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1. RESUMEN 

 

Introducción: Las neoplasias malignas de glándulas salivales poseen gran 

variabilidad histológica y comportamiento biológico agresivo, sin asociación a 

factores de riesgo. De ellas, el carcinoma mucoepidermoide (CME) y el carcinoma 

adenoideo quístico (CAQ) son los más frecuentes.  Los cambios epigenéticos, en 

específico la metilación de genes, son fundamentales en el desarrollo de otras 

neoplasias epiteliales, lo que hace pensar que puedan estar involucrados en la 

etiopatogenia del CME y CAQ en sus diferentes grados histológicos.  

Objetivo: Analizar el estado de metilación y acetilación del CME y CAQ. 

Metodología: Se analizaron 30 casos, 18 CME y 12 CAQ el archivo 

histopatológico de la División de Estudios de Posgrado e Investigación (DEPeI), 

Facultad de Odontología (FO) y del Instituto Nacional de Cancerología (INCan). Se 

realizó extracción de DNA del tejido en parafina (50 µm), conversión con bisulfito 

de sodio y amplificación por MSP utilizando oligos para la forma metilada y no 

metilada de p16, Rb1, MGMT, hMLH1 y PLAG1. Se resolvió en agarosa al 2%, 

cuantificando la densidad óptica (DO) con el software GelCuantNet. La 

acetilación de H3Lys9 fue determinada por inmunohistoquímica; el patrón de 

tinción fue evaluado con el software ImageJ®. Se utilizó como control glándula 

salival normal. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. La comparación 

de los grados histológicos se realizó con la prueba Kruskal-Wallis y T de Student 

(p<0.05).  

Resultados y conclusión: Los CME y CAQ presentaron hipermetilación en los 

genes encargados de la regulación del ciclo celular y reparación de doble hebra 

del DNA. Plagl-1 se encontró metilado en todos los grados histológicos tanto de 

CME y de CAQ, por lo que podría ser propuesto como un gen importante en la 

carcinogénesis de las neoplasias de glándulas salivales. La positividad de Ac-H3Lys9 

sugiere una histogénesis basal. 
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ABSTRACT 

   

Introduction: 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 DEPeI, FO and the National Cancer Institute 

(INCan). DNA extraction from the tissue in paraffin (50 μm), 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. H3Lys9 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 triplicate. 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-H3Lys9 suggests a basal histogenesis. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Las neoplasias de glándulas salivales pueden originarse de cualquiera de las 

estructuras que conforman el parénquima o el estroma glandular; razón por la cual 

constituye un grupo de tumores morfológicamente diversos.1 Presentan una 

incidencia global de 2.5 por cada 100 000 casos al año.2 De acuerdo con la 

clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) modificada en el año 

2017, el CME y CAQ son las neoplasias malignas más frecuentes, representando 

aproximadamente el 35% y 21.9% de los casos respectivamente.3,4  

El CME, se presenta en una amplia distribución de edades con un pico de 

incidencia en la segunda década de vida. Afecta tanto a las glándulas salivales 

mayores como a las menores y presenta predilección por el género femenino.3 

Clínica e histopatológicamente muestra diversos grados de malignidad.5,6 

La etiopatogenia de los CME continúa siendo incierta y los estudios que han 

tratado de dilucidar su desarrollo, han investigado los cambios en la secuencia del 

ADN, principalmente la translocación cromosómica recíproca t (11; 19) (q21; p13) 

que da lugar a la oncoproteína de fusión MECT1-MAML2; esta fusión parece estar 

involucrada en la interrupción de la señalización de Notch7 y representa un 

parámetro pronóstico importante8,9,10 debido a que los CME asociados a esta 

translocación tienen una forma menos agresiva de tumor.8 

El CAQ se presenta en un promedio de edad de 57 años, sin predilección 

por género. 11 Clínica e histopatológicamente muestra tres grados de malignidad 

descritos en 1984 por Szanto y cols.12 Los CAQ tienen una gran afinidad por la 

invasión perineural y por presentar metástasis a distancia, por lo que se consideran 

neoplasias agresivas. 11 El 60% de los CAQ se han asociado a la translocación 

cromosómica t (6; 9) (q22-23; p23-24), que da lugar a la oncoproteína de fusión 

MYB-NFIB. La repercusión de esta fusión no ha sido esclarecida, pero se considera 

un evento biomolecular importante en este tipo de lesiones.13 

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 interrogantes sobre los mecanismos biomoleculares y 

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

3.1 Neoplasias malignas de glándulas salivales 

Las neoplasias que se originan en las glándulas salivales frecuentemente se 

presentan entre la 4° y 7° décadas de vida, con predilección por el género 

femenino. Dentro de la presentación en glándulas salivales mayores, la glándula 

parótida es habitualmente la más afectada, seguida por la glándula 

submandibular y sublingual. 14, 15 

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

histogenética o teoría bicelular y la morfogenética o teoría multicelular. 16, 17, 18, 19.  

La teoría histogenética propuesta por Batsakis20 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 región proximal darán origen a las 

neoplasias que imitan el complejo ducto-acinar y las células de la región distal las 

neoplasias que imitan el sistema de conducto excretor. Aun cuando investigadores 

han demostrado por inmunohistoquímica la presencia de células basales de 

aspecto indiferenciado en los conductos salivales, estos estudios no son suficientes 

para sustentar que actúan como células troncales. 21 

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

Dardick17 relaciona la morfología con la diferenciación celular derivada de la 

expresión de diferentes genes en las células.22 La relación entre la estructura normal 

de la glándula salival y la apariencia histológica de las neoplasias puede explicar 

las clasificaciones morfológicas. Sin embargo, se debe considerar que la similitud 

histológica no necesariamente implica que un tumor particular, surge de la 

estructura que imita.19 En la clasificación morfológica de las neoplasias de 

glándulas salivales, el conducto intercalado representa el segmento más 

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 quístico, carcinoma epitelial-mioepitelial, 

carcinoma ductal y adenocarcinoma de células basales. Todos ellos muestran 
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tanto diferenciación epitelial como mioepitelial,17, 21, 22, 23, 24 al igual que el conducto 

intercalado de la glándula salival normal. Los conductos intercalados de la 

glándula parótida son más largos que los de las glándulas submandibular y 

sublingual; esto podría explicar por qué el 80% de las neoplasias se desarrollan en 

esta glándula. 25 

3.2 Clasificación de la Organización Mundial de la Salud 

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

de la OMS, la cual fue modificada en el año 2017 y las divide en neoplasias 

benignas y malignas de origen epitelial, lesiones epiteliales no neoplásicas, lesiones 

