presentaron los leucocitos erYBPhoblastic leukemidnt. J. Morphol., 32(4)1243-1247, 2014.

momento que se diagnostico la leucemia. En el grupo de pa- SUMMARY: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most

cientes con el gen p53 hipermetiladc_), el 86,7% de los cas@fmon hematology oncology malignancy in pediatric patients counting
tuvo conteo mayores a 10000 leucocitos /ul. Esto hace pengato 75% of leukemias and 32—35% of all childhood cancers. Although

gue en la mayoria de estos casos, la proteina p53 pudo etaris considered a disease with a genetic basis, it is increasingly clear
disminuida provocando una disminucién en la funcion qL}gat epigenetic alterations play a central role in the pathogenesis and

. . .. . work was to determine the methylation status in promoter-exonl of the
tiene el gen pS3 en la induccion de la apoptosis (€hat). TSG-p53 and association with survival in children under 15 years with
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ALL. In our study 40 patients from the Araucania Region, Chile werdelo, A.; Diaz, P.; Fritz, C.; Artigas, C. G. & Roa, J. C. Enzimas de
analyzed. Hypermethylation of p53 was determined by combining restriccion Hpa Il y EcoR Il y su utilidad para detectar metilacion
restriction enzymes sensitive to methylation (Hpall and EcoR Il) and en el promotor y exon 1 del gen p%3v. Chil. Tecnol. Med.,
polymerase chain reaction. Results indicated that 15/40 cases (37.5%) 32:1713-6, 2012.

showed hypermethylation. Statistical difference was found in survival

according to p53 methylation status in the girls group (p=0.02Ministerio de Salud. Guia clinica. Leucemia en personas menores de
Considering all patients, there was a trend to improved survival when 15 afios. Santiago, MINSAL - Gobierno de Chile, 2010, Disponi-
leukocyte counts were <30.000/ul (p=0.08). We found the p53 gene ble en:http://residenteschile.cl/download/gu%C3%ADas_ges/
frequently hypermethylated in the promoter-exonl region. This would [GES]%20Leucemia%20(Menores%20de%2015%20a%C3%B10s).pdf
indicate that TSG p53 hypermethylation may be an important event in

the pathogenesis of ALL. Nomdedéu, J. F.; Badell, I.; Estivill, C.; del Rio, E.; Sierra, J. & Baiget,
M. Mutational analysis of p53 in T-cell lymphoblastic leukemia.
KEY WORDS: Hypermethylation; p53 tumor suppressor Med. Clin. (Barc.), 115(15573-5, 2000.

gene; Acute lymphoblastic leukemia; Childhood leukemia, Survival.

Pui, C. H. & Evans, W. E. Acute lymphoblastic leukenNaEngl. J.
Med., 339(9)505-15, 1998.
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