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RESUMEN

Objetivo. Analizar el estado de metilacion de los promotores de los genes MGMT y FHIT, en tejido
cervical normal, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG), lesion escamosa intraepitelial
de alto grado (LEIAG) y cancer cervical invasor. Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio
transversal analitico, en el que las muestras se captaron de mayo de 1997 a diciembre de 2003 en el
Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran Ortega™ de Acapulco Guerrero. La deteccion de
la metilacion de los promotores de los genes MGMT y FHIT se hizo mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa sensible a metilacion, previa modificacidén con bisulfito de sodio. Las asociaciones entre
las variables fueron establecidas usando la prueba exacta de Fisher o ¥*. Resultados. Se analizaron 121
muestras: 40 de citologia normal, 39 de LEIBG, 1 de LEIAG y 41 de céncer cervical. En citologia
cervical normal se detectd metilacion de los promotores de los genes MGMT (17.5%) y FHIT (37.5%).
La frecuencia de metilacion en FHIT fue mayor en cancer cervical invasor que en LEIAG, LEIBG y
citologia normal cervical. Cerca del 27% de los casos de CaCU y el 23% de los de LEIBG presentaron
metilacion en los dos genes. Las mujeres que presentaron metilacion en MGMT y FHIT mostraron
mayor riesgo de desarrollar LEIBG (OR de 5.7, IC a 95% de 1.04-56.9) y cancer cervical (OR de 6.9,
IC a 95% de 1.33-67.9) que las que no presentaron metilaciéon en ambos genes. Conclusiones. La
metilacion del promotor de los genes MGMT y FHIT es un evento temprano de la carcinogénesis
cervical. Aunque los resultados de este estudio deben ampliarse, los patrones de metilacion aberrantes
en las mujeres con citologia normal y LEIBG podrian ser utiles para identificar a subgrupos con mayor

riesgo de progresion a cancer cervical invasor.



ABSTRACT

Aim. Analyze the methylation status of the promoters of the MGMT and FHIT genes in normal
cervical cancer, 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, in which the samples were collected from May, 1997 to December,
2003 in the Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltrdn” in Acapulco, Guerrero. The
detection of methylation of the promoters of the MGMT and FHIT genes was done by methylation
sensitive polymerase chain reaction with a previous modification with sodium bisulfite. The
associations between variables were established using the exact Fisher test or X°. Results. 121 samples
were analyzed: 40 of normal cytology, 30 of LGSIL, 1 of HGSIL and 41 of cervical cancer. In the
normal cervical cytology, methylation was detected in the promoters of the MGMT (17.5%) and FHIT
(37.5%) genes. The frequency of methylation in FHIT was higher in invasive cervical cancer than in
LGSIL, HGSIL and normal cervical cytology. Around 27% of the cases of cervical cancer and 23% of
the LGSIL showed methylation on both genes. The women that presented methylation in MGMT and
FHIT showed a higher risk of developing LGSIL (OR of 5.7, IC 95% of 1.04-56.9) and cervical cancer
(OR of 6.9, IC 95% of 1.33-67.9) than those in which both genes were not methylated. Conclusions.
The methylation of the promoter of the MGMT and FHIT genes is an early event in cervical
carcinogenesis. Even though these results have to be expanded, the aberrant patterns of methylation in
women with normal cytology and LGSIL can be useful in the identification of subgroups with higher

risk of progression into invasive cervical cancer.



INTRODUCCION
El cancer cérvico uterino es el segundo cancer mas frecuente a nivel mundial, en paises en desarrollo

, , 2
es el mas comun

>y en los Estados Unidos es la tercera malignidad ginecoldgica. Estudios
epidemiologicos y experimentales muestran que la infeccion con el virus del papiloma humano (VPH)
es frecuente en la neoplasia intraepitelial cervical y en cancer cervical invasor (99.7% de los
carcinomas de cervix y el 76.7% de los adenocarcinomas contienen DNA del VPH). '**!** Existe una
fuerte asociacion entre los genotipos de alto riesgo del VPH y el carcinoma cervical. Los productos de
los genes E6 y E7 del VPH 16 y 18, son importantes durante las etapas iniciales de la transformacion e
inmortalizacién maligna. La inactivacion de los productos de los genes p53 y Rb por las proteinas E6 y
E7 respectivamente, es un paso importante para mantener la proliferacion celular anormal, ya que
mediante este proceso se afectan dos puntos importantes de restriccion del ciclo celular. ** Ademas de
la infeccidon por el VPH, es claro que otros factores estan involucrados en la carcinogénesis cervical,
considerando que la mayoria de las pacientes con lesiones cervicales asociadas a VPH no progresan a

, . . 6 . . . rye
cancer cervical invasor, ° por lo que es necesario identificar otros eventos tanto genéticos como

epigenéticos involucrados en el origen y desarrollo de cancer cervicouterino.

En la génesis del cancer, incluido el cervical, genes supresores de tumor y genes reparadores de DNA
son inactivados por medio de mecanismos como: mutaciones puntuales, eliminaciones cromosomales y
silenciamiento epigenético. *' La metilacién es un evento epigenético frecuente, esta involucrada de
forma normal en la inactivacion del cromosoma X en las mujeres, en el desarrollo normal e imprinting.
> En cambio se ha encontrado metilacion anormal de islas CpG presentes en promotores de genes
reparadores como MGMT y supresores de tumor como FHIT, p16, VHL, E-caderina, APC y hMLHI

16,

bajo ciertas condiciones patologicas. > Ademas, la hipermetilacion anormal de genes es un

mecanismo importante para el silenciamiento genético en diversos tipos de tumores humanos. **

El gen MGMT se localiza en el cromosoma 10q26, codifica para una proteina reparadora del DNA que
elimina por reversion directa, grupos alquilo del O° de la guanina, con lo que previene la generacién 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 proteina MGMT
protege a las células contra estds lesiones, transfiriendo el grupo alquilo del O° de la guanina en el
DNA a la cisteina 145 presente en una region conservada de la proteina (PCHRYV). Esta reaccion
inactiva una molécula de MGMT por cada lesion reparada. ' En algunos tipos de cancer se ha

observado que la expresion del gen




MGMT se encuentra disminuida o se pierde, pero estos eventos no se deben a eliminaciones,
mutaciones, rearreglos o inestabilidad del RNAm, por lo que mecanismos epigenéticos como la

metilacion podrian estar involucrados. 7Y

El gen FHIT se encuentra en el cromosoma 3pl4.2. La proteina FHIT es una hidrolasa que esta
relacionada (al comparar su secuencia de aminoacidos) con la superfamilia de proteinas cuyo dominio
caracteristico es una triada de histidinas (HIT) las cuales son proteinas de unién a nucledtidos que
hidrolizan a diadenosinas polifosfatadas como Ap;A y ApsA. Se ha propuesto que Ap;A estimula la
actividad de la DNA polimerasa y que su acumulacién debido a la pérdida de la funcién de FHIT
puede ocasionar proliferacion celular y el subsecuente desarrollo de un tumor. '* Por otro lado, aunque
la funcién de la proteina FHIT y su papel como supresor de tumor no estd del todo determinado, se le
ha propuesto como tal, en base a su frecuente pérdida de alelos, eliminaciones homocigoéticas y a que
en varios tipos de cancer se ha encontrado transcripcion aberrante de este gen. > El gen FHIT traslapa
con uno de los sitios fragiles mas comunes, el FRA3B, por lo que la pérdida de FHIT puede ser
explicada por esta razon. '' Se ha observado que la expresion de FHIT es reducida en distintos tipos de
cancer, principalmente en tumores con pérdida de la heterozigocidad en 3p14. En los alelos mantenidos
las alteraciones genéticas se observan raramente, sin embargo, puede notarse la disminucion en la

expresion de la proteina FHIT, > por lo que la metilacion podria ser la causante de su baja expresion. >

En la carcinogénesis cervical el papel de la inactivacion epigenética de los genes supresores de tumor y
reparadores de DNA esta poco entendido. Ademas de que existen pocos estudios publicados que
analizan la metilacion de promotores de genes especificos en el cancer cervical y lesiones precursoras,
sus resultados son divergentes, por lo que es necesario ampliar el estudio de la metilacién de los

promotores de ciertos genes en este tipo de cancer. > " **

En base a estas observaciones, nosotros analizamos el estado de metilacion de los genes MGMT y
FHIT, por PCR-SM (reaccion en cadena de la polimerasa sensible a metilacion), en tejido normal,
lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG), lesion escamosa intraepitelial de alto grado

(LEIAG) y cancer cervical invasor.



MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio transversal analitico, en donde se incluyeron muestras de mujeres que asistieron a
realizarse el examen de Papanicolaou y a la clinica de lesiones tempranas al Instituto Estatal de
Cancerologia “Dr. Arturo Beltran Ortega” de Acapulco Guerrero, de mayo de 1997 a diciembre de
2003, sin antecedentes de terapia antincoplasica. Las pacientes incluidas firmaron una carta de

consentimiento informado.

Coleccion de Muestras, Extraccion y Purificacion del DNA. Se colectaron muestras de raspado
cervicovaginal para obtener los casos de citologia cervical normal y biopsias para obtener los casos de
lesiones precancerosas y cancer cervical. A partir de los raspados cervicales se realizéd el diagnostico
citologico y de las biopsias cervicales el diagndstico histologico. De ambos tipos de muestras se realizo
la extraccion de DNA y el analisis de la presencia de VPH. El diagndstico citoldgico e histologico fue
interpretado por personal calificado del Instituto Estatal de Cancerologia, en base al sistema de
Bethesda. Se estudiaron un total de 121 muestras cuya distribucion fue la siguiente: 41 casos de cancer
cervico uterino (CaCU), 1 caso de LEIAG, 39 casos de LEIBG y 40 casos de citologia normal. En
ambos tipos de muestras la extraccion de DNA se realizé con fenol/cloroformo, previa digestion con
proteinasa K y precipitacion con etanol, segin el método establecido por Sambrook. *° La medicion de

la pureza y concentracion del DNA se realizé por espectrometria UV (BioPhotometer, Eppendorf).

PCR y RFLP para el VPH. En todas las muestras se determino la presencia del DNA de VPH por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con los iniciadores MY 11 y MY09. ** La mezcla de PCR
incluy6, buffer de PCR Gold 1X, 2 mM de MgCl,, 0.6 mM de deoxinucledtidos trifosfato, 0.8 uM de
cada iniciador, 1.25 U de ampli taq Gold DNA polimerasa (Applied Biosystems) y ~lpug de DNA
cervical. La PCR se llevo a cabo en termociclador modelo 2400 (Applied Biosystems), la temperatura
de alineamiento fue a 54 °C. Como control positivo se us6 DNA plasmidico con VPH 16 y como
control negativo H,O. La genotipificacion se realiz6 por restriccion de fragmentos polimorficos
(RFLPs), ’ con el uso de 7 enzimas de restriccién: BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal y Sau3Al
(Gibco BRL). Los productos de PCR y las restricciones fueron analizados en gel de agarosa

(Invitrogen) al 1.5 y 2.5% respectivamente, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.

Modificacion con bisulfito de sodio. La modificacion fue realizada como lo reporté Herman y col.
Brevemente, se desnaturalizaron 4 pg de DNA en volumen de 50 pl con NaOH (concentracion final
0.2 M) por 10 min a 37 °C, se adicionaron 30 pl 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 fue




incubada bajo aceite mineral por 16 h a 50 °C. El DNA modificado fue purificado con Wizard DNA
Clean-Up System (Promega Corp., Madison, WI) y eluido en 50 ul de H,O. La modificacion finalizo
con la adicion de NaOH (concentracion final 0.3 M) por 5 min a temperatura ambiente, seguido de la
precipitacién con etanol, finalmente el DNA se resuspendié en 20 ul de H,O desionizada estéril. ** Las

muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

PCR-SM. El estado de metilacion de los genes MGMT y FHIT fue determinado mediante PCR-SM
(PCR sensible a metilacion) en un termociclador modelo 2400 (Applied Biosystems). Los iniciadores
para el gen MGMT fueron: sentido, 5> TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT, antisentido,
5’AACTCCACACTCTTCCAAAAACA- AAACA, para secuencias no metiladas y para secuencias
metiladas el sentido 5’ TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCG, antisentido, 5
GCACTCTTCCGAAAACGAAACG. " Para el gene FHIT los iniciadores fueron: el sentido 5’
TTGGGGTGTGGGTTTGGGTTTTTATG, antisentido, 5° CATAAACAACACCAACCCCACTA,
para secuencias no metiladas y el sentido, 5° TTGGGGCGCGGGTTTGGGTTTTTACGC,
antisentido, 5> CGTAAACGACGCCGACCCCACTA para secuencias metiladas. ** La mezcla de PCR

para los dos genes incluy0, buffer de PCR Gold 10X (concentracion final 1.5X), MgCl, (concentracion
final 2 mM), deoxinucledtidos trifosfato (concentracion final 1 mM), iniciadores (concentracion final
0.8 uM), 1.25 U de ampli taq Gold DNA polimerasa (Applied Biosystems) y ~1pug DNA modificado
con bisulfito de sodio. Las reacciones de PCR-SM de los genes MGMT y FHIT se llevaron a cabo en
40 ciclos bajo las siguientes condiciones, desnaturalizacion a 95 °C, alineamiento a 59 °C (MGMT
metilado y no metilado), 64 °C y 61 °C (FHIT metilado y FHIT no metilado, respectivamente) y
extension a 72 °C, todos por 30 s, con un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 10 min y uno
final de extension a 72 °C por 8 min. Como control positivo para las secuencias no metiladas se us6
DNA de leucocitos humanos de sangre periférica y como control positivo para secuencias metiladas,
DNA de leucocitos humanos tratado con Sssl metiltransferasa (New England BioLabs, Inc.). Como
controles negativos 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.

Analisis de datos. El analisis estadistico se realizd con el programa STATA 6.0. Las asociaciones
entre las variables se hicieron mediante la prueba exacta de Fisher o y’. Las diferencias se consideraron

significativas cuando p < 0.05.




RESULTADOS

Se analizo el estado de metilacion de los promotores de los genes MGMT y FHIT en 40 especimenes
de tejido normal cervical, 39 de LEIBG, 1 de LEIAG y 41 de cancer cervical invasor. En la figura 1 y 2
se muestran ejemplos representativos de los productos de PCR-SM, analizados en geles de agarosa,
para los genes MGMT y FHIT. En el cuadro I se presenta la distribucion de la edad de la poblacién
estudiada de acuerdo al grado citoldgico e histologico, asi como la prevalencia del VPH detectada por
PCR. Se observé que las pacientes con cancer cervical invasor eran de mayor edad en comparacion con
los otros grupos. Entre las pacientes con citologia normal y LEIBG la media de la edad fue igual y el

rango de edad muy similar.

MPM CN CN LEI LEI CC P N

246 pb
MGMT
123 pb No metilado
MPM P N LEI LEI CC CN CN
246 pb
MGMT
Metilado

123 pb

Figura 1. PCR-SM de MGMT en muestras de DNA cervical.
MPM, marcador de peso molecular; CN, células cervicales
normales; LEI, lesion escamosa intraepitelial; CC, cancer
cervical; P, control positivo y N, control negativo.

MPM P CN LEI LEI CC N

246 pb
FHIT
123 pb No metilado
MPM CN CN LEI LEI CC N P
246 pb
FHIT
123 pb Metilado

Figura 2. PCR-SM de FHIT en muestras de DNA cervical. MPM,
marcador de peso molecular; CN, células cervicales normales; LEI,
lesion escamosa intraepitelial; CC, cancer cervical, P, control
positivo y N, control negativo.




Cuadro |

Edad promedio y positividad al VPH estratificada por el tipo de lesion

Diacnéstico n VPH + Media | Rango de
& 81 % afos edad
Citologia normal cervical 40 50 343 18 - 68
LEIBG 39 97.5 343 18-70
LEIAG 1 100 39.0 -
Cancer cervical invasor 41 100 49.9 30-73

El cuadro II muestra los genotipos de VPH detectados en los cuatro grupos diferentes de las muestras
analizadas. En las muestras de citologia normal, LEIAG y cancer cervical el VPH tipo 16 fue el que se
encontr6 con mas frecuencia. En LEIBG el VPH mas frecuente fue el tipo 33 seguido del VPH tipo 16
y el 12.8% de las muestras presentaron infeccion multiple. En las citologias normales el 25% de las
muestras presentaron VPH de alto riesgo. En LEIBG, LEIAG y cancer cervical todas las muestras que

se genotipificaron fueron de VPH de alto riesgo.

En el cuadro III se concentran los resultados de la frecuencia de la metilacion de MGMT y FHIT de
forma independiente, juntos y uno u otro. Es notorio observar que en las citologias normales se detectd
metilacién en ambos genes (MGMT 17.5% y FHIT 37.5%). La frecuencia de metilacion en FHIT
resultd ser mayor en cancer cervical invasor que en LEIBG, LEIAG y citologia normal cervical,
mientras que la frecuencia de metilacion en MGMT fue mas alta en cancer cervical que en citologia
normal pero ligeramente mas baja que en las lesiones precancerosas. El 50% de las citologias normales
y el 61.5% de las LEIBG presentaron metilacion para cualquiera de los genes estudiados. Cerca del
27% de los casos de CaCU presentaron metilaciéon en los dos genes, a diferencia de las citologias

normales en las que solo el 5% la presentaron.



Cuadro 11
Frecuencia de los genotipos de VPH estratificada por el tipo de lesion

- Citologia LEIBG LEIAG Cénf:er
Genotipos de VPH normal No. (%) No. (%) cervical
No. (%) ) ' No. (%)
VPH 16 5(12.5) 5(12.8) 1 (100) 28 (68.3)
VPH 18 1(2.5) 2(4.9)
VPH 33 15 (38.5) 1(2.4)
VPH 39 1(2.5)
VPH 45 2(5.2) 1(2.4)
VPH 52 3(7.7)
VPH 53 1(2.5)
VPH 58 3(7.5) 3(7.7) 3(7.4)
VPH 59 1(2.4)
VPH 61 1(2.5)
VPH 70 1(2.5)
VPH 81 1(2.5)
VPH IM 2(5.0) 5(12.8)
VPH NC 5(12.5) 5(12.8) 5(12.2)
Negativos 20 (50.0)
Total 40 (100) 39 (100) 1 (100) 41 (100)
VPH alto riesgo” 10 (25.0) 29 (74.3) 1 (100) 36 (87.8)
VPH bajo riesgo” 3.5

VPH 1M, infeccion multiple; VPH NC, VPH no caracterizado.

*VPH alto riesgo: 16, 18, 33, 39, 45, 52, 53, 58 y 59. 3

"VPH bajo riesgo: 61, 70 y 81. %

Cuadro 111

Frecuencia de metilacion aberrante de los genes MGMT y FHIT durante la
carcinogénesis cervical

MGMT FHIT MGMT | MGMT

No. (%) No. (%) o FHIT y FHIT

) ) No. (%) | No. (%)

Citologia cervical normal (n=40) | 7 (17.5) 15(37.5) | 20(50) 2(5)
LEIBG (n =39) 15(38.5) | 18(46.1) | 24 (61.5) | 9(23.1)
LEIAG (n= 1) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0)
Céancer cervical (n =41) 15(36.6) | 22(53.6) | 26(63.4) | 11 (26.9)




El riesgo de LEIBG y cancer cervical por la metilacion de MGMT y FHIT se muestra en el cuadro IV.
En relacion al riesgo de LEIBG y cancer cervical, inicamente cuando fue evaluada la presencia de
metilacion en los genes MGMT y FHIT juntos se encontraron valores de OR significativos tanto para
LEIBG como para cancer cervical. Las mujeres que presentaron metilacion en MGMT y FHIT
mostraron mayor riesgo de desarrollar LEIBG (OR de 5.7 y IC a 95% de 1.04-56.9) y cancer cervical
(OR de 6.9 y IC a 95% de 1.33-67.9) que las que no presentaron metilacion en ambos genes. En cuanto
a la metilacion de s6lo MGMT vy el riesgo de LEIBG y cancer cervical existe una tendencia hacia la
significancia, mientras que la metilacion de s6lo FHIT y la de MGMT o FHIT no se asociaron al

desarrollo de LEIBG y cancer cervical.

En el cuadro V se relaciona la frecuencia de los genotipos de VPH y la metilacion de los promotores de
los genes MGMT y FHIT. Todas las muestras de citologia cervical normal y LEIBG con VPH tipo 16
no presentaron metilacion en MGMT y FHIT, mientras que en cancer cervical el 32.1% y 42.8% de las
muestras con VPH tipo 16 presentaron metilacion en MGMT y FHIT respectivamente. En todas las
muestras de cancer cervical con VPH tipo 18 encontramos metilacion en MGMT y FHIT. El 60% de
las muestras de LEIBG con VPH tipo 33 presentaron metilacion en MGMT y el 66.7% en FHIT. En
citologia normal en ninguna de las muestras que se logro caracterizar al VPH se encontr6é metilacion en

MGMT.

Cuadro 1V
Riesgo de LEIBG y cancer cervical por presencia de metilacion del promotor
de MGMT y FHIT
MGMT FHIT 1(\)/[15}11{\/1% 1;/[1?;\1/1[;{
0 0
OR (IC95%) | OR(C95%) | 5p'1c 95%) | OR (IC 95%)
2.9 1.4 1.6 5.7
LEIBG 0.94-98) | (053-3.9) | (0.59-431) | (1.04—56.9)
Céancer cervical 2.7 1.9 L7 6.9
(0.87-9.0) | (0.72-5.1) | (0.65—4.6) | (1.33—67.9)

El grupo de citologia cervical normal se us6 como categoria de referencia



Cuadro V

Frecuencia de los genotipos de VPH y metilacion de los
promotores de MGMT y FHIT estratificada por el tipo de lesion

MGMT (%) FHIT (%)
M | NM M | NM
Citologia normal
VPH 16 (n=5) 0 100 0 100
VPH 39 (n=1) 0 100 | 100 0
VPH 58 (n=3) 0 100 333 66.7
VPH 53 (n=1) 0 100 | 100 0
VPH 61 (n=1) 0 100 0 100
VPH 81 (n=1) 0 100 | 100 0
VPH 70 (n=1) 0 100 0 100
VPH IM (n=2) 0 100 50 50
VPH NC (n=5) 40 60 40 60
Negativos (n=20) 25 75 40 60
VPH alto riesgo® (n=10) 0 100 30 70
VPH bajo riesgo’ (n=3) 0 100 | 333 667
LEIBG
VPH 16 (n=5) 0 100 0 100
VPH 18 (n=1) 100 0 0 100
VPH 33(n=15) 60 40 66.7 333
VPH 45 (n=2) 50 50 50 50
VPH 52 (n=3) 0 100 | 667 333
VPH 58 (n=3) 333 66.7 0 100
VPH IM (n=5) 60 40 80 20
VPH NC (n=5) 0 100 20 80
VPH alto riesgo® (n=29) 41.4 58.6 44 8 55.2
LEIAG
VPH 16 (n=1) 0 100 0 100
Cancer cervical
VPH 16 (n=28) 321 679 | 428 572
VPH 18 (n=2) 100 0 100 0
VPH 33 (n=1) 0 100 0 100
VPH 45 (n=1) 0 100 100 0
VPH 58 (n=3) 0 100 66.7 333
VPH 59 (n=1) 0 100 100 0
VPH NC (n=5) 80 20 80 20
VPH alto riesgo® 30.5 69.5 50 50

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

*VPH alto riesgo: 16, 18, 33, 39, 45, 52, 53, 58 y 59.%

®VPH bajo riesgo: 61, 70 y 81. %




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los estudios epidemiologicos y experimentales muestran que la presencia de VPH asociados a cancer,
asi como su integracion dentro del genoma celular son factores importantes en el desarrollo del cancer
cervical. Ademas, existe evidencia suficiente para decir que el VPH esta implicado en la etiologia de la
carcinogénesis cervical. '**® Sin embargo, la mayoria de las pacientes con infeccion por el VPH no
desarrollan cancer invasor, por lo tanto, la infeccion por el VPH es insuficiente para completar la
transformacion maligna de las células cervicales, lo que sugiere la participacion de eventos genéticos y
epigenéticos en la génesis del cancer cervical. ** Se sabe que la acumulaciéon de cambios moleculares
lleva a la transformaciéon de las células normales en displasicas y hacia carcinoma in situ y
posteriormente a cancer invasor. ' Sin embargo, la secuencia de eventos moleculares que suceden no

esta completamente establecida.

La metilacion es una modificacion epigenética esencial para el desarrollo de los mamiferos. * Sin
embargo, la metilacion aberrante de promotores de genes reparadores y supresores de tumor ocasiona
disminucion de la expresion o silenciamiento génico, lo cual es frecuente en distintos canceres
humanos. ' ' '* En este estudio se evalué el estado de metilacion del promotor de los genes MGMT y

FHIT en cancer cervical, lesiones precancerosas y tejido cervical normal.

La metilacion del promotor de MGMT se ha asociado con el silenciamiento genético en gliomas y
cancer de colon. " ' Existen pocos estudios que hayan analizado la metilacién del promotor de
MGMT en el cérvix. En la presente investigacion se encontré que en tejido cervical normal, el 17.5%
(7 de 40) de las muestras presentd metilacion del promotor de MGMT, a diferencia de lo encontrado
por Seung *' y por Virmani ** los cuales no encontraron metilacion en tejido normal. Aunque es
importante mencionar que Virmani en su estudio usé como tejido control DNA de linfocitos
circulantes y DNA de epitelio bucal, a diferencia de este estudio en el que se usdé como control 40
muestras de DNA de tejido cervical normal, mientras que Seung, a pesar de que usé tejido cervical
normal, s6lo incluy6 24 muestras, lo que tal vez explique sus resultados. La frecuencia de metilacion
en cancer cervical para MGMT en este estudio fue del 36.6%, Virmani para el mismo gen reportd 26%
y Seung encontré una frecuencia mas baja (8%). En LEIBG se observd metilacion de MGMT en el
37.5% y Virmani reporta metilacion en el 29% de las lesiones de alto grado. La metilacion encontrada

en las muestras de LEIAG no las contrastamos debido a que sélo incluimos una muestra.
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En el cancer cervical y en las lesiones preinvasoras es comun encontrar eliminaciones en la region 3p
entre la posiciones 3p13 y 3p21.1."" En diversas tipos de cancer es frecuente encontrar anormalidades
en el gene FHIT debido a que este se encuentra dentro del sitio fragil FRA3B en 3p14. '' En el presente
trabajo la frecuencia de metilacion para FHIT en tejido cervical normal fue del 37.5% a diferencia de
lo encontrado por Virmani ** y Narayan ** que no detectaron metilacion en tejido normal. Lo
encontrado por Narayan podria ser explicado debido a que solo incluye 8 muestras de tejido cervical
normal como control, la naturaleza de los controles usados por Virmani, que ya fue explicada arriba,
también podria explicar sus resultados sobre FHIT. La frecuencia de metilacién en cancer cervical para
FHIT fue del 53.6%, Virmani y col previamente reportaron 32% y Narayan y col.,, 11%. En las
muestras de lesiones de grado bajo detectamos metilacion en el 46.1% de las muestras mientras que

Virmani y col., no detectaron metilacion en lesiones de alto grado.

Nuestro analisis de riesgo de LEIBG y cancer cervical debido a la metilacion de MGMT y FHIT
mostrd que al analizar a los genes por separado existe asociacion entre la presencia de metilacion en los
dos genes y LEIBG y cancer cervical, pero esta no es estadisticamente significativa, aunque para
MGMT existe una clara tendencia hacia la significancia. Cuando analizamos la metilacion de MGMT y
FHIT juntos encontramos asociaciones significativas para el riesgo de LEIBG y céncer cervical
(cuadro IV), lo que podria ser esperado, ya que al realizar el analisis de la forma anterior estamos
sumando el evento de la posible eliminaciéon o disminucion en la expresion de las proteinas de los
genes MGMT y FHIT (debido a la metilacion de su promotor como via para la eliminacion o
disminucioén en la expresion), claramente importantes para el funcionamiento normal de una célula y

que ademas pueden contribuir al desarrollo de LEIBG y cancer cervical.

Como se observa, existen diferencias entre los resultados aqui mostrados y entre los previamente
reportados, en cuanto a la frecuencia de la metilacion de MGMT y FHIT. En la presente investigacion
detectamos para ambos genes frecuencias de metilacion mas altas que en otros trabajos. 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, por lo que las diferencias son
explicadas por otros fendmenos, como por ejemplo, la genética propia de la poblacion estudiada. Como
se ha reportado, la poblaciéon mexicana a nivel mundial presenta una de las incidencias mas altas de
cancer cervical. " ** Por otro lado, los casos de cancer cervical que se presentan en otras regiones del
mundo tienen en comun con los casos mexicanos a los genotipos de VPH detectados ' (generalmente
genotipos 16, 18 y 33) y a algunos factores de riesgo clasicos ampliamente estudiados ® *°

(multiparidad, relaciones sexuales con multiples parejas, inicio temprano de las relaciones sexuales,
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uso de anticonceptivos orales entre otros), por lo que las diferencias entre la incidencia de cancer
cervical pudieran ser explicadas, entre muchas otros, por eventos epigenéticos, como pudieran ser los
niveles de metilacion en los genes MGMT y FHIT y quizé en varios genes mas que aun no han sido
estudiados e incluso en otros eventos epigenéticos como alteraciones en los niveles de acetilacion y

metilacion de histonas.

En conclusion, el VPH tipo 16 fue el mas frecuente en las muestras de citologia normal, LEIAG y
cancer cervical y en las LEIBG el VPH tipo 33. La metilacion de los promotores de los genes MGMT
y FHIT es un evento frecuente en el cancer cervical, siendo mas frecuente la metilacion en FHIT que
en MGMT. Debido a la observacion de presencia de metilacion en MGMT y FHIT desde la citologia
normal hasta el cancer cervical, podemos decir que la metilaciéon en estos dos genes podria ser un
evento temprano en el desarrollo de cancer cervical. Las pacientes con metilacion en ambos genes
tienen mas riesgo de desarrollar LEIBG y cancer cervical que las que no presentan metilacion. Por
otro lado, la determinacion de la metilacion de los genes MGMT y FHIT y de otros genes mas, podrian
ser tutiles para identificar subgrupos con mayor riesgo de progresion hacia cancer cervical. Es claro
también, que en este estudio practicamente no se estudio a las LEIAG, por lo que necesitan realizarse
estudios mas amplios de la metilacion de MGMT y FHIT en donde se incluyan todos los grados lesion

del cancer cervical que ayuden a establecer resultados mas consistentes.
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