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Resumen 

 

El carcinoma mucoepidermoide es la neoplasia epitelial maligna de 

glándulas salivales más frecuente. Aun cuando se ha tratado de asociar a 

los genes CRTC1-MAML2 t(11;19), hasta la fecha su patogénesis y 

mecanismos biomoleculares implicados en su aparición siguen siendo 

inciertos. En este estudio se identificó la presencia de los genes RBM, P16, 

MGMT, hMLH, y PLAG-1 en los grados histopatológicos bajo, intermedio y alto 

en 5 muestras de esta neoplasia y en un grupo control correspondiente a 

tejido glandular sano obtenidos del Laboratorio de Patología y Medicina 

Bucal de la DEPeI de la Facultad de Odontología UNAM, en un periodo de 

2014 a 2017. Se utilizo la técnica MSP-PCR y se comparó la presencia o 

ausencia contra el grupo control. 

Los resultados se analizaron con el software SPSS versión 22.0, y se realizaron 

las pruebas estadísticas de Kruskall-Wallis con pos hoc Dunnn. 

Los resultados mostraron que el gen MGMT metilado mostro una diferencia 

significativa (p>0.01) al comprar el carcinoma de alto grado contra el grupo 

control. 
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I. Antecedentes: 

 

El carcinoma mucoepidermoide es una neoplasia epitelial maligna de 

glándulas salivales, conformada por una proporción variable de células 

mucosas, epidermoides, intermedias, columnares y claras en un patrón 

histológico que va de quístico a sólido. Fue descrito por primera vez en 1945 

por Stewart, Foote y Becke.1 Afecta con mayor frecuencia a mujeres, en una 

razón 3:2 en la quinta década de la vida.2  La primera clasificación del 

carcinoma mucoepidermoide ocurre en 1991 por la Organización Mundial 

de la Salud y se encuentra definido como una neoplasia maligna de 

glándulas salivales clasificado en el apartado de carcinomas.3 

Debido a que las mutaciones genéticas para esta lesión no se han podido 

dilucidar el desarrollo de esta neoplasia actualmente se ha propuesto el 

estudio de los procesos epigéneticos asociados a su formación.  

El término epigenética fue acuñado en 1942 por Conrad H. Waddington 

para los cambios en la expresión génica sin cambio en los genes, años 

después Holliday propuso por primera vez en 1987, el posible rol de la 

epigenética en la herencia de enfermedades y en la biología del cáncer4 

La importancia de la epigenética en la biología del cáncer radica en la 

expresión de genes supresores tumorales que permitan el avance de una 

neoplasia.5 Específicamente, la importancia de la epigenética en la 

carcinogénesis radica en varios aspectos en la inactivación de genes 

supresores tumorales que permiten la proliferación neoplásica.6 
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II.  Marco teórico 

 

II.I. Generalidades de las glándulas salivales 

Las glándulas salivales derivan del ectodermo, siendo estas glándulas 

tubuloacinares exocrinas de secreción merocrina. Su función es la 

producción y secreción de saliva, por la cual la cavidad oral permanece 

húmeda y protegida. Algunas de las funciones de la saliva son preparar los 

alimentos para la digestión, controlar la microflora oral y mantener un 

correcto pH.7 

Las glándulas salivales están clasificadas de acuerdo con su tamaño en 

glándulas salivales mayores y menores, donde las glándulas menores son 

muy abundantes y están distribuidas en toda la submucosa de la cavidad 

oral, mientras que las glándulas salivales mayores son pares y se llaman: 

parótida, submandibular y sublingual.8 

 

II.II. Neoplasia de glándulas salivales. 

 

Los tumores de las glándulas salivales representan entre el 3 y 10% de las 

neoplasias de cabeza y cuello.1,9 Las glándulas salivales se caracterizan por 

tener la capacidad de formar un gran número de neoplasias de cabeza y 

cuello, con una incidencia global de 2.5 por 100 000 casos al año y de las 

cuales el 5% corresponde a neoplasias malignas.1,10 

Afecta con mayor frecuencia al género femenino entre la 4° y 7° décadas 

de vida. La glándula mayor más afectada es la glándula parótida, seguida 

de la glándula submaxilar y de la glándula sublingual.11,12 

Actualmente existen dos teorías principales que abordan su origen, la 

histogenética o teoría bicelular y la morfogenética o teoría multicelular.11,13  
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La teoría histogenética plantea que existen células trocales de aspecto 

basal en las regiones proximal y distal del sistema de conductos y que 

corresponden a células progenitoras de la unidad glandular.14 De acuerdo 

con ello, las células en la región proximal darán origen a las neoplasias que 

imitan el complejo ducto-acinar como el carcinoma de células acinares y 

las células de la región distal a las neoplasias que imitan al conducto 

excretor, como el carcinoma mucoepidermoide. Sin embargo, aun cuando 

investigadores han demostrado por inmunohistoquímica la presencia de 

células de aspecto basal con morfología de células troncales en los 

conductos de las glándulas salivales, estos resultados moleculares no son 

suficientes para sustentar que poseen la función de células troncales.15 

Por otra parte, el enfoque morfogenético o teoría multicelular propuesta por 

Dardick16 relaciona la morfología con la diferenciación celular. La relación 

entre la estructura normal de la glándula salival y la apariencia histológica 

de las neoplasias puede explicar las clasificaciones morfológicas, es decir, 

estas neoplasias pueden derivar de cualquiera de las estructuras que 

conforman el parénquima glandular.8,13 

De acuerdo con esta clasificación el carcinoma mucoepidermoide 

derivaría de la porción más externa del sistema de conductos, llamada 

conducto estriado que presenta un epitelio escamoso estratificado. Sin 

embargo, se debe considerar que la similitud histológica no necesariamente 

implica que un tumor particular surge de la estructura que imita.16 
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II.III. Clasificación de la OMS para neoplasias de glándulas salivales 

 

La clasificación más usada para agrupar a este tipo de neoplasias es de la 

Organización Mundial de la Salud la cual fue modificada en 2017 y que las 

cataloga en neoplasias benignas y malignas de origen epitelial, lesiones 

epiteliales no neoplásicas, lesiones benignas de tejido blando y neoplasias 

hematolinfoides.17 

Tumores malignos  Tumores benignos 

Carcinoma mucoepidermoide  Adenoma pleomorfo  

Carcinoma adenoideo quístico  Mioepitelioma 

Carcinoma de células acinares Adenoma de células basales 

Adenocarcinoma polimorfo  Tumor de Whartin 

Carcinoma de células claras Oncocitima 

Adenocarcinoma de células basales Linfoadenoma 

Carcinoma intraductal  Cistadenoma 

Adenocarcinoma NOS Sialoadenoma papilar 

Carcinoma de ductos salivales Papiloma ductal 

Carcinoma mioepitelial Adenoma sebáceo  

Carcinoma de epitelio-mioepitelial Adenoma canicular 

Carcinoma ex adenoma pleomorfo  Lesiones epiteliales no neoplásicas 

Carcinoma secretor Adenosis poliquística esclerosante  

Adenocarcinoma sebáceo Hiperplasia oncocitica nodular 

Carcinosarcoma Sialoadenitis linfoepitelial 

Carcinoma pobremente diferenciado 

          Carcinoma indiferenciado  

          Carcinoma neuroendocrino de células largas 

          Carcinoma neuroendocrino de células cortas 

Hiperplasia ductal intercalada 

Carcinoma linfoepitelial Lesiones benignas de tejidos blandos 

Carcinoma de células escamosas Hemangioma 

Carcinoma oncocitico Lipoma/sialolipoma  

Sialoblastoma  Facitis nodular 

 Tumores hematolinfiodes 

 Linfoma extra margninal nodular de la mucosa, asociado a 

tejido linfoide 

 

 

En el grupo de neoplasias malignas de glándulas salivales se incluyen 20 

entidades.17 Entre las modificaciones realizadas en esta clasificación de  las 

neoplasias malignas de glándulas salivales se encuentran, el agrupamiento 

Tabla 1.  Clasificación de Tumores benignos y malignos según la OMS en 201717 
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del cistadenocarcinoma, adenocarcinoma mucinoso y adenocarcinoma 

intestinal dentro del adenocarcioma NOS;  la introducción del carcinoma 

secretor como una nueva entidad dentro de ésta clasificación, la 

denominación de carcinomas neuroendocrinos y no neuroendocrinos 

indiferenciados en lugar de carcinomas de células pequeñas y grandes, y 

por último, la reclasificación del sialoblastoma y paraganglioma como 

entidades indeterminadas a malignas. El carcinoma mucoepidermoide 

continúa en la clasificación dentro de los tumores malignos de origen 

epitelial.17 

De acuerdo con los datos reportados por Santos et.al la neoplasia maligna 

más frecuente es el carcinoma mucoepidermoide,18 presentándose hasta 

en un 4 a 10% de todas las neoplasias que afectan a las glándulas mayores 

seguido del carcinoma adenoideo quístico y de células acinares.19 

 

 

II.IV. Carcinoma mucoepidermoide. 

