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1. RESUMEN

Intfroduccién: Las neoplasias malignas de gldndulas salivales poseen gran
variabilidad histolédgica y comportamiento bioldégico agresivo, sin asociacion a
factores de riesgo. De ellas, el carcinoma mucoepidermoide (CME) y el carcinoma
adenoideo quistico (CAQ) son los mds frecuentes. Los cambios epigenéticos, en
especifico la metilacion de genes, son fundamentales en el desarrollo de ofras
neoplasias epiteliales, 1o que hace pensar que puedan estar involucrados en la

efiopatogenia del CME y CAQ en sus diferentes grados histoldgicos.
Objetivo: Analizar el estado de metilacion y acetilacion del CME y CAQ.

Metodologia: Se andalizaron 30 casos, 18 CME y 12 CAQ el archivo
histopatolégico de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacién (DEPel),
Facultad de Odontologia (FO) y del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). Se
realizd extraccion de DNA del tejido en parafina (50 um), conversidon con bisulfito
de sodio y amplificacion por MSP utilizando oligos para la forma metilada y no
metilada de plé, Rbl, MGMT, hMLH1 y PLAGI1. Se resolvid en agarosa al 2%,
cuantificando la densidad optfica (DO) con el software GelCuaniNet. La
acetilacion de H3Lys? fue determinada por inmunohistoquimica; el pafron de
tincién fue evaluado con el software ImageJ®. Se utilizé como control gldndula
salival normal. Todos los ensayos fueron realizados por friplicado. La comparacién
de los grados histologicos se realizdé con la prueba Kruskal-Wallis y T de Student
(p<0.05).

Resultados y conclusion: Los CME y CAQ presentaron hipermetilacion en los
genes encargados de la regulaciéon del ciclo celular y reparacion de doble hebra
del DNA. Plagl-1 se encontré metilado en todos los grados histoldgicos tanto de
CME y de CAQ, por lo que podria ser propuesto como un gen importante en la
carcinogénesis de las neoplasias de gladndulas salivales. La positividad de Ac-H3Lys?

sugiere una histogénesis basal.
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ABSTRACT

Infroduction: Malignant neoplasms of the salivary glands have great
histological variability and aggressive biological behavior, without association with
risk factors. Mucoepidermoid carcinoma (CME) and adenoid cystic carcinoma
(CAQ) are the most frequent. Epigenetic changes, specifically gene methylation,
are fundamental in the development of other epithelial neoplasms, which suggests
that they may be involved in the etiopathogenesis of CME and ACC in their different

histological degrees.

Objective: To analyze the state of methylation and acetylation of the CME
and CAQ.

Methodology: 30 cases, 18 CME and 12 CAQ, were analyzed from the
histopathological archive of the DEPel, FO and the National Cancer Institute
(INCan). DNA extraction from the tissue in paraffin (50 um), conversion with sodium
bisulfite and amplification by MSP-PCR using primers for the methylated and
unmethylated form of p16, Rb1, MGMT, hMLH1 and PLAG1 was performed. It was
resolved in 2% agarose, quantifying the optical density (OD) with the GelCuantNet
software. H3Lys? acetylation was determined by immunohistochemistry; the staining
pattern was evaluated with ImageJ® software. Normal salivary gland was used as
a control. All assays were performed in ftriplicate. Histological grades were

compared with the Kruskal-Wallis test and Student's T test (p<0.05).

Results and conclusion: CME and CAQ showed hypermethylation in genes
responsible for cell cycle regulation and DNA double-strand repair. Plagl-1 was
found to be methylated in all histological grades of both CME and ACC, so it could
be proposed as an important gene in the carcinogenesis of salivary gland

neoplasms. The positivity of Ac-H3Lys? suggests a basal histogenesis.
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2. INTRODUCCION
Las neoplasias de gldndulas salivales pueden originarse de cualquiera de las

estructuras que conforman el parénquima o el estroma glandular; razén por la cual
constitfuye un grupo de tumores morfoldgicamente diversos.! Presentan una
incidencia global de 2.5 por cada 100 000 casos al ano.2 De acuerdo con la
clasificaciéon de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) modificada en el aho
2017, el CME y CAQ son las neoplasias malignas mas frecuentes, representando

aproximadamente el 35% y 21.9% de los casos respectivamente.34

El CME, se presenta en una amplia distribucion de edades con un pico de
incidencia en la segunda década de vida. Afecta tanto a las gldndulas salivales
mayores como a las menores y presenta predileccion por el género femenino.3

Clinica e histopatoldgicamente muestra diversos grados de malignidad.s¢

La etiopatogenia de los CME continUa siendo incierta y los estudios que han
tratado de dilucidar su desarrollo, han investigado los cambios en la secuencia del
ADN, principalmente la translocacion cromosémica reciproca t (11; 19) (921; p13)
que da lugar a la oncoproteina de fusion MECT1-MAML2; esta fusidon parece estar
involucrada en la interrupcion de la senalizacion de Notch? y representa un
pardmetro prondstico importanted? 10 debido a que los CME asociados a esta

translocacion tienen una forma menos agresiva de tumor.8

El CAQ se presenta en un promedio de edad de 57 anos, sin predileccién
por género. ' Clinica e histopatolégicamente muestra tres grados de malignidad
descritos en 1984 por Szanto y cols.’2 Los CAQ tienen una gran afinidad por la
invasion perineural y por presentar metdstasis a distancia, por lo que se consideran
neoplasias agresivas. ' El 60% de los CAQ se han asociado a la franslocacion
cromosémica t (6; 9) (g22-23; p23-24), que da lugar a la oncoproteina de fusion
MYB-NFIB. La repercusidn de esta fusidon no ha sido esclarecida, pero se considera

un evento biomolecular importante en este tipo de lesiones.’3

Pese a que se siguen estudiando las alteraciones en la secuencia génica,
estos cambios no explican el desarrollo ni se presentan en todos los CME y CAQ. Por
lo tanto, quedan muchas intferrogantes sobre los mecanismos biomoleculares y

factores de riesgo asociados a su desarrollo.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Neoplasias malignas de glandulas salivales
Las neoplasias que se originan en las gldndulas salivales frecuentemente se

presentan entre la 4° y 7° décadas de vida, con predileccion por el género
femenino. Dentfro de la presentacion en gldndulas salivales mayores, la gldndula
pardtida es habitualmente la mds afectada, seguida por la gladndula

submandibular y sublingual. 415

Actualmente, existen dos teorias principales que abordan su origen: la

histogenética o teoria bicelular y la morfogenética o teoria multicelular. 16.17.18.19.

La teoria histogenética propuesta por Batsakis? plantea que existen células
de reserva de aspecto basal en las regiones proximal y distal del sistema de
conductos y que corresponden a células troncales progenitoras de la unidad
glandular. De acuerdo con ello, las células en la regidn proximal dardn origen a las
neoplasias que imitan el complejo ducto-acinar y las células de la region distal las
neoplasias que imitan el sistema de conducto excretor. Aun cuando investigadores
han demostrado por inmunohistoquimica la presencia de células basales de
aspecto indiferenciado en los conductos salivales, estos estudios no son suficientes

para sustentar que actian como células tfroncales. 2!

Por otra parte, el enfoque morfogenético o teoria multicelular propuesta por
Dardick'” relaciona la morfologia con la diferenciacion celular derivada de la
expresion de diferentes genes en las células.22 La relaciéon entre la estructura normall
de la gldndula salival y la apariencia histolégica de las neoplasias puede explicar
las clasificaciones morfoldgicas. Sin embargo, se debe considerar que la similitud
histolédgica no necesariamente implica que un tumor particular, surge de la
estructura que imita.’” En la clasificacion morfolégica de las neoplasias de
gladndulas salivales, el conducto intercalado representa el segmento mds
importante debido a que se ha relacionado con tumores benignos como el
adenoma pleomorfo y el adenoma de células basales; y con tumores malignos
como el carcinoma adenoideo quistico, carcinoma epitelial-mioepitelial,

carcinoma ductal y adenocarcinoma de células basales. Todos ellos muestran
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tanto diferenciacién epitelial como mioepitelial,'7.21.22.23. 24 g] igual que el conducto
intercalado de la gladndula salival normal. Los conductos intercalados de la
gldndula pardtida son mds largos que los de las gladndulas submandibular y
sublingual; esto podria explicar por qué el 80% de las neoplasias se desarrollan en

esta gldndula. 2

3.2 Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
La clasificacion mds usada para categorizar a este tipo de neoplasias es la

de la OMS, la cual fue modificada en el ano 2017 y las divide en neoplasias
benignas y malignas de origen epitelial, lesiones epiteliales no neopldasicas, lesiones

benignas de tejido blando, y neoplasias hematolinfoides (Figura 1).3

Neoplasias Malignas | Neoplasias Benignas ‘i

Carcinoma Mucoepidermoide Adenoma Pleomorfo
Carcinoma adenoideo quistico Mioepitelioma

Carcinoma de células acinares Adenoma de células basales
Adenocarcinoma polimorfo Tumor de Wharthin
Carcinoma de células claras Oncocitoma
Adenocarcinoma de células basales Linfadenoma

Carcinoma Intraductal Cistadenoma
Adenocarcinoma NOS Slaladenoma poplifero
Carcinoma de ducto salival Papiloma ductal

Carcinoma mioepitelial Adenoma sebaceo
Carcinoma epitelias mioepitelial Adenoma canalicular y otros adenomas ductales

Carcinoma ex adenoma plemorfo

Carcinoma secretor

Adenocarcinoma sebdceo

Carcinosarcoma

Carcinoma pobremente diferenciado.
Carcinoma linfoepitelial

Carcinoma escamocelular

Carcionoma oncocitico

Neoplasias inciertas potencialmente malignas.

Lesiones epiteliales no neoplas Lesiones benignas de tejidos blandos

Adenosis poliquistica esclerosante Hemangloma
Hiperplasia nodular oncocitica Lipoma/Sialolipoma
Sialadenitis linfoepitelial Facitis Nodular

Hiperplasia del ducto intercalado

Neoplasias hematolinfoides

Linfoma esxtranodal de la zona marginal del tejido linfoide
asociado a la mucosa [Linfoma MALT)

Figura 1. Clasificacion de neoplasias de gldndulas salivales de la OMS 2017.FP

En el grupo de neoplasias malignas de gldndulas salivales, se incluyen a 20
entidades. Entre las modificaciones realizadas en esta clasificacion se encuentran,
el agrupamiento del cistadenocarcinoma, adenocarcinoma mucinoso Yy

adenocarcinoma intestinal denfro del adenocarcinoma NOS; la inclusion del
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papiloma ductal, infraductal e invertido en un solo apartado; la infroduccion del
carcinoma secretor como una nueva entidad dentro de esta clasificacién, la
denominacién de carcinomas neuroendocrinos y Nno  neuroendocrinos
indiferenciados en lugar de carcinomas de células pequenas y grandes, y por
Ultimo, la reclasificacion del sialoblastoma y paraganglioma como entidades
indeterminadas a malignas. De acuerdo con esta clasificacion, la neoplasia
maligna de gladndula salival mayor mds frecuente, es el carcinoma

mucoepidermoide, seguida del carcinoma adenoideo quistico. 3

3.3 Generalidades del CME
Se define como una neoplasia epitelial maligna con proporciones variables

de células mucosas, epidermoides e intermedias. 2¢ Corresponde a la neoplasia
maligna de gldndula salival mas frecuente, representando en promedio el 35% de
todos los tumores. Su formacion se ha relacionado con radiaciones ionizantes. No
presenta predileccién de edad, aunque si de sexo, siendo las mujeres ligeramente
mas afectadas que los hombres. Se presenta con mayor frecuencia en la gldndula
pardtida, seguida de las gldndulas salivales menores. Clinicamente, se observa
como un aumento de volumen, generalmente asintomdtico y de crecimiento lento
(Figura 2). Cuando son sinfomaticos pueden manifestarse con dolor, pardilisis facial

y disfagia.?”

