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RESUMEN

Objetivo. Analizar el estado de metilacién de los promotores de los genes hMLH1 y hMSH2, en
tejido cervical normal, lesién escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG), lesion escamosa
intraepitelial de alto grado (LEIAG) y CaCu. Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio
transversal analitico, en donde se utilizé6 DNA del banco de DNA del Laboratorio de Biomedicina
Molecular de la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Autonoma
de Guerrero. La presencia del DNA de VPH y la genotipificacion fueron determinadas
previamente mediante PCR con los iniciadores MY11 MY09 y mediante RFLPs respectivamente.
La deteccién de la metilacion de los promotores de los genes hMLH1 y hMSH2 se hizo mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa sensible a metilaciéon (PCR-SM), previa modificacion con
bisulfito de sodio. Las asociaciones entre las variables fueron establecidas usando la prueba
exacta de Fisher o x°. Resultados. Se analizaron 101 muestras: 40 de citologia normal, 21 de
LEIBG, 20 de LEIAG y 20 de CaCu. La frecuencia de metilacion en el promotor del gen hMLH1
fue mas alta en cancer cervical invasor (95%) que en LEIAG (55%), LEIBG (90.5%) y citologia
normal cervical (77.5%). La frecuencia de metilacion del gen hMSH2 fue mas baja en CaCu (5%)
que en LEIBG (14.3%) y LEIAG (25%). Solo el 5% de los casos de CaCu y el 10% de LEIAG
presentaron metilacién en los dos genes. No se encontré asociacion significativa entre el estado
de metilacion de los genes hMLH1 y hMSH2 y el desarrollo del cancer. Conclusiones. La
metilacién del promotor del gen hMLH1 es mas frecuente que la del gen hMSH2. La metilacién
del promotor de los genes hMLH1 y hMSH2 es un evento que esta presente durante el desarrollo
del CaCu. Los resultados de este estudio pueden servir de base para trabajos subsiguientes, con
el proposito de que los patrones de metilacion aberrantes en mujeres con citologia normal vy

LEIBG sean utiles para identificar a subgrupos con mayor riesgo de progresion a CaCu.




ABSTRACT

Aim. Analyze the methylation status of the promoters of the hMLH1 and hMSH2 genes in normal
cervical cytology, low grade squamous intraepithelial lesion (LGSIL), high grade squamous
intraepithelial lesion (HGSIL) and invasive cervical cancer. Materials and methods. An analytical
transversal study was carried out, where it was used DNA of DNA Bank from Molecular
Biomedicine Laboratory of the Unidad Académica of Ciencias Quimico Bioldgicas of the
Universidad Autdnoma of Guerrero. The presence of HPV DNA and genotyping were previously
determined by PCR using the primers MY11 and MY09 and RFLPs respectively. The methylation
status of hMLH1 and hMSH2 genes was determined using the methylation sensitive PCR
method, previous modification with sodium bisulfite. Associations between variables were
established using the exact Fisher test or X2. Results. One hundred one samples were analyzed:
40 of normal cytology, 21 of LGSIL, 20 HGSIL and 20 of cervical cancer. The frequency of
promoter methylation of hMLH1 gene was higher in invasive cervical cancer (95%) than in HGSIL
(55%), LGSIL (90.5%) and normal cervical cytology (77.5%). The frequency of promoter
methylation of h(MSH2 gene was lower in cervical cancer (5%) than in LGSIL (14.3%) and HGSIL
(25%). Only 5% from cases with cervical cancer and 10% of HGSIL showed methylation in two
genes. It was not found a significant association between the methylation status of the hMLH1
and hMSH2 genes and the development of cervical cancer. Conclusions. The promoter
methylation of hMLH1 gene is more frequent than the of hMSH2 gene. The promoters
methylation of h(MLH1 and hMSH2 genes it is an event that occur during the development of the
cervical cancer. The results of this study may be used as base to further investigations, with the
purpose of which aberrant patterns of methylation in the women with normal cytology and LGSIL

may be used to identify subgroups with higher risk of progression into invasive cervical cancer.