 

El carcinoma mucoepidermoide se define como una neoplasia epitelial 

maligna de glándulas salivales conformada por una proporción variable de 

células mucosas, epidermoides, intermedias, columnares y claras, en patrón 

quístico y sólido. Afecta con mayor frecuencia a mujeres en una razón 3:2 

entre la segunda y séptima décadas de vida. La glándula salival mayor más 

afectada es la glándula parótida y dentro de las glándulas salivales menores 

las glándulas palatinas.1,2 

La etiopatogenia de esta neoplasia continua incierta, sin embrago se ha 

relacionado a la exposición de radiación ionizante. Del 38 al 82% de los 

carcinomas mucoepidermoides presentan una translocación reciproca 

t(11;19)(q21;p13) lo que resulta en la fusión del oncogén CRTC1-MAML220  

MAML2 es un miembro de la familia master-mindgene que codifica una 



10 
 

proteína nuclear para unirse al factor transcripcional de CSL y al dominio 

intracelular del receptor Notch. CRTC1, por otro lado, es miembro 

coadyuvante de la familia CREB de los elementos de respuesta del gen 

cAMP. Esta traslocación se identifica en los tumores de bajo e intermedio 

grado siendo negativa en los tumores de alto grado.20 

Actualmente se realizan diferentes análisis moleculares con el fin de 

entender el comportamiento biológico de esta neoplasia. Los estudios 

citogenéticos han identificado en las neoplasias de bajo grado una 

translocación entre MAML2 y MECT1, t(11;19)(q21-22;13), aunque dicha 

translocación no se manifiesta en neoplasias de alto grado. Los pacientes 

con esta traslocación presentan un mejor pronostico.19 

 

Clínicamente se muestra como un aumento de volumen asintomático, de 

lento crecimiento cuya evolución se reporta desde meses hasta años. 

Generalmente los tumores de alto grado producen dolor y parálisis.20,21 

(Imagen 1.) 

Macroscópicamente se identifica como una neoplasia bien delimitada o 

parcialmente encapsulada. Al corte puede ser solido o quístico, y de color 

café claro o amarillento.20,23 

En los hallazgos microscópicos, el carcinoma mucoepidermoide presenta 

patrones histológicos que van de quísticos a solidos con presencia de células 

mucosas, intermedias y epidermoides en porciones variables. Las células 

mucosas poseen abundante citoplasma claro y espumoso positivo a la 

tinción de PAS resistente a la diastasa. Las células epidermoides son de 

morfología poligonal con uniones intercelulares y que infrecuentemente 

pueden llegar a presentar queratinizaciones. Las células intermedias 

presentan una morfología variable logrando observarse como basaloides, 

ovoides con escaso citoplasma, o con citoplasma eosinófilo.24 (Imagen 2.)      

Se cree que estas células son las células progenitoras de las mucosas y las 
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epidermoides.  Para el establecimiento del grado histológico se utiliza un 

sistema de puntaje en el cual, cada uno de los parámetros histológicos se 

suman para obtener un puntaje final.  

De acuerdo con AUCLAIR et. Al en 1992 los parámetros a medir son el 

componente intraquístico inferior a 20% (2pts), la invasión neural (2pts), la 

presencia de necrosis (3pts), de 4 o más mitosis por cada 10 campos de alto 

poder (3pts) y la presencia de anaplasia (4pts). De acuerdo con este sistema 

de gradificación se considera una neoplasia de bajo grado las que 

obtengan un puntaje de 0 a 4, de grado intermedio de 5 a 6 puntos y de 

alto grado un puntaje igual o mayor a 7 puntos.24 

 

Sin embargo, otra clasificación para el carcinoma mucoepidermoide fue 

propuesta por Brandwein y Cols.25 ya que ellos encontraron que los criterios 

de Auclair et Al. tendían a menospreciar los estadios dicha lesión.  

Brandwein pensaba que el esquema de la clasificación se beneficiaría con 

la inclusión de puntos adicionales como fueron la invasión vascular, la 

invasión a medula ósea y las diversas modelos de infiltración, así como 

aumentar los valores asignados a cada consideración histopatológica. En 

este nuevo sistema los tumores de grado I muestran un puntaje igual a 0, el 

grado II abarca de los 2 a los 3 puntos y el grado III es igual o mayor a los 4 

puntos, en esta clasificación se realizó una comparativa estadística respecto 

a la mortalidad en los pacientes con grado I en 75 meses la cual 

correspondió a 0%, para el grado II fue de 30% y un 70% en los casos de 

grado III.25 
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Imagen 1.  Fotografías clínicas de carcinoma mucoepidermoide. A) Aumento de volumen en la región 

retromolar. B) Nódulo en labio inferior asociado a una placa blanca que se extiende por la mucosa del 

carrillo. C) Aumento de volumen en encía marginal e insertada de la región incisivo canino del maxilar. 

Fotos obtenidas del Departamento de Patología, Medicina Bucal y Maxilofacial. 

 

Imagen 2.   Fotomicrografías H&E Carcinoma Mucoepidermoide 200x.  a) Se observa una proliferación 

neoplásica de estirpe epitelial con abundantes células de citoplasma claro y núcleo desplazado a la 

periferia. b) Las células organizándose en un patrón sólido c y d) Las células se organizan en un patrón 

quístico con presencia de células mucosecretoras. Fotos obtenidas del Departamento de Patología, Medicina Bucal y Maxilofacial. 

 

 

A) B) C) 

A) B) 

C) D) 
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El sistema de estadificación TNM (tumor-nódulo-metástasis) fue descrito por 

Pierre Denoix en 1953.26 Este sistema tiene utilidad en el correcto estadiaje 

de los diferentes tumores enfocado hacia el manejo clínico y la decisión 

terapéutica. La T corresponde al tamaño del tumor, teniendo como 

nomenclatura desde T0 a T4B. La N se refiere a las adenopatías regionales 

siendo codificado desde N0 hasta N3, por último, la M corresponde a la 

presencia o ausencia de metástasis; la correlación de estos puntos nos da 

una estadificación que va desde el estadio uno con mejor pronostico al 

estadio 4B de peor pronóstico26 (Tabla 2 y3). 

 

 

Tumor Primario (T) 

Tx No se puede determinar 

T0  No hay evidencia de enfermedad primaria 

T1 Tumor de 2 cm o menos, sin extensión extraparanquimatosa. 

T2 Tumor > 2cm y<4cm, sin extensión extraparenquimatosa 

T3 Tumor > 4cm y/o extensión parenquimatosa 

T4a  El tumor invade piel, mandíbula, conducto auditivo y/o nervio 

T4b El tumor invade base de cráneo, alas pterigoides y/o Arteria 

Adenopatías regionales (N) 

Nx No se puede determinar 

N0 No hay adenopatía 

N1 Adenopatía única ipsilateral, 3 cm o menos 

N2 a: Adenopatía única ipsilateral, >3cm y < 6cm  

b: Adenopatías múltiples ipsilaterales, <6 cm 

c: Adenopatías bilaterales o contralaterales, < 6cm 

N3 Adenopatía > 6cm 

Metástasis a distancia (M) 

Mx No se puede determinar 

M0 Ausencia de metástasis a distancia  

M1 Metástasis a distancia 

 

 

Tabla 2.  Normas de clasificación TNM26 
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Estadificación Tumoral 

Estadio I T1 N0 M0 

Estadio II T2 N0 M0 

Estadio III T3 

T1 

T2 

T3 

N0 

N1 

N1 

N1 

M0 

M0 

M0 

M0 

Estadio IVA T4a 

T4a 

T1 

T2 

T3 

T4a 

N0 

N1 

N2 

N2 

N2 

N2 

M0 

M0 

M0 

M0 

M0 

M0 

Estadio IVB T4b Cualquier N M0 

Cualquier N3 M0 

Estadio V Cualquier >T4a Cualquier > N2 M1 

 

 

El tratamiento para las neoplasias de bajo grado que afectan a la glándula 

parótida es la resección conservadora con preservación del nervio facial; 

mientras que para las de grado intermedio y alto es la resección completa 

con disección cervical. Las neoplasias de bajo grado no tienden a 

metastatizar; sin embargo, las neoplasias de grado intermedio y alto grado 

metastatizan a distancia en un 55 a 80% siendo los sitios anatómicos más 

afectados el pulmón, hueso y cerebro.26 

Se ha reportado que las neoplasias que afectan la glándula submandibular, 

la lengua y el piso de boca se asocian a un peor pronóstico.23 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3.  Estadios de la clasificación TNM26 
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II.V.  Epigenética 

 Peter Jones define a la epigénetica como el estudio de la regulación 

heredable de la actividad de los genes; no determinada por las secuencias 

génicas.27 De este modo, la epigenética estudia los cambios heredables en 

expresión sin que ocurra una alteración en la secuencia de ADN. Estos 

cambios incluyen la metilación y acetilación de las islas CPG promotoras de 

la expresión génica, los cambios en la estructura de la cromatina, los ARN 

pequeños no codificantes y el cambio de la estructura de las proteínas. Los 

cambios más frecuentemente estudiados relacionados con la expresión son 

la metilación del ADN y los cambios en la estructura de la cromatina.28 

La metilación del ADN regula la expresión génica de dos formas, la primera 

al impedir la unión de los factores de trascripción y la segunda propiciando 

una estructura cerrada de la cromatina también conocida como 

heterocromatina. Este es un proceso unidireccional estable y heredable a 

las células hijas.27,28,29 

 

