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ABREVIATURAS

CaCU Cancer cérvico uterino

VPH Virus del papiloma humano

RT-PCR  Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la

polimerasa
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
RFLPs Restriccion de fragmentos polimoérficos de longitud variable
HIT Triada de histidinas
LEIBG Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado
LEIAG Lesion escamosa intraepitelial de alto grado
FHIT Gen fragil de la triada de histidinas

MGMT Gen reparador O%-metilguanina-DNA metiltransferasa
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RESUMEN

Objetivo. Analizar la expresion de los genes MGMT y FHIT, en tejido cervical normal, lesion
intraepitelial escamosa de grado bajo (LEIBG), cancer cervical invasor y realizar la deteccion
de VPH. Materiales y métodos. Se realizd un estudio transversal analitico, con muestras
captadas de agosto del 2002 a diciembre del 2003 en el Instituto Estatal de Cancerologia “Dr.
Arturo Beltran Ortega” de Acapulco Guerrero. La expresion de los genes MGMT y FHIT se
determino mediante RT-PCR semicuantitativa. La prueba de Mann-Whitney fue usada para
comparar los niveles de expresion de los genes MGMT y FHIT entre muestras de dos grupos.
Resultados. Se analizaron 60 muestras: 20 raspados cervicales normales, 21 biopsias con
diagnostico de LIEGB y 19 biopsias con diagnostico de cancer cervical. En citologia cervical
normal detectamos una reduccion en la expresion de FHIT en 50% (10/20) de las muestras
analizadas, mientras que el gen MGMT mostrd una expresion moderada y fuerte en 65% (13/20)
de las muestras. En las muestras de LEIGB tanto el gen FHIT como el gen MGMT mostraron
una expresion moderada y fuerte en 66.7% (14/21) y 76.2% (16/21) respectivamente. Como era
de esperarse en el cancer cervical invasor, hubo una notable disminucion en la expresion de
ambos genes comparada con los grupos de citologia normal cervical y LIEBG, reportando un
84.2% (16/19) de expresion nula o débil del gen FHIT (P = 0.009) y 89.5% de expresion nula o
débil del gen MGMT (P = 0.011) encontrando diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de expresion entre grupos. Conclusiones. La pérdida de expresion de los genes FHIT y
MGMT fue un evento frecuente en cancer cervical, siendo mas frecuente la pérdida de
expresion de MGMT. Se observo la pérdida de expresion de FHIT y MGMT desde la
citologia normal hasta el cancer cervical, sugiriendo quiza que la pérdida de expresion
de estos genes podria ser un evento temprano en el desarrollo de céancer cervical.
Proponemos en estudios subsecuentes como hipodtesis futura al analizar la expresion de
estos dos genes en mujeres con citologias normales, que quiza la perdida de expresion

de estos genes sea un marcador 1til en la prediccion temprana.



ABSTRACT

Aim. Analyze the expression level of mRNA of the MGMT and FHIT genes in normal cervical cancer,
low grade squamous intraepithelial lesion (LGSIL) and invasive cervical cancer. Materials and
methods. An analytical transversal study was carried out, in which the samples were collected from
agust del 2002 a December, 2003 in the Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran” in
Acapulco, Guerrero.

The detection of expression level of mRNA the MGMT and FHIT genes was done by semi-
quantitative RT-PCR. The associations between variables were established using the test statistic the
Mann-Whitney.

Results. Sixty samples were analyzed: 20 of normal cytology, 21 of LGSIL and 19 of cervical cancer.
In the normal cervical cytology was detected a reduction or absence of FHIT and MGMT
expression in Fifty percent and Thirty five percent respectively.

The expression mRNA was detected in 66.7% of LGSIL exhibited a moderate and strong
expression of FHIT, in 76.2% exhibited a moderate and strong expression of MGMT and
cervical cancer had a reduction or absence expression in both genes in comparation with
normal cervical cytology normal cervical and LGSIL showed in 84.2% and 89.5% of expression
of FHIT and MGMT genes respectively .

Conclusions.