INTRODUCCION

El cancer cérvicouterino (CaCu) es el segundo cancer mas prevalente en el mundo, con
incidencias solo por debajo del cancer de mama, es la quinta causa principal de muerte por
cancer en mujeres y el mas comin en paises en vias de desarrollo.??® Aproximadamente
470,000 nuevos casos de CaCu son diagnosticados anualmente, siendo la edad promedio del
desarrollo de la malignidad 52 afios.?* Diversos estudios muestran al virus del papiloma
humano (VPH) como un factor esencial pero no suficiente en la patogénesis del CaCu y otros
canceres anogenitales, de hecho ha sido implicado en el 99.7% de todos los casos de cancer
celular escamoso cervical.??"*° Un alto porcentaje de CaCu esta asociado con la infeccién
por VPH de alto riesgo oncogénico, el mas prevalente es el VPH-16, seguido por los VPH-18,
31, 33 y 45.%4° Se ha mostrado que estos tipos de VPH, especificamente los tipos 16 y 18
participan en la carcinogénesis cervical a través de la expresidon de sus proteinas
oncogeénicas E6 y E7, las cuales desregulan la actividad mitética de la célula huésped
uniéndose e inactivando las proteinas p53 y pRB. Las proteinas oncogénicas virales
interrumpen las vias reguladoras del crecimiento celular y modifican el ambiente de la célula
huésped, facilitando la sintesis de DNA, proliferacién celular anormal y la replicacion
viral.?22%274% por |o tanto, el CaCu al igual que otros tipos de cancer es una enfermedad
multifactorial, un alto porcentaje de infecciones por VPH pueden ser revertidas, por lo que
otros factores son necesarios para su desarrollo.?” Entre los multiples factores involucrados
en el origen y desarrollo del cancer cérvicouterino se encuentran las anormalidades genéticas

y epigenéticas.*

Tanto las anormalidades genéticas, que incluyen anormalidades cromosomales, mutaciones
en genes supresores de tumor, genes reparadores de DNA y oncogenes, como los cambios
epigenéticos, que incluyen metilacion de DNA vy acetilacion de histonas, son factores
importantes en el desarrollo del cancer. La metilacion de DNA es una modificacién quimica
covalente que ocurre en la citosina, en dinucledtidos CpG. Esta es la modificacion
epigenética mas frecuente en genomas de vertebrados, ademas juega una parte esencial en
el control de la expresion de genes para el desarrollo normal y en la inactivacion del
cromosoma X.'*" En vertebrados, los genomas estan globalmente metilados, con excepcion
de las islas CpG que son regiones de DNA ricas en CG, que se encuentran en los promotores
de aproximadamente el 60% de los genes transcritos y que estan asociadas con la actividad
transcripciénal. Se ha mostrado que el estado de metilacién de estas islas CpG esta
involucrado en la activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumor y
reparadores del DNA."*?" El genoma de las células cancerosas muestra simultdneamente

hipometilacién global e hipermetilacién especifica en ciertos promotores.*




La hipermetilacién de promotores se ha aceptado como mediador de la tumorigénesis, ya que
se ha encontrado en genes reparadores de DNA y en genes supresores de tumor cuya
alteracion influye en el desarrollo de ciertos canceres. Adicionalmente, no se han encontrado
mutaciones genéticas en estos genes silenciados epigenéticamente en diferentes tipos de
células cancerosas.® Varios estudios han revelado hipermetilacion de los promotores de
genes reparadores de DNA y de genes supresores de tumor tales como hMLH1, hMSH2,

14,21, 30,

MGMT, CDMI, APC, p73 y GSTP1, que estan asociadas con diversos tipos de cancer.

32,37,38,41

Los sistemas de reparacién mismatch (MMR), estan conservados evolutivamente desde las
bacterias hasta los humanos y juegan un papel importante evitando mutaciones, removiendo
apareamientos incorrectos base-base y pequefias inserciones-eliminaciones que aumentan
durante la replicacion del DNA, manteniendo asi la fidelidad del genoma durante la
proliferacion celular. Las proteinas de MMR también estan involucradas en la activacion de
los puntos de chequeo del ciclo celular y en la induccién de apoptosis cuando el dafio al DNA

71112152533 F| sistema MMR mejor estudiado es el de Escherichia coli

rebasa el umbral critico.
que incluye tres proteinas: MutS, MutH y MutL. En levaduras y células humanas existen
multiples homologos de estas proteinas que interactuan entre si formando heterodimeros. El
reconocimiento de apareamientos incorrectos en células humanas es realizado
principalmente por un complejo heterodimérico, MutSa, compuesto de las proteinas MSH2 y
MSHG; que reconoce y se une a apareamientos incorrectos de una sola base y bucles de 2 a
3 bases. Un heterodimero menos abundante, MutS@3, esta compuesto de las proteinas MSH2
y MSH3 y reconoce principalmente bucles de DNA que contienen 2 o mas bases. Después de
la etapa de reconocimiento, los dimeros MutS reclutan a otros complejos heterodiméricos:
MutLa, que esta compuesto de las proteinas MLH1 y PMS2, y MutLp que estd compuesto por
las proteinas MLH1 y PMS1 o MLH3. La formacién del complejo MutS-MutL activa la escisién
hasta de 1kb de la cadena de DNA recién sintetizada que contiene el apareamiento
incorrecto. El hueco en la cadena es llenado por una DNA polimerasa y la DNA ligasa