Figura 2. Imagen clinica intraoral de CME. a) Aumento de volumen en la regidn retromolar.

b) Nédulo en labio inferior asociado a una placa blanca que se extiende por la mucosa del carrillo.

c) Aumento de volumen en encia marginal e insertada de la regién incisivo canino del maxilar. Fotos

obtenidas del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial DEPel FO UNAM.
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Macroscopicamente, es bien circunscrito, parcialmente encapsulado o de
periferia imprecisa. Al corte puede ser sdlido o quistico, con superficie café claro o
amarilla. 2 Microscopicamente, puede presentar patrones histoldgicos, quistico y
solido con presencia de células mucosas, intermedias y epidermoides en
proporciones variables (Figura 3). Para el establecimiento del grado histoldgico se
utiliza unsistema en el cual, cada uno de los pardmetros histoldgicos se suman para
obtener un puntagje final. Los pardmetros medidos son: componente infraquistico
inferior a 20% (2pts), invasion neural (2pts), presencia de necrosis (3pts), 4 o mds
mitosis por cada 10 campos de alto poder (3pts) y anaplasia (4pts). Se consideran
de bajo grado las neoplasias con un puntaje de 0 a 4, de grado infermedio de 5 a
6y de alto grado con puntaje mayor o igual a 7. El tratamiento para las neoplasias
de bajo grado es la reseccién conservadora con preservacion del nervio facial;
mientras que para las de grado intermedio y alto es la reseccidn completa con
diseccion cervical. Las neoplasias de bajo grado no tienden a metastatizar; sin

embargo, las de grado infermedio y alto, metastatizan a distancia en un 55 a 80%,

Figura 3. H&E Carcinoma mucepidermoide. a) Células epidermoides en patrén sdélido, b) y c)

Células mucosecretoras y epidermoides en patrén microquistico, d) Variante de células claras.

Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel FO UNAM.
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Actualmente, se realizan diferentes andlisis moleculares con el fin de
entender el comportamiento bioldgico de estas neoplasias. Los estudios
citogenéticos han identificado en las neoplasias de bajo grado una translocacion
entre el gen MAML2 y MECTI, t (11;19) (g21-22; p13), aunque dicha fraslocacion no

se manifiesta en neoplasias de alto grado. 3°

3.4 Generalidades del CAQ
Se define como una neoplasia epitelial maligna con diferenciacion

mioepitelial y ductal.? Corresponde al cuarto tumor maligno mas frecuente de
gldndula salival gue se manifiesta tanto en glandulas salivales mayores y menores,
siendo la glandula parétida la mds afectada. Es frecuente en la 6° década de vida
con predileccion por el género femenino en una relacion 3:2. Clinicamente se
presenta como un aumento de volumen doloroso y que ocasiona pardlisis facial
(Figura 4).3!

' : ) :/' “ ;
o A -
Figura 4. Imagen clinica intraoral de CAQ. a) lesidon de aspecto vegetante que ocupa gran

parte de orofaringe b) TC lesidn isodensa a tejido blando en la regién palatina. ¢) TC compromiso

pulmonar multiple.32

Macroscédpicamente, no es circunscrito y al corte es sélido, de color blanco
a grisdceo. Microscdpicamente, corresponde a una neoplasia formada por células
pequenas con nucleos angulados y nucléolos prominentes, con invasidn perineural
tipica y que infiltra tejidos profundos. Puede presentar tres patrones histoldgicos:
cribiforme, tubular y sélido.33 El patrén cribiforme, se caracteriza por presentar nidos
epiteliales que contienen pseudoquistes; estos no son verdaderas luces
glandulares, sino que forman parte del estroma tumoral y contienen
glucosaminoglucanos amorfos y [dmina basal hialinizada. En el patréon tubular las

luces resultan mads visibles, y se encuentran rodeadas por células ductales y una
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segunda capa de células mioepiteliales. Los nidos epiteliales se encuentran
separados por estroma eosindfilo hialino. El patrén sélido presenta mayor grado de
pleomorfismo nuclear, se asocia a un aumento en la actividad mitdsica y presenta
dreas de necrosis. Para considerar que la neoplasia presenta este patréon se
necesita un 30% de crecimiento sélido como minimo.34 La gradificacion depende
principalmente del patrén histolégico que predomina. Las neoplasias de bajo

grado presentan un pafron tubular; las de grado intermedio un patrén cribiforme y

las de alto grado un pafron solido (Figura 5).3

Figura 5. H&E Carcinoma adenoideo quistico. a) y b) Células neopldsicas con invasion peri neural, y

C) Patrén cribiforme, d) Patrdon tubular. Obtenidas de blogue propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel UNAM

El tratamiento consiste en resecciéon radical con quimioterapia adyuvante.
La supervivencia a los 15 anos depende del grado histologico, siendo del 39% en el
grado |, del 26% en el grado Il y del 5% en el grado lll. Los factores de prondstico
desfavorable incluyen tumores de mds de 4cm., metdstasis a cadena cervical

regional y metdstasis a pulmodn y hueso .35
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3.5 Mecanismos epigenéticos
El término epigenética, fue descrito por primera vez en 1942 por Conrad

Waddington parareferirse a cambios estables en el fenotipo celular sin alteraciones
genéticas. 3¢ Las modificaciones epigenéticas se refieren a cambios estables y
hereditarios en la expresion génica que no alteran la secuencia de ADN y que
ocurren con mayor frecuencia que las mutaciones persistiendo durante toda la
vida celular e incluso durante multiples generaciones. 3637 La transcripcion de cada
gen puede cambiar desde un nivel de expresion alto, hasta un nivel de
silenciamiento completo, dependiendo de la influencia de las "epimutaciones" que
interfieren con la accidén de los activadores y supresores en los promotores
especificos de la cromatina.® Todos los procesos de diferenciacion se
desencadenan y mantienen mediante mecanismos epigenéticos; dichos
mecanismos incluyen la metilacion del ADN, las modificaciones covalentes de las
histonas, la remodelacion de la cromating, el silenciamiento mediado por ARN no

codificantes y la expresion proteica de los polycomibs.3%: 40

La interrupcion de cualquiera de los mecanismos epigenéticos que se
refuerzan mutuamente conduce a una expresidn genética inapropiada.4!42
Debido a ello, se consideran importantes en el proceso de carcinogénesis y pueden
servir como posibles métodos de deteccion temprana, tratamiento y de

evaluacién pronostica para los pacientes con neoplasias malignas. 43

3.5.1 Metilacién de ADN
De todas las modificaciones epigenéticas que se han reportado, la

metilacion del ADN es la mds frecuente 44 y participa en la regulacion de la
expresion génica de dos maneras, directamente al impedir la unién de factores de
transcripcidn, e indirectamente propiciando la estructura cerrada de la cromatina
o heterocromatina. El ADN presenta regiones dispersas de 1000 a 1500 pb ricas en
dinucledtidos CpG o también llamadas islas CpG, la mayor parte de las cuales se
localizan en la regidn promotora de los genes supresores tumorales.4s Estas islas no
se encuentfran metiladas en genes transcripcionalmente activos, y una vez que se

metilan se produce su represion. 4
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La familia de enzimas llamadas ADN-metiltransferasas (DNMTs) controlan la
metilaciéon durante la replicaciéon del ADN, por medio de la transferencia covalente
de un grupo metilo desde la S-adenosiimetionina al carbono 5 de las citosinas en
la cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la memoria del estado metilado
en la molécula hija. Existen tfres DNMTs que son fundamentales para la metilaciéon
en mamiferos. La DNMTI, también llamada enzima de mantenimiento participa en
la restauracion del perfil de metilacion del ADN después de la replicacion. 47-48. 49
Las DNMT3a y DNMT3b llevan a cabo la metilacion de novo del ADN en los
dinucledtidos CpG. 425051 La metilacion funciona en asociacién con modificaciones
de la cromatina para reprimir la expresidon génica %2 ya que proporciona und
plataforma para muchas proteinas de unidn a metilo, que incluyen MBD1, MBD2,
MBD3 y MeCP2. Estas proteinas operan al reclutar enzimas modificadoras de

histonas para coordinar la dindmica de la cromatina. 53

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 tumorales lo
gue contribuye a la progresién neopldsica. Por el contrario, también se ha descrito
la hipometilacién de la heterocromatina lo que conduce a un aumento en las tasas

de mutacién y a la inestabilidad cromosdmica.4é 52

3.5.2 Acetilacion de las histonas
La acetilacion es una modificacion covalente postraduccional de las

histonas, esta regula la expresion génica en diversos procesos bioldgicos como la
replicacién y reparacion del ADN, la apoptosis y la segregacion cromosdmica. La
acetilaciéon de histonas estd altamente controlada por un equilibrio entre las
histonas acetil transferasas o HAT y las desacetilasas o HDAC.5 Debido a que las
modificaciones de las histonas impulsan la organizacidon de la cromatina vy la
expresion génica, las alteraciones en la acetilacion de las histonas se encuentran
asociadas con el desarrollo del cdncer.®® La cromatina se divide en dos
conformaciones distintas: heterocromatina, que estd densamente compactada y

silenciada transcripcionalmente, y eucromatina, que es menos condensada vy
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transcripcionalmente activa. El estado estructural de la cromatina da como

resultado la actividad transcripcional del gen (Figura 6). %

Heterocromatina Eucromatina

s ~
MMM —W—  Expresién génico. M ¢
S — - —— o

—  Expresion génica.

0 = 1;

Formacién de
heterocromatinay
silenciomiento génico

Figura 6. Cambios en la cromatina por metilacion y acetilaciéon.mP

3.6 Epigenética y cancer

En los carcinomas orales de células escamosas se ha relacionado la
desregulacion epigenética con la progresion del cdncer, debido a la
hipermetilacién y consiguiente silenciamiento de varios genes supresores tumorales
que cubren una amplia gama de procesos celulares, que incluyen control del ciclo
celular (p16, Rb1), adhesidn célula-célula (e-cadherina) y reparacion del ADN
(MGMT y hMLHT1). 57. %8 59. 60 Ademds, se ha demostrado que la perdida de la
acetilaciéon de la H3Lys? es un marcador de quimiorresistencia que se ha asociado
con elincremento en la proliferacion celulary la activacion de la transicion epitelio-
mesenquimal durante la carcinogénesis oral.é! Sin embargo, este patréon no se ha
demostrado en las neoplasias malignas de gldndulas salivales, esto puede ser

debido a la heterogeneidad y a la complejidad de su estudio.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de las neoplasias malignas de gldndulas salivales representa un
reto debido a la diversa morfologia que presentan y a su baja prevalencia. Sin
embargo, el solo hecho de su infrecuencia no justifica los escasos estudios que
existen en la literatura que nos permitan entender los mecanismos involucrados en

su origen, desarrollo y agresividad.

Aunado a esta situacion, la mayoria de las investigaciones se han enfocado
a evaluar solo las mutaciones génicas o alteraciones en la secuencia de ADN que
pudieran estar relacionados con su formacion, sin que hasta la fecha podamos
generalizar este tipo de cambios como un fendmeno en todos los CME y CAQ, o
que podamos asegurar que sea solo esta via de mutacion la involucrada en su
etiopatogenia. Ejemplo de ello son otras neoplasias de estirpe glandular, como el
adenocarcinoma de colon, en donde hasta la fecha se han estudiado 3 vias que
permiten explicar el diverso desarrollo y comportamiento de estas lesiones. La
primera via llamada cldsica, estudia las mutaciones presentes en genes supresores
tumorales, la segunda via o via del mutador, se asocia a la disfuncién de las enzimas
encargadas de la reparacién del ADN, y la tercera via, que son los mecanismos
epigenéticos, que involucran la metilacién de promotores de genes encargados
en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis. De hecho, el estudio de estos
perfiles moleculares ha permitido entender la transicion adenoma-

adenocarcinoma en estas neoplasias. Debido a ello, nos preguntamos:

2Cudl es el estado de metilacion y acetilacion del carcinoma mucoepidermoide

y el carcinoma adenoideo quistico?

5. JUSTIFICACION
El comportamiento biolégico y clinico de las neoplasias malignas de

glandulas salivales es agresivo. Clinicamente, estas entfidades son de rdpido
crecimiento y producen invasidén a zonas vecinas ocasionando un grave dano
estructural. Aun cuando se dispone informacién acerca de las alteraciones
genéticas asociados al desarrollo de los carcinomas de gldndulas salivales, estas

no han podido descifrar los mecanismos involucrados en la etfiopatogenia de
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dichas alteraciones ni han servido como blancos terapéuticos que mejoren el

prondstico de los pacientes.

Ademds, a pesar de los recientes avances en las técnicas de biologia
molecular y celular, el diagndstico por parte del patdlogo se sigue basando en su
capacidad para identificar las caracteristicas morfolégicas especificas de las
neoplasias malignas. Algunos de los cambios mds importantes observados
microscoépicamente en las células neopldsicas son las alteraciones en la morfologia
y tamano nuclear; dichos cambios como la presencia de una estructura nuclear
condensada, nucléolos prominentes, cromatina hipercromdtica densa y una alta
relacion nucleo-citoplasma sugieren profundas alteraciones en la estructura de la

cromatina asociadas con las modificaciones epigenéticas.

Se ha demostrado que los cambios epigenétficos juegan un papel
importante en la patogenia de otfras neoplasias de la regidon de cabeza y cuello
como es el caso del carcinoma oral de células escamosas. La pérdida de funcion
de los genes supresores tumorales se ha atribuido al silenciamiento epigenético a
través de la hipermetilacion de los promotores y no a las mutaciones genéticas, 1o
que indica que estos cambios fienen un papel significativo en el desarrollo y

progresion neopldsica.