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

 

Figura 1. Clasificación de neoplasias de glándulas salivales de la OMS 2017.FD 

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

entidades. Entre las modificaciones realizadas en esta clasificación se encuentran, 

el agrupamiento del cistadenocarcinoma, adenocarcinoma mucinoso y 

adenocarcinoma intestinal dentro del adenocarcinoma NOS; la inclusión del 
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papiloma ductal, intraductal e invertido en un solo apartado; la introducción del 

carcinoma secretor como una nueva entidad dentro de esta clasificación, la 

denominación de carcinomas neuroendocrinos y no neuroendocrinos 

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

último, la reclasificación del sialoblastoma y paraganglioma como entidades 

indeterminadas a malignas. De acuerdo con esta clasificación, la neoplasia 

maligna de glándula salival mayor más frecuente, es el carcinoma 

mucoepidermoide, seguida del carcinoma adenoideo quístico. 3 

 

3.3 Generalidades del CME 

Se define como una neoplasia epitelial maligna con proporciones variables 

de células mucosas, epidermoides e intermedias. 26 Corresponde a la neoplasia 

maligna de glándula salival más frecuente, representando en promedio el 35% de 

todos los tumores. Su formación se ha relacionado con radiaciones ionizantes. No 

presenta predilección de edad, aunque si de sexo, siendo las mujeres ligeramente 

más afectadas que los hombres. Se presenta con mayor frecuencia en la glándula 

parótida, seguida de las glándulas salivales menores. Clínicamente, se observa 

como un aumento de volumen, generalmente asintomático y de crecimiento lento 

(Figura 2). Cuando son sintomáticos pueden manifestarse con dolor, parálisis facial 

y disfagia.27 

     

Figura 2. Imagen clínica intraoral de CME. a) Aumento de volumen en la región retromolar. 

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

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

obtenidas del Departamento de Patología, Medicina Bucal y Maxilofacial DEPeI FO UNAM. 

a) b) c)
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 Macroscópicamente, es bien circunscrito, parcialmente encapsulado o de 

periferia imprecisa. Al corte puede ser sólido o quístico, con superficie café claro o 

amarilla. 28 Microscópicamente, puede presentar patrones histológicos, quístico y 

sólido con presencia de células mucosas, intermedias y epidermoides en 

proporciones variables (Figura 3). Para el establecimiento del grado histológico se 

utiliza un sistema en el cual, cada uno de los parámetros histológicos se suman para 

obtener un puntaje final. Los parámetros medidos son: componente intraquístico 

inferior a 20% (2pts), invasión neural (2pts), presencia de necrosis (3pts), 4 o más 

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 intermedio de 5 a 

6 y de alto grado con puntaje mayor o igual a 7. El tratamiento para las neoplasias 

de bajo grado es la resección conservadora con preservación del nervio facial; 

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

disección cervical. Las neoplasias de bajo grado no tienden a metastatizar; sin 

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

siendo los órganos más afectados el pulmón, hueso y cerebro.29 

 

 

 

   

 

  

 

  

 

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

Células mucosecretoras y epidermoides en patrón microquístico, d) Variante de células claras. 

Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patología Bucal DEPeI FO UNAM. 

a) b

c) c) d)

) 
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Actualmente, se realizan diferentes análisis moleculares con el fin de 

entender el comportamiento biológico de estas neoplasias. Los estudios 

citogenéticos han identificado en las neoplasias de bajo grado una translocación 

entre el gen MAML2 y MECT1, t (11;19) (q21-22; p13), aunque dicha traslocación no 

se manifiesta en neoplasias de alto grado. 30  

3.4 Generalidades del CAQ 

Se define como una neoplasia epitelial maligna con diferenciación 

mioepitelial y ductal.3 Corresponde al cuarto tumor maligno más frecuente de 

glándula salival que se manifiesta tanto en glándulas salivales mayores y menores, 

siendo la glándula parótida la más afectada. Es frecuente en la 6° década de vida 

con predilección por el género femenino en una relación 3:2. Clínicamente se 

presenta como un aumento de volumen doloroso y que ocasiona parálisis facial 

(Figura 4).31 

Figura 4. Imagen clínica intraoral de CAQ. a) lesión de aspecto vegetante que ocupa gran 

parte de orofaringe b) TC lesión isodensa a tejido blando en la región palatina. c) TC compromiso 

pulmonar múltiple.32  

Macroscópicamente, no es circunscrito y al corte es sólido, de color blanco 

a grisáceo. Microscópicamente, corresponde a una neoplasia formada por células 

pequeñas con núcleos angulados y nucléolos prominentes, con invasión perineural 

típica y que infiltra tejidos profundos. Puede presentar tres patrones histológicos: 

cribiforme, tubular y sólido.33 El patrón cribiforme, se caracteriza por presentar nidos 

epiteliales que contienen pseudoquístes; estos no son verdaderas luces 

glandulares, sino que forman parte del estroma tumoral y contienen 

glucosaminoglucanos amorfos y lámina basal hialinizada. En el patrón tubular las 

luces resultan más visibles, y se encuentran rodeadas por células ductales y una 

b)a) c)
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segunda capa de células mioepiteliales. Los nidos epiteliales se encuentran 

separados por estroma eosinófilo hialino. El patrón sólido presenta mayor grado de 

pleomorfismo nuclear, se asocia a un aumento en la actividad mitósica y presenta 

áreas de necrosis. Para considerar que la neoplasia presenta este patrón se 

necesita un 30% de crecimiento sólido como mínimo.34 La gradificación depende 

principalmente del patrón histológico que predomina. Las neoplasias de bajo 

grado presentan un patrón tubular; las de grado intermedio un patrón cribiforme y 

las de alto grado un patrón sólido (Figura 5).3 

  

 

   

  

   

    

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

Figura 5. H&E Carcinoma adenoideo quístico. a) y b) Células neoplásicas con invasión peri neural, y 

c) Patrón cribiforme, d) Patrón tubular. Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patología Bucal DEPeI UNAM. 