restaura la integridad de la cadena de DNA,"'"1215.1625

El gen hMLH1 se localiza en el cromosoma 3p21.3 y codifica para la proteina MLH1. Los
estudios sobre la estructura y funcion de la proteina MLH1 han revelado la importancia de un
dominio ATPasa y residuos adicionales de aminoacidos en la region N-terminal, por lo que se
cree que esta regién puede tener multiples funciones en el proceso del sistema MMR.™ La
proteina MLH1 forma un heterodimero con PMS2 que participa en la correccion del
apareamiento incorrecto generado por errores de replicacion, ademas, la respuesta celular al

dafno al DNA requiere la activacién de MLH1, la cual puede cooperar con p53 para promover




el arresto del ciclo y la muerte celular; ademas se ha mostrado que PMS2 activado estabiliza
a p73, un miembro de la familia de p53 requerido para la apoptosis dependiente de p53 en
respuesta al dafio al DNA. Asi, p53 activada induce el arresto del ciclo celular a través de la
induccién de p21/WAF y la expresién de MLH1 y PMS2 como parte de la respuesta para
iniciar la reparacion. Cuando el dafo excede el punto en el cual la reparacién es posible,

MLH1 y PMS2 como sensores de este dafio desencadenan la apoptosis estabilizando p73.”"

El gen hMSH2 se localiza en el cromosoma 2p22-p21, codifica para la proteina MSH2, que
forma dimeros con MSH6 y MSH3, los cuales muestran especificidad de sustrato para el tipo
de apareamiento incorrecto que conduce a la represion de la recombinacion homologa
llamada también rechazo heteroduplex. El dimero MSH2-MSHS3 participa en la correccién de
apareamiento incorrecto generado por los errores de replicacion y facilita el alineamiento de
cadena sencilla en eventos donde ocurre el rompimiento de la doble cadena en una region
flanqueada por repeticiones directas. Ademas, se ha propuesto que el dimero MSH2-MSH3
actua durante el alineamiento de cadena sencilla estabilizando la region alineada y/o
reclutando las endonucleasas Rad1p-Rad10 para el entrecruzamiento homodlogo-

nohomologo.® %1620

Los defectos en el sistema MMR debido a mutaciones e inactivacion de los genes hMLH1 y
hMSH2 son mas frecuentes en cancer colorectal no-poliposo hereditario (HNPCC), el cual
muestra una alta frecuencia de mutaciones en secuencias microsatélites por errores de
replicacién conocidos como inestabilidad microsatélite (MSI), ademas, varios tipos de cancer
pueden exhibir también MSI. Por otra parte, varios estudios sugieren que el mecanismo mas
comun causante de la MSI es el silenciamiento transcripcional de genes reparadores de DNA
del sistema MMR, principalmente hMLH1 y hMSH2 por la hipermetilacion de su
promotor."?>*13 Ademas, en el caso del promotor del gen hMLH1 se ha identificado una
region del promotor altamente asociada al silenciamiento del su expresién por hipermetilacién
conocida como regién C pequefia.*'"*. En el estudio realizado por Su Hyung Hong y col.?’
se encontr6 que este cambio es mas frecuente en mujeres. Poco se conoce sobre la
inactivacion de estos genes en CaCu, existen pocos estudios publicados sobre el estado de
metilacion de los promotores de estos genes en esta malignidad y sus lesiones precursoras,
por lo que es necesario realizar estudios a este respecto. En este trabajo se analizé el estado
de metilacion de los promotores de los genes hMLH1 y hMSH2 por PCR-SM (reaccién en
cadena de la polimerasa sensible a metilacion) en tejido cervical normal, lesién escamosa
intraepitelial de bajo grado (LEIBG), lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG) y
CaCu.