A diferencia de las alteraciones genéticas, los cambios epigenéticos son
objetivos atractivos para la intervencidon terapéutica. Actualmente, se han
desarrollado varios inhibidores de las DNMT utilizados con éxito en el fratamiento de
neoplasias malignas del sistema hematopoyético y pulmdn. Ademds, la metilacion
del ADN coincide en el silenciamiento de los genes relacionados con la
quimiorresistencia, por lo cual, los agentes desmetilizantes podrian mejorar la
sensibilidad de las células neopldsicas a los fdrmacos oncoldgicos, lo que seria muy
prometedor como herramienta para mejorar la quimiosensibilidad de las neoplasias

qgue no responden a ofras terapias.

Debido a ello, nosotros proponemos analizar el estado de metilacién en los

genes Rb1, p1é, Plagl-1 involucrados en la regulacién del ciclo celular, en los genes
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MGMT y hMLH1 relacionados con la reparacion de ADN vy la acetilacion de la

H3Lys? como principales mecanismos presentes en el CME y CAQ.

6. OBIJETIVOS

6.1 Objetivo General
Analizar el estado de metilacidn y acetilacion del carcinoma

mucoepidermoide (CME) y carcinoma adenoideo quistico (CAQ).

6.2 Objetivos Especificos

Determinar el estado de metilacion de Rb1, p16, Plagl-1, MGMT y hMLH1
en los CME mediante la técnica MSP-PCR.

Comparar el estado de metilaciéon Rb1, p16, Plagl-1, MGMT y hMLH1 en
los CME de grado histopatolégico bajo, infermedio y alto.

ldentificar si existe una correlacién entre los genes Rb1, pl16, Plagl-1,
MGMT y hMLH1 en su forma metilada y no metilada en los CME.
Conocer el estado de metfilacion de Rb1, p16, Plagl-1, MGMT y hMLH1en
los CAQ quisticos mediante la técnica MSP-PCR.

Comparar el estado de metilaciéon de RB1, CDKN2A/p16, MGMT, hMLHT,
y PLAG-1 en los CAQ de grado histopatoldgico infermedio y alfo.
|dentificar si existe una correlacidon entre los genes Rbl1, pl1é, Plagl-1,
MGMT y hMLH1 en su forma metilada y no metilada en los CAQ.
Identificar la presencia de la forma acetilada de H3Lys? en CME por IHQ.
Relacionar la presencia de la forma acetilada H3Lys? con el grado
histoloégico bajo, intermedio y alto de los CME.

Identificar la presencia de la forma acetilada de H3Lys? en CAQ por IHQ.
Relacionar la presencia de la forma acefilada H3Lys? con el grado

histologico intermedio y alto de los CAQ.

7. HIPOTESIS
Los CMEy CAQ, presentaran un estado hipermetilado en los genes Rb1, p16,

Plagl-1, MGMT y hMLH1, e hipoacetilacion de la H3Lys?.
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8. METODOLOGIA

8.1 Diseno de estudio.
Observacional, descriptivo y transversal.

8.2 Poblacion de estudio.
54 bloques de parafina con diagndstico de CME y CAQ disponibles en el

archivo del departamento de anatomia patolégica del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) en un periodo del 2009 al 2015, y 15 bloques de parafina del
departamento de patologia bucal y maxilofacial DEPel FO de la Universidad
Nacional Autébnoma de México (UNAM) con diagndstico de CME y CAQ, en un
periodo de 1986 a 2017.

8.3 Seleccion y tamano de la muestra.
Se realizdé un muestreo no probabilistico por conveniencia donde se analizé

la muestra total disponible.

Tamano de la muestra INCan: 21 blogques de parafina, 10 con diagndstico
de CME y 11 con diagndstico de CAQ del 2009 al 2015, que cumplieron con los

criterios de seleccion.

Tamano de la muesira UNAM: 9 bloques de parafina, 8 con diagndstico de
CME vy 1 con diagndstico de CAQ de 1986 a 2017, que cumplieron con los criterios

de seleccion.

8.4 Criterios de Seleccion.

8.4.1 Criterios de inclusion:
e Blogues con diagndstico de CME y CAQ, confirmados por reevaluacion

histopatoldgica.

e Blogues que presenten adecuada cantidad de tejido neopldsico para su
evaluacion.

e Bloques de parafina que cuenten con suficiente cantidad de tejido que

permita realizar las técnicas de inmunohistoquimica y de MSP-PCR.

8.4.2 Criterios de exclusion:
e Blogues de parafina que presenten mayor cantidad de paréngquima residuall

o estroma y no tejido neopldsico que pueda ser evaluado.
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VARIABLE

CME

Independiente

CAQ
Independiente

RB1.

Dependiente

CDKN2A/p16

Dependiente.

MGMT

Dependiente.

Bloques repetidos de un mismo caso, debido a permanencia de la lesion.

Blogues de parafina en un estado deteriorado que no permitan recuperar

el tejido embebido.

8.4.3 Criterios de eliminacion:
Muestras de los que no se pueda recuperar una suficiente cantfidad vy

calidad de ADN para su evaluacion.

8.5 Operacionalizacion de las variables.

DEFINICION CONCEPTUAL

Neoplasia epitelial maligna con
proporciones variables de células
Mmucosas, epidermoides e
intermedias.2¢

Neoplasia epitelial maligna con
diferenciacién mioepitelial y ductal.3

Gen localizado en 13g14.1-q14.2
cuya funcién principal es la inhibicién
de la progresion del ciclo celular
antes de la enfrada en mitosis, de
manera que la célula no entra en
division hasta que estd preparada
para ello y se dan las condiciones
adecuadas: pRb impide por tanto la
proliferacién celular.3s

Gen localizado en 9p21.3,
involucrado en la regulacién del ciclo
celular por la desaceleracién de la
progresion de las células de fase G1
a fase S y por tanto actta como un
supresor tumoral que estd implicado
en la prevenciéon del cdncer. 3¢

Gen O6- metilguanina  ADN
metiliransferasa. Es crucial para la
estabilidad del genoma ya que evita
el desajuste y errores durante la
replicaciéon del DNA vy franscripcién.
Por consiguiente, pérdida de MGMT
aumenta el riesgo de
carcinogénesis.3”

DEFINICION OPERACIONAL

Estadificacion de acuerdo a sus
caracteristicas histol6gicas
basados en la Clasificacion de la
OMS del 2017. Se consideran de
bajo grado las neoplasias con un
puntaje de 0 a 4, de grado
infermedio de 5 a 6 y de alto grado
con puntaje mayor o igual a 7
Categorizacion de Szanto y cols.'2
Se consideran de bajo grado son
las que presentan un patrén
fubular, las de grado intermedio
aquellas con patrdn cribiforme y las
de alto grado las que presentan un
componente sélido >30%.
Extracciéon de dcidos nucleicos,
MSP-PCR para la amplificaciéon de
los marcadores moleculares
metilados y no metilados,
electroforesis, y andlisis mediante el
sistema de fotodocumentacion de
geles y el programa GelQuantNET.

Extraccién de dcidos nucleicos,
MSP-PCR para la amplificacion de
los marcadores moleculares
meftilados y no metilados,
electroforesis, y andlisis mediante el
sistema de fotodocumentacion de
geles y el programa GelQuantNET.

Extraccion de dcidos nucleicos,
MSP-PCR para la amplificacién de
los marcadores moleculares
metilados y no metilados,
electroforesis, y andlisis mediante el
sistema de fotodocumentacion de
geles y el programa GelQuantNET.

CATEGORIA

|. Bajo grado.
Il. Grado intermedio.
lll. Alto grado.

|. Bajo grado.
Il. Grado intermedio.
ll. Alto grado.

Unidades de densidad
Sptica (DO).

Unidades de densidad
6ptica (DO).

Unidades de densidad
Sptica (DO).
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Cudlitativa
Ordinal

Cuadlitativa
ordinal.

Cuantitativa
continua.

Cuantitativa
continua.
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continua.



VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL CATEGORIA
Codifica una proteina dedo de Extraccién de dcidos nucleicos,
zinc con 2 senales de localizacién = MSP-PCR para la amplificaciéon
PLAGI. nuclear putativos. PLAGI ha de los marcadores moleculares, = Unidades de densidad
Dependiente. demostrado consistentemente ser | electroforesis, y andlisis mediante Sptica (DO).
reordenado en los adenomas | el sistema de
pleomédrficos de las glandulas | fotfodocumentacion de geles y el
salivales.38 programa GelQuantNET.
Proteina codificada por el gen | Extraccién de dcidos nucleicos,
MLH1 situado en el cromosoma 3. | MSP-PCR para la amplificacion
Es un gen comUnmente asociado | de los marcadores moleculares | Unidades de densidad
hMLH1 con el cdncer colorrectal | mefilados 'y no mefilados, Optica (DO).

Dependiente.

hereditario sin Poliposis.

Histona H3 es una de las cinco
proteinas  histonas  principales
implicadas en la estructura de la
cromatina en las células
eucariotas. Con un dominio

electroforesis, y andlisis mediante
el sistema de
fotodocumentacion de geles y el
programa GelQuantNET.

Se examinard el estado de
acetilacion de la H3 usando un
anticuerpo contra el acetil H3Lys9
con técnica de IHQ. Se econtard
como positivo las zonas que

globular principal y un N-terminal = presente una fincion marrén | N° de células positivas.
H3Llys9 largo cola, H3 estd involucrada con | intensa. Las fotografias serdn
la esfructura de los nucleosomas = analizadas con el programa

Dependiente.

de la estructura de 'cuentas en un
hilo'. La cola N-terminal de la
histona H3 sobresale del nicleo del
nucleosoma globulares y puede

ImageJ para la cuantificacion
celular.

Se medird la localizacion celular

1. Células abluminales.
2. Células luminales.

someterse a diferentes tipos de = de la tincidon positiva. 3. Células
modificaciones epigenéticas que mucosecretoras/clar
influyen en los procesos celulares. as.

Estas modificaciones incluyen el 4. Células intermedias.
accesorio covalente de grupos 5. Células

metilo o acetilo a los aminodcidos
lisina y arginina y la fosforilacion de
la serina o treonina. 3

8.6 Material y métodos

epidermoides.
Células acinares.

8.6.1 Confirmacion diagnéstica por andlisis histoquimico.

Previo a la evaluacion y confirmacion del grado histopatolégico de los
casos, se realizd el andlisis de concordancia Kappa de Cohen asesora-alumna por

friplicado; obteniendo un valor de kappa 0.91 inferobservador.

De cada uno de los 9 blogues del departamento de patologia bucal y
maxilofacial DEPel FO UNAM, se obtuvieron: 1 corte a 5 um para laminilla tenida en
H&E que permitid la confirmacion del diagndstico y la eleccidon de las zonas
representativas de la neoplasia, 1 corte a 5 um para el andlisis inmunohistoquimico,
asi como 10 cortes histologicos a 5 ym que se conservaron en un microtubo para la
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técnica de MSP-PCR. De cada uno de los 21 bloques del departamento de
anatomia patolégica del Instituto Nacional de Cancerologia, la confirmacion
histoldgica fue realizada por patélogos adscritos al instituto. De los 9 bloques
obtenidos de la UNAM, 4 fueron CME de bajo grado (CMEI), 3 de grado intermedio
(CMEIl), 1 alto grado (CMEI) y 1T CAQ de grado intermedio (CAQIl). De los 21
bloques obtenidos del INCan, 10 fueron CMEy 11 CAQ. De los CME, 4 fueron CMEHI,
3 de CMEll'y 3 CMEIIl. En cuanto alos CAQ), 6 fueron CAQIly 5 de alto grado (CAQII).

8.6.2 Inmunohistoquimica (IHQ)
Se realizaron ensayos de estandarizacion para determinar la concentracion

optima del antficuerpo ac-H3LYS?-Ac (SC- 56516). El procedimiento para IHQ fue
realizado de acuerdo con lo reportado por Goldstein y Watkins en 2008. Primero las
laminillas se desparafinaron en 3 banos de xilol durante 15 minutos y rehidrataron
en 2 banos en alcohol de 100%, seguidos de 2 mds en alcohol de 96% durante 3
minutos cada uno. Posteriormente, se lavaron con agua destilada desionizada y se
realizé la recuperacion antfigénica utilizando un buffer de citratos con pH 6 al 0.1 M
y se llevd en bano de agua al horno de microondas durante 5 minutos a potencia

800 w y posteriormente 15 minutos mds a potencia 400 w.

Se realizaron 3 lavados con Buffer de fosfato (PBS) por 3 minutos cada uno y
se inhibid la actividad de la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno al
3% incubdndolo durante 20 minutos en cdmara humeda; y franscurrido el tiempo
se hicieron 3 lavados de PBS por 3 minutos mdas. Se delimitd la muestra con Idpiz
hidrofébico y posteriormente se realizd el bloqueo del marcaje inespecifico con
PBS-albumina al 0.2% durante 20 minutos en cdmara hUmeda vy se realizaron 3
lavados de PBS de 3 minutos, enseguida se permeabilizd con Tritén-X10 al 0.2%
durante 20 minutos y nuevamente se lavo con PBS 3 veces durante otros 3 minutos.