El tratamiento consiste en resección radical con quimioterapia adyuvante. 

La supervivencia a los 15 años depende del grado histológico, siendo del 39% en el 

grado I, del 26% en el grado II y del 5% en el grado III. Los factores de pronóstico 

desfavorable incluyen tumores de más de 4cm., metástasis a cadena cervical 

regional y metástasis a pulmón y hueso.35  

a) b)

) 

c) d)

) 
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3.5 Mecanismos epigenéticos 

El término epigenética, fue descrito por primera vez en 1942 por Conrad 

Waddington para referirse a cambios estables en el fenotipo celular sin alteraciones 

genéticas. 36 Las modificaciones epigenéticas se refieren a cambios estables y 

hereditarios en la expresión 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 múltiples generaciones. 36, 37 La transcripción de cada 

gen puede cambiar desde un nivel de expresión alto, hasta un nivel de 

silenciamiento completo, dependiendo de la influencia de las "epimutaciones" que 

interfieren con la acción de los activadores y supresores en los promotores 

específicos de la cromatina.38 Todos los procesos de diferenciación se 

desencadenan y mantienen mediante mecanismos epigenéticos; dichos 

mecanismos incluyen la metilación del ADN, las modificaciones covalentes de las 

histonas, la remodelación de la cromatina, el silenciamiento mediado por ARN no 

codificantes y la expresión proteica de los polycombs.39, 40   

La interrupción de cualquiera de los mecanismos epigenéticos que se 

refuerzan mutuamente conduce a una expresión genética inapropiada.41,42 

Debido a ello, se consideran importantes en el proceso de carcinogénesis y pueden 

servir como posibles métodos de detección temprana, tratamiento y de 

evaluación pronostica para los pacientes con neoplasias malignas. 43  

3.5.1 Metilación de ADN 

De todas las modificaciones epigenéticas que se han reportado, la 

metilación del ADN es la más frecuente 44 y participa en la regulación de la 

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

transcripción, e indirectamente propiciando la estructura cerrada de la cromatina 

o heterocromatina. El ADN presenta regiones dispersas de 1000 a 1500 pb ricas en 

dinucleótidos CpG o también llamadas islas CpG, la mayor parte de las cuales se 

localizan en la región promotora de los genes supresores tumorales.45 Estas islas no 

se encuentran metiladas en genes transcripcionalmente activos, y una vez que se 

metilan se produce su represión. 46 
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La familia de enzimas llamadas ADN-metiltransferasas (DNMTs) controlan la 

metilación durante la replicación del ADN, por medio de la transferencia covalente 

de un grupo metilo desde la S-adenosilmetionina al carbono 5 de las citosinas en 

la cadena recién sintetizada, manteniéndose así la memoria del estado metilado 

en la molécula hija. Existen tres DNMTs que son fundamentales para la metilación 

en mamíferos. La DNMT1, también llamada enzima de mantenimiento participa en 

la restauración del perfil de metilación del ADN después de la replicación. 47, 48, 49 

Las DNMT3a y DNMT3b llevan a cabo la metilación de novo del ADN en los 

dinucleótidos CpG. 42,50,51 La metilación funciona en asociación con modificaciones 

de la cromatina para reprimir la expresión génica 52 ya que proporciona una 

plataforma para muchas proteínas de unión a metilo, que incluyen MBD1, MBD2, 

MBD3 y MeCP2. Estas proteínas operan al reclutar enzimas modificadoras de 

histonas para coordinar la dinámica de la cromatina. 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 

que contribuye a la progresión neoplásica. Por el contrario, también se ha descrito 

la hipometilación de la heterocromatina lo que conduce a un aumento en las tasas 

de mutación y a la inestabilidad cromosómica.46, 52  

3.5.2 Acetilación de las histonas 

La acetilación es una modificación covalente postraduccional de las 

histonas, esta regula la expresión génica en diversos procesos biológicos como la 

replicación y reparación del ADN, la apoptosis y la segregación cromosómica. La 

acetilación de histonas está altamente controlada por un equilibrio entre las 

histonas acetil transferasas o HAT y las desacetilasas o HDAC.54 Debido a que las 

modificaciones de las histonas impulsan la organización de la cromatina y la 

expresión génica, las alteraciones en la acetilación de las histonas se encuentran 

asociadas con el desarrollo del cáncer.55 La cromatina se divide en dos 

conformaciones distintas: heterocromatina, que está densamente compactada y 

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

resultado la actividad transcripcional del gen (Figura 6). 56  

 