La pérdida de expresion de los genes FHIT y MGMT fue un evento frecuente en cancer cervical,
siendo mas frecuente la pérdida de expresion de MGMT. Nosotros observamos la pérdida de expresion
de FHIT y MGMT desde la citologia normal hasta el cancer cervical, podemos decir que la pérdida de
expresion de estos dos genes podria ser un evento temprano en el desarrollo de cancer cervical.
Suponiendo entonces que las mujeres que tienen pérdida de la expresion de uno o ambos genes tienen

mas riesgo de desarrollar LEIBG y cancer cervical que las que presentan expresion de ambos genes.



INTRODUCCION

El cancer cervicouterino constituye uno de los principales problemas de salud en el mundo
debido a su patologia y frecuencia.' Es la segunda malignidad mas frecuente, el indice de
incidencia en paises desarrollados es de 10 por 100,000 y en paises en desarrollo es de mas de
40 por 100,000.% El cancer cervicouterino resulta de una subversion de los procesos que
controlan el crecimiento, proliferacion, diferenciacion y muerte celular, originando como
consecuencia cambios morfoldgicos del epitelio normal que progresan a carcinoma a través de
lesiones precancerosas bien definidas. Estudios epidemiologicos y moleculares han
demostrado que el virus del papiloma humano (VPH) es el agente etioldgico en la
carcinogénesis cervical.” Sin embargo, s6lo una pequefia fraccion de lesiones neoplasicas
intraepiteliales infectadas con VPH progresa a cancer invasor, sugiriendo que ademas del VPH,
otros eventos genéticos que incluyen cambios en genes supresores de tumor y oncogenes asi
como alteraciones microsatélites ejemplo pérdida de la heterozigosidad (LOH) y eventos
epigenéticos estan involucrados en la carcinogénesis cervical.” * Las alteraciones a nivel
molecular pueden influir en la expresion de ciertos genes y por lo tanto afectar de manera
adversa la funcion celular, pudiendo ocasionar el inicio de un proceso patoldgico.” En el
desarrollo de céancer, genes supresores de tumor y genes reparadores de dafio al DNA son
inactivados por diversos mecanismos, entre los cudles estdin mutaciones puntuales y
eliminaciones cromosomales. Ademds, numerosas investigaciones argumentan que algunos
eventos epigenéticos pueden estar involucrados, ocasionando el silenciamiento de ciertos

genes tales como MGMT, RB, VHL, plGINAK4A, FHIT, hMLH1 en el desarrollo del cancer.®’

El gen humano FHIT “fragile histidine triad” codifica para una proteina de 16.8 kDa
conformada de 147 aminoécidos.® Este gen esta localizado en el cromosoma 3p14.2 y se ha
propuesto como un gen supresor de tumor. Se observa frecuentemente la pérdida de alelo,
eliminaciones homocigotas y transcritos de FHIT aberrantes en muchos cénceres humanos,
incluyendo el de higado, pancreas, mama y cérvix.” Para el gen FHIT (fig. 1), se ha descrito
una translocacion cromosomica t(3;8) involucrada en el carcinoma familiar renal y se
encuentra en el sitio fragil mas comun del genoma humano, FRA3B, el cual es susceptible a

. . . ., . 8
rearreglos inducidos por una variedad de carcindogenos ambientales.




Butler y col.’ sugieren que la pérdida de FHIT pudiera ser un evento temprano en la
tumorigénesis, debido a su localizacion y al alto porcentaje de pérdida de la heterocigocidad

reportado en 3 pl4 en cancer cervical y otros tumores, que lo sefiala como un posible gen
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Fig. 1. Organizacién del gen FHIT. Marcos de lectura abiertos (1-10), exones no
codificantes (1-4, 10), exones que codifican a la proteina del gen (5-9) y el sitio fragil

FRA3B.*
La O°-metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT) es una proteina reparadora que protege a
las células contra los efectos carcindgenicos y citotoxicos de agentes alquilantes, trasfiriendo
los grupos alquilo del O° de la guanina a un residuo de cisteina de la proteina. Esto previene
la generacion de mutaciones debido a la tendencia de la O° alquilguanina de aparearse con la
timina durante la replicacion del DNA, resultando en la conversion de pares G-C a pares A-
T." La falta de expresién de MGMT puede influir en la carcinogénesis inducida por agentes
alquilantes tales como N-nitrosaminas.'’ Algunas investigaciones sugieren que la pérdida de
su expresion no se debe comunmente a eliminaciones, mutaciones, rearreglos o inestabilidad
del RNAm. Se proponen otras causas para la pérdida de la actividad, como la hipermetilacion
de islas CpG normalmente no metiladas en la regidon promotora, ya que con otros genes
también se ha correlacionado esta pérdida.'' La falta de expresion de MGMT se ha