Se colocé el anticuerpo primario incubando toda la noche a 4°C.
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Después de la incubacion con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados
con PBS de 3 minutos para colocar el anticuerpo secundario antfi-mouse/rabbit en
cdmara humeda por 20 minutos a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados en
PBS de 3 minutos cada uno. Se prosiguid a la incubaciéon de la perdxidasa de
rdbano (HRP) en cdmara humeda por 10 minutos, seguido de 3 lavados con PBS
de 3 minutos. Se empled diaminobencidina (DAB) como cromdgeno y se colocd a
cada tejido durante 3 minutos. Después de aplicar el cromdgeno se lavaron las
laminillas con agua corriente, se dejaron en agua destilada desionizada durante 1
minuto. Se realizdé la contratincidn con hematoxilina de Mayers durante 10 minutos
y posteriormente se lavaron con agua corriente. Se realizd la deshidratacion de los
tejidos con alcoholes de diferentes concentraciones y xilol para realizar el montaje
con resina hidrofébica. Se utilizd como control positivo, gldndula salival normal. El

control negativo se obtuvo por la omisidén del anticuerpo primario sustituido por PBS

(Figura 7).
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Figura 7. Fotomicrografias acinos glandulares 400x. a) Control positivo b) Control

nego’rivo. Propiedad del autor

8.6.3 Andlisis de inmunoexpresion.
Se tomaron fotografias con el programa Leica Las-Ez version 3.2.0. En cada

caso se seleccionaron los campos de mayor celularidad neopldsica a 40 aumentos
y se tomaron 5 fotografias de esas zonas a 200 aumentos. Posteriormente se realizd
la cuantificacidon del nimero de células positivas con la ayuda del software
ImageJ® version 1.46 previamente calibrado, por medio de la herramienta “Mulfi
point”. Se convirtieron las fotografias a escala de grises y cambio de pixelaje a 2.0

obteniendo las DO. Se obtuvieron medianas de la cuantificacion de las 5 imdgenes
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por caso. También se registrd el patron de positividad celular, de acuerdo con lo

registrado en las variables.

8.6.4 MSP-PCR.
Previo a los ensayos experimentales se realizd la estandarizacion de las

temperaturas de hibridacion para los primers empleados para el MSP-PCR.

8.6.4.1 Extraccion y conversion de ADN.
Se obtuvieron 5 cortes a 10 micras cada uno para cada caso incluido el

control (casos UNAM e INCan). Estos se almacenaron en microtubos de 1.5ml
previamente esterilizados. Se realizé la extraccion de ADN con el sistema Miniprep
gDNA ReliaPrepTm. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se agregd 300
Ul de aceite mineral, se incubd en el termobloque a 80°C por un minuto, se agregd
200ul buffer para centrifugar a 10 000 rom por 15 segundos para formar dos fases:
acuosa (inferior) y oleosa (superior), se agrego 20 pl de proteinasa K a la fase inferior,
para incubar a 56°C por una horay a 80°C por 4 horas para una dptima recoleccion
de ADN. Posteriormente, se agregd 10 yl de RNasa A para incubar a temperatura
ambiente 5 minutos. Se adiciono 220 ul de Buffer BL seguido de 240 ul de etanol al
100% filtrado, se centrifugo a 10 000 rpm por 15 segundos. Posteriormente se
transfirié toda la parte inferior acuosa al ensamble de columna de unidn/tubo
colector para centrifugar 10 000 rpm por 30 segundos. Se realizd el lavado del DNA
capturado con 500 pl solucién de lavado 1x cenfrifugando a 10 000 rpom por 30
segundos en dos ocasiones. Se secd el ensamble centrifugando a 13 000 rom por 5
minutos. Se transfirid la columna de unidén a un tubo de 1.5 ml estéril para agregar
50 ul de solucion de elusion y centrifugar a 13 000 rom por 3 minutos. El DNA
obtenido fue cuantificado mediante el espectrofotémetro Nanodrop2000 (Thermo
Fisher Scientific). Las muestras con cantidad y calidad superior a 1.8 de la relacion
260/280nm fueron conservadas (Tabla 1). Derivado de la cantidad de DNA base
obtenido en ensayos previos y para mejorar la cantidad de DNA convertido para
la técnica de MSP, se decidid agrupar el ADN de las muestras del INCan por grado
histopatolégico. Se obtuvieron 5 muestras: 1 microtubo para el CMEI o de bajo
grado I, 1 microtubo para el CMEIl o grado intfermedio, 1 microtubo para el CMEIIl
o de alto grado, 1 microtubo para el CAQIl o de grado intermedio y finalmente 1

microtubo para el CAQIIl o de alto grado.
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Tabla 1. Cuantificacion de ADN posterior a la extraccién.

Cuantificacion de ADN- UNAM.

Muestira ng/ul 260/280
1 Control 91.2 1.8
2 CAQlIl 39.6 1.82
3 CMEI 10.7 1.92
4 CMEI 26.2 2.04
5 CMEI 46.4 1.91
6 CMEII 270.9 1.84
7 CMEI 100.2 1.86
8 CMEI 31.9 1.93
9 CMEI 58.7 1.91
10 CMEI 52.8 1.82
Cuantificacion de ADN- Incan.
11 CMEI 15.1 2.01
12 CMEI 88.9 1.87
13 CMEI 160.4 1.87
14 CAQll 154.5 1.87
15 CAQIl 193.2 1.85

Se comenzd con una concenfracion de 500 ng de cada muestra para el
ensayo de conversion por bisulfito. A cada muestra se agregd 2.75ul de solucién
de NaOH 2M y se incubd durante 10 min a 37C° en el termobloque, posteriormente
se agregaron 15ul de hidroquinona allOmM por Ultimo se agregaron 260 ul de
bisulfito de sodio a 3.6M se mezcld en vortex durante unos segundos; se cubrid con
100 ul de aceite mineral y se incubd durante 16 horas a 54C°. Se retird la fase acuosa
del fondo (aproximadamente 300ul) para transferirlo a un nuevo tubo de 1.5ml,
agregaron 300ul de SV lysis solution/etanol al 95% 1:1. Todo el volumen se fransfirié
al ensamble Wizard mini spin-columna colectora para centrifugar a 10 000 rom por
un minuto. Se lavd con 600ul buffer de lavado SV/95% de etanoll:1, para centrifugar
nuevamente a 10,000 rom por un minuto, repitiendo este procese 2 ocasiones. El
mini spin fue insertado en un tubo de 1.5 ml nuevo para eluir el DNA capturado con
50 ul agua bidestilada estéril precalentada a 65°C, centrifugando a 13 000 rpm por

un minuto. Se agregd 5.5 ul de solucion de NaOH 3M incubando durante 5min a
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temperatura ambiente para poder agregar el preparado de concentracion (1ul
de glucégeno 10mg/ml, éul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 150ul de etanol all
100%) para esperar la precipitacion de DNA a -20C° toda la noche. Posteriormente,
se centrifugd a 13000 15 min a 4°C, eliminando el sobrenadante para anadir etanol
al 70% y centrifugar nuevamente eliminado el nuevo sobrenadante y resuspender
el DNA en 50ul de Tris HCI (pH8). La cuantificacion se realizd con el sistema
Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras cumplieron con el criterio de
calidad (260/280>1.8)

8.6.4.2 Ampilificacion
La amplificacién del ADN obtenido, se realizé utilizando los primers de la

region promotora para la forma metilada (M) y no metilada (U) de los 5 genes Rb1,

p16, MGMT, hMLH1 y Plagl-1. Las secuencias se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Primers para la secuencia metilada y no metilada (eurofins genomics).

SET DE PRIMERS PARA MSP-PCR.

GEN Secuencia no metilada Secuencia metilada
Rb1 Up: 5-GGGAGTTTTGTGGATGTGAT-3 up: 5-GGGAGTTICGCGGACGTGAC -3’
ds:5"-ACATCAAAACACACCCCA -3° ds:5-ACGTCGAAACACGCCCCG -3
CDKN2A/p16 up: 5 -TTATTAGAGGGTGGGGTGGATIGT -3° up: 5’ -TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC -3°
ds: 5-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3 ds:5-GACCCCGAACCGCGACCGTAA -3°
MGMT up: 5°- TITGTGTTTIGATGTTTGTAGGTTTTTGT -3° up: 5'- TITCGACGTTCGTAGGTTTTCGC -3°
ds: 5"- AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA ds: 5- GCACTCTTCCGAAAACGAAACG -3
-3
hMLH1 up: 5°- TITTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTIGT -3’ up: 5- ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC -3°
ds: 5- ACCACCTCATCATAACTACCCACA -3° ds: 5"- CCTCATCGTAACTACCCGCG -3°
Plagl-1 up: 5 -TAGACCTGTGCTTICCCATCC-3° up: 5 -TCCTCAAGCTGCCAGAAGAT-3’
ds: 5-GAGGGAGAGGAAACCCTTTG-3’ ds: 5-TACTGCTICTGGCGGAACTT-3

ds: downstream; us: upstream. Rb1, gen de la proteina de la retinoblastoma; CDKN2A/P16, inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina
2A; MGMT, metilguanidina-ADN metiltransferasa; hMLH1, homologo 1 mutL; Plagl-1, gen del adenoma pleomorfo.

Se agregd 12.5 ul de PCR master mix, 2.5 ul del primer upstream 10 ym, 2.5
de primer downstream 10 yM para cada uno de los oligos y 40 ng/ ul de DNA
muestra, ajustando el volumen a 25 pl con agua libre de nucleasas. La

amplificacién se readlizd en el termociclador Axygen Maxygen Il a 95C°,
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programando 40 ciclos, ajustando las temperaturas de hibridacion para cada
primer. Este proceso se realizdé en 6 ocasiones con los 5 genes que se propusieron
como materia de este estudio (RBM, P16, MGMT, hMLH, y PLAG-1). Posteriormente
se resolvid el producto en geles de agarosa al 2% en buffer TAE 1X, mediante
electroforesis horizontal a 500 mAmp durante 40 minutos. Se tino con 3ul bromuro
de etidio durante 30 minutos en 300 ml de solucion Buffer TAE cubriendo el gel en
su fotalidad para su posterior visualizaciéon. El gel fue visualizado por medio del
sistema de foto documentacion Axygen Gel Documentation System con luz UV a
302 nm y se cuantificaron con ayuda del software GelCuantNet version 1.8.2. Los

ensayos fueron realizados por tfriplicado.

8.6.5 Andlisis estadistico.
Los datos obtenidos de la cuantificacion de los genes hMLH1, Rb1, p16, Plagl-

1, 1y MGMT, tanto en su forma metilada y no metilada se expresaron en unidades
de densidad 6ptica (DO) y se analizaron con el software IBM®SPSS® Statistic version
25. Se redlizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los genes del CME,
obteniéndose una p<0.05 (p=0.000), lo cual nos indicdé que la distribucion
observada en los genes estudiados no se asemejaba a la distribucion normal.
Debido a ello, para el andlisis descriptivo se utilizaron medianas y rangos
intercuartilares. Para la comparacion de las DO de los genes en los CME en los tres
diferentes grados histopatoldgicos, se utilizd la prueba de Kruskal-Wallis con post
hoc U de Mann Whitney, considerdndose una diferencia significativa cuando se
obtuviera un valor de p=<0.016. Para identificar la correlacion entre los genes

metilados y no metilados se realizé el coeficiente de correlacion de Sperman.

En cuanto a los datos del CAQ, también se realizd la prueba normalidad
Shapiro-Wilk, obteniéndose una p>0.05 (p=0.20) lo cual nos indicé que la
distribucién observada se asemejaba a la distribucién normal. Debido a ello, para
el andlisis descriptivo se utilizaron medias y desviacidon estdndar. Para la
comparacion de las DO de los CAQ en los dos grados histopatoldgicos estudiados,
se utilizd la prueba de T-Student para muestras independientes, considerdndose

una diferencia significativa cuando se obtuviera un valor de p<0.05. P Para

pag. 30



identificar la correlacion entre los genes metilados y no metilados se realizd el

coeficiente de correlacidn de Pearson.

9. RESULTADOS
Para este estudio se seleccionaron 30 bloques que cumplieron con los

criterios de seleccion, 9 obtenidos de la UNAM y 21 del INCan. La proporcion de

casos se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de CME y CAQ por grado histopatolégico.