Figura 6. Cambios en la cromatina por metilación y acetilación.FD 

3.6 Epigenética y cáncer 

En los carcinomas orales de células escamosas se ha relacionado la 

desregulación epigenética con la progresión del cáncer, debido a la 

hipermetilación y consiguiente silenciamiento de varios genes supresores tumorales 

que cubren una amplia gama de procesos celulares, que incluyen control del ciclo 

celular (p16, Rb1), adhesión célula-célula (e-cadherina) y reparación del ADN 

(MGMT y hMLH1). 57, 58, 59, 60 Además, se ha demostrado que la perdida de la 

acetilación de la H3Lys9 es un marcador de quimiorresistencia que se ha asociado 

con el incremento en la proliferación celular y la activación de la transición epitelio-

mesenquimal durante la carcinogénesis oral.61 Sin embargo, este patrón no se ha 

demostrado en las neoplasias malignas de glándulas 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 glándulas salivales representa un 

reto debido a la diversa morfología 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 situación, la mayoría 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 formación, sin que hasta la fecha podamos 

generalizar este tipo de cambios como un fenómeno en todos los CME y CAQ, o 

que podamos asegurar que sea solo esta vía de mutación 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 vías que 

permiten explicar el diverso desarrollo y comportamiento de estas lesiones. La 

primera vía llamada clásica, estudia las mutaciones presentes en genes supresores 

tumorales, la segunda vía o vía del mutador, se asocia a la disfunción de las enzimas 

encargadas de la reparación del ADN, y la tercera vía, que son los mecanismos 

epigenéticos, que involucran la metilación de promotores de genes encargados 

en la regulación del ciclo celular y la apoptosis. De hecho, el estudio de estos 

perfiles moleculares ha permitido entender la transición adenoma-

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

¿Cuál es el estado de metilación y acetilación del carcinoma mucoepidermoide  

y el carcinoma adenoideo quístico? 

5. JUSTIFICACIÓN 

El comportamiento biológico y clínico de las neoplasias malignas de 

glándulas salivales es agresivo. Clínicamente, estas entidades son de rápido 

crecimiento y producen invasión a zonas vecinas ocasionando un grave daño 

estructural. Aun cuando se dispone información acerca de las alteraciones 

genéticas asociados al desarrollo de los carcinomas de glándulas salivales, estas 

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

pronóstico de los pacientes. 

Además, a pesar de los recientes avances en las técnicas de biología 

molecular y celular, el diagnóstico por parte del patólogo se sigue basando en su 

capacidad para identificar las características morfológicas específicas de las 

neoplasias malignas. Algunos de los cambios más importantes observados 

microscópicamente en las células neoplásicas son las alteraciones en la morfología 

y tamaño nuclear; dichos cambios como la presencia de una estructura nuclear 

condensada, nucléolos prominentes, cromatina hipercromática densa y una alta 

relación núcleo-citoplasma sugieren profundas alteraciones en la estructura de la 

cromatina asociadas con las modificaciones epigenéticas. 

Se ha demostrado que los cambios epigenéticos juegan un papel 

importante en la patogenia de otras neoplasias de la región de cabeza y cuello 

como es el caso del carcinoma oral de células escamosas. La pérdida de función 

de los genes supresores tumorales se ha atribuido al silenciamiento epigenético a 

través de la hipermetilación de los promotores y no a las mutaciones genéticas, lo 

que indica que estos cambios tienen un papel significativo en el desarrollo y 

progresión neoplásica. 

A diferencia de las alteraciones genéticas, los cambios epigenéticos son 

objetivos atractivos para la intervención terapéutica. Actualmente, se han 

desarrollado varios inhibidores de las DNMT utilizados con éxito en el tratamiento de 

neoplasias malignas del sistema hematopoyético y pulmón. Además, la metilación 

del ADN coincide en el silenciamiento de los genes relacionados con la 

quimiorresistencia, por lo cual, los agentes desmetilizantes podrían mejorar la 

sensibilidad de las células neoplásicas a los fármacos oncológicos, lo que sería muy 

prometedor como herramienta para mejorar la quimiosensibilidad de las neoplasias 

que no responden a otras terapias.  

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

genes Rb1, p16, Plagl-1 involucrados en la regulación del ciclo celular, en los genes 
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MGMT y hMLH1 relacionados con la reparación de ADN y la acetilación de la 

H3Lys9 como principales mecanismos presentes en el CME y CAQ. 

6. OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo General  

Analizar el estado de metilación y acetilación del carcinoma 

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

6.2 Objetivos Específicos 

• Determinar el estado de metilación de Rb1, p16, Plagl-1, MGMT y hMLH1 

en los CME mediante la técnica MSP-PCR. 

• Comparar el estado de metilación Rb1, p16, Plagl-1, MGMT y hMLH1 en 

los CME de grado histopatológico bajo, intermedio y alto. 

• Identificar si existe una correlación entre los genes Rb1, p16, Plagl-1, 

MGMT y hMLH1 en su forma metilada y no metilada en los CME. 

• Conocer el estado de metilación de Rb1, p16, Plagl-1, MGMT y hMLH1en 

los CAQ quísticos mediante la técnica MSP-PCR. 

• Comparar el estado de metilación de RB1, CDKN2A/p16, MGMT, hMLH1, 

y PLAG-1 en los CAQ de grado histopatológico intermedio y alto. 

• Identificar si existe una correlación entre los genes Rb1, p16, Plagl-1, 

MGMT y hMLH1 en su forma metilada y no metilada en los CAQ. 

• Identificar la presencia de la forma acetilada de H3Lys9 en CME por IHQ. 

• Relacionar la presencia de la forma acetilada H3Lys9 con el grado 

histológico bajo, intermedio y alto de los CME. 

• Identificar la presencia de la forma acetilada de H3Lys9 en CAQ por IHQ. 

• Relacionar la presencia de la forma acetilada H3Lys9 con el grado 

histológico intermedio y alto de los CAQ. 

 

7. HIPÓTESIS 

Los CME y CAQ, presentaran un estado hipermetilado en los genes Rb1, p16, 

Plagl-1, MGMT y hMLH1, e hipoacetilación de la H3Lys9. 
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8. METODOLOGÍA 
 

8.1 Diseño de estudio. 

Observacional, descriptivo y transversal. 

8.2 Población de estudio. 

54 bloques de parafina con diagnóstico de CME y CAQ disponibles en el 

archivo del departamento de anatomía patológica del Instituto Nacional de 

Cancerología (INCan) en un periodo del 2009 al 2015, y 15 bloques de parafina del 

departamento de patología bucal y maxilofacial DEPeI FO de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (UNAM) con diagnóstico de CME y CAQ, en un 

periodo de 1986 a 2017. 

8.3 Selección y tamaño de la muestra. 

Se realizó un muestreo no probabilístico por conveniencia donde se analizó 

la muestra total disponible. 