MATERIALES Y METODOS

Muestras. Se realizd un estudio transversal analitico, en donde se utiliz6 DNA obtenido de
101 muestras del banco de DNA del Laboratorio de Biomedicina Molecular, de la Unidad
Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas, de la Universidad Autonoma de Guerrero. De las
cuales 21 eran de LEIBG, el 95% tenia infecciéon por VPH, 20 de LEIAG, el 85% tenia
infeccion por VPH, 20 de CaCu, el 100% tenia infeccion por VPH y 40 de tejido cervical
normal, donde el 35% tenia infeccion por VPH, los genotipos de VPH detectados en los
cuatro grupos diferentes de las muestras analizadas estaban de la siguiente manera: en las
muestras de CaCu el VPH tipo 16 fue el que se encontré con mas frecuencia. En LEIAG el
VPH tipo 31 fue mas frecuente seguido de los VPH tipos 16 y 81, el 10% de las muestras
presentaban infeccion multiple. En LEIBG el VPH mas frecuente fue el tipo 33 seguido del
VPH tipo 16 y el 9.5% de las muestras presentaban infeccion multiple. En las muestras de
tejido cervical normal los VPH tipos 16 y 58 fueron los mas frecuentes y el 17.5% de las
muestras presentaban VPH de alto riesgo. En LEIBG y CaCu todas las muestras que se
genotipificaron fueron de alto riesgo oncogénico, mientras que en LEIAG el 20% de las
muestras presentaban VPH de bajo riesgo oncogénico. La deteccion del DNA de VPH
mediante PCR con los iniciadores MY11 y MY09? y la genotipificacién mediante RFLPs®,

fueron realizados previamente por nuestro grupo de trabajo.

Modificacion con bisulfito de sodio. En esta reacciéon la citocinas no metiladas son
convertidas a uracilo, pero aquellas que estan metiladas permanecen como citocinas. La

modificacién se realizé como lo reportan Herman y col.™

Se desnaturalizaron 4 ug de DNA en
un volumen de 50 pul con NaOH (concentracién final 0.2 M) por 10 min a 37 °C, se adicionaron
30 ul de hidroquinona (Sigma-Aldrich Co.) 10 mM y 520 ul de bisulfito de sodio (J.T. Baker) 3
M a pH 5, ambos recién preparados, posteriormente, la mezcla se incubé bajo aceite mineral
por 16 h a 50 °C. El DNA modificado se purificé con Wizard DNA Clean-Up System (Promega
Corp., Madison, WI) y fue eluido en 50 ul de H,O. La modificacion finalizé con la adicion de
NaOH (concentracion final 0.3 M) por 5 min a temperatura ambiente, seguido de la
precipitacién con etanol y finalmente el DNA se resuspendié en 20 ul de H,O desionizada

|.19

estéril.” Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

PCR-SM. El estado de metilacién de los genes hMLH1 y hMSH2 se determindé mediante
PCR-SM previa modificacion con bisulfito de sodio, y en la cual se utilizaron iniciadores

especificos para secuencias no metiladas y metiladas. Los iniciadores para la region C




pequefia del promotor del gen hMLH1 fueron: para secuencias no metiladas el sentido, 5°-
taaaaatgaattaataggaagagtggatagtg-3°, antisentido, 5"-aatctcttcatccctccctaaaaca-3° y para
secuencias metiladas el sentido 5’-aacgaattaataggaagagcggatagcg-3°, antisentido, 5°-
cgtccctecctaaaacgactactacce-3°." Para el promotor del gen hMSH2 los iniciadores fueron:
para secuencias no metiladas el sentido 5’-ggttgttgtggttggatgttgttt-3°, antisentido, 5'-
caactacaacatctcctticaactacacca-3, y para secuencias metiladas el sentido, 5-
tcgtggtcggacgtcgttc-3°, antisentido, 5'-caacgtctccttcgactacaccg-3"."® La mezcla de PCR para
la regién C pequena del promotor del gen hMLH1 se realiz6 en un volumen de 50ul que
contenia buffer para PCR Gold 1X, MgCl, 1.5 mM, dNTPs 200 uM, 1 uM de cada iniciador,
1.25 U de ampli tag Gold DNA polimerasa (Applied Biosystems) y ~1ug DNA modificado con
bisulfito de sodio. La amplificacién se realizd en un termociclador Eppendorf, modelo Ep
Gradient, de la siguiente manera: desnaturalizacion inicial del DNA a 95°C por 10 min,
seguidos por 39 ciclos a 92°C por 30 seg (temperatura de desnaturalizacién), 57°C por 30
seg (temperatura de alineamiento para secuencias no metiladas) y 62°C por 30 seg
(temperatura de alineamiento para secuencias metiladas), 70°C por 30 seg (temperatura de
extension) y una extensién final a 70°C por 7 min."” La mezcla de PCR para el promotor del
gen hMSH2 se realizé en un volumen de 50ul que contenia buffer para PCR Gold 1X, MgCl,
2.5 mM, dNTPs 200 uM, 0.5 uM de cada iniciador, 1.25 U de ampli taqg Gold DNA polimerasa
(Applied Biosystems) y ~1ug DNA modificado con bisulfito de sodio. La amplificacion se
realizé en un termociclador Eppendorf, modelo Ep Gradient, de la siguiente manera:
desnaturalizacion inicial del DNA a 95°C por 10 min, seguidos por 35 ciclos a 94°C por 45 seg
(temperatura de desnaturalizacion), 66°C por 30 seg (temperatura de alineamiento para
secuencias no metiladas) y 62°C por 30 seg (temperatura de alineamiento para secuencias
metiladas), 72°C por 30 seg (temperatura de extension) y una extensioén final a 72°C por 10
min.** Como control positivo de la PCR para las secuencias no metiladas se usé DNA de
leucocitos humanos de sangre periférica y como control positivo de la PCR para secuencias
metiladas, DNA de leucocitos humanos tratado con Sssl metiltransferasa (New England
BioLabs, Inc.). Como controles negativos de la PCR se incluyeron muestras sin DNA en cada
PCR-SM realizada. Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa

(Invitrogen) al 3%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.""*>%"

Andlisis de datos. El analisis estadistico se realizé6 con el programa SPSS 12.0. Las
asociaciones entre las variables se hicieron mediante la prueba exacta de Fisher o x°. Las

diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05.




RESULTADOS

Con la finalidad de analizar el estado de metilacion de los promotores de los genes hMLH1 y
hMSH2, el DNA obtenido de 40 muestras de tejido cervical normal, 21 de LEIBG, 20 de
LEIAG y 20 de CaCu, fue sometido a modificacion con bisulfito de sodio, sometido a PCR-SM
y posteriormente a electroforesis en geles de agarosa al 3%. El analisis de los geles de
agarosa, los productos de PCR demuestran que si hay metilacién en los promotores de
ambos genes en los cuatro diferentes grupos de estudio, excepto en tejido cervical normal
donde solo hay metilacion en el promotor del gen hMLH1. La figura 1, muestra ejemplos
representativos de los productos de PCR-SM de 102 pb para secuencias no metiladas y de
91 pb para secuencias metiladas de la regién C pequena del promotor del gen hMLH1 en los
cuatro diferentes grupos de estudio. La figura 2, muestra ejemplos representativos de los
productos de PCR-SM de 143 pb para secuencias no metiladas y de 132 pb para secuencias

metiladas del promotor del gen hMSH2 en los cuatro diferentes grupos de estudio.

MPM CN CN LEIAG LEIBG CaCu P N
246 pb hMLH1
123 pb 102 pb  Ng metilado
MPM CN CN LEIAG LEIBG CaCu P N
246 pb
123 pb hMLH1

91 pb Metilado

Figura 1. Productos de PCR-SM de hMLH1 en muestras de DNA
cervica. MPM, marcador de peso molecular; CN, células
cervicales normales; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto
grado; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; CaCu,
cancer cervicouterino; P, control positivo y N, control negativo.

MPM CaCu LEIAG CN LEIBG CN P N
246 pb hMSH2
123 pb 143 pb  No metilado
MPM CaCu LEIAG CN LEIBG CN P N
246 pb hMSH2
123 pb 132pb  petilado

Figura 2. Productos de PCR-SM de hMSH2 en muestras de DNA
cervica. MPM, marcador de peso molecular; CaCu, cancer
cervicouterino; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado;
CN, células cervicales normales, LEIBG; lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado; P, control positivo y N, control negativo.




Para determinar la frecuencia de la metilacién de los genes hMLH1 y hMSH2 los datos
obtenidos fueron agrupados y colocados dentro de la categoria correspondiente. En el cuadro
| se presentan los resultados de la frecuencia de la metilacion de hMLH1 y hMSH2 de forma
independiente, juntos y uno u otro. Es notorio observar que en las muestras de tejido cervical
normal se detecté metilacion solo en el gen hMLH1 (77.5%). La frecuencia de metilacion en
hMLH1 resulté ser mayor en CaCu que en LEIBG, LEIAG y tejido cervical normal, mientras
que la frecuencia de metilacion en hMSH2 fue mas alta en LEIAG (25%) que en CaCu (5%) y
LEIBG (14.3%). El 77.5% de las muestras de tejido cervical normal, el 90.5% de las LEIBG, el
70% de las LEIAG y el 95% de CaCu presentaron metilacion en cualquiera de los genes
estudiados. Las muestras de tejido cervical normal no presentaron metilacion en los dos

genes a la vez a diferencia de LEIBG, LEIAG y CaCu.

Cuadro |
Frecuencia de metilacion aberrante de los genes hMLH1 y hMSH2 en las muestras
analizadas
hMLH1 hMLH1
hMLH1 hMSH2
o0 hMSH2 | y hMSH2
No. (%) No. (%)
No. (%) No. (%)
Tejido cervical normal (n = 40) 31(77.5) |0(0.0) 31(77.5) | 0(0.0)
LEIBG (n =21) 19 (90.5) | 3(14.3) 19 (90.5) | 3 (14.3)
LEIAG (n = 20) 11 (55) 5 (25) 14 (70) 2 (10)
CaCu (n = 20) 19 (95) 1(5) 19 (95) 1(5)




No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre el estado de metilacion de los
promotores de los genes hMLH1 y hMSH2 y el desarrollo de LEIBG, LEIAG y CaCu (cuadro

).