CME CAQ
n=18 oale
I ! 1]} ! [}
n=8 n=6 n=4 n=7 n=5
UNAM n=9
n, (%) 4 (45) 3(33) 1(11) 1(11) 0
INCan n=21
n, (%) 4(19) 3 (14) 3 (14) 6 (29) 5 (24)

9.1. Andlisis descriptivo de la muestra de la UNAM.
Los datos clinicos fueron obtenidos de las hojas de solicitud de estudio

histopatoldgico. Solo se contaron con los datos de sexo, edad y gldndula afectada.
Los CMEI fueron mds frecuentes en el sexo femenino 3(75%), presentdndose en una
media de edad de 49.5 + 24.11 anos, afectando en la totalidad de los casos a las
glandulas salivales menores (GSM). Los CMEIl fambién mostraron una predileccion
por el sexo femenino 2 (67%), en una edad promedio de 53.33 +8.7 anos,
presentdndose en igual proporcion en GSM, gldndula pardtida y submandibular.
En cuanto al CMEIIl, el caso obtenido fue del sexo masculino, con una edad de 54
anos, con localizacion de GSM. El Unico blogue al que tuvimos acceso
correspondié a CAQIl, de sexo femenino, con 54 anos, que manifestd la lesidn en
GSM. Los detalles de las variables clinicas en esta muestra se enlistan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Informacién clinica de los CME y CAQ UNAM.

. CMEI CMEII CMEII CAQll

Variables _ _ _ _
n=4 n=3 n=1 n=1

Sexo
F. n (%) 3(75) 2 (67) 0 1 (100)
M, n (%) 1 (25) 1 (33) 1 (100) 0
Edad
Media, SD, anos. 49.5,24.11 53.33,8.7 50 54
Glandula afectada
GSM, n (%) 4 (100) 1 (33) 1 (100) 1 (100)
Pardtida, n (%) 1 (33)
Submandibular, n (%) 1 (33)

9.2 Andlisis descriptivo de la muestra del INCan.
Los datos clinicos fueron obtenidos del expediente clinico electréonico

INCanet. Se contaron con los datos de sexo, edad y gldndula afectada. Los CMEI
no presentaron predileccidn por sexo, presentdndose en una media de edad de
42 + 24,09 anos, afectando con mayor frecuencia las GSM 3 (75%), y solo 1 (25%) la
gladndula pardétida. El tamafo tumoral promedio fue de 33.33 £15.2mm., con
manifestacion de diseminacién regional a nédulos cervicales en 1(25%) caso. No
se encontraron datos de metdstasis a distancia. Los CMEIl mostraron una
predilecciéon por el sexo femenino 2 (67%), en una edad promedio de 53.33 £11.50
anos, presentdndose 2 (67%) en GSM y 1 (33%) gladndula pardétida. El tamano
tumoral reportado fue de 50 £7.3mm., con manifestacion de diseminacion regional
a nédulos cervicales en 1(33%) caso. Tampoco se encontraron datos de metdstasis
a distancia. En cuanto al CMEIl, todos los bloques fueron del sexo masculino, en un
promedio de 45.66 £21.07 anos, presentdndose 2 (67%) en GSM y 1 (33%) gladndula
pardétida. El tamano tumoral reportado fue de 80 £5.43mm., con manifestacion de
diseminacién regional a nddulos cervicales en 2(67%) casos. Tampoco se

encontraron datos de metdstasis a distancia

Por otra parte, los CAQIl mostraron una predileccién por el sexo femenino 4
(67%), en una edad promedio de 47.5 £13.30 anos, presentdndose 4 (66%) en GSM,

1 (17%) en glandula pardtida y 1 (17%) en gldndula submandibular. El famano
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tumoral reportado fue de 27.5 £3.53mm. No se reporté diseminacion regional a
ndédulos cervicales, pero si 4 (67%) metdstasis a pulmon. Se encontré muerte por
enfermedad en 2 (33%) de las lesiones. Los CAQIIl, también fueron mds frecuentes
en el sexo femenino 3 (60%), en un promedio de 56.2 £15.73 anos, presentdndose 4
(80%) en GSM y 1 (20%) gladndula submandibular. El tamano tumoral reportado fue
de 30 £8.34mm. Tampoco se reportd diseminaciéon regional a nédulos cervicales,
pero si 3 (60%) metdstasis a pulmon. Se encontré muerte por enfermedad en 1 (20%)
de las lesiones. Los detalles de las variables clinicas en esta muestra se enlistan en
la Tabla 5.

Tabla 5. Informacién clinica de los CME y CAQ INCan.

q CMEI CMEII CMEII CAQll CAQlll
Variables n=4 n=3 n=3 n=6 n=5
Sexo
F. n(%) 2 (50) 2 (67) 0 4 (67) 3 (60)
M, n (%) 2(50) 1 (33) 3 (100) 2 (33) 2 (40)
Edad
Media, SD, anos. 42,2409 53.33,11.50 45.66,21.07 47.5,13.03 56.2,15.73
Glandula afectada
GSM, n (%) 3 (75) 2 (67) 2 (67) 4 (66) 4 (80)
Pardtida, n (%) 1(25) 1(33) 1 (33) 1(17) 0
Submandibular, n (%) 1(17) 1 (20)
Tamaio tumoral
Media, SD, mm. 33.33,15.2 50,7.3 80, 5.43 27.5,3.53 30, 8.34
Nédulos positivos
Presencia, n (%) 1 (25) 1 (33) 2 (67) 0 0
Ausencia, n (%) 3 (75) 2 (67) 1 (33) 6 (100) 5 (100)
Metdastasis a distancia
Presencia, n (%) 0 0 0 4 (67) 3 (60)
Ausencia, n (%) 4 (100) 3 (100) 3 (100) 2 (33) 2 (40)
Mvuerte por enfermedad
Presencia, n (%) 0 0 0 2 (33) 1(20)
Ausencia, n (%) 4 (100) 3 (100) 3 (100) 4 (67) 4 (80)

9.3 Inmunohistoquimica para H3Lys9-Ac.
Los ensayos de inmunohistoquimica (IHQ)solo pudieron realizarse con la

muestra de la UNAM. Se cuantificaron las células positivas para el anticuerpo
H3Lys?-Ac en los CMEI, CMEIl, CMEIl y CAQII, asi como su patrdn de positividad

celular. Se analizé tejido glandular sano como control.
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El tejido glandular sano presentd una cuantificacion de 136 (50, 210) células
positivas para H3Lys? de. Los CMEIl presentaron122 (52, 511) células positivas. Los
CMEIl presentaron una mediana de 302 (37, 690) células positivas. Los CMEIIl, 558
(320, 601) células positivas. El Unico caso de CAQIl presento una mediana de 596

(404, 789) células positivas (Grdfica 1).

Células positivas H3Lys9-Ac.

., 800

S

% 600

Q m Bajo grado

3 400 Grado intermedio
o)

39 Alto grado

6 200 voese

5 B Glandula salival
., N O

CME CAQ Control

Grdfica 1. Cuantificacion de células positivas para H3Lys9-Ac.

En cuanto al patrén de positividad celular, el grupo control solo presento
positividad fuerte nuclear en las células acinares. Los CMEI presentaron positividad
fuerte nuclear y citoplasmdtica en las células claras y en las células que rodean las
formaciones quisticas (Figura 8 b y c). Los CMEIl presentaron positividad nuclear
fuerte en las células intermedias (Figura 8 f) y el CMEIl positividad nuclear y
citoplasmdtica en las dreas sélidas. (Figura 8 g y h). Un dato relevante es que el
parénquima glandular asociado a la neoplasia también presento un patrén de

positividad citoplasmdatica nuclear en las células ductales (Figura 8 d).
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Figua 8. IHQ para H3Ly§9-;«c 200);: CMEi o‘)‘Compo representativo H&E, b y c) Reaccién
nuclear para el anticuerpo en las células ductales, quisticas y claras d) positividad en el
parénquima glandular peri tumoral CMEIll e) Campo representativo de células intermedias
y epidermoides H&E. f) Positividad nuclear en células intermedias y epidermoides. CMEII g)
Campo representativo dreas sélidas H&E h) Positividad nuclear y citoplasmdatica en células

epidermoides.

Por ofra parte, el CAQ presento una positividad fuerte nuclear vy
citoplasmdtica en las células abluminales, siendo negativa para las células

luminales de las dreas cribiformes (Figura 9).

g &= T

tubular-cribiforme b y c) positividad nuclear en las dreas de disposiciéon cribiforme.

9.4 MSP-PCR muestras UNAM.

9.4.1 Estado de metilacion en CME.
Las DO obtenidas de los genes hMLHT, Rb1, p16, Plagl-1, 1 y MGMT en

los CME se observan en la Figura 10.
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a Bajo Grado. Grado intermedio. Alto grado.
Rb1 Plagl-1 pl6 Rb1 §
hMLH1 MGMT hMLH1 Plagl-1 pl6 MGMT i1 Rb1 Plagll  p16 GMT
um UM um MU UM um um UM UM UM UM UM UM UM UM
-
Genes analizados en los CME-UNAM.
Variable, unidad  HMLH1-M HMLH1-U RB-M RB-U P16-M P16-U Plagl-1-M Plagl-1-U MGMT-M MGMT-U
CMEI
Mediana 0 *1282 646 *1616 *360 0 *324 323 383.4 *1256
(a1,03), DO. (1135, 2801) (0,1219) (0,5233) (0,2692) (1302, 1028) (0,2197)  (0,1370) (0, 2903
CMEII
Mediana
(Q1,Q3), DO. *2522 1570.75 *4046 1701 *12793 3563 1027 *3761 378 *1441
(1972,2802) (1135,2801) (2730,5908)  (949,1965)  (11326,14056) (2183, 5770) (646,2361)  (1211,6582) (100, 705) (584, 2670,
CMEII
Mediana
(01, @3), DO. *5705.55 2240 *3341 3207 *4190 1632 #1592 552 #1913 1025
(1880, 10414) (1530,5146) (1876, 4602) (817,4524) (3339,5067) (921,4981) (1351, 1598) (39,1793) (1600,3132) (590, 1793)

Figura 10. a) Geles de electroforesis de CME. Imagen armada de fragmentos de los geles

obtenidos por friplicado de cada gen b) Cuantificaciéon DO. Se observa un aumento de DO

en la mayoria de los genes en los grados de mayor agresividad.

9.4.2 Estado de metilacion de en hMLH1 y grado histopatolégico.
El gen hMLH1 en el CMEI presentd una cuantificaciéon mayor en su forma no

metilada(U), con mediana de, 1282 (1135, 2082) DO. Contrario a su cuantificacién

en el CMEll y CMEIIl donde presento una mayor cuantificacion en su forma metilada
(M), con una mediana de 2522 (1972, 2802) y 5705.5 8 (1880, 10414). En el andlisis de

comparacién entre grupos,

se observd una diferencia estadisticamente

significativa entre los CMEl y CMEIIl en su forma metilada (p= 0.002) (Grdfica 2).

Grados histopatolégicos CME vs hMLH1.
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Grdfica 2. Cuantificacién de hMLH1en los diferentes grados histopatoldgicos de CME.
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9.4.3 Estado de metilacion de en Rb1 y grado histopatolégico.
El gen Rb1 presentd una cuantificacion mayor en su forma metilada(M) sélo

en el CMEll, con una mediana de, 4046 (2730, 5908) DO. Los CMEI presento una
cuantificacion mayor en su forma no metilada(U) del gen, con mediana de, 1616
(0, 5233) DO. En el andlisis de comparacion entre grupos se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre los CMElI y CMEIl (p=0.009) y los CMElI y CMEIII
(p=0.022) y para su forma metilada (M) (Grdfica 3).

Grados histopatolégicos CME vs Rb1.
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Grdfica 3. Cuantificacion de Rb1 en los diferentes grados histopatolégicos de CME.

9.4.4 Estado de metilacion de en p16 y grado histopatolégico.
El gen p1é6 presentd una cuantificacion mayor en su forma metilada (M) en

los tres grados histopatoldgicos, siendo mayor en los CMEIl y CMEIIl, con medianas
de cuantificacion 4046 (2730, 5908) y 3341 (1876, 4602) DO respectivamente. En el
andlisis de comparacion entre grupos, se observd una diferencia estadisticamente
significativa entre los CMEl y CMEII (p=0.001), entre CMEIl y CMEIIl (p=0.018) y entre
CMEIl y CMEIIl (p=0.004) en su forma metilada (M) (Grdfica 4).
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Grados histopatolégicos CME vs p16.
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Grdfica 4. Cuantificacion de p16 en los diferentes grados histopatoldgicos de CME.

9.4.5 Estado de metilacion de en Plagl-1 y grado histopatolégico.
El gen Plagl-1 en el CMEl presento una disminucién en su estado de

metilacion en comparaciéon del confrol, con una mediana de, 324 (1302, 1028) DO.
La forma metilada del gen (M) aumenté en el CMEI y CMEII con medianas de 1027

(646, 2361) y 1592 (1351, 1598) DO respectivamente (Grdfica 5).