Tamaño de la muestra INCan: 21 bloques de parafina, 10 con diagnóstico 

de CME y 11 con diagnóstico de CAQ del 2009 al 2015, que cumplieron con los 

criterios de selección. 

Tamaño de la muestra UNAM: 9 bloques de parafina, 8 con diagnóstico de 

CME y 1 con diagnóstico de CAQ de 1986 a 2017, que cumplieron con los criterios 

de selección. 

8.4 Criterios de Selección. 

8.4.1 Criterios de inclusión: 

• Bloques con diagnóstico de CME y CAQ, confirmados por reevaluación 

histopatológica. 

• Bloques que presenten adecuada cantidad de tejido neoplásico para su 

evaluación. 

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

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

8,4.2 Criterios de exclusión: 

• Bloques de parafina que presenten mayor cantidad de parénquima residual 

o estroma y no tejido neoplásico que pueda ser evaluado. 
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• Bloques repetidos de un mismo caso, debido a permanencia de la lesión. 

•  Bloques de parafina en un estado deteriorado que no permitan recuperar 

el tejido embebido. 

8.4.3 Criterios de eliminación: 

• Muestras de los que no se pueda recuperar una suficiente cantidad y 

calidad de ADN para su evaluación. 

 

8.5 Operacionalización de las variables.  

 

VARIABLE 

 

 

DEFINICIÓN CONCEPTUAL 

 

DEFINICIÓN OPERACIONAL 

 

CATEGORÍA 

 

ESCALA DE 

MEDICIÓN 
 

CME 

 

Independiente 

 

Neoplasia epitelial maligna con 

proporciones variables de células 

mucosas, epidermoides e 

intermedias.26 

Estadificación de acuerdo a sus 

características histológicas 

basados en la Clasificación de la 

OMS del 2017.  Se consideran de 

bajo grado las neoplasias con un 

puntaje de 0 a 4, de grado 

intermedio de 5 a 6 y de alto grado 

con puntaje mayor o igual a 7 

I. Bajo grado. 

II. Grado intermedio. 

III. Alto grado. 

 

Cualitativa 

Ordinal 

 

CAQ 

Independiente 

 

Neoplasia epitelial maligna con 

diferenciación mioepitelial y ductal.3 

Categorización de Szanto y cols.12 

Se consideran de bajo grado son 

las que presentan un patrón 

tubular, las de grado intermedio 

aquellas con patrón cribiforme y las 

de alto grado las que presentan un 

componente sólido >30%. 

I. Bajo grado. 

II. Grado intermedio. 

III. Alto grado. 

Cualitativa 

ordinal. 

 

 

RB1. 

 

Dependiente 

 

Gen localizado en 13q14.1-q14.2 

cuya función principal es la inhibición 

de la progresión del ciclo celular 

antes de la entrada en mitosis, de 

manera que la célula no entra en 

división hasta que está preparada 

para ello y se dan las condiciones 

adecuadas: pRb impide por tanto la 

proliferación celular.35  

 

Extracción de ácidos nucleicos, 

MSP-PCR para la amplificación de 

los marcadores moleculares 

metilados y no metilados, 

electroforesis, y análisis mediante el 

sistema de fotodocumentación de 

geles y el programa GelQuantNET. 

 

 

 

Unidades de densidad 

óptica (DO). 

 

 

Cuantitativa 

continua. 

 

 

 

 

CDKN2A/p16 

 

Dependiente. 

Gen localizado en 9p21.3, 

involucrado en la regulación del ciclo 

celular por la desaceleración de la 

progresión de las células de fase G1 

a fase S y por tanto actúa como un 

supresor tumoral que está implicado 

en la prevención del cáncer. 36 

Extracción de ácidos nucleicos, 

MSP-PCR para la amplificación de 

los marcadores moleculares 

metilados y no metilados, 

electroforesis, y análisis mediante el 

sistema de fotodocumentación de 

geles y el programa GelQuantNET. 

 

 

 

Unidades de densidad 

óptica (DO). 

 

 

Cuantitativa 

continua. 

 

 

 

MGMT 

 

Dependiente. 

Gen O6- metilguanina ADN 

metiltransferasa. Es crucial para la 

estabilidad del genoma ya que evita 

el desajuste y errores durante la 

replicación del DNA y transcripción. 

Por consiguiente, pérdida de MGMT 

aumenta el riesgo de 

carcinogénesis.37 

 

 

Extracción de ácidos nucleicos, 

MSP-PCR para la amplificación de 

los marcadores moleculares 

metilados y no metilados, 

electroforesis, y análisis mediante el 

sistema de fotodocumentación de 

geles y el programa GelQuantNET. 

 

 

 

Unidades de densidad 

óptica (DO). 

 

 

Cuantitativa 

continua. 
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8.6 Material y métodos 

8.6.1 Confirmación diagnóstica por análisis histoquímico. 

Previo a la evaluación y confirmación del grado histopatológico de los 

casos, se realizó el análisis de concordancia Kappa de Cohen asesora-alumna por 

triplicado; obteniendo un valor de kappa 0.91 interobservador. 

De cada uno de los 9 bloques del departamento de patología bucal y 

maxilofacial DEPeI FO UNAM, se obtuvieron: 1 corte a 5 µm para laminilla teñida en 

H&E que permitió la confirmación del diagnóstico y la elección de las zonas 

representativas de la neoplasia, 1 corte a 5 µm para el análisis inmunohistoquímico, 

así como 10 cortes histológicos a 5 µm que se conservaron en un microtubo para la 

 

VARIABLE 

 

 

DEFINICIÓN CONCEPTUAL 

 

DEFINICIÓN OPERACIONAL 

 

CATEGORÍA 

 

ESCALA DE 

MEDICIÓN 

 

 

PLAG1. 

Dependiente. 