Cuadro Il
Riesgo de LEIBG, LEIAG y CaCu asociado a la metilacién del promotor de hMLH1 y hMSH?2
hMLH1 hMLH1
hMLH1 hMSH2
o hMSH2 y hMSH2
RM (IC 95%) RM (IC 95%)
RM (IC 95%) RM (IC 95%)
2.7 2.7
LEIBG
(0.48 — 28.49) (0.48 — 28.49)
0.35 2.0 0.67 0.66
LEIAG
(0.09 -1.31) (0.32 -14.79) (0.17 — 2.80) (0.05-6.62)
5.5 0.31 5.5 0.31
Cancer cervical
(0.65-254.2) | (0.005—-4.47) | (0.65-254.2) (0.005 —4.47)

El grupo de citologia cervical normal se usé como categoria de referencia para hMLH1
El grupo de LEIBG se us6 como categoria de referencia para hMSH2 y para ambos genes metilados

En el cuadro Il se relacionan la frecuencia de VPH y la metilacién de los promotores de los

genes hMLH1 y hMSH2. Todas las muestras de citologia cervical normal, LEIBG, LEIAG y

CaCu con infeccion por VPH, presentaron mas alta frecuencia de metilacion para hMLH1 que

las negativas a la infeccion viral.

Cuadro Il

Frecuencia de VPH y metilacion de los promotores de hMLH1 y hMSH2
estratificada por el tipo de lesion

hMLH1 (%) hMSH2 (%)
M | NM M | NM
Citologia normal
VPH Positivos (n=14) 85.7 14.3 0 100
VPH Negativos (n=26) 73.1 26.9 0 100
LEIBG
VPH Positivos (n=20) 95 5 15 85
VPH Negativos (n=1) 0 100 0 100
LEIAG
VPH Positivos (n=17) 52.9 471 17.6 82.4
VPH Negativos (n=3) 66.7 33.3 66.7 33.3
CaCu
VPH Positivos (n=20) 95 5 5 95

M, promotor metilado; NM, promotor no metilado.




En el cuadro IV se compara la frecuencia de los genotipos de VPH y la metilacién de los
promotores de los genes hMLH1 y hMSH2.

Cuadro IV
Frecuencia de los genotipos de VPH y metilacion de los promotores de
hMLH1 y MSH2 estratificada por el tipo de lesién

hMLH1 (%) hMSH2 (%)
M | NM M | NM
Citologia normal
VPH 16 (n=3) 66.7 33.3 0 100
VPH 53 (n=1) 100 0 0 100
VPH 58 (n=3) 66.7 33.3 0 100
VPH 61 (n=1) 100 0 0 100
VPH 70 (n=1) 100 0 0 100
VPH 81 (n=1) 100 0 0 100
VPH IM (n=1) 100 0 0 100
VPH NC (n=3) 100 0 0 100
Negativos (n=26) 73.1 26.9 0 100
VPH alto riesgo® (n=7) 714 28.6 0 100
VPH bajo riesgo® (n=3) 100 0 0 100
LEIBG
VPH 16 (n=3) 100 0 0 100
VPH 18 (n=1) 100 0 0 100
VPH 33 (n=5) 100 0 40 60
VPH 52 (n=1) 100 0 0 100
VPH 58 (n=2) 50 50 0 100
VPH IM (n=2) 100 0 0 100
VPH NC (n=6) 100 0 16.7 83.3
Negativos (n=1) 0 100 0 100
VPH alto riesgo?® (n=12) 91.7 8.3 16.7 83.3
LEIAG
VPH 16 (n=3) 66.7 33.3 33.3 66.7
VPH 18 (n=1) 0 100 0 100
VPH 31 (n=4) 25 75 0 100
VPH 33 (n=2) 0 100 0 100
VPH 58 (n=1) 100 0 0 100
VPH 70 (n=1) 100 0 100 0
VPH 81 (n=3) 100 0 0 100
VPH IM (n=2) 50 50 50 50
Negativos (n=3) 66.7 33.3 66.7 33.3
VPH alto riesgo® (n=11) 36.4 63.6 9.1 90.9
VPH bajo riesgo® (n=4) 100 0 25 75
CaCu
VPH 16 (n=15) 93.3 6.7 6.7 93.3
VPH 18 (n=1) 100 0 0 100
VPH 33 (n=1) 100 0 0 100
VPH NC (n=3) 100 0 0 100
VPH alto riesgo® (n=17) 94 .1 5.9 59 94.1

M, promotor metilado; NM, promotor no metilado; VPH IM, infeccion
multiple; VPH NC, VPH no caracterizado.