relacionado con el desarrollo de gliomas, cancer de pulmoén de células no pequeias, cancer de




colon y céancer cervical.'® Se ha identificado un numero limitado de genes que se encuentran
frecuentemente inactivos en diferentes canceres humanos, ya sea por alteraciones genéticas
como deleciones cromosomales, por la pérdida de funciéon debido a mutaciones o por
alteraciones epigenéticas recientemente reportadas.'” Se ha reportado la ausencia de la proteina
FHIT en céancer cervical y disminucion o pérdida de expresion del gen MGMT." ' 1 Por 1o
tanto la propuesta de este estudio es analizar la expresion de MGMT y FHIT, mediante la
técnica de RT-PCR seimicuantitativa, en tejido cervical normal, lesiones precancerosas y
cancer cervical invasor, puesto que tanto su ausencia como disminucion de expresion es

evento que puede ser muy importante en la carcinogénesis cervical.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y coleccion de muestras. Se realizard un estudio de tipo transversal el cual se
llevara a cabo en el Laboratorio Biomedicina Molecular de la Unidad Académica de Ciencias
Quimico Bioldgicas perteneciente a la Universidad Autonoma de Guerrero. El estudio se
realizo en biopsias obtenidas de pacientes con cancer cervical, lesion escamosa intraepitelial
de bajo grado (LEIBG) y raspados cervicales con citologia normal. Se obtuvieron 60
especimenes: 20 citologias normales, 21 de LIEGB y 19 de cancer cervical que se captaron de
agosto del 2002 a diciembre del 2003 en el Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo
Beltran Ortega” de Acapulco Gro. La toma de las biopsias fue dirigida por colposcopia y el
diagnoéstico histoldgico y citoloégico lo llevd a cabo un patdlogo calificado de la misma
institucion. El grado de lesion cervical fue establecido en base al sistema de Bethesda. Las
biopsias fueron transportadas en hielo seco y congeladas a -70°C antes de la extraccion de
acidos nucleicos. La extraccion de RNA total se hizo con TRIzol (Invitrogen). La medicion de

pureza y concentracion de RNA fue realizada por espectrofotometria.

Obtencion de DNA vy tipificacion del VPH. En todas las muestras se busc6 el DNA del VPH
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con los iniciadores MY11 y MYO09 que
amplifican un fragmento de 450 pb del gen L1.">'® La mezcla de PCR incluy6 buffer de PCR
Gold 10X (concentracion final 1X), 2 mM MgCl,, 0.6 mM deoxinucleotidos trifosfato, 0.8 uM
iniciadores, 1.25 U de ampli taq Gold DNA polimerasa (Applied Biosystems) y ~1pug de DNA

molde. La temperatura de alineamiento fue a 54°C. La amplificacion se realizd en el




termociclador PERKIN ELMER utilizando 40 ciclos. Como control positivo se us6 DNA
plasmidico con VPH 16 y como control negativo H,O. La genotipificacion se realizd por
restriccion de fragmentos polimorficos,'” con el uso de 7 enzimas de restriccion: BamHI, Ddel,
Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal y Sau3Al (Gibco BRL). Los productos de PCR y de las restricciones
se analizaron en gel de agarosa (Invitrogen) al 1.5 y 3% respectivamente, tefiidos con bromuro

de etidio y visualizados bajo luz UV.

Expresion de FHIT Y MGMT por RT-PCR. Se usaron 2.5 pg de RNA total para la
transcripcion reversa utilizando el ENHANCED AVIAN HS RT-PCR KIT (Sigma), la mezcla
de reaccion para este efecto incluyd, 1 pl de Oligo(dT) concentracion final 1-3.5 uM, dNTPs
10mM concentracion final S00uM de cada uno, 10X Buffer AMV RT, (500 mM Tris-HCI, pH
8.3, 400 mM KCL, 80 mM MgCl,, 10 mM DTT), inhibidor de RNasas 20 U/ul concentracion
final 0.4 U/ul y H,O tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) en un volumen total de 20 ul. La

mezcla se incubd a 42° C por 50 min posteriormente a 70° C por 10 minutos.