Codifica una proteína dedo de 

zinc con 2 señales de localización 

nuclear putativos. PLAG1 ha 

demostrado consistentemente ser 

reordenado en los adenomas 

pleomórficos de las glándulas 

salivales.38  

Extracción de ácidos nucleicos, 

MSP-PCR para la amplificación 

de los marcadores moleculares, 

electroforesis, y análisis mediante 

el sistema de 

fotodocumentación de geles y el 

programa GelQuantNET. 

 

 

 

Unidades de densidad 

óptica (DO). 

 

 

Cuantitativa 

continua. 

 

 

 

 

 

 

hMLH1 

Dependiente. 

Proteína codificada por el gen 

MLH1 situado en el cromosoma 3. 

Es un gen comúnmente asociado 

con el cáncer colorrectal 

hereditario sin Poliposis.  

Extracción de ácidos nucleicos, 

MSP-PCR para la amplificación 

de los marcadores moleculares 

metilados y no metilados, 

electroforesis, y análisis mediante 

el sistema de 

fotodocumentación de geles y el 

programa GelQuantNET. 

 

 

 

Unidades de densidad 

óptica (DO). 

 

 

Cuantitativa 

continua. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H3Lys9 

Dependiente. 

Histona H3 es una de las cinco 

proteínas histonas principales 

implicadas en la estructura de la 

cromatina en las células 

eucariotas. Con un dominio 

globular principal y un N-terminal 

largo cola, H3 está involucrada con 

la estructura de los nucleosomas 

de la estructura de 'cuentas en un 

hilo'. La cola N-terminal de la 

histona H3 sobresale del núcleo del 

nucleosoma globulares y puede 

someterse a diferentes tipos de 

modificaciones epigenéticas que 

influyen en los procesos celulares. 

Estas modificaciones incluyen el 

accesorio covalente de grupos 

metilo o acetilo a los aminoácidos 

lisina y arginina y la fosforilación de 

la serina o treonina. 39 

Se examinará el estado de 

acetilación de la H3 usando un 

anticuerpo contra el acetil H3Lys9 

con técnica de IHQ. Se econtará 

como positivo las zonas que 

presente una tinción marrón 

intensa. Las fotografías serán 

analizadas con el programa 

ImageJ para la cuantificación 

celular.  

 

Se medirá la localización celular 

de la tinción positiva. 

 

 

 

 

 

N° de células positivas. 

 

 

 

 

1. Células abluminales. 

2. Células luminales. 

3. Células 

mucosecretoras/clar

as. 

4. Células intermedias. 

5. Células 

epidermoides. 

Células acinares. 

 

 

 

 

 

Cuantitativa 

discreta. 

 

 

 

 

 

 

Cualitativa 

nominal. 
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técnica de MSP-PCR. De cada uno de los 21 bloques del departamento de 

anatomía patológica del Instituto Nacional de Cancerología, la confirmación 

histológica fue realizada por patólogos adscritos al instituto. De los 9 bloques 

obtenidos de la UNAM, 4 fueron CME de bajo grado (CMEI), 3 de grado intermedio 

(CMEII), 1 alto grado (CMEIII) y 1 CAQ de grado intermedio (CAQII). De los 21 

bloques obtenidos del INCan, 10 fueron CME y 11 CAQ. De los CME, 4 fueron CMEI, 

3 de CMEII y 3 CMEIII. En cuanto a los CAQ, 6 fueron CAQII y 5 de alto grado (CAQIII). 

8.6.2 Inmunohistoquímica (IHQ) 

Se realizaron ensayos de estandarización para determinar la concentración 

optima del anticuerpo ac-H3LYS9-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 baños de xilol durante 15 minutos y rehidrataron 

en 2 baños en alcohol de 100%, seguidos de 2 más en alcohol de 96% durante 3 

minutos cada uno. Posteriormente, se lavaron con agua destilada desionizada y se 

realizó la recuperación antigénica utilizando un buffer de citratos con pH 6 al 0.1 M 

y se llevó en baño de agua al horno de microondas durante 5 minutos a potencia 

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

Se realizaron 3 lavados con Buffer de fosfato (PBS) por 3 minutos cada uno y 

se inhibió la actividad de la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno al 

3% incubándolo durante 20 minutos en cámara húmeda; y transcurrido el tiempo 

se hicieron 3 lavados de PBS por 3 minutos más. Se delimitó la muestra con lápiz 

hidrofóbico y posteriormente se realizó el bloqueo del marcaje inespecífico con 

PBS-albúmina al 0.2% durante 20 minutos en cámara húmeda y se realizaron 3 

lavados de PBS de 3 minutos, enseguida se permeabilizó con Tritón-X10 al 0.2% 

durante 20 minutos y nuevamente se lavó con PBS 3 veces durante otros 3 minutos.  

Se colocó el anticuerpo primario incubando toda la noche a 4°C.  
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Después de la incubación con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados 

con PBS de 3 minutos para colocar el anticuerpo secundario anti-mouse/rabbit en 

cámara húmeda por 20 minutos a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados en 

PBS de 3 minutos cada uno. Se prosiguió a la incubación de la peróxidasa de 

rábano (HRP) en cámara húmeda por 10 minutos, seguido de 3 lavados con PBS 

de 3 minutos. Se empleó diaminobencidina (DAB) como cromógeno y se colocó a 

cada tejido durante 3 minutos. Después de aplicar el cromógeno se lavaron las 

laminillas con agua corriente, se dejaron en agua destilada desionizada durante 1 

minuto. Se realizó la contratinción con hematoxilina de Mayers durante 10 minutos 

y posteriormente se lavaron con agua corriente. Se realizó la deshidratación de los 

tejidos con alcoholes de diferentes concentraciones y xilol para realizar el montaje 

con resina hidrofóbica. Se utilizó como control positivo, glándula salival normal. El 

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

(Figura 7). 