Grados histopatoldgicos CME vs Plagl-1.
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Grdfica 5. Cuantificacion de Plagl-1 en los diferentes grados histopatoldgicos de
CME.
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9.4.6 Estado de metilacion de en MGMT y grado histopatolégico de

CME.
El gen MGMT presentd una predileccion de medicion en su forma no

metilada(U) en los CMEl y CMEIl CME con medianas de, 1256 (0, 2903) y 1441 (584,
2670) DO respectivamente. El CMEIl presentd una cuantificacion mayor en su

estado metilado (M), con una mediana de 1913 (1600, 3132) DO (Grdfica 6).

Grados histopatoldgicos CME vs MGMT.
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Grdfica 6. Cuantificacion de MGMT en los diferentes grados histopatoldgicos de
CME.

9.4.7 Metilacion en miltiples genes en CME.
Se observo una correlacion positiva fuerte enfre los genes h(MLHTU y MGMTM,
asi como correlaciones positivas moderadas entre hMLHIM y Rb1M, hMLHTM y

pP16M, entre RoIM y p16M y entre RbTM y MGMTM (Tabla 6).

Tabla 6. Correlaciéon de la metilacién de genes en los CME.

Rb1 p1é Plagl-1 MGMT
M u M u M u M u
hMLHT M | .674* - 523**
u 750%*
Rb1 M 728%*
u
- rs=0.8al. rs =0.5 a 0.799. - rs=0.3a0.499 *p<0.05, **p<0.01.
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9.4.8 Estado de metilacion en CAQ.
Las DO obtenidas de los genes hMLH1, Rb1, p16, Plagl-1, 1 y MGMT en

los CME se observan en la Figura 11.

a) Genes analizados CAQ- UNAM.
Variable,
unidad HMLH1-M _HMLH1-U RB-M RB-U P16-M P16-U Plagl-1-M Plagl-1-U___ MGMT-M MGMT-U
CMEI 11086.16,  3067.56, 207316.96, 0 55120.63, 27643 5921.133, 0 0 5108.93,
Media, SD,00- 4403415 453131 +275662.01 $1134.25 +4156.11 $5141.03 $4496.65214

* Estado de metilacion con mayor cuantificacién de DO. M= metilado, U= no metilado. Datos obtenidos en ensayos por triplicado.
b) CMEII

hMLH1 Rb1 Plagl-1 pl6 MGMT
UM UM Uum UM Um

Figura 11. a) Geles de electroforesis de CAQ. Imagen armada de fragmentos de los geles
obtenidos por friplicado de cada gen b) Cuantificacién DO. Se observa un perfil de

metilacién (M) en la mayoria de los genes, con excepcion del MGMT.

9.4.9 Estado de metilacion de genes en CAQ.
El CAQIl mostro mayor cuantificacion de los genes hMLH1, Rb1, pl1éy

Plagl-1 en su forma no metilada, a excepcidén del MGMT, el cudl presentdé mayor
cuantificacion en la forma no metilada, con un promedio de 5108.93 +4496.65 DO.

(Grdfica 7). No se observd una asociacion lineal de los genes estudiados.
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Rb1 en CAQ. pl6 en CAQ. Plagl-1 en CAQ.
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Grdfica 7. Cuantificacion de genes My U en el CAQ.

9.5 MSP-PCR muestras INCan.

9.5.1 Estado de metilaciéon en CME.
Las DO obtenidas para los genes hMLH1, Rb1, p16, Plagl-1, T y MGMT en los

CME se observan en la Figura 12 y se enlistan en la Tabla 7.

Carcinoma mucoepidermoide.

Bajo Grado. Grado intermedio. Alto grado.
hMLH1 Rb1 pl6 Plagl-1 MGMT hMLH1 Rb1 pl6 Plagl-1 MGMT hMLH1 Rb1
p16 Plagl-1 MGMT
MU MU MU MU MU MU MU MU MU MU MU MU MU MU Mu

.‘o . - .

Figura 12. Geles de electroforesis de CME. Se observa un aumento de DO en la forma
metilada (M) en p16y Plagl-1 en los tres grados histopatolégicos del CME.
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Tabla 7. Cuantificaciéon en DO de los genes en los diferentes grados de los CME.

Genes analizados en los CME,

Variable, unidad __hMLH1-M hMLH1-U Rb1-M Rb1-U p16-M pl6-U Plagl-1-M Plagl-1-U MGMT-M MGMT-U
CMEI
Mediana 3644 *4407 *9604 1543 *38496 10281 *11603 2093 798 2211
{a1,a3), DO (2469,4021) (3796,9405) (5782,12621)  (1348,2587) (20783,76154) (6316,17328)  (6237,19234) (989,3761)  (334,848) (1416,7393)
CMEI
Mediana
{a1,Q3), po. 2910 *7722 3562 *5904 29319 18790 +14410 2490 774 *2309
(2586, 564950) (4441, 592796) (2956, 678524) (5037,1734386) (18326,10199386) (12690,5008067) (8708,2231192) (2481,337194) (676,120992) (2246, 278269)
CME Il
Mediana
{a1,03), 0o. *5799 2985 3261 *5096 *40434 7966 8126 940 2397 *6360

(3714,329560) (2968, 371079) (2624,371217) (3481, 1241430)

(24235 957708)

(6767,2396643) (7640, 2225599) (739444763) (1410,37153)

(5277, 646518)

* Estado de metilacién con mayor cuantificacion de DO. M= metilado, U= no metilado. Datos obtenidos en ensayos por triplicado.

9.5.2 Estado de metilacion de en hMLH1 y grado histopatolégico.
El gen hMLH1 en los CMEl y CMEIl presentd una cuantificacidn mayor en su

forma no metilada(U), con medianas de, 4407(3796, 2405) DO vy 7722 (4441.2,

592796) DO respectivamente. Confrario a su cuantificacion en el CMEIl donde

presento una mayor cuantificacion en su forma metilada (M), con una mediana de

5799 (3714, 329560) DO (Gréfica 8).

Grados histopatoldgicos CME vs hMLH1.

10000
. 8000
©
C
& 6000
o]
(]
£ 4000
o
2 2000 I
,
Control CMEI CMEII CMEII
B HMLHI-M = HMLH1-U

Grdfica 8. Cuantificacion de hMLH1en los diferentes grados histopatoldgicos de CME.
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9.5.3 Estado de metilacion de en Rb1 y grado histopatolégico.
El gen Rb1 presentd una cuantificacion mayor en su forma metilada(M) sélo

en el CMEl, con una mediana de 9604(5782, 12621) DO. Los CMEIl y CMEII
presentaron una cuantificacién mayor en su forma no metilada(U) del gen, con

medianas de 5904 (5037, 1734386) DO y 5096 (3481, 1241430) DO respectivamente
(Grdfica 9).

Grados histopatoldgicos CME vs Rb1.
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Grdfica 9. Cuantificaciéon de Rb1 en los diferentes grados histopatolégicos de CME.

9.5.4 Estado de metilacion de en p16 y grado histopatolégico.
El gen Rb1 presentd una predileccidon de medicién en su forma metilada(M)

en los tres grados histopatoldgicos de CME, siendo mayor la cuantificacion de DO
en el CMEIll. El CMEI presenté una mediana de 38496 (20783, 76154) DO, el CMEI
una mediana de, 29319 (18326, 10199386) DO y el CMEIlIl una mediana de 40434
(24235, 957708) DO (Grdfica 10).

Grados histopatoldgicos CME vs p16.
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Grdfica 10. Cuantificacién de p16 en los diferentes grados histopatolégicos de CME.
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9.5.5 Estado de metilacion de en Plagl-1 y grado histopatolégico.
El gen Plagl-1 presentd una predileccidon de medicion en su forma

metilada(M) en los tres grados histopatoldgicos de CME, siendo mayor la
cuantificacion de DO en el CMEIl. El CMEI presentd una mediana de, 11603 (6237,
19234) DO, el CMEIl una mediana de, 14410 (8708, 2231192) DO y el CMEIIl una
mediana de, 8126 (7640, 2225599) DO (Grdafica 11).

Grados histopatoldgicos CME vs Plagl-1.
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Grdfica 11. Cuantificacion de Plagl-1 en los diferentes grados histopatoldgicos de CME

9.5.6 Estado de metilacion de en MGMT y grado histopatolégico.
El gen MGMT presentd una predileccion de medicion en su forma no

metilada(U) en los tres grados histopatoldgicos de CME, siendo mayor la
cuantificacion de DO en el CMEIIl. El CMEI presentd una mediana de, 2211 (1416,
7393) DO, el CMEIl una mediana de, 2309 (2246, 27826%9) DO y el CMEII una
mediana de, 6360 (5277, 646518) DO (Grdfica 12).

Grados histopatolégicos CME vs MGMT.
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Grdfica 12. Cuantificacién de MGMT en los diferentes grados histopatolégicos de CME.
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9.5.7 Comparacion del estado de metilacién entre los grados
histopatolégicos del CME.
Se realizé un andlisis comparativo no paramétrico entre los CMEl, CMEIl y

CME Il y los diferentes genes analizados. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la comparacion de los 3 grupos, obteniéndose

en todos los genes valores de p>0.05. Los valores de p se enlistan en la Tabla 8.

Tabla 8. Andlisis comparativo entre los grados histopatolégicos y el estado de metilacién de

los genes analizados.

GRADOS HISTOPATOLOGICOS DEL CME.

Gen Ivsll lvsll sl
Sig. asintética. Sig. asintética. Sig. asintética.
hMLH1
M 0.733 0.827 0.827
U 0.875 0.827 0.827
Rb1
M 0.875 0.877 0.513
u 0.099 0.050 0.513
plé
M 0.837 0.827 0.827
u 0.773 0.513 0.513
Plagl-1
M 0.837 0.513 0.827
U 0.561 0.275 0.513
MGMT
M 0.733 0.827 0.827
U 0.393 0.513 0.275

Andlisis Kruskal-Walllis, significancia estadistica p<0.05. M= metilado, U= no metilado.

pag. 45



9.5.8 Metilacion en miltiples genes en CME.
Se realizd un andlisis de coeficiente de correlacion de Spearman para

identificar si existia una asociacién lineal entre cada uno de los genes estudiados.
Para Rb observamos una correlacion positiva alta con los siguientes genes: entfre
Rb1-My p16-U r:=0.983, Rb1-M y Plagl-1-M 1:=0.933, Rb1-M y MGMT-M r:=0.900 y entre
Rb1-M y hMLH1-U rs=0.833. Para p16 una correlacion positiva alta con los siguientes
genes: plé6-M y Plagl-1-M r:=0.933, p16-U y Plagl-1-M r:=0.950, p16-M y hMLHI1-U
r=0.800, p16-U y hMLH1-U rs=0.880, p16-M y MGMT-U r=0.867, asi como plé-U y
MGMT-U rs=0.800. Por Ultimo, para Plagl-1 encontramos una correlaciéon positiva alta
entre Plagl-1-M y HmIh1-U rs=0.900, asi como entre Plagl-1-M y MGMT-M r;=0.833. Los

datos se esquematizan en la Tabla 9.

Tabla 9. Correlacién de la metilacion de genes en los CME.

pl1é hMLH1 Plagl-1 MGMT
M U M U M U M ]
Rb1 M
]
pl1é M
]
u
- rs 20.900 - rs =0.800 a 0.899. rs =0.700 a 0.799. *p<0.05, **p<0.01.

9.5.9 Estado de metilacion en CAQ.
Las DO obtenidas para los genes hMLHT, Rb1, p1é, Plagl-1, 1 y MGMT

en los CAQ se observan en la Figura 13 y se enlistan en la Tabla 10.
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Carcinoma adenoideo quistico.

Grado intermedio.

Alto grado.
hMLH1 Rb1 p16 Plagl-1 MGMT hMLH1 Rb1 p16 Plagl-1 MGMT
MU MU MU MU MU MU MU MU MU MU

R

Figura 13. Geles de electroforesis de CAQ. Se observa una doble expresién de la forma metilada (M)

y no metilada (U)en el gen pl1éy Plagl-1, en el CAQII.

Tabla 10. Cuantificaciéon en DO de los genes en los diferentes grados de los CAQ.

Genes analizados en los CAQ.

Variable, unidad hMLH1-M hMLH1-U Rb1-M Rb1-U pl6-mM pl6-U Plagl-1-M Plagl-1-U MGMT-M MGMT-U
CAQll
Media (SD) DO. *1914573.4 1088148.7 *4934863.5 3423887 *27381189.2 9842807.7 *12150926.3 5608859.4 3604323 *2150553.7
+2168.3 +402508 77293 +2300455.6 +15641681.7 +394666.8 +2518777.6 +4528983.4 +138664 +122494.7
CAQiu
Media (SD) DO.
1595620.5 *1842613.1 *1730364.7 608572.6 * 23457690.8 10709902.2 * 5086793 997200.8+ 363646.5 *2624894.3
+321319 +1229547 1749267 +80838.5 +14392657.2 +5496813.6 +2977763 731782.15 +69512.7 +200881.9

* Estado de metilacidn con mayor cuantificacion de DO. M= metilado, U= no metilado. Datos obtenidos en ensayos por triplicado.