2VPH alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 52, 53 Y 58. %

®VPH bajo riesgo: 61, 70 y 81. %




DISCUSION Y CONCLUSIONES

La metilacion es una modificacion epigenética esencial para el desarrollo normal de los
mamiferos.*® Sin embargo, la metilacién aberrante de los promotores de genes reparadores
de DNA y genes supresores de tumor se ha asociado con la pérdida de la expresion de las
proteinas o silenciamiento génico. El primer gen supresor conocido hipermetilado y silenciado
fue Rb, el cual fue seguido por multiples publicaciones describiendo resultados similares para
una variedad de genes supresores de tumor, entre ellos p16, hMLH1, VHL y E-caderina.' La
metilacién del DNA en las regiones promotoras en varios genes es un evento epigenético
reconocido como un cambio importante y frecuente en el desarrollo de muchos canceres
humanos.*>*?*"4! En el presente estudio se evalué el estado de metilacién del promotor de los
genes hMLH1 y hMSH2 en muestras de DNA procedentes de CaCu, lesiones precancerosas

y tejido cervical normal.

La metilacion del promotor del gen hMLH1 se ha asociado con el silenciamiento genético en
otros tipos de cancer, como cancer colorectal, cancer de pulmon de células no pequefas,
tumorigénesis endometrial humano, cancer colorectal no poliposo hereditario y cancer

13.14.17.18,2124.34.36.3842 Eyisten pocos estudios que han analizado la metilacion del

gastrico.
promotor de hMLH1 en CaCu. En el presente trabajo se encontré que el 77.5% de las
muestras de tejido cervical normal, presenté metilacién del promotor del gen hMLH1, a

I.,41

diferencia de lo reportado por Widschwendter y co en una poblacion austriaca; por

I.,32 |.137

Narayan y co en una poblacién colombiana; y por Virmani y co en una poblacién
estadounidense. En estos tres estudios, los autores no reportan metilacién en tejido cervical
normal. Es importante mencionar que a diferencia de este estudio en el que se usé como
controles muestras de DNA proveniente de 40 muestras de tejido cervical normal, en el
estudio de Virmani y col., los controles utilizados son muestras de DNA de linfocitos
circulantes y de epitelio bucal. En el caso de los estudios de Widschwendter y col. y de
Narayan y col. a pesar de que usan tejido cervical normal, sélo incluyen 13 y 8 muestras
respectivamente, lo que podria explicar sus resultados. La frecuencia de metilacion en CaCu
para hMLH1 en este estudio fue del 95%, en LEIAG fue de 55% y en LEIBG fue de 90.5%,

nuestros resultados difieren con los obtenidos en otros estudios (cuadro V).
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Cuadro V

Frecuencia de metilacion del gen hMLHI en diversos estudios de acuerdo al grado de lesion.

Resultados de | Esteller | Widschwendtery | Virmani Narayan
este estudio y col. col. y col. y col.
Citologia normal (n = 40) 77.5% - 0% 0% 0%
LEIBG (n =21) 90.5% - 0% 3% -
LEIAG (n = 20) 55% - 3% 6% -
CaCu (n = 20) 95% 43% 36% 5% 0%

En diversos tipos de cancer es frecuente encontrar mutaciones o eliminaciones en el gen

6.13.23,384142 gjn embargo, son pocos los

hMSH2 asociadas a la inestabilidad microsatélite.
trabajos publicados sobre el estado de metilacion en el promotor del gen hMSH2. En el
trabajo realizado por Herman y col.”® en carcinoma colorectal, los autores no encuentran
metilacion en el promotor de dicho gen. Por otra parte, en el trabajo realizado por Yi-Ching
Wang y col.*® con 14 muestras de cancer de pulmén ellos reportan una frecuencia de 28.6%.
En el presente trabajo, la frecuencia de metilacion para hMSH2 en CaCu fue de 5%, de
14.3% en LEIBG y de 25% en LEIAG mientras que en tejido cervical normal estuvo ausente.
No existen trabajos publicados sobre el estado de metilacion del promotor del gen hMSH2 en
CaCu vy lesiones precursoras con los cuales comparar nuestros resultados, por lo que se
compard la frecuencia de metilacién con el trabajo realizado por Yi-Ching Wang y col.®® en
cancer de pulmon, encontrandose, que la frecuencia de metilacién es mas baja en CaCu que

en cancer de pulmon.