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

negativo. Propiedad del autor 

8.6.3 Análisis de inmunoexpresión.  

Se tomaron fotografías con el programa Leica Las-Ez versión 3.2.0. En cada 

caso se seleccionaron los campos de mayor celularidad neoplásica a 40 aumentos 

y se tomaron 5 fotografías de esas zonas a 200 aumentos. Posteriormente se realizó 

la cuantificación del número de células positivas con la ayuda del software 

ImageJ® versión 1.46 previamente calibrado, por medio de la herramienta “Multi 

point”. Se convirtieron las fotografías a escala de grises y cambio de pixelaje a 2.0 

obteniendo las DO. Se obtuvieron medianas de la cuantificación de las 5 imágenes 

a

) 

b

) 
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por caso. También se registró el patrón de positividad celular, de acuerdo con lo 

registrado en las variables.  

  8.6.4 MSP-PCR. 

Previo a los ensayos experimentales se realizó la estandarización de las 

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

8.6.4.1 Extracción y conversión 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 realizó la extracción de ADN con el sistema Miniprep 

gDNA ReliaPrepTm. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se agregó 300 

µl de aceite mineral, se incubó en el termobloque a 80°C por un minuto, se agregó 

200μl buffer para centrifugar a 10 000 rpm por 15 segundos para formar dos fases: 

acuosa (inferior) y oleosa (superior), se agregó 20 μl de proteinasa K a la fase inferior, 

para incubar a 56°C por una hora y a 80°C por 4 horas para una óptima recolección 

de ADN. Posteriormente, se agregó 10 μl de RNasa A para incubar a temperatura 

ambiente 5 minutos. Se adiciono 220 μl de Buffer BL seguido de 240 μl de etanol al 

100% filtrado, se centrifugo a 10 000 rpm por 15 segundos. Posteriormente se 

transfirió toda la parte inferior acuosa al ensamble de columna de unión/tubo 

colector para centrifugar 10 000 rpm por 30 segundos. Se realizó el lavado del DNA 

capturado con 500 μl solución de lavado 1x centrifugando a 10 000 rpm por 30 

segundos en dos ocasiones. Se secó el ensamble centrifugando a 13 000 rpm por 5 

minutos. Se transfirió la columna de unión a un tubo de 1.5 ml estéril para agregar 

50 μl de solución de elusión y centrifugar a 13 000 rpm por 3 minutos. El DNA 

obtenido fue cuantificado mediante el espectrofotómetro Nanodrop2000 (Thermo 

Fisher Scientific). Las muestras con cantidad y calidad superior a 1.8 de la relación 

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 decidió agrupar el ADN de las muestras del INCan por grado 

histopatológico. Se obtuvieron 5 muestras: 1 microtubo para el CMEI o de bajo 

grado I, 1 microtubo para el CMEII o grado intermedio, 1 microtubo para el CMEIII 

o de alto grado, 1 microtubo para el CAQII o de grado intermedio y finalmente 1 

microtubo para el CAQIII o de alto grado. 
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Tabla 1. Cuantificación de ADN posterior a la extracción. 

 

Se comenzó con una concentración de 500 ng de cada muestra para el 

ensayo de conversión por bisulfito.  A cada muestra se agregó 2.75µl de solución 

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

se agregaron 15µl de hidroquinona al10mM por último se agregaron 260 µl de 

bisulfito de sodio a 3.6M se mezcló en vórtex durante unos segundos; se cubrió con 

100 µl de aceite mineral y se incubó durante 16 horas a 54C°. Se retiró la fase acuosa 

del fondo (aproximadamente 300µl) para transferirlo a un nuevo tubo de 1.5ml, 

agregaron 300µl de SV lysis solution/etanol al 95% 1:1. Todo el volumen se transfirió 

al ensamble Wizard mini spin-columna colectora para centrifugar a 10 000 rpm por 

un minuto. Se lavó con 600µl buffer de lavado SV/95% de etanol1:1, para centrifugar 

nuevamente a 10,000 rpm 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 µl agua bidestilada estéril precalentada a 65°C, centrifugando a 13 000 rpm por 

un minuto. Se agregó 5.5 µl de solución de NaOH 3M incubando durante 5min a 

Cuantificación de ADN- UNAM.  
Muestra ng/μl 260/280 

1 Control 91.2 1.8 

2 CAQII 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 CMEII 100.2 1.86 

8 CMEI 31.9 1.93 

9 CMEII 58.7 1.91 

10 CMEIII 52.8 1.82 

Cuantificación de ADN- Incan. 

11 CMEI 15.1 2.01 

12 CME II 88.9 1.87 

13 CMEIII 160.4 1.87 

14 CAQII 154.5 1.87 

15 CAQ III 193.2 1.85 
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temperatura ambiente para poder agregar el preparado de concentración (1µl 

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

100%) para esperar la precipitación de DNA a -20C° toda la noche. Posteriormente, 

se centrifugó a 13 000 15 min a 4°C, eliminando el sobrenadante para añadir etanol 

al 70% y centrifugar nuevamente eliminado el nuevo sobrenadante y resuspender 

el DNA en 50µl de Tris HCl (pH8). La cuantificación se realizó con el sistema 

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

calidad (260/280>1.8)  

8.6.4.2 Amplificación  

 La amplificación del ADN obtenido, se realizó utilizando los primers de la 

región 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´ 

ds:5´-ACATCAAAACACACCCCA -3´ 

up: 5´-GGGAGTTTCGCGGACGTGAC -3´ 

ds:5´-ACGTCGAAACACGCCCCG -3´ 

CDKN2A/p16 up: 5´-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT -3´ 

ds: 5´-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3 

up: 5´-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC -3´ 

ds:5´-GACCCCGAACCGCGACCGTAA -3´ 

MGMT  up: 5´- TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT -3´ 

ds: 5´- AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 

-3´ 

up: 5´- TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC -3´ 

ds: 5´- GCACTCTTCCGAAAACGAAACG -3 

hMLH1  up: 5´- TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT -3´ 

ds: 5´- ACCACCTCATCATAACTACCCACA -3´ 

up: 5´- ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC -3´ 

ds: 5´- CCTCATCGTAACTACCCGCG -3´ 

Plagl-1 up: 5´-TAGACCTGTGCTTCCCATCC-3´ 

ds: 5´-GAGGGAGAGGAAACCCTTTG-3´ 

up: 5´-TCCTCAAGCTGCCAGAAGAT-3´ 

ds: 5´-TACTGCTTCTGGCGGAACTT-3´ 

ds: downstream; us: upstream. Rb1, gen de la proteína 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 agregó 12.5 µl de PCR master mix, 2.5 µl del primer upstream 10 µm, 2.5 µl 

de primer downstream 10 µM para cada uno de los oligos y 40 ng/ µl de DNA 

muestra, ajustando el volumen a 25 µl con agua libre de nucleasas. La 

amplificación se realizó en el termociclador Axygen Maxygen II a 95C°, 
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programando 40 ciclos, ajustando las temperaturas de hibridación para cada 

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

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

se resolvió el producto en geles de agarosa al 2% en buffer TAE 1X, mediante 

electroforesis horizontal a 500 mAmp durante 40 minutos. Se tiño con 3μl bromuro 

de etidio durante 30 minutos en 300 ml de solución Buffer TAE cubriendo el gel en 

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

sistema de foto documentación Axygen Gel Documentation System con luz UV a 

302 nm y se cuantificaron con ayuda del software GelCuantNet versión 1.8.2. Los 

ensayos fueron realizados por triplicado. 

8.6.5 Análisis estadístico. 

Los datos obtenidos de la cuantificación de los genes hMLH1, Rb1, p16, Plagl-

1, 1 y MGMT, tanto en su forma metilada y no metilada se expresaron en unidades 

de densidad óptica (DO) y se analizaron con el software IBM®SPSS® Statistic versión 

25. Se realizó la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los genes del CME, 

obteniéndose una p<0.05 (p=0.000), lo cual nos indicó que la distribución 

observada en los genes estudiados no se asemejaba a la distribución normal. 

Debido a ello, para el análisis descriptivo se utilizaron medianas y rangos 

intercuartilares. Para la comparación de las DO de los genes en los CME en los tres 

diferentes grados histopatológicos, se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis con post 

hoc U de Mann Whitney, considerándose una diferencia significativa cuando se 

obtuviera un valor de p≤0.016. Para identificar la correlación entre los genes 

metilados y no metilados se realizó el coeficiente de correlación de Sperman. 

En cuanto a los datos del CAQ, también se realizó la prueba normalidad 

Shapiro-Wilk, obteniéndose una p>0.05 (p=0.20) lo cual nos indicó que la 

distribución observada se asemejaba a la distribución normal. Debido a ello, para 

el análisis descriptivo se utilizaron medias y desviación estándar. Para la 

comparación de las DO de los CAQ en los dos grados histopatológicos estudiados, 

se utilizó la prueba de T-Student para muestras independientes, considerándose 

una diferencia significativa cuando se obtuviera un valor de p<0.05. P Para 
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identificar la correlación entre los genes metilados y no metilados se realizó el 

coeficiente de correlación de Pearson. 

9. RESULTADOS 

Para este estudio se seleccionaron 30 bloques que cumplieron con los 

criterios de selección, 9 obtenidos de la UNAM y 21 del INCan. La proporción de 

casos se enlistan en la Tabla 3. 

Tabla 3. Distribución de CME y CAQ por grado histopatológico. 

 CME 

 n=18 

CAQ 

n=12 

 I 

n=8 

II 

n=6 

III 

n=4 

II 

n=7 

III 

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. Análisis descriptivo de la muestra de la UNAM.  

Los datos clínicos fueron obtenidos de las hojas de solicitud de estudio 

histopatológico. Solo se contaron con los datos de sexo, edad y glándula afectada. 

Los CMEI fueron más frecuentes en el sexo femenino 3(75%), presentándose en una 

media de edad de 49.5 ± 24.11 años, afectando en la totalidad de los casos a las 

glándulas salivales menores (GSM). Los CMEII también mostraron una predilección 

por el sexo femenino 2 (67%), en una edad promedio de 53.33 ±8.7 años, 

presentándose en igual proporción en GSM, glándula parótida y submandibular. 

En cuanto al CMEIII, el caso obtenido fue del sexo masculino, con una edad de 54 

años, con localización de GSM. El único bloque al que tuvimos acceso 

correspondió a CAQII, de sexo femenino, con 54 años, que manifestó la lesión en 

GSM. Los detalles de las variables clínicas en esta muestra se enlistan en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Información clínica de los CME y CAQ UNAM. 

Variables 
CMEI                                                  

n=4 

CMEII                                                 

n=3 

CMEII                                                 

n=1 

CAQII                                                 

n=1 

Sexo     
F, n (%) 3 (75) 2 (67) 0 1 (100) 

M, n (%) 1 (25) 1 (33) 1 (100) 0 

Edad     
Media, SD, años. 49.5, 24.11 53.33, 8.7 50 54 

Glándula afectada     
GSM, n (%) 4 (100) 1 (33) 1 (100) 1 (100) 

Parótida, n (%)  1 (33)   
Submandibular, n (%)  1 (33)   

 

9.2 Análisis descriptivo de la muestra del INCan.  

Los datos clínicos fueron obtenidos del expediente clínico electrónico 

INCanet. Se contaron con los datos de sexo, edad y glándula afectada. Los CMEI 

no presentaron predilección por sexo, presentándose en una media de edad de 

42 ± 24.09 años, afectando con mayor frecuencia las GSM 3 (75%), y solo 1 (25%) la 

glándula parótida. El tamaño tumoral promedio fue de 33.33 ±15.2mm., con 

manifestación de diseminación regional a nódulos cervicales en 1(25%) caso. No 

se encontraron datos de metástasis a distancia. Los CMEII mostraron una 

predilección por el sexo femenino 2 (67%), en una edad promedio de 53.33 ±11.50 

años, presentándose 2 (67%) en GSM y 1 (33%) glándula parótida. El tamaño 

tumoral reportado fue de 50 ±7.3mm., con manifestación de diseminación regional 

a nódulos cervicales en 1(33%) caso. Tampoco se encontraron datos de