El cDNA sintetizado se usé para el analisis de expresion de MGMT y FHIT. Los iniciadores
usados para el RNAm de MGMT fueron: el sentido, 5 GCACGAAATAAAGCTCCTGG, y
el antisentido, 5> AGGGCTGCTAATTGCTGGTA."® La expresion de FHIT se analizo con los
iniciadores (5UI y 3D1) utilizados por Tanaka et al. 5U1, 5S’TCCGTAGTGCTATCTACAT y
3D1, 5 CATGCTGATTCAGTTCCTCTTGG." Las condiciones de amplificacién fueron 29
ciclos a 95°C por Imin, 57°C por 45 s y 72°C por 1 min para el gen MGMT y 36 ciclos a
95°C por 45s, 58°C por 1 min y 72°C por 45s para el gen FHIT. Para confirmar la integridad
del ¢cDNA se analiz6 la expresion de B-actina con los iniciadores recomendados por el
ENHANCED AVIAN HS RT-PCR KIT, sentido 5° TGCGTGACATTAAGGAGAAG vy
antisentido 5’CTGCATCCTGTCGGCAATG. La amplificacion paralela del RNAm de -
actina expresado constitutivamente fue utilizado como control interno para normalizar la
expresion de los genes MGMT y FHIT. Los productos de PCR se corrieron en geles de
agarosa (Invitrogen) al 2.5%, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz UV.
Para cuantificar el mRNA de MGMT y FHIT se utiliz6 el programa Gel-Pro Analyzer 3.1

instalado en el fotodocumentador Syngene Genegenius.




Analisis de datos. Para comparar los niveles de expresion de MGMT y FHIT entre dos grupos

de muestras se utilizo la prueba estadistica de Mann-Whitney para variables no paramétricas.

RESULTADOS

En el cuadro I se presenta la distribucion de la media, el rango de edad y la infeccion por VPH
detectada por PCR de acuerdo al diagnostico citologico e histologico. En las pacientes
citologicamente normales y con LEIBG la media y el rango de edad fueron muy similares,
mientras que las pacientes con cancer cervical son de mayor edad en comparacion con los
otros grupos.

Cuadro 1. Edad promedio y positividad al VPH agrupada por el grado

de lesion
Diagnostico n Rango de | Media VPH +
60 edad (afios) %
(afios)
Citologia cervical normal | 20 20 - 68 35.1 50
LEIBG 21 20 - 67 35.0 66.6
Cancer cervical invasor 19 30 - 70 52.9 100

En el cuadro II se reportan los genotipos de VPH detectados en los tres grupos de muestras
analizadas. En las muestras de tejido cervical normal y cancer cervical, el VPH tipo 16 fue el
que se encontrdé mas frecuentemente. En las citologias normales, de las muestras positivas a
VPH el 70% presentaron tipos de alto riesgo oncogénico. En cancer cervical todas las
muestras que se genotificaron fueron VPH de alto riesgo oncogenico siendo el mas frecuente

el VPH tipo 16.



Cuadro II. Frecuencia de los genotipos de VPH agrupadas por el grado de lesion

Genotipos de VPH | Citologia normal LEIBG Céancer cervical
n (%) n (%) n (%)
VPH- 16 3(15) 5(23.8) 8 (42.0)
VPH-18 - 3(14.3) 2 (10.5)
VPH-33 -- -- 1 (5.3)
VPH-39 1(5) -- --
VPH-45 - 3(14.3) 1(5.3)
VPH-52 - 1(4.8) -
VPH-53 1(5) -- -
VPH-58 2(10) -- 1(5.3)
VPH-59 - -- 1(5.3)
VPH-CP141 1(5) - -
VPH-6B -- 2(9.5) -
VPH IM 1(5) -- --
VPH NT 1(5) h 5(26.3)
VPH Negativos 10 (50) 7(33.3) --
Total 20 (100) 21 (100) 19 (100)
VPH alto riesgo” 7 (70) 12 (85.7) 14 (73.7)
VPH bajo riesgo” 1(10) 2 (14.3)