 

II.V.I Metilación de ADN 

 

El proceso de metilación de ADN ocurre en células normales para producir 

la inactivación específica de ciertos genes como el imprinting en el 

cromosoma X inactivo y la metilación de las islas CpG donde estas regiones 

están asociadas al inicio de la transcripción de ADN y ARN, en regiones 

centroméricas para contribuir a la estabilidad del cromosoma.6 

De todas las modificaciones epigenéticas que se han reportado, la 

metilación del ADN es la más frecuente30 y participa en la regulación de la 

expresión génica de dos maneras, directamente al impedir la unión de 

factores de transcripción, e indirectamente propiciando la estructura 

cerrada de la cromatina o heterocromatina. El ADN presenta regiones 
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dispersas de 1000 a1500 pb ricas en dinucleótidos CpG o también llamadas 

islas CpG, la mayor parte de las cuales se localizan en la región promotora 

de los genes supresores tumorales.30 Estas islas no se encuentran metiladas 

en genes transcripcionalmente activos, y una vez que se metilan se produce 

su represión.31 

La familia de enzimas llamadas ADN-metiltransferasas (DNMTs) 

controlan la metilación durante la replicación del ADN, por medio de la 

transferencia covalente de un grupo metilo desde la S-adenosilmetionina al 

carbono 5 de las citosinas en la cadena recién sintetizada, manteniéndose 

así la memoria del estado metilado en la molécula hija. Existen tres DNMTs 

que son fundamentales para la metilación en mamíferos. La DNMT1 también 

llamada enzima de mantenimiento participa en la restauración del perfil de 

metilación del ADN después de la replicación.32,33,34 Las DNMT3a y DNMT3b 

llevan a cabo la metilación de novo del ADN en los dinucleótidos CpG14.35,36     

 La metilación funciona en asociación con modificaciones de la 

cromatina para reprimir la expresión génica37 ya que proporciona una 

plataforma para muchas proteínas de unión a metilo, que incluyen MBD1, 

MBD2, MBD3 y MeCP2. Estas proteínas operan al reclutar enzimas 

modificadoras de histonas para coordinar la dinámica de la cromatina.38,39 

En las neoplasias, las islas CpG de las regiones promotoras de los genes 

reguladores del ciclo celular, se encuentran generalmente hipermetiladas; 

este evento causa el silenciamiento transcripcional de los genes supresores 

tumorales40,41 lo que contribuye a la progresión neoplásica. Por el contrario, 

también se ha descrito la hipometilación de la heterocromatina lo que 

conduce a un aumento en las tasas de mutación y a la inestabilidad 

cromosómica.42 

En el caso del carcinoma oral de células escamosas (COCE), la pérdida de 

material genético se observa en CDKN2A (p16INK4A), p14 (ARF), p53, y APC. 
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Las regiones cromosómicas 3p14 (FHIT), 3p25 (BVS), 4q, 8p21-23, 9p21-2260, 

13q14 (PRB), 17p13.1 (p53), y 18q21.1 (DCC) son las principales localizaciones 

de heterocigosidad del COCE. Los cambios epigenéticos como la 

metilación son comunes en la tumorogénesis.43,44,45 

Debido a la heterogenizidad de los tumores de las glándulas salivales, no se 

han podido estudiar los mecanismos biomoleculares implicados en su 

desarrollo, por lo que comprender los mecanismos epigenéticos 

involucrados en su patogénesis ayudaría a entender el curso biológico de 

estas lesiones que impactarían en el pronóstico de los pacientes. 

 

 

II.V.II Mecanismos epigéneticos de la metilación en carcinoma 

mucoepidermoide 

El análisis de ADN metilado se ha convertido en un poderoso biomarcador 

para la detección temprana de cáncer que permite clasificar las neoplasias 

malignas de pulmón, próstata, cabeza, cuello, vejiga, colon y recto28 

considerando los subtipos histológicos, el grado de malignidad, diferencias 

en la respuesta al tratamiento y los diversos pronósticos.  Una importante y 

reciente aplicación es precisamente su uso como biomonitor de respuesta 

a la terapia y predictor del pronóstico de cáncer.46 

En carcinomas orales de células escamosas se ha correlacionado la 

desregulación epigenética y la progresión del cáncer debido a la 

hipermetilación y consiguiente silenciamiento de varios genes supresores 

tumorales que cubren una amplia gama de procesos celulares, que 

incluyen control del ciclo celular (p16, RB1), adhesión célula-célula (E-

cadherina) y reparación del ADN (MGMT y hMLH1).47,48,49  Sin embargo, este 

patrón no se ha demostrado en las neoplasias malignas de glándulas 
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salivales, específicamente en carcinoma mucoepidermoide; esto puede ser 

debido a la heterogenicidad y a la complejidad de su estudio.50,51,52 

(Figura 3.) 

En el desarrollo de las neoplasias malignas se han detectado metilaciones 

asociados a los genes supresores tumorales, marca que propicia un 

silenciamiento de su expresión, lo cual aumenta la inestabilidad genómica 

y favorece la carcinogénesis.53 

 

 

 

En el Carcinoma mucoepiermoide las alteraciones de P16 como gen 

supresor tumoral son en gran parte desconocidos.54 

En un estudio por Guo, X. Et,al.55  de 2007 mostro que treinta y ocho tumores 

de glándulas salivales con presencia de carcinoma mucoepidermoide y seis 

glándulas sanas fueron estudiadas por alteraciones de p16. En el grupo con 

carcinoma mucoepideroide 14 de los casos presentaron una deleción 

Figura 3. Modificaciones epigenéticas en genes involucrados en el ciclo celular y reparación del ADN.fuente directa 
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homocigótica, y dos casos del exón 1 y un caso del exón 2 de p16. La 

hipermetilacion del gen promotor de p16 se encontró en 13 de los casos sin 

alteraciones de p16 en las glándulas salivales sanas con un 34.2%. Estos 

descubrimientos sugieren que el principal mecanismo de inactivación de 

p16 en el carcinoma mucoepidermoide de glándulas salivales es la 

hipermetilacion y las deleciones homocigóticas involucrados en los procesos 

epigenéticos.55 

También la relación del estado de la metilación y el grado histológico en el 

carcinoma mucoepidermoide se evaluó por Sirivanichsuntorn P56. en  2013   

para obtener una mejor comprensión del comportamiento clínico del tumor; 

en este estudio se  demostró que la metilación al nivel de LINE-1 fue diferente 

entre los tres grados de diferenciación histológica del carcinoma 

mucoepidermoide.56  Curiosamente, cuando comparamos los niveles de 

metilación de los elementos Alu-1 y Alu de las células microdiseccionadas 

en cada espécimen se demuestro hipometilación, esencialmente en 

carcinoma mucoepidermoide de bajo grado comparado a tejido 

normal.57,58 

 

Sin embargo, aún no hay suficiente información sobre la epigenética y su 

papel en el desarrollo de neoplasias, por esta razón continúan las 

investigaciones en esta área. 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sirivanichsuntorn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23510117
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II.VI. Genes involucrados en la carcinogénesis 
 

II.VI.I P16 (CDKN2A) 

Desde el descubrimiento de los inhibidores de cinasas dependientes de 

ciclinas en 1993 el gen supresor tumoral p16 con sus diversos nombres gracias 

al estudio del mismo gen por diversos autores (INK4A/MTS-1/CDKN2A) ha 

tomado un lugar importante en estudios de biología molecular relacionados 

con el cáncer. CDKN2A fue el nombre recientemente asignado a P16 por 

Human Genome Organisation nomenclature committee, pues es 

dependiente de ciclina e inhibidor de cinasas 2a se encuentra localizado 

en el cromosoma y región 9p21, este gen genera variantes severas de la 

transcripción de los primeros exones siendo este gen un factor fundamental 

en la regulación del ciclo celular.54 

CDKN2A es quien codifica a 156 aminoácidos, a 16kD proteínas inhibidoras 

del ciclo celular, que normal mente bloquea el crecimiento y la proliferación 

celular al unirse a complejos de quinasas dependientes de ciclinas (CDK 4 y 

6) y ciclina D. Esta unión inhibe la actividad cinasa de la encima, la cual 

arresta el ciclo celular in la fase G1. La mutación de CDKN2A es incapaz de 

formar complejos estables con la enzima y, por lo tanto, no inhibe 

eficazmente la progresión de las células a través de divisiones mitóticas 

inapropiadas. La importancia de esta proteína como regulador del ciclo 

celular queda demostrada por la amplia gama de tumores en colon y 

ovario, en los que se han observado mutaciones de CDKN2A.55 

 

Las frecuentes mutación y deleción de p16 en las primeras líneas de células 

cancerígenas sugieren rol fundamental en la carcinogénesis. 
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Se han encontrado al menos tres variantes en la codificación de distintas 

proteínas, que han sido reportadas, dos de las cuales codifican la estructura 

relacionado con las isoformas conocidas de la función de los inhibidores de 

cinasas dependiente de ciclina 4 CDK4 quinasa. 

P16 es silenciado en por lo menos tres vías, las cuales son: deleciones 

homocigóticas, metilaciones en el gen promotor y puntos de mutación. 