En este estudio se encontré que la frecuencia de metilacion del promotor del gen hMLH1 en
los diversos tipos de lesién es mas alta en presencia de la infeccion por VPH. Es importante
mencionar que no se han reportado trabajos que asocien la metilacion de los genes hMLH1 y

hMSH2 con la infeccion por VPH en lesiones cervicales.

El analisis de riesgo de LEIBG, LEIAG y CaCu debido a la metilacion de hMLH1 y hMSH2
mostré que, al analizar los genes por separado, existe asociacion entre la presencia de
metilacién en hMLH1 y LEIBG y CaCu, y la presencia de metilacion en hMSH2 y LEIAG; sin
embargo, dicha asociacién no es estadisticamente significativa. Por otra parte, aun cuando se
analizé la metilacion de hMLH1 y hMSH2 juntos no se encontré asociacién significativa con el
riesgo de LEIBG, LEIAG y CaCu.
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Existen diferencias entre los resultados aqui mostrados y los previamente reportados, en
cuanto a la frecuencia de la metilacion de hMLH1 y hMSH2. En el presente trabajo
detectamos para hMLH1 frecuencias de metilacion mas altas tanto en tejido cervical normal
como para LEIBG, LEIAG y CaCu en comparacién con otros trabajos (cuadro V). Dichas
diferencias no pueden ser explicadas en funcion de la metodologia utilizada, ya que todos los
estudios utilizaron PCR-SM como método de deteccion de promotores metilados, excepto
Widschwendter y col.,*' quiénes utilizaron un ensayo de PCR en tiempo real basado en
fluorescencia (MethyLight). Es importante mencionar que en este trabajo se utilizaron los
iniciadores especificos para la region C pequefa del promotor de hMLH1, en la que se ha
visto que la hipermetilacién es mas frecuente que en otras regiones del mismo promotor,

ademas de que esta altamente asociada con el silenciamiento génico de este gen en cancer

9,17,41 32
l, l.

colorecta en los estudios realizados por Narayan y col.*? y por Virmani y col.*” se
utilizaron iniciadores para regiones que presentan una frecuencia mas baja de metilacion.
Esto podria explicar en parte la frecuencia de metilacion mas alta encontrada en este estudio
en los diferentes grados de lesién. Por otra parte, los casos de CaCu que se presentan en
otras regiones del mundo tienen en comun con los casos mexicanos los genotipos de VPH
26,28,40

detectados (generalmente genotipos 16, 18, 31, 33 y 45) y algunos factores de riesgo

clasicos ampliamente estudiados (multiparidad, relaciones sexuales con multiples parejas,
inicio temprano de las relaciones sexuales, uso de anticonceptivos orales, entre otros).?*?’
Asi las diferencias en la incidencia de CaCu entre los distintos paises pudieran ser
explicadas, entre otras causas, por eventos epigenéticos, como pueden ser los niveles de
metilacién en los genes hMLH1, hMSH2 y otros genes mas, que aun no han sido estudiados
e incluso por otros eventos epigenéticos como alteraciones en los niveles de acetilacion y
metilacién de histonas. Por otra parte, la alta frecuencia de metilacién, tanto en tejido cervical
normal como en los diferentes grados de evolucion del cancer, pudiera ser un evento
explicado en parte por las diferencias genéticas entre poblaciones, es decir, por ejemplo el
nivel de expresion de las DNA metiltransferasas (DNMTs) o por la presencia de polimorfismos

gue se asocien con una mayor capacidad de metilacion en el DNA.

En conclusion la metilaciéon de la region C pequefia del promotor del gen hMLH1 es un evento
frecuente tanto en LEIBG, LEIAG y CaCu como en tejido cervical normal. Debido a la
observacién de presencia de metilacion en la region C pequena del promotor del gen hMLH1
desde el tejido cervical normal hasta el CaCu, podemos decir que la metilacion en este gen,
particularmente en esta regién, podria ser un evento temprano y que permanece durante el
desarrollo de CaCu. La metilacion del promotor del gen hMSH2 es un evento poco frecuente
en CaCu y un evento nulo en citologia normal en este estudio. Por otro lado, la determinacion

de la metilacion del gen hMLH1, hMSH2 y otros genes mas, podria ser util para identificar
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subgrupos con mayor riesgo de progresion hacia CaCu. Ademas seria importarte medir la
presencia de la proteina MLH1, para verificar si la metilacion de la region C pequefa del
promotor del gen hMLH1 estad asociada con su silenciamiento génico, asi como el nivel de
expresion y la presencia de polimorfismos en las DNMTs para verificar si la alta frecuencia de

metilacion en este gen se debe a la actividad alterada de estas proteinas.
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