9.5.10 Estado de metilacion de en hMLH1 y grado histopatolégico.
El gen hMLH1 presentd una cuantificacion mayor en su forma metilada (M)

en el CAQIl con una media de, 1914573.4 +2168.3 DO. Mientras que el CAQII
presentd una cuantificacion mayor en su forma no metilada (U) con una media de
1842613.1 £1229547 DO (Grdfica 13).
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Grados histopatoldgicos CAQ vs hMLH1.
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Grdfica 13. Cuantificacién de hMLH1en los diferentes grados histopatoldgicos de
CAQ.

9.5.11Estado de metilacion de en Rb1 y grado histopatolégico.
El gen Rb1 en los CAQIl y CAQIIl presentd una cuantificacién mayor en su

forma metilada(M), con una media de, 4934863.5 +77293 DO y 1730364.7 +749267

DO respectivamente. La expresion fue mayor en el CAQIl (Grdfica 14).

Grados histopatoldgicos CAQ vs Rb1.
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Grdfica 14. Cuantificacion de Rblen los diferentes grados histopatolégicos de CAQ.
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9.5.12 Estado de metilacion de en p16 y grado histopatolégico.
El gen pl16 en los CAQIl y CAQIIl presentd una cuantificacion mayor en su

forma metilada(M), con una media de, 27382289.2 £15641681.7 DO y 23457690.8

+14392657.2 DO respectivamente. La expresion fue mayor en el CAQIIl (Gréfica 15).

Grados histopatoldgicos CAQ vs p16.
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Grdfica 15. Cuantificacion de pléen los diferentes grados histopatolégicos de CAQ.

9.5.13 Estado de metilacion de en Plagl-1 y grado histopatolégico.
El gen Plagl-1 en los CAQIl'y CAQIIl presentd una cuantificacién mayor en su forma

metilada(M), con una media de, 12150926.33 £2518777.6 DO 5086793 *2977763 DO

respectivamente. La expresidon nuevamente fue mayor en el CAQIl (Grdéfica 16).

Grados histopatologicos CAQ vs Plagl-1.
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Grdfica 16. Cuantificacién de Plagl-1 en los diferentes grados histopatolégicos de CAQ.
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9.5.14 Estado de metilacion de en MGMT y grado histopatolégico.
El gen MGMT presentdé una predileccion de medicion en su forma no

metilada(U) en los CAQIl y llI, siendo mayor la cuantificacion en el CAQIIL. El CAQII
presentd una media de, 2150553.7 £122494.7 DO, el CAQ una media de, 2624894.3
+200881.9 DO (Grdfica 17).

Grados histopatoldgicos CAQ vs MGMT.
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Grdfica 17. Cuantificacién de MGMT en los diferentes grados histopatolégicos de CAQ.

9.5.15 Comparacion del estado de metilacion entre los grados
histopatolégicos del CAQ.
Se realizd un andlisis comparativo paramétrico T- Student para muestras

independientes entre los CAQIl y CAQIIl y los diferentes genes analizados. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacién de los 2
grupos, obteniéndose en todos los genes valores de p>0.05. Los valores de p se

enlistan en la Tabla 11.

Tabla 11. Andlisis comparativo entre los grados histopatoldgicos y el estado de metilacion
de los genes analizados.
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T-Student.
Gen o}

hMLH1

M 0.812

U 0.593
Rb1

M 0.291

U 0.267
plé

M 0.866

U 0.918
Plagl-1

M 0.367

u 0.301
MGMT

M 0.991

U 0.743

Significancia estadistica p<0.05. M= metilado, U= no metilado.

9.5.16 Metilaciéon en multiples genes en CAQ.
Se redlizo un andlisis de coeficiente de correlacidén de Pearson para

identificar si existia una asociacion lineal entre cada uno de los genes estudiados.
p para hMLH1 observamos una correlaciéon positiva alta con los siguientes genes:
hMLH1-M y Rb1-M r=0.813, hMLH1-M y p16-U r=0.817, hMLH1-M y Plagl-1-M r=0.831,
asi como para hMLHT1-M y MGMT-M r=0.923, hMLH1-M y MGMT-U r=0.915. Para Rb1
una correlacion positiva alta con los siguientes genes: Rb1-M y Plagl-1-M r=0.973,

Rb1-U vy Plagl-1-M r=0.886. Para p16, una correlacion positiva alta con los siguientes
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genes: pl16-M y: Plagl-1-M r=0.862, p16-M y MGMT-M r=0.952, p16-U y MGMT-M r=
0.913, asi como para p16-U y MGMT-U r= 0.937. Por Ultimo, también encontramos
correlacion positiva enfre Plagl-1-M y MGMT-M r=.819, asi como para Plagl-1-U y

MGMT-U r=.926. Los datos se esquematizan en la Tabla 12.

Tabla 12. Correlacién de la metilacion de genes en los CAQ.

Rb1 p16 Plagl-1 MGMT
M U M U M u M U
hMLHT M -
u
Rb1 M
u
p16 M 952%*
u 913% 937+
Plagl-1 M
u
I 0900 [ r=0.800 a0.899. rs =0.700 @ 0.799. *p<0.05, *p<0.01.
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9. DISCUSION.
Las neoplasias de gladndulas salivales representan un desafio importante

debido a que su diversidad bioldgica conduce a una respuesta impredecible al
tratamiento. Hasta la fecha, a nivel mundial no se ha logrado mejorar las tasas de
supervivencia a 5 anos de estas lesiones, que generalmente se reporta entre el 60-
80%, ¢! pero que puede disminuir hasta el 37 % en tumores de alto grado. 62 ¢3 E
cdncer es un proceso de multiples pasos que involucran alteraciones o cambios en
la actividad transcripcional de genes asociados a una gran cantidad de procesos
celulares para el desarrollo tumoral, incluyendo la proliferacidon, senescencia y
metdstasis entre otros. Mecanismos genotdxicos y no genotdxicos contribuyen a la
trasformacion maligna. La regulacion epigenética puede considerarse como un
mecanismo no genotdxico que promueve la formacién tumoral y que implica
alteraciones en los patrones de metilacién del ADN que junto con modificaciones
de histonas especificas contribuyen a un cambio en el estado transcripcional de la
cromatina. ¢4

En general, el aumento de la metilacion del ADN en la regién promotora
de los genes provoca el silenciamiento génico vy, en este sentido, puede contribuir
al proceso de carcinogénesis en multiples etapas. Ademdads, en las células de
mamiferos, tanto la metilacién del ADN como la estructura de la cromatina estdn
intferconectadas, de modo que los genes se transcriban o reprimen. El estado de
acetilaciéon de la cromatina es importante para regular la actividad transcripcional,
la aceftilacidn  de histonas mantiene la  cromatina en un estado
transcripcionalmente activo, mientras que la desacetilacion de histonas mantiene
el slenciamiento transcripcional. ¢5 Se han asociado modificaciones especificas de
histonas en el silenciamiento génico, incluidas la metilacion de la histona H3 en las
lisinas 9 y 27, que hasta la fecha son las mds estudiadas y que da como resultado
la metilacién del ADN para reprimir la activacion transcripcional. 6145

Sin embargo, existen investigaciones que han reportado que la disminucion
en la acetilacién de histonas se relaciona a un aumento en la proliferacion celular
y es frecuente en los adenocarcinomas pancredticos. Ademds, se ha observado

que los inhibidores de la enzima desacetilasa de histonas (HDAC), disminuyen el
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crecimiento celular e incrementan la apoptosis en lineas celulares de este mismo
adenocracinoma. 66 67. 68

Los estudios acerca de las modificaciones en las histonas en las neoplasias
malignas de gladndulas salivales son escasos. Wagner y cols.,$? en el 2017
investigaron el papel de la acetilacion en neoplasias de gladndulas salivales y su
relacion con el incremento en la proliferaciéon celular. Analizaron mediante la
técnica de microarreglos de tejidos, la presencia de células positivas por IHQ al
anticuerpo H3Lys? acetilado, asi como Kié7, comparando el perfil de positividad
entfre 42 neoplasias benignas (33 adenomas pleomorfos y 9 cistadenomas papilar
linfomatoso) versus 42 neoplasias malignas (22 CAQ, 15 CME y 5 carcinomas de
células acinares). Encontraron que todas las neoplasias fueron positivas para este
anticuerpo, sin embargo, reportaron una disminucién en la proporcién de células
positivas en las neoplasias malignas (<50%). Reportaron que las neoplasias malignas
estaban hipoacetiladas en comparacion con las malignas (p=0.04), asi como una
correlacion inversa con Kié7 (p=0.002). Otro estudio realizado en el 2013, por
Ronghui Xia y cols.,”? se enfocd ainvestigar la expresiéon de la trimetilacién en H3Lys?
(H3Lys9me3) y la acetilacion de H3Lys? (H3Lys?-Ac) en CAQ mediante IHQ, asi
como su correlacidon con pardmetros clinico-patoldgicos como la supervivencia,
presencia de metdstasis y patrén histoldgico. Encontraron una correlacién positiva
entre la presencia de H3Lys9me3 y la metdstasis a distancia (p=0.001, asi como a
un patréon histologico solido (p=0.001). Ademds, observaron que las neoplasias
sélidas presentaron niveles de expresidon de H3Lys?-Ac mds bajos que las neoplasias
con patrén tubular y cribiforme (p=0.003). La expresidon de H3LysYme3 se identificd
como un predictor independiente de supervivencia libre de enfermedad.

Aunque nuestra hipotesis apoyaba que en estas neoplasias encontrariamos
un estado hipoacetilado en H3Lys?, nuestros resultados difieren de los reportados
por Wagner y Xia. Encontramos una mayor cuantificacién de células positivas para
el anticuerpo H3Lys?-Ac en neoplasias malignas versus gladndula salival normal, y
aungue no obtuvimos una diferencia estadisticamente significativa, si observamos
una tendencia de cuantificacién celular mayor en neoplasias de grado
histopatolégico alto. Ademds, el patron de positividad celular fue diferente. En

nuestra muestra, los CME fueron positivos solo en las células intermedias y
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epidermoides, mientras que para el CAQ la positividad solo se evidencio en las
células abluminales. Las diferencias de los resultados pueden deberse en primer
lugar a la metodologia empleada, porque si bien, en todos los casos se utilizd la
técnica de HQ, difirid la cantidad de tejido y campos cuantificados. En segundo
lugar, ninguno de los estudios previamente reportados menciona el uso de un
control, como lo es gldndula salival normal. Las comparaciones realizadas por
Wagner y cols., fueron realizados entre neoplasias benignas y malignas de
diferentes comportamientos bioldgicos, que por un lado, hacen que su muestra sea
demasiado heterogénea y por ende, podria sesgar sus resultados obtenidos y, por
otro lado, al no tener un valor de referencia, es dificil evaluar si realimente existe un
estado hipo o hiper acetilado. En tercer lugar, nosotros evaluamos una muestra
pequena en comparacion a los estudios previamente mencionados. Los estudios
de IHQ solo se pudieron realizar con la muestra obtenida de la UNAM, que ademds
de contar con solo 9 casos, no cuenta con todos los datos clinicos que permitan
correlacionar las variables del estadio clinico. La Unica semejanza con el estudio
de Xia y cols., es que encontramos positividad fuerte de H3Lys?-Ac en CAQ con
patron tubular-quistico, pero no pudimos confirmar que este patrén de positividad
disminuye en el patrén sdélido, debido a que no contdbamos con casos con este
patrén en la muestra. En ningun estudio se hace referencia a la positividad nuclear
en el parénguima glandular asociado al tumor.