VPH 1M, infeccion multiple, VPH NT, VPH no tipificados.
“VPH alto riesgo: 16, 18, 33, 39, 45, 52, 53, 58 y 59.'
®VPH bajo riesgo: CP141, 6B, '

Como siguiente paso, se analizo la expresion de los genes MGMT y FHIT en 20 especimenes
de tejido cervical normal, 21 lesiones precancerosas y 19 de cancer cervical invasor mediante
RT-PCR semicuantitativa. En la figura 2 se muestra un ensayo representativo de la RT-PCR

semicuantitativa de MGMT y FHIT.
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Fig. 2. Ensayo representativo de la RT-PCR semicuantitativa del gen FHIT (A) y MGMT
(B). La integridad del cDNA de todas las muestras fue verificada con la amplificacion de B-
actina. (C) La banda de amplificacién correspondiente a B-actina es de 316 pb. Dos pl de
H,O desionizada estéril fue usado como templete para el control negativo, N. El 6X174
digerido con Hae III fue usado como marcador de tamafio molecular, M. Se utilizé6 una
muestra citolégicamente normal positiva a ambos genes como control positivo, P. Tejido
cervical normal, CN. Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo, LEI. Cancer cervical, CC.

El nivel de expresion fue normalizado con el gen de B-actina ampliamente utilizado por otros
investigadores'*. Las muestras de los tres grupos de estudio fueron agrupadas en rangos
considerando el porcentaje minimo y maximo de expresion de cada gen (cuadro III)
categorisandolas de la siguiente manera: a) Expresion nula o débil b) expresion moderada y c)

expresion fuerte.

Cuadro III. Rangos de expresion de MGMT y FHIT

Rangos MGMT FHIT
Nula o débil 0 - 33.3% 0-37.5%
Moderada 33.4 — 66.7% 37.6—75.1
Fuerte 66.8 - 100.7% 752 -112.7%

Las citologias normales mostraron una expresion moderada y fuerte en 50% (10/20) de las
muestras analizadas del gen FHIT, mientras que el gen MGMT también mostr6 una expresion
moderada y fuerte en el 65% (13/20) de las muestras. En las LEIBG, el 66.7% (14/21) de las
muestras mostraron una expresion moderada y fuerte del gen FHIT, mientras que el gen

MGMT mostr6 una expresion moderada y fuerte en el 76.2% (16/21) de las muestras




analizadas. En tejido tumoral cervical como era de esperarse tanto FHIT como MGMT
mostraron una expresion nula o débil en 84.2% (16/19) y 89.5% (17/19) de las muestras

respectivamente (cuadro IV).

Cuadro IV. Expresion de FHIT y MGMT en cancer cervical, lesiones
precancerosas y cérvix normal.

Expresion de FHIT Expresion de MGMT
Nula o | Moderada | Fuerte |Nula o Moderada Fuerte
débil débil
N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Cancer 16 3 0 17 0 2
cervical (84.2) (15.8) (0) (89.5) 0) (10.5)
LEIBG 7 9 5 5 7 9
(33.3) (42.8) (23.9) (23.8) (33.3) (42.9)
Citologias 10 8 2 7 11 2
normales (50) (40) (10) (35) (55) (10)

En la figura 3 se muestra la representacion grafica de los niveles de expresion de FHIT y
MGMT y la comparacion de las medianas de expresion entre grupos. Debido a que los valores
individuales de expresion de los genes FHIT y MGMT no tienen una distribucion normal se
uso6 como valor representativo de expresion a la mediana. El nivel de expresion de MGMT es
mas bajo en citologia normal (38.4) que en LEIBG (55.7) y esta diferencia es estadisticamente
significativa (p = 0.03). Para el mismo gen el nivel de expresion en cancer cervical (16.7) fue
mas bajo que en citologia normal (38.4) y la diferencia también es significativa (p = 0.01). El
nivel de expresion de FHIT fue mas bajo en céancer cervical (16) que en LEIBG (58.4) y
citologia normal (38.2) y ambas diferencias fueron estadisticamente significativas (p = <0.00 y
p = 0.009 respectivamente). El nivel de expresion de FHIT es mas bajo en citologia normal