Las primeras dos vías del compromiso de la inactivación se encuentran 

presentes en la mayoría de los tumores primarios, adicionalmente la perdida 

de la expresión de P16 es un acelerador en el progreso de las neoplasias, 

porque la deleción de por lo menos una copia es bastante significativa en 

las lesiones premalignas para el desarrollo de las neoplasias.29,54 

El restante de la transcripción incluye un primer exón alterno localizado 20Kb 

dentro del remanente del gen. Esta transcripción contiene una puerta 

abierta de marco de lectura a proteínas específicas. La cual no es posible 

de leer en los productos de otras variantes. Este ARF funciona como 

estabilizador de las proteínas supresoras de tumores P53 a través de la 

regulación de los roles de CDK4 y P53 en el ciclo celular en la fase G1. Este 

gen frecuentemente sufre de mutaciones o deleciones en una gran 

variedad de tumores y es conocido como un importante gen supresor 

tumoral.14,55,59 
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II.VI.II RbM 

El gen RbM juega un rol en tres fases, control del ciclo celular, apoptosis y 

diferenciación. Estas actividades son atribuibles al menos a una parte de la 

habilidad de interactuar con otras proteínas celulares que afectan a la 

supresión.60 

RbM es una proteína nuclear que regula la entrada a la fase S en el ciclo 

celular, Rb se encuentra constituido por 928 aminoácidos. La reintroducción 

de RbM en ciertas células tumorales defectuosas bloquea su entrada en la 

fase S. Por lo tanto, los primeros estudios de este gen centraron la atención 

en el papel de RbM como regulador del ciclo celular.60 

El gen RB se encuentra localizado en el cromosoma y región 13q14; se ha 

demostrado que se muestra alterado epigeneticamente en su expresión en 

la mayoría de los casos de retinoblastoma, siendo este de los genes 

supresores tumorales más estudiados.30,60 

Se piensa que el gen RB está involucrado en la patogénesis de 

osteosarcomas y leiomiomas. Las anormalidades estructurales de RB han 

sido reportadas en otras lesiones severas mesenquimales. Algunas otras 

alteraciones en este gen se han observado en tumores epiteliales incluidas 

en dos de las nueve líneas celulares en cáncer pulmonar; estos datos 

sugieren que las alteraciones anormales en su estructura incluyen 

mutaciones y deleciones del gen RB que resulta en una inactivación del gen 

supresor tumoral encontrándose involucrado en diversos procesos 

tumorales. 61 

La proteína codificada por el gen RBM (retinoblastoma) es un regulador 

negativo del ciclo celular y fue el primer gen supresor tumoral encontrado. 

La proteína que codifica estabiliza también la heterocromatina que 

mantiene en general la estructura de la cromatina cerrada. La activación 
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hipofosforilada de la cromatina se une al factor E2F1. Los defectos en este 

gen son causa de cáncer infantil como la retinoblastoma, y sarcoma 

osteogénico.61 

 

 

II.VI.III MGMT 

 

Es una proteína celular de reparación del ADN revierte la alquilación en la 

posición O6 de guanina, inhibiendo así la reticulación letal y resistencia a los 

agentes alcalinos. Estudios han sugerido que la deficiencia de MGMT está 

estrechamente relacionada con la sensibilidad de los tumores cerebrales a 

agentes alcalinizantes, además, porque la pérdida de proteína MGMT 

puede ser el resultado de la hipermetilación del promotor. La pérdida de la 

metilación del promotor en MGMT en gliomas es una fuente de diagnóstico 

útil de la capacidad de respuesta de los agentes alcalinizantes.31 

La enzima reparadora de ADN Metil-guanina-metil-trasferasa (MGMT) 

localizada en el cromosoma y región 10q26 inhibe la eliminación de las 

células tumorales debido a agentes alcalinos. La actividad de MGMT es 

controlada por un promotor; la metilación del promotor produce un 

silenciamiento del gen en el metabolismo del cáncer, esto es consecuencia 

de la falta de reparación celular por marte de MGMT. En un estudio sobre 

gliomas en el año 2000 se estudió la responsabilidad de MGMT en la 

metilación y los agentes alcalinos para la presencia de un tumor.62 

MGMT, se encuentra involucrada en la defensa celular contra mutaciones y 

toxicidad proveniente de agentes acetilados. La proteína cataliza estos 

agentes acetilados convirtiéndolos a grupos metilados reparando así estas 

lesiones toxicas. La metilación de los genes promotores ha sido asociada a 
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severos tipos de cáncer como: colorrectal, pulmonar, cáncer de riñón y 

linfomas. 63,64 

 

II.IV. IV. hMLH1 

 

El gen hMLH-1 se encuentra en él cromosoma 3q21-23 y es un clásico gen 

supresor tumoral al cual en muchas investigaciones se le ha estudiado la 

asociación a la promoción de la metilación en cáncer gástrico aun 

teniendo en cuenta que las conclusiones no siempre son consistentes. Este 

gen también puede heterodimerizar con desajustes de la reparación de las 

endonucleasas PMS2 desajustando la reparación del DNA, proporcionando 

un punto de entrada a las exonucleasas de degradación. La proteína 

codificada se encuentra involucrada también en ADN dañado y señalizado 

que puede ser heterodimerizado con ADN desajustado de reparación por 

la proteína MLH 3 que se encuentra involucrada en la división celular. Este 

gen está identificado como un locus frecuentemente mutado en cáncer de 

colon hereditario.65,66 

El gen hMLH-1 tiene una función fundamental en la reparación de errores 

del ADN, generalmente este gen se encuentra mutado en neoplasias 

hereditarias no polipoides colorrectales.67 

Herath y Cols68 encontraron que solo la mitad de todos los tipos de cáncer 

que estudiaron con un fenotipo de metilación y sin mucosa de colón no 

maligna; mostraban metilación de hMLH1. Estos hallazgos demuestran que 

el fenotipo de metilación de la isla CpG emerge primero, lo que lleva a la 

hipermetilación de hMLH1 en una proporción alta produciendo lesiones 

malignas y desarrollo posterior de inestabilidad de los microsatélites.68 
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II.IV.V PLAG 

El gen PLAG1 fue descubierto estudiando el cromosoma y región 

t(3;8)(p21;q12) en su traslocación, la cual ocurría frecuentemente en 

adenomas pleomorfos en las glándulas salivales de humanos, este gen es un 

regulador de la fosforilización de zinc y de un factor de transcripción que 

reconoce una parte especifica de bi-partida de ADN regulando la expresión 

de los blancos genéticos de la familia del gen PLAG1 y PLAG 2 donde se 

descubrió que es un factor genuino de la trascripción genética.69,70 

La característica más común de estos factores de transcripción es la 

habilidad de localizar los núcleos celulares como blancos para la 

modificación de ADN activando o reprimiendo la trascripción de genes 

blanco con capacidad de trascripción génica con capacidad de 

modificación genética.71 

 

El gen PLAG codifica a C2H2 que es un factor de trascripción en el 

crecimiento celular. Este gen en ocasiones sufre de deleción o metilación y 

silenciamiento en distintos tipos de cáncer celular. La expresión de este gen 

en adultos se encuentra presente en diversos tejidos, como son: lengua, 

cerebro, riñón, hígado, musculo esquelético, bazo, estomago, glándulas 

salivales y útero.72,73 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Las neoplasias malignas de glándulas salivales poseen una gran variedad 

histológica y un comportamiento biológico agresivo. Clínicamente estas 

entidades son de rápido crecimiento y producen invasión a zonas vecinas 

ocasionando un grave daño estructural.  Aun cuando se dispone 

información acerca de las alteraciones genéticas asociados al desarrollo de 

los carcinomas de glándulas salivales, estas no han podido dilucidar los 

mecanismos involucrados en la etiopatogenia de dichas alteraciones ni han 

servido como blancos terapéuticos que mejoren el pronóstico de los 

pacientes. Se tienen reportes de una translocación reciproca t(11;19) lo que 

resulta en la fusión del oncogén CRTC1-MAML2,20 pero estos hechos son 

poco comprendidos, pues solo son presentes en los grados histopatológicos 

bajo e intermedio, por lo cual esta duda a nivel genético abre la 

oportunidad a la epigénetica a esclarecer los mecanismo de formación y 

de acción de esta neoplasia. 
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IV. JUSTIFICACIÓN. 

 

La epigénetica muestra un rol fundamental en la patogenia de diversas 

neoplasias en cabeza y cuello, un ejemplo es el carcinoma oral de células 

escamosas. El silenciamiento génico de uno o más genes supresores 

tumorales causa la perdida de la función de estos a través de la 

hipermetilación de los promotores y no de las mutaciones genéticas.75 Estos 

cambios sugieren una función esencial en el desarrollo, formación y 

progresión neoplásica. 

Actualmente, los avances en biología molecular y celular permiten al 

patólogo mayor precisión y certeza en su diagnóstico, siendo el mayor 

inconveniente en estos avances, las pocas lesiones neoplásicas estudiadas 

bajo estos rubros en cabeza y cuello; por lo que el patólogo sigue basando 

su capacidad para el diagnóstico en las características morfológicas 

especificas a las neoplasias malignas. Los principales cambios reportados 

microscópicamente en las células neoplásicas son las alteraciones 

morfológicas y de tamaño nuclear, dichos cambios como la presencia de 

una estructura nuclear condensada, nucléolos prominentes, cromatina 

hipercromática densa y una alta relación núcleo-citoplasma sugieren 

profundas alteraciones en la estructura de la cromatina asociadas a 

modificaciones epigenéticas. 