Por otra parte, los genomas de las células preneopldsicas y neopldsicas
comparten tres cambios importantes en los niveles de metilacién. Primero, la
hipometilacién de la heterocromatina, que conduce a la inestabilidad gendmica
e incrementa los eventos de recombinacion mitdsica; segundo, la hipermetilaciéon
de genes individuales y tercero, la hipermetilacion de las islas CpG de genes
constitutivos y genes supresores tumorales’!. La metilacion del ADN contribuye a la
carcinogénesis no solo por un mecanismo epigenético. La 5-metilcitosina puede
inducir mutaciones debido a su considerable inestabilidad y, en consecuencia,
favorece la carcinogénesis genética. 72

Las investigaciones sobre metilacion en promotores de genes en neoplasias
de glandulas salivales son mds frecuentes que los de acetilacion y se enfocan

generalmente en el estudio del CAQ, algo que llama la atencidn debido a que el
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tumor mds frecuente es el CME. En ensayos de MSP-PCR, Zhang y cols.,”? reportaron
la metilacidn de RASSFT1A en el 35% de los CAQ y asociaron este estado con el
patron sélido (p=0.002) y con una pobre supervivencia global (p=0.001); mientras
que Tan et al, 74 y Shao et al,’®> informaron que la hipometilacién del promotor de
AQP1 es comuUn enlos CAQ y que el aumento en el estado de metilacion se asocia
a un mejor prondstico. Un ano mds tarde, los mismos autores estudiaron a
suprabasina como nuevo candidato oncogénico que juega un papel importante
en el mantenimiento de la proliferacion celular. 76

Nuestro estudio se centré en evaluar el estado de metilacion en genes
involucrados en la regulaciéon del ciclo celular, asi como en la reparacion de ADN.
En cuanto a los genes que regulan el ciclo celular, Nikolic’” y cols., investigaron la
metilaciéon de p14, p16, TP53 y hTERT en el CME, usando el ensayo MSP-PCR en 35
CME. Encontraron que el 100 % de los casos estudiados presentaron hipermetilacion
de pl4, lo que indicaria un silenciamiento en el regulador crucial de la actividad
de TP53. La hipermetilacion de p16 se reportd en el 60% de los MEC. La presencia
de metilacién de pl14 se ha reportado en el 19.4% de los carcinomas adenoideos
quisticos’ y en el 20% de los carcinomas de células escamosas’?, encontrando una
asociacion significativa con estadios clinicos altos, por lo que podria ser un evento
molecular clave en la progresiéon tumoral. Guo y cols., & reportaron que el 34% de
los MEC analizados presentaron metilaciéon en pl1é6 y que la tasa de metilacion
aumentd con la progresidon tumoral, pero sin significancia estadistica.

Por otfra parte, Kishi y cols., 8 investigaron el estado de metilacién de Rbl,
p21, p27, PTEN, TP53 y MGMT en una muestra heterogénea de 36 neoplasias
malignas, entre ellas se estudiaron 17 CAQ y 7 CME. Reportaron que el gen mads
frecuente metilado fue Rb1 en un 41.7% de los casos, y pl1é6 solo en el 8.3%.
Concluyeron que el silenciamiento epigenético de genes supresores tumorales
podria ser un evento crucial en la carcinogénesis de las neoplasias de glandulas
salivales.

Nuestros resultados del estado de metilacién para p1é fueron consistentes
con lo reportado en la literatura. En las muestras de CME y CAQ tanto de la UNAM
como del INCan predomino la expresion de la forma metilada del gen en sus

diferentes grados histoldgicos, observandose una diferencia estadisticamente
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significativa en la comparacion de los 3 grados histopatolégicos de CME (p<0.05).
En cuanto a Rb1, se expresd en su forma metilada en los CAQIl 'y CAQIIl en ambas
muestras; mientras que solo expreso un estado metilado en los CMEI de la muestra
del INCan; asi como en los CMEIl y CMEIIl de la muestra de la UNAM, observdndose
una diferencia estadisticamente significativa en la comparaciéon entfre sus
diferentes grados histopatoldgicos(p=0.008). La recuperacion de la forma no
metilado de Rb1 en estas neoplasias puede deberse a la regulacion que existe por
parte de plé. pl1éjuega un papel clave en el control del ciclo celular al detener la
via de la senal de ciclina D, lo cual evita la hiperfosforilacion de las proteinas Rb
necesarias para el inicio de la replicacion. La metilacion de p1é, por tanto, podria
conducir a la pérdida de conftrol del ciclo celular de la fase G1 a S. Ademds, la
metilacién presente directamente en Rb1 silenciaria su expresidn, provocando que
células con dano en el ADN progresen en el ciclo celular, aumentando de esta
forma la proliferacion de células neopldsicas.

En cuanto a Plagl-1, son pocos los estudios acerca de su estado de
metilacién en neoplasias de gldndulas salivales. Matsuyana y cols., 82 estudiaron la
expresion de Plagl-1 en 45 adenomas pleomorfos mediante RT-PCR, encontfrandolo
solo en 8 casos. También realizaron IHQ, enconfrando positividad para el
anticuerpo Plagl-1 en los 45 casos. Debido a ello los autores sugirieron que la sobre
expresion de este gen es esencial en la tumorogénesis de los adenomas
pleomorfos. Contrario a ellos, Kowalczyk y cols. 8 mencionaron, que se ha
observado pérdida o regulacion a la baja de la expresion de Plagl-1 en diversas
neoplasias humanas. Ellos, compararon su expresidon en el cdncer colorrectal vs
mucosa coldnica sana. Encontraron que el nivel de ARNm de Plagl-1 en el tejido
tumoral fue en promedio 2 veces menor que en las muestras de la mucosa coldnica
sana. Ademds, la disminucion de los niveles de proteina Plagl-1 en las muestras
tumorales se correlacioné con la afectacion de los ganglios linfaticos, la presencia
de metdstasis y un estadio de enfermedad TNM md&s alto.

Aungue no obtuvimos diferencias significativas para la expresion de este
gen, los resultados obtenidos para Plagl-1 en nuestro estudio son consistentes a lo
reportado por Kowalcczyk y cols. Tanto en el CME y CAQ en sus diferentes grados

histopatoldgicos predomino el estado metilado del gen, lo que coincide con los
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datos de que su expresidon se pierde en las neoplasias malignas. Plagl-1 se ha
implicado tanto en la regulacién del ciclo celular como en la apoptosis, debido a
las interacciones génicas que tiene con TP53, aunque hasta la fecha se desconoce
sU mecanismo de accién. También observamos que el comportamiento de la
forma metilada del gen fue muy similar a la expresion vista en p1é.

Por ofra parte, en cuanto a los genes involucrados en la reparacion de
ADN, analizamos la metilacion de hMLH1 y MGMT. hMLH1 se expresa especialmente
en células humanas que experimentan una répida renovacion, como en las células
de la mucosa oral. Kyung-Hwa Lee y cols.,8 mencionaron que la expresidon hMSH2
y hMLH1 disminuyen en el cdncer colorrectal hereditario sin poliposis, dando como
resulfado un aumento en la inestabilidad de microsatélites. Estos microsatélites
conducen rdpidamente al desplazamiento en el marco de lectura en secuencias
repetidas de genes supresores tumorales. Se ha informado de una expresion
reducida de hMSH2 y hMLH1 en carcinomas endometriales, ovdricos y de vejiga
urinaria. Una expresidon reducida de las proteinas hMSH2 y hMLHT es una
caracteristica de los tumores de ovario y vesicales de alto grado. Castrilli y cols.,8s
realizaron un estudio inmunohistoquimico para detectar la expresion de hMSH2 y
hMLH1 en tumores de gladndulas salivales y en gldndulas no neopldsicas
adyacentes. Encontraron que todas las variantes histoldgicas de las neoplasias
malignas evaluadas (CME, CAQ, carcinoma de células escamosas; NOS,
adenocarcinoma de células acinares, de células basales, polimorfo de bajo grado;
tumores mixtos malignos) expresaron estas proteinas. Reportaron que las neoplasias
benignas expresaron niveles mds bajos de hMLH1 en comparacién con las
malignas., por lo que ellos concluyeron que un error de replicacion puede constituir
un evento temprano en el desarrollo de las neoplasias de gldndulas salivales.

Los CME de la UNAM analizados, mostraron metilacion para hMLH1 en los
grados histopatolégicos intermedio y alto, mientras que los CME de la muestra del
INCan presentaron metilacién solo en las neoplasias de alto grado. Los CAQIl tanto
de la UNAM como del INCan mostraron metilacion. Solo los CAQIIl del INCan
presentaron una mayor expresion de la forma no metilada del gen. Estos datos
podrian sugerir que el silenciamiento de hMLH1 provocaria una disminucion en la

reparacién de errores de apareamiento de bases en los grados histopatoldgicos
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altos, que podria relacionarse a inestabilidad de microsatélites como un evento
tardio en los CME. A diferencia de los CAQ, en el cual el evento se daria en etapas
mas tempranas.

Ademds, se ha propuesto disminucidn en la expresion de genes de
reparaciéon del ADN como un mecanismo importante de carcinogénesis en la
transicion de adenoma-carcinoma de coldn. Kristine Oh y cols.,8¢ evaluaron la
expresion de hMLH1, hMSH2, MGMT en pdlipos coldnicos mixtos con carcinoma
(transicidn adenoma-carcinoma). Estos mostraron una pérdida de la expresion de
MGMT hasta en el 37% de los casos, mientras que hMLH1 en el 34 %de los casos. La
alteracion en MGMT aumenta la tasa de mutacion génica y por lo tanto el riesgo
de cdancer. En cuanto a investigaciones en gldndulas salivales, Scesnaite y cols.,8”
evaluaron el valor prondstico de la inactivacion de MGMT en 286 pacientes con
carcinomas de gldndulas salivales, entre ellos 46 CAQ y 42 CME, utilizando
pirosecuenciacion. La hipermetilacion de MGMT se asocid significativamente (p =
.021) con la pérdida de proteinas. La pérdida de MGMT se encontrd en el 39,2% de
los carcinomas de glandulas salivales y fue predominante en los tumores agresivos.
Williams y cols.88 Investigaron el estado de metilacion por MSP-PCR de RASSFI,
RARbeta2, DAPK y MGMT para determinar su papel en la tumorigénesis de las
glandulas salivales. No detectaron metilacion en los tejidos normales. La metilaciéon
de MGMT, DAPK y RASSF1 se observo en el 30.8% de los CAQ vy el 33.3% de CME.
Ellos concluyeron que los carcinomas de grado alto estaban metilados
significativamente en comparacion con los fenotipos de grado bajo.

Nuestros resultados difieren a lo reportado previamente. En los CMEI, CMEI
y CMEIl de la muestra del INCan encontramos mayor expresion de la forma no
metilada. En la muestra de la UNAM, solo los CMEIIl expresaron la forma metilada
del gen. Si bien nuestros resultados podrian sugerir que MGMT se encuentra en un
estado funcional, no podricmos descartar la posibilidad de que esa forma no
metilada, presente mutaciones génicas, como mutaciones sin senfido que
produzcan una forma no funcional. Ademds, analizando la marca de metilacion
tanto en los CAQ, como en los CME se observd una tendencia de aumento en el

estado de metilaciéon del gen conforme aumenté el grado histopatolégico.
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Es interesante observar una correlacion positiva fuerte entfre la forma
metilada y no meftilada de los genes estudiados, congruente a un fenotipo
metilador de islas CpG, es decir, la metilacion simultdnea de diversas islas CpG que
se propaga en un grupo de genes como plé y hMLHT, que casi nunca se
encuentran metilados en tejidos normales. Es un fenofipo de inestabilidad
molecular que es responsable de la mayoria de los casos de inactivacion de genes
supresores y que puede ser responsable de muchos casos de inestabilidad de
microsatélites en formas esporddicas de carcinoma de colon.”2 Esto es consistente
con el hecho de que plé6 y MGMT metilados al mismo tiempo se asocian a
neoplasias de peor prondsticod?, o las interacciones que existen entre Plagl-1y TP53,
que podrian asociarse a plé por medio de MDM2 o a Rbl. El gen que mds
inferacciona significativamente en los CME es el Rb en su forma metilada, mientras

que en el CAQ el gen hMLH1 metilado.?
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10. CONCLUSIONES.
Observamos un estado hipermetilado en los genes p16, Rb1, Plagl-1 y hMLH1

en los CME y CAQ. Encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre
la metilacidon de hMLHT, p16 y Rb1 en los diferentes grados histopatoldgicos del CME
de la muestra UNAM.

Plagl-1 se encontré metilado en todos los grados histoldgicos tanto de CME
y de CAQ, por lo que podria ser propuesto como un gen importante en la

carcinogénesis de las neoplasias de gladndulas salivales

El patron de metilacion de hMLH1, abre la posibilidad de estudios futuros

enfocados a la inestabilidad de microsatélites en tumores de glandulas salivales.

Se observé que en la mayoria de los CME y CAQ, MGMT se enconfraba no
metilado. Las diferencias encontradas en la metilacion de MGMT con estudios
previos pudo deberse a que las poblaciones estudiadas fueron distintas, o a la

diferente ubicacion de sitios CpG para la hibridacidn.

Identificamos un estado hiperacetilado de H3lys? en CME y CAQ. Las
diferencias encontradas en la acetilacion de H3lys? respecto a estudios previos
pueden deberse a que la muestra estudiada fue pequena y a la diferencia entre

la cuantificaciéon de positividad celular.

Los patrones de metilacion de ADN podrian ayudar a la creacién de una

clasificacién molecular de las neoplasias de gldndulas salivales.
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