(38.2) que en LEIBG (58.4) y esta diferencia también fue significativa (p = 0.04).
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Fig. 3. Los niveles de expresion de MGMT (A), y FHIT (B) en los diferentes grupos, los
resultados son presentados en porciento del control positivo de PCR (muestra
citolégicamente normal positiva para ambos genes) y normalizado con el gen constitutivo
de B-actina utilizado como control interno. La linea delgada de cada barra indica el nivel
minino y maximo de expresion de todos los valores en esa categoria y la barra sombreada
representa el nivel minimo y maximo del 50% de los valores de esa categoria. M, mediana
de cada grupo; CN, tejido normal cervical; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo
grado y CC, cancer cervical.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

El VPH tipo 16 fue el tipo viral mas frecuente en las muestras de citologia normal y céncer
cervical. En LEIBG el VPH tipo 18 fue el de mas alta incidencia. Aunque la infeccion cervical
con el virus del papiloma humano estd bien establecida como un evento esencial en el inicio
del desarrollo de lesiones precancerosas del cérvix, relativamente pocas infecciones progresan
hacia carcinoma cervical invasor.”’ Por lo tanto, otros eventos genéticos, tales como el
silenciamiento de genes supresores de tumor y genes reparadores de DNA, como FHIT y
MGMT, respectivamente, pudieran contribuir, ademds de la infeccion con VPH, en el
desarrollo de cancer cervical. Se han realizado diversas investigaciones para caracterizar las
alteraciones genéticas que ocurren en la carcinogénesis cervical, las cuales han revelado varias
regiones cromosomicas que tienen alta frecuencia en cuanto a la pérdida alélica.'® La region
cromosémica 3pl4.2 ha sido reportada por numerosos investigadores por ser comunmente
eliminada tanto en lesiones precursoras intraepiteliales como en carcinoma cervical invasivo."
La identificacion del gen FHIT, como un gen supresor de tumor que se traslapa con el sitio
fragil FRA3B en el cromosoma 3pl14.2, llevd a varios grupos a investigar su papel en la
carcinogénesis cervical. El gen MGMT codifica para una proteina reparadora de DNA, cuya
presencia y expresion normal protege a las células contra carcindgenos y contra los efectos
citotoxicos de agentes alquilantes. La pérdida o la disminucion en la expresion de MGMT es
comun en distintos tipos de céancer incluido el cervical ademas de que tiene un papel
significativo en la carcinogénesis.'® Se ha reportado que la pérdida de expresion de MGMT no

es ocasionada por eliminacién, mutacion o rearreglos del gen.

En este estudio, analizamos la expresion de MGMT y FHIT en 20 muestras de citologia
normal, 21 lesiones de grado bajo y 19 de céncer cervical invasor para determinar si hay
alteraciones en la expresion de estos genes y si son eventos tempranos o tardios en la
carcinogénesis cervical. Se encontr6 que en las muestras de citologia normal el 50%
presentaron una expresion moderada o fuerte del gen FHIT, mientras que Connolly y col "
encontraron por inmunohistoquimica, que todas las citologias normales presentaron una
expresion moderada o fuerte de FHIT. En este estudio el 66.7% de las muestras de LEIBG
presentaron una expresion moderada o fuerte del gen FHIT, por su parte Butler.”’ encontré por

inmunohistoquimica que el 100% de las muestras de NIC I presentaron expresion moderada o

10



fuerte de este mismo gen. El 84.2% de los casos de cancer cervical presentaron una expresion
nula o débil de FHIT mientras que Connolly'® reporta para cancer cervical invasor el 71% de
las muestras con expresion reducida o ausente. Al respecto de las diferencias entre nuestros
resultados y los previamente reportados, nosotros detectamos en todos los estratos una
expresion mas baja del gen FHIT. Hasta donde nosotros hemos encontrado, no existen
reportes donde analicen la expresion de ambos genes a nivel de RNAm por RT-PCR
semicuantitativa, por lo que analizamos resultados de otros estudios, donde si bien analizan la
expresion de FHIT y MGMT en tejido con CaCU lo realizan a nivel de proteinas. Por lo que
las diferencias pudieran explicarse debido a las técnicas empleadas, sin embargo otros
fendmenos que pudieran explicar estas diferencias pueden ser la hipermetilacion del promotor
del gen que se ha descrito como un mecanismo molecular alternativo en el silenciamiento
genetico, estudios recientes® revelan altos niveles de hipermetilacion del promotor FHIT en
varios canceres humanos incluyendo el cancer cervical, que pudieran en parte explicar la
disminucién en la expresion como se reporta en este estudio, o bien la expresion de transcritos
aberrantes de FHIT que se han encontrado en varios carcinomas incluido el cervical y en sus
lesiones precursoras, por otro lado se ha reportado que existen fuertes asociaciones entre la

perdida de expresion de FHIT vy el extenso consumo de cigarrillo.®'* 2 !

Es importante
mencionar la presencia dentro del gen FHIT el sitio fragil FRA3B (localizado en el
cromosoma 3p14.2), estudios in vivo se descubrié que el VPH puede integrarse al genoma a
través del sitio fragil FRA3B suprimiendo una pieza de DNA, incluyendo el gen FHIT. Butler
mostrd que existe una fuerte asociacion entre LOH del gen FHIT y la infeccion con VPH de
alto riesgo. En nuestro estudio no encontramos asociacion entre la infeccion de VPH y el nivel
de expresion de FHIT. El nivel de expresion de MGMT reportado por inmunohistoquimica,
varia ampliamente de acuerdo al tipo de tumor y varia aun entre tumores del mismo tipo.”> En
nuestro estudio las muestras de cancer cervical encontramos que el 89.5% de estas presentaron
una expresion nula o débil de MGMT. Esteller y colaboradores'' analizaron 8 tumores de
cerebro, 9 de cancer de colon y 14 linfomas que sumaron 31 tumores primarios humanos, de
los cuales el 41.9% no expresaron MGMT. En el presente estudio, el 35% de las muestras de
citologia normal cervical presentaron una expresion nula o débil de MGMT. Wolf y col®

reportaron ausencia de expresion de MGMT tanto en tejido pulmonar normal como en tejido

neoplasico. Debido a que existe diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de
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los casos que presentaron expresion nula o débil al comparar citologias normales y CaCU (P =
0.011), podria decir que quiza la expresion de MGMT pudiera ser un evento temprano de la
carcinogénesis cervical. De forma similar, aunque en tejido pulmonar, Wolf * también sugiere
que la pérdida de la expresion de MGMT puede ser un evento temprano en la carcinogénesis
pulmonar. Como se describe arriba la pérdida de expresion de MGMT no es comunmente
ocasionada por eliminacidon, mutacion o rearreglos del gen, al igual que el gen FHIT Ia
hipermetilacién pudieran en parte explicar la disminucion en la expresion de este gen.

Al mismo tiempo Hernandez Sotelo y colaboradores**analizaron el estado de metilacion de los
promotores de los genes MGMT y FHIT, en la misma poblacién que la utilizada en este
estudio teniendo como resultado que el 100% de las muestras de cancer cervical invasor con
metilacion en el promotor del gen MGMT mostraron una disminucién o ausencia en la
expresion y el 93% de las muestras de cancer cervical invasor con metilacién en el promotor
del gen FHIT también mostraron una disminucion o ausencia en la expresion. Estos
resultados sugieren que existe una correlacion entre el estado de metilacion y el nivel de
expresion de ambos genes. En conclusion, la pérdida de expresion de los genes FHIT y
MGMT fue un evento significativamente mds frecuente en cancer cervical, siendo mas
frecuente la pérdida de expresion de MGMT. Estos resultados son congruentes con los
reportados en la literatura, pues en la mayoria de tumores humanos, incluido el cervical, donde
han estudiado su expresion por inmunohistoquimica, ambos proteinas estan ausentes. Ya que
observamos la pérdida de expresion de FHIT y MGMT desde la citologia normal hasta el
cancer cervical, quizd podemos sugerir que la pérdida de expresion de estos dos genes podria
ser un evento temprano en el desarrollo de cancer cervical y entonces proponer en estudios
subsecuentes como una hipotesis futura al analizar la expresion de estos dos genes en mujeres
con citologias normales, que quiza la perdida de expresion de estos genes sea un marcador util
en una prediccion temprana, ya que las mujeres que tengan pérdida de la expresion de uno o
ambos genes tendran mas riesgo de desarrollar LEIBG y cancer cervical que las que presentan

expresion de ambos genes.
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