Los cambios epigéneticos en comparación a los cambios génicos tienen el 

potencial de ser reversibles, característica que les confiere el interés de 

nuevos investigadores para una oportuna intervención terapéutica. 

Actualmente se han desarrollado varios inhibidores de las DNMT utilizados 

con éxito en el tratamiento de neoplasias malignas del sistema 

hematopoyético y pulmón. 
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Además, la metilación del ADN coincide en el silenciamiento de los 

genes relacionados con la quimio resistencia, por lo cual, los agentes 

desmetilizantes podrían mejorar la sensibilidad de las células neoplásicas a 

los fármacos oncológicos lo que sería muy prometedor como herramienta 

para mejorar la quimio sensibilidad de las neoplasias que no responden a 

otras terapias. 

De acuerdo con la literatura referente a la importancia de los cambios 

epigenéticos en carcinomas orales de células escamosas, la presente 

propuesta de investigación es analizar el papel de la metilación de genes 

involucrados en la regulación del ciclo celular, y reparación del DNA en el 

carcinoma mucoepidermoide.2 

En el caso del Carcinoma oral de células escamosas (COCE), la pérdida de 

material genético se observa en CDKN2A (p16INK4A), p14 (ARF), p53, y APC. 

Las regiones cromosómicas 3p14 (FHIT), 3p25 (BVS), 4q, 8p21-23, 9p21-2260, 

13q14 (PRB), 17p13.1 (p53), y 18q21.1 (DCC) son las principales localizaciones 

de heterocigosidad del COCE. Los cambios epigenéticos como la 

metilación son comunes en la tumorogénesis.7,14 

Debido a la heterogenizidad de los tumores de las glándulas salivales, no se 

han podido estudiar los mecanismos biomoleculares implicados en su 

desarrollo, por lo que comprender los mecanismos epigenéticos 

involucrados en su patogénesis ayudaría a entender el curso biológico de 

estas lesiones que impactarían en el pronóstico de los pacientes. 
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V. Pregunta de investigación 

 

¿Cuál es el estado de metilación de los genes RB1, CDKN2A/p16, MGMT, 

hMLH1, PLAG-1 en los diferentes grados de carcinoma mucoepidermoide? 

 

VI. Hipótesis. 

 

Los genes RB1, CDKN2A/p16, MGMT, hMLH1 y PLAG se encuentran 

hipermetilados en el carcinoma mucoepidermoide de grado histológico 

alto en comparación de los grados intermedio y bajo. 

 

 

VII. OBJETIVOS 

 

VII.I Objetivo General 

 

Determinar el estado de metilación de los genes RB1, CDKN2A/p16, 

p27, MGMT, hMLH1, PLAG en el carcinoma mucoepidermoide. 

 

VII.II Objetivo específico 
 

Comparar la marca de metilación en cada grado de diferenciación 

en carcinomas mucoepidermoides. 

Comparar la marca de metilación de cada grado de diferenciación 

en carcinomas mucoepidermoides con el grupo control. 
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VIII. Materiales y método 

En 5 casos de carcinoma mucoepidermoide y una muestra control de 

glándula salival sana registrados en el Laboratorio de Patología Bucal y 

Maxilofacial de la división de estudios de Posgrado de la Facultad de 

Odontología UNAM, en un periodo que abarca de 2013 a 2018 en donde se 

presentaron dos casos de bajo grado, dos casos de grado intermedio y un 

caso de alto grado de malignidad respectivamente, de los cuales se 

obtuvieron muestras de ADN, para su posterior amplificación con PCR, y 

donde fueron analizados mediante electroforesis y espectrofotometría 

determinando así el grado de metilación de cada caso. 

 

 

IX. Metodología. 
 

IX.I Diseño de estudio. 

 

Observacional transversal analítico. 

 

IX.II Población de estudio 

5 carcinomas mucoepidermoide seleccionados del 2014 al 2018 del 

archivo del Departamento de Patología bucal y Maxilofacial de la DEPeI de 

la Facultad de Odontología de la UNAM. 

 

 

 



31 
 

 

IX.III Criterios de Selección 

 

IX.III.I Criterios de inclusión: 

 

• Tejidos incluidos en parafina con diagnóstico histopatológico de 

carcinoma mucoepidermoide. 

• Bloques de parafina que cuenten con suficiente cantidad de tejido 

para su evaluación histológica. 

 

IX.III.II Criterios de exclusión: 

 

• Aquellos tejidos que al término de la reevaluación diagnóstica con 

hematoxilina y eosina no correspondan al diagnóstico de carcinoma 

mucoepidermoide. 

 

IX.III.III Criterios de eliminación: 

 

• Casos que durante el procesamiento se pierda el tejido o no exista 

presencia de neoplasia en la revisión de laminillas. 
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IX.IV. Obtención de ADN. 

 

Se utilizó el sistema Miniprep gDNA ReliaPrep ™ para muestras fijadas en 

formalina y embebidas en parafina siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Este sistema incorpora un método de desparafinación 

independiente del xileno u otros solventes volátiles. El grado de 

fragmentación del ADN es variable dependiendo del tipo de muestra, del 

tiempo de toma de esta y de su almacenamiento. Por indicaciones del 

fabricante al diseñar ensayos de amplificación los mejores resultados se 

logran cuando se dirigen a regiones de 200 nucleótidos o menos. 

 

 

IX.IV.I Extracción ADN 

 

Para la extracción de ADN a partir de muestras en cubos de parafina se 

requirió de:  5 ml de aceite mineral, 2:1 ml de buffer de lisis (LBA), 250μl de 

proteinasa K (PK), 3.25ml BL Buffer, Solución de lavado de 3 ml la cual se 

preparó a 1X con etanol 95-100%, 200μl RNase A, 15 ml de buffer de elución,  

tubos Eppendorf de 1.5ml previamente esterilizados, tubos de recolección, 

columnas de unión ReliaPrep ™ FFPE, micropipetas de la marca Axypet, 

termobloque de la marca slect BioProducts  a 56C° y 80C°, microcentrífuga 

Thermo scientific Sorvall Legend Mico 17R. 

Se colocaron  los 5 cortes en secciones de 10μm que se obtuvieron de las 5 

muestras de carcinoma mucoepidermoide y del grupo control en tubos 

Eppendorf de 1.5ml previamente esterilizados, en donde se añadió aceite 

mineral 300µl siguiendo las recomendaciones del fabricante para cortes ≤ 

50μm y se incubaron a 80C° en el termobloque durante un minuto, 

posteriormente se llevaron las muestras al vórtice para mezclarlas 
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homogéneamente durante unos segundos se agregaron 200μl de buffer de 

lisis y llevarlas a la micro centrifuga a 10,000*g durante 15 segundos para 

formar dos fases una acuosa (inferior) y otra oleosa (superior), se agregaron  

20μl de proteinasa K directamente a la fase inferior y se mezclo el contenido 

con ayuda de la micropipeta y se llevaron a incubar en el termobloque a 

56C° durante una hora y a 80C° por 4 horas más siguiendo las 

recomendaciones del fabricante, para una óptima recolección de ADN, ya 

que el proceso puede ser disminuido en una hora pero generaría pobres 

resultados en la obtención de ADN, terminado el tiempo se dejaron enfriar 

a temperatura ambiente las muestras para su posterior almacenaje a -20C° 

durante toda la noche. 

Después de 24 horas se dejó que las muestras tomaran temperatura 

ambiente y se centrifugaron brevemente a temperatura ambiente para 

recolectar la condensación. 

Se agregaron10μl de RNasa A directamente a la fase acuosa y se mezcló 

con ayuda de la micropipeta y se incubo 5 minutes a temperatura ambiente 

posteriormente se agregaron  220μl de Buffer BL a la muestra lisada junto con 

240μl de etanol (95–100%) vórtice para mezclarlas homogéneamente 

durante unos segundos y se centrifugó a 10.000 × g durante 15 segundos a 

temperatura ambiente para formar dos fases, inferior (acuosa) y una fase 

superior (oleosa) para procesar cada muestra, se colocaron en una 

columna de unión en uno de los tubos de recolección provistos por el kit 

ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System. 

Se transfirió toda la fase acuosa de la muestra, incluido cualquier 

precipitado que pudiera haberse formado, columnas de unión ReliaPrep ™ 

FFPE y se desechó el aceite mineral restante. 
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Es importante remarcar que el aceite mineral es inerte y no interfiere con el 

procedimiento de extracción si parte de la fase de aceite es trasladado a 

las columnas de unión ReliaPrep ™ FFPE 

Se centrifugó el conjunto a 10.000* g durante 30 segundos a temperatura 

ambiente y se desechó el contenido de la parte superior de columnas de 

unión ReliaPrep ™ FFPE y se insertó nuevamente la columna de unión en el 

tubo de recolección.  Para el lavado y elución de las columnas de unión 

ReliaPrep ™ FFPE, se agregó 500μl de solución de lavado 1X y se tapó la 

columna para llevarla a la micro centrifuga a 10.000* g durante 30 segundos 

a temperatura ambiente se desechó el contenido de las columnas de unión 

ReliaPrep ™ FFPE y se volvió a insertar la columna de unión en el mismo tubo 

de recolección utilizado para el ácido nucleico. 

 

A continuación se agregaron 500μl de solución de lavado 1X a las columnas 

de unión ReliaPrep ™ FFPE se taparon se centrifugaron a 10.000 × g durante 

30 segundos a temperatura ambiente se descartó nuevamente el contenido 

de las columnas de unión ReliaPrep ™ FFPE para llevarlas a la 

microcentrífuga sin tapar las columnas a 13,000* g por 3 minutos a 

temperatura ambiente para poder secar las columnas de unión ReliaPrep ™ 

FFPE, es importante secar completamente las columnas para evitar transferir 

el etanol en los siguientes pasos de la extracción del ADN. 

Se transfirieron las columnas de unión ReliaPrep ™ FFPE a un tubo Eppendorf 

de 1.5ml y se descartó el tubo de recolección, inmediatamente se 

centrifugo a 16,000* g durante 1 minuto a temperatura ambiente, 

posteriormente se descartaron las columnas de unión de todos los tubos 

Eppendorf, se cerraron y se almacenaron a -20C° durante toda la noche. 
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IX.IV. II. Cuantificación de ADN 

 

Se realizó la cuantificación y la evaluación de la calidad del ADN con el 

sistema Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras cumplieron 

con el criterio de calidad (260/2801.8). 

 

IX.IV.III Bisulfito de Sodio tratamiento genómico para ADN 

Para este paso de modificación de ADN se requirió: agua destilada a 

temperatura ambiente solución de NaOH con concentración 2 y 3 M 

recientemente preparada, Hidroquinona con concentración 10mM 

preparada al momento, Bisulfito de Sodio con concentración 3.6M 

preparada al momento, aceite mineral, etanol 95%, glucógeno 10mg/ml 

acetato de sodio 3M y pH 5.2, micropipetas de la marca Axypet, 

termobloque de la marca slect BioProducts  a 56C° y 80C°, microcentrífuga 

Thermo scientific Sorvall Legend Mico 17R, tubos Eppendorf de 1.5ml  y el Kit 

Genomic DNA purification system Promega™ el cual contiene: tubos de 

recolección solución de EDTA con concentración 0.5M y pH 8.0, agua libre 

de nucleasas, solución de lisis nucleica, solución A RNasa, Wizard SV solución 

buffer, Wizard SV minicolumns y Wizard SV solución de lavado. 

 

Para la reconstitución ADN, se agregó 1µg en 25µl de agua destilada en un 

tubo de 1.5ml para microcentrífuga para los 5 casos de carcinoma 

mucoepidermoide y del grupo control se añadieron 2.75µl de solución de 

NaOH 2M y se incubó durante 10 min a 37C° en el termobloque, 

posteriormente se agregaron 15µl de hidroquinona preparada al momento 

con concentración 10mM por último se agregaron 260 µl de bisulfito de sodio 

3.6M preparado al momento y se mezcló en el vórtice para mezclar las 

muestras homogéneamente durante unos segundos; se cubrio con 
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suficiente aceite mineral toda la superficie de la fase acuosa y se incubo 

durante 16 horas a 54C°. 

Después de esperar las 16 horas se removió la solución que contenía ADN 

aproximadamente 300µl del sobrenadante de aceite mineral y se transfirió 

a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5ml para centrifuga se agregaron 300µl de 

SV lysis solution y etanol al 95% 1:1esto se mezcló con micropipeta y se colocó 

en un Wizard mini spin column proporcionado por el fabricante previamente 

colocado en un tubo de recolección. 

Se centrifugaron durante 1min las muestras y se descartó el contenido del 

tubo de recolección y se colocó nuevamente el tubo de recolección en la 

columna Wizard mini spin. 

Se agregó 600µl de SV buffer de lavado y 95% de etanol1:1 de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante para centrifugar las muestras a 10,000* g 

1min, se descartó lo recolectado en el tubo de recolección y repitió 

nuevamente el proceso para un total de 3 lavados después del segundo 

lavado se centrifugo la columna nuevamente sin adicionar solución buffer 

de lavado para secar la columna y se transfirió la columna a un nuevo tubo 

Eppendorf de 1.5ml para agregar 50µl de agua e incubar  1min a 65 C° en 

el termobloque para posteriormente centrifugar 1min a 10,000* g 

recolectando el ADN de la columna nuevamente. 

Por último, se agregaron 5.5µl de solución de NaOH 3M y se incubaron 

durante 5min a temperatura ambiente para poder añadir lo siguiente: 1µl 

de glucógeno 10mg/ml, 6µl de acetato de sodio 3M y pH 5.2 y 150µl de 

etanol al 100% para esperar la precipitación de ADN durante la noche a una 

temperatura de -20C°. 

Después de 12 horas se centrifugaron las muestras a 10,000* g durante 15min 

a una temperatura de 4C° para descartar el sobrenadante y añadir etanol 
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al 70% para centrifugar nuevamente. Al finalizar descarto el sobrenadante y 

se resuspendió el ADN en 50µl de Tris-Cl concentración 10mM y pH 8. 

 

IX.IV.IV Cuantificación de ADN 

 

Se realizó la cuantificación y la evaluación de la calidad del ADN posterior 

al procedimiento de conversión con bisulfito de sodio con el sistema 

Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras cumplieron con el 

criterio de calidad (260/2801.8). 

 

IX.IV.V PCR 

 

Para este punto fue necesario utilizar: PCR Master mix, Upstream primer 

10µM, Downstream primer 10µM, muestra de ADN de los 5 casos de 

carcinoma mucoepidermoide y del grupo control y agua libre de nucleasas. 

El primer paso fue agregar 12.5µl de PCR master mix, 2.5 µl de primer 

Upstream primer 10 µm, 2.5 µl de primer Downstream primer 10 µM para cada 

uno de los oligos (Tabla 6) y diferentes cantidades de ADN por muestra 

estandarizando a 40 µg/ µl y ajustando la cantidad de agua libre de 

nucleasas a cada muestra para obtener 25 µl. (Tabla 5) 

 

Numero de muestra Cantidad de ADN µl Cantidad de Agua libre de 

nucleasas µl 

0 .63µl 9.9 µl 

1 2.3 µl 5.2 µl 

2 1.6 µl 5.9 µl 

3 1.9 µl 5.6 µl 

4 1.88 µl 5.62 µl 

5 2.17 µl 5.33 l 

Tabla 5.  Cantidad de ADN y agua libre de nucleasas utilizada.Fuente directa 
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Posteriormente las muestras entraron al termociclador Axygen Maxygen II a 

temperaturas variables de 95C° durante 2min, 95C° 1min, 58C° 1 min, 72C° 1 

min y 72C° 5 min, por 40 ciclos para ser almacenadas 4C°. 

Este proceso se realizó en 6 ocasiones con los 5 genes que se propusieron 

como materia de este estudio (RBM, P16, MGMT, hMLH, y PLAG-1). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Set de primers para MSP-PCR 

 

 Secuencia no metilada Secuencia metilada 

RB1 up: 5´-GGGAGTTTTGTGGATGTGAT-3´ 

ds:5´-ACATCAAAACACACCCCA -3´ 

up: 5´-GGGAGTTTCGCGGACGTGAC -3´ 

ds:5´-ACGTCGAAACACGCCCCG -3´ 

CDKN2A/p16 up: 5´-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT -

3´ 

ds: 5´-CAACCCCAAACCACAACCATAA-

3 

up: 5´-

TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC -3´ 

ds:5´-GACCCCGAACCGCGACCGTAA -

3´ 

MGMT  up: 5´- TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 

-3´ 

ds: 5´- 

AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 

-3´ 

up: 5´- TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC -3´ 

ds: 5´- GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 

-3 

hMLH1  up: 5´- 

TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT -3´ 

ds: 5´- 

ACCACCTCATCATAACTACCCACA -3´ 

up: 5´- ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC 

-3´ 

ds: 5´- CCTCATCGTAACTACCCGCG -3´ 

PLAG  up: 5´-TAGACCTGTGCTTCCCATCC-3´ 

ds: 5´-GAGGGAGAGGAAACCCTTTG-3´ 

up: 5´-TCCTCAAGCTGCCAGAAGAT-3´ 

ds: 5´-TACTGCTTCTGGCGGAACTT-3´ 

ds: downstream; us: upstream. RB1, proteína del retinoblastoma; CDKN2A/P16, inhibidor de la cinasa 

dependiente de ciclina 2A; MGMT, metilguanidina-ADN metiltransferasa; hMLH1, homologo 1 mutL; 

PLAG, gen del adenoma pleomorfo. 

Tabla 6.  Primers de PCR utilizados. 
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IX.IV.VI. Foto documentación. 
 

Se realizó electroforesis de muestra obtenida por la técnica MSP-PCR en gel 

de agarosa al 2% durante 30 minutos a 200v. Se agregó 3μl bromuro de etidio 

durante 30 minutos en la solución Buffer TAE cubriendo el gel en su totalidad 

para su posterior visualización. El gel fue visualizado por medio del sistema 

de foto documentación Axygen Gel Documentation System con luz UV a 

302 nm. (Figura 5.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b 

a 

c 

d 

1   2   3   4   5   6   7   8   9   10 

Figura 5. Productos amplificados de marcadores metilados y no 

metilados. Numeración superior: 1) hMLH Metilado 2) hMLH No 

metilado 3) Rb Metilado 4) Rb No Metilado 5) PLAG 1 Metilado 6) PLAG 

1 No Metilado 7) P16 Metilado 8) P16 No Metilado 9) MGMT Metilado 

10) MGMT No Metilado. a) Grupo control B) Carcinoma 

mucoepidermoide de bajo grado C) Carcinoma mucoepidermoide 

de grado intermedio D) Carcinoma mucoepidermoide de alto grado. 
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X. Análisis estadístico 

 

Para obtener las densidades ópticas posteriores al análisis de los geles de 

agarosa en el sistema de foto documentación Axygen Gel Documentation 

System con luz UV a 302 nm; se utilizó el software GelQuant.Net 1.8.2. El 

análisis se realizó por triplicado tanto para el grupo control como para los 5 

casos en cada uno de los genes que fueron analizados. Se realizó una base 

de datos de los resultados previamente obtenidos con ayuda del software 

SPSS versión 22.0. Para el análisis descriptivo de las variables cuantitativas se 

utilizó mediana como medida de tendencia central y rango intercuartilar 

como medida de dispersión.  

Para evaluar la diferencia de marca de metilación entre el grupo control 

correspondiente a glándula salival normal y los diferentes grados 

histopatológicos de Carcinoma Mucoepidermoide se realizó la prueba de 

hipótesis Kruskall-Wallis y pos hoc Dunn, donde se consideró una diferencia 

estadísticamente significativa cuando el valor de p < 0.05.  

Para identificar si existía diferencia entre las marcas de metilación de los 

genes mencionados entre los grados histopatológicos bajo, intermedio y 

alto del carcinoma mucoepidermoide, se realizó la prueba Kruskall-Wallis 

con post hoc U de Mann Whitney donde se consideró una diferencia 

estadísticamente significativa cuando el valor de p < 0.05 . 

 

 

XI. Resultados 
Los resultados descriptivos de los genes estudiados se esquematizan en la 

tabla 7. 



4
1

 
 

 

Tabla 7. Resultados de mediana y rango intercuartilar de las muestras.  
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En la comparación de la presencia e intensidad de los genes metilados en 

los tres grados histológicos del carcinoma mucoepidermoide con el grupo 

control, se encontró diferencia estadísticamente significativa al analizar 

hMLH1en los carcinomas de bajo, intermedio y alto grado en la forma no 

metilada en comparación del grupo control obteniéndose una p=0.001.   En 

PLAG 1 solo se observó diferencia estadística (p=0.005) en la forma no 

metilada al comparar el carcinoma de grado intermedio con el grupo 

control. Se encontró diferencia estadísticamente significativa (p=0.003) en la 

forma no metilada de p16 entre el carcinoma de grado intermedio en 

comparación del grupo control.  Por último, en el análisis de MGMT se 

encontró diferencia estadística únicamente en la forma metilada entre el 

carcinoma de alto grado y el grupo control (p= 0.044). (Grafica 1) 

 

 

 

Grafica 1. Diferencias entre el perfil de metilación de los diferentes grupos de carcinoma en comparación del grupo control 
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En la comparación de la presencia e intensidad de los genes estudiados 

entre los diferentes grados histológicos del carcinoma mucoepidermoide 

sólo se encontraron diferencias para las formas no metiladas de los genes 

hMlH-1 y p16 al comparar los tres grados histopatológicos de carcinoma 

mucoepidermoide. Para hMLH-1 se obtuvo una p=0.035 al comparar el perfil 

de metilación de bajo grado vs alto, así como entre el grado intermedio y 

alto grado con una p=0.020.  Mientras que para p16 se observó diferencia 

al comparar el grado intermedio contra el alto grado con una p=0.039. 

Por otro lado, se encontraron diferencias significativas para las formas 

metiladas de los genes PLAG-1, Rb y MGMT al comparar los tres grados 

histopatológicos del carcinoma mucoepidermoide. Se observo diferencia al 

comparar la presencia de PLAG-1 en los carcinomas de bajo grado contra 

los de alto grado con una p =0.020, así como al comparar las neoplasias de 

bajo grado contra las de grado intermedio con una p= 0.025. 

Rb mostro diferencia significativa al comparar los carcinomas de bajo grado 

contra los de alto grado con una p=0.045, así como al comparar el grado 

intermedio contra el alto grado con una p =0.020. 

Por último, se encontró diferencia estadísticamente significativa al comparar 

la presencia de MGMT entre los carcinomas de grado intermedio y alto 

grado con una p =0.020 (Grafica 2) 
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Grafica 2. Comparativa entre los perfiles de metilación de los diferentes grupos histológicos de carcinoma 

mucoepidermoide 

 



45 
 

XII. Discusión: 

 

El carcinoma mucoepidermoide es una neoplasia maligna originada de las 

glándulas salivales debido al potencial que poseen para desarrollar tumores 

de cualquiera de sus estructuras. 1,11 El comportamiento agresivo de esta 

lesión y los escasos estudios epigenéticos que existen actualmente 

referentes a ella; reiteran la necesidad de crear nuevas líneas de 

investigación que permitan en un futuro establecer un diagnostico 

oportuno, que repercuta directamente pronóstico y calidad de vida en 

beneficio de los pacientes. 

PLAG-1 es un factor de trascripción que suprime al menos 47 genes  y activa 

más de 10, en donde la mayoría codifican a factores de crecimiento. 73 

Cerca del 85% de los adenomas pleomorfos, que son neoplasias benignas 

de glándulas salivales, muestran una alteración cromosómica en PLAG-1 

localizado en el cromosoma 8q12-13. 74 Se ha reportado en la literatura que 

los adenomas pleomorfos recidivantes pueden originar neoplasias malignas 

mioepiteliales y que este desarrollo o transformación puede estar asociada 

a PLAG-1.  Reinhard E. Friedrich y Cols.74 en 2012 estudiaron los 

reordenamientos cromosómicos en PLAG1 en 20 mioepiteliomas y 42 

carcinomas mioepiteliales de glándulas salivales, utilizando la técnica de 

hibridación in situ (FISH).  A diferencia de los adenomas pleomorfos que 

expresan hasta en un 85% de los casos PLAG-1, en los mioepiteliomas dicha 

expresión solo se observó en el 0.03% de los casos, mientras que en los 

carcinomas miopeiteliales solo en el  0.02% de los casos. Debido a ello, los 

autores concluyen que PLAG-1 es un marcador insuficiente para determinar 

la diferencia entre las lesiones mioepiteliales benignas y malignas además 

de que no muestra evidencia de estar involucrado en el desarrollo de 

tumores mioepiteliales.74 
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Las neoplasias malignas para PLAG-1 fueron estudiadas en 2018 por Ashina 

Et.al.75 donde se realizó un estudio de los efectos clínico-patológicos de 

PLAG-1 en adenoma pleomorfo y carcinoma ex adenoma pleomorfo. 

Analizaron el estado de fusión de PLAG-1 y HMGA-2 en una población de 

105 adenomas pleomorfos y 11 carcinomas ex adenomas pleomorfos 

usando la técnica RT-PCR. Los autores encontraron que la glándula 

submandibular fue la más afectada (22 casos) por el adenoma pleomorfo 

con una fusión de PLAG-1 y CTNNB1 (p=0.0109). La población para el 

carcinoma ex adenoma pleomorfo fueron 5 pacientes masculinos y 6 

pacientes femeninos en un rango de edad de 51 a 77 años, donde las 

localizaciones anatómicas fueron las siguientes; 6 en glándula parótida, 4 en 

glándula submandibular y 1 caso en glándula menor en velo de paladar. 

Para el carcinoma ex adenoma pleomorfo también la fusión de CTNNB-1 

PLAG-1fue la más frecuente. Hasta la fecha no existen estudios relacionados 

de este gen con epigenética. Nuestros resultados mostraron que PLAG-1 

metilado se expresaba de forma diferente en los 3 grados histopatológicos 

del carcinoma mucoepidermoide, es decir, observamos una relación 

directamente proporcional entre la presencia de la marca de metilación y 

los grados histológicos de la neoplasia.  Obtuvimos mayor marca de 

metilación en PLAG1 de alto grado en comparación con los grados 

intermedio y bajo. Esto podría relacionarse a un silenciamiento de la función 

del gen PLAG1 que promovería la agresividad de las lesiones. Nuestros datos 

se asemejan a los previamente reportados en la literatura, aunque a la 

fecha no existen estudios relacionados al carcinoma mucoepidermoide. 

Remarcando así la utilización de este marcador para un diagnostico 

oportuno en las lesiones de carcinoma mucoepidermoide.74 

El gen Rb es un regulador del ciclo celular que reprime el paso de la fase G1 

a la fase S. Cuando su función es suprimida puede dar paso al desarrollo de 

neoplasias malignas. En 2015 De Souza y Cols.60 estudiaron la desregulación 
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de la vía de señalización del gen Rb en el adenoma pleomorfo, adenoma 

pleomorfo recurrente y carcinoma ex adenoma pleomorfo de glándulas 

salivales con la técnica de inmunohistoquímica. La población del de estudio 

fue la siguiente: 24 casos de adenoma pleomorfo, 20 casos de adenoma 

pleomorfo recurrente y 2 casos de carcinoma ex adenoma pleomorfo. Los 

resultados de los autores mostraron que, en el tejido glandular normal, la 

tinción de Rb se observó en células ductales y acinares.  En todos los grupos 

de tumores Rb inmunorreactivo fue localizado en algunas células 

mioepiteliales y ductales. Para el adenoma pleomorfo se encontraron 2 

casos con un puntaje 1 para la tinción inmunohistoquímica, para el 

adenoma pleomorfo recurrente un caso presento un puntaje de 1, para los 

dos casos de carcinoma ex adenoma pleomorfo no se encontró expresión 

en la tinción; los autores sugieren mayor tamaño de muestra para resultados 

más concluyentes. Mayores puntajes no fueron reportados para ambas 

entidades. Cabe resaltar que hasta la fecha no hay estudios reportados en 

la literatura que relacionen a Rb con tumores de glándulas salivales con 

otras técnicas de biología molecular. 

Nuestros resultados son contradictorios a los reportados por de Souza y 

Cols.60 esto puede ser debido a que nosotros utilizamos una técnica de 

biología molecular más especifica que nos permite ver la expresión del gen 

Rb. En nuestro análisis de Rb en su forma metilada encontramos, que mostro 

diferencias estadísticamente significativas en la comparación de los grados 

histopatológicos de bajo contra alto grado y de grado intermedio contra 

alto grado de malignidad. Debido a ello nosotros creemos que la vía Rb es 

importante para el desarrollo de neoplasias de glándulas salivales. Así como 

la posibilidad del papel fundamental que podría ocupar Rb como un 

marcador base para el diagnóstico oportuno en los diferentes grados 

histopatológicos del carcinoma mucoepidermoide oportunamente.60 
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Los genes hMLH-1 y MGMT participan en la reparación de ADN, cuando se 

encuentran metilados su función es reprimida y su inactividad puede dar 

paso a la formación de una neoplasia. En 2015 Michailidi y Cols.66 evaluaron 

la expresión y promoción del estado de la metilación de 4 genes, 

específicamente hablaremos de hMLH-1 y MGMT en pacientes con 

adenocarcinoma en colón con la técnica RT-PCR. Para este análisis se 

estudió el adenocarcinoma de colón en 61 pacientes. Este estudio 

menciona que el adenocarcinoma en colón es el resultado de alteraciones 

genéticas y epigenéticas acumuladas en las células epiteliales de la 

mucosa de colón por lo cual los autores analizaron la marca de metilación 

para hMLH1 y MGMT entre otros marcadores.   

Los resultados del estudio de metilación en los marcadores revelaron que 

hMLH1 y MGMT estuvieron presentes en estadios tempranos de la formación 

tumoral y en algunas ocasiones fueron detectables en mucosa coló-rectal 

sana. Los autores Michailidi y Cols.66 reportaron para MGMT 40 de 61 casos, 

es decir 66% de los casos con adenocarcinoma de colon presentaron 

metilación al igual que en el grupo control, 12 de 14 casos presentaron 

metilación, es decir en un 86%. En el gen hMLH-1 la marca de metilación fue 

encontrada en 15 de 61 casos lo que es equivalente al 25% a su vez este 

mismo gen se encontró metilado en el grupo control en 6 casos de 14 donde 

presentaron marca de metilación lo que es equivalente a un 43%. Los 

autores Michailidi y Cols.66  postularon que la metilación del ADN es un útil 

marcador para monitorear la progresión tumoral y de los promotores de 

metilación en genes asociados a estadios más avanzados del tumor, en 

lesiones con pobre diferenciación y metástasis.  

Nuestros resultados para el gen MGMT mostraron diferencia en la marca de 

metilación entre los carcinomas de alto grado en comparación de los de 

grado intermedio. También observamos una tendencia en la que a mayor 

grado histológico mayor presencia de metilación habrá así también este 
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gen mostró marcas de metilación en el grupo control siendo esta marca 

similar en intensidad en comparativa con el grado histológico bajo e 

intermedio. 

Nosotros encontramos que el gen hMLH-1 solo presento un mayor perfil de 

metilación en los carcinomas de alto grado, lo cual parece indicar que en 

estas neoplasias habrá una menor capacidad de reparación de ADN 

dañado, lo que podría ser un factor que contribuya a la inestabilidad 

genómica. Fue notable que el comportamiento de hMLH-1 fue 

relativamente similar a MGMT por lo cual ambos genes podrían ser útiles en 

el diagnóstico de lesiones malignas que sufran de la perdida de la 

regulación del ciclo celular. 

Para ambos genes estamos de acuerdo con los resultados de los autores, ya 

que ambos estuvieron presentes en su forma metilada en el grupo control y 

en la comparativa de un grado intermedio contra un alto grado. Ambos 

genes tendrían la posibilidad de ser utilizados principalmente para los 

estadios primarios de la lesión. 

El gen p16 es un regulador del ciclo celular que reprime el paso de la fase 

G1 a la fase S, cuando su función es suprimida puede dar paso al desarrollo 

de neoplasias malignas. En 2007 Guo, X. Et,al55 estudio la las alteraciones de 

p16 en carcinoma mucoepidermoide para determinar su estado de 

metilación con la técnica MSP-PCR. La población para el estudio fue de 

treinta y ocho tumores de glándulas salivales con presencia de carcinoma 

mucoepidermoide y seis glándulas sanas fueron estudiadas por alteraciones 

de p16. En el grupo con carcinoma mucoepideroide 14 de los casos 

presentaron una deleción homocigótica, y dos casos del exón 1 y un caso 

del exón 2 de p16. 

La hipermetilacion del gen promotor de p16 se encontró en 13 de los casos 

sin alteraciones de p16 en las glándulas salivales sanas con un 34.2% 
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Estos descubrimientos sugieren que el principal mecanismo de inactivación 

de p16 en el carcinoma mucoepidermoide de glándulas salivales es la 

hipermetilacion y las deleciones homocigóticas involucrados en los procesos 

epigenéticos.55  

En nuestros resultados, p16 muestra una pérdida de la marca de metilación 

en los carcinomas de alto grado en comparación con los grados bajo e 

intermedio. Lo cual podría indicar que, aunque la expresión de este gen se 

recupera en este grado histológico, presenta algún tipo de mutación a nivel 

genómico que haga que su función supresora tumoral se pierda. Por lo 

tanto, nuestros resultados son similares a los de los autores antes 

mencionados Además p16 metilado sugiere una función al inicio de la 

carcinogénesis para esta lesión, perdiendo su marca de metilación en el alto 

grado de esta lo que sugeriría inestabilidad génica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

XIII. Conclusiones:  

 

• El gen PLAG-1 fue el que mostró una mayor diferencia significativa al 

comparar los diferentes grados histopatológicos del carcinoma 

mucoepidermoide. Se observo que la expresión de las marcas de 

metilación fue directamente proporcional a los grados 

histopatológicos de la lesión. Debido a esta tendencia, nosotros 

proponemos que la metilación de este gen podría jugar un papel 

fundamental en su carcinogénesis.  

• El gen Rb presentó una expresión parecida a PLAG-1, en donde 

observamos que los carcinomas de alto grado presentaban un perfil 

de metilación mayor en comparación con las neoplasias de bajo 

grado. Debido a ello, este gen podría ser útil como factor diagnóstico 

y pronóstico entre las neoplasias de bajo versus alto grado.  

• Para el gen MGMT solo observamos diferencia en la marca de 

metilación entre los carcinomas de alto grado en comparación de los 

de grado intermedio. Aun así, observamos una tendencia en la que a 

mayor grado histológico mayor presencia de metilación habrá. La 

falta de diferencia estadística al comparar los grados bajo e 

intermedio pudo ser debida a que el tamaño de la muestra fue 

pequeño. 

• El gen hMLH 1 solo presento un mayor perfil de metilación en los 

carcinomas de alto grado, lo cual parece indicar que en estas 

neoplasias habrá una menor capacidad de reparación del ADN 

dañado, lo que podría ser un factor que contribuya a la inestabilidad 

genómica. Debido a ello, consideramos que el silenciamiento de este 

gen podría ser importante para el desarrollo de estas neoplasias.  

• Contrario al perfil de metilación de los genes mencionados 

anteriormente, p16 muestra una pérdida de la marca de metilación 

en los carcinomas de alto grado en comparación con los grados bajo 
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e intermedio. Lo cual podría indicar que, aunque la expresión de este 

gen se recupera en este grado histológico, presenta algún tipo de 

mutación a nivel genómico que haga que su función supresora 

tumoral se pierda.  

• Aunque se observó una tendencia mayor en el perfil de 

hipermetilación en los grados histopatológicos altos del carcinoma 

mucoepidermoide, los genes PLAG-1 y Rb fueron concluyentes con 

nuestra hipótesis. 

Se necesitan realizar estudios posteriores que incluyan una mayor 

cantidad de muestra que nos permitan confirmar los hallazgos obtenidos 

en esta investigación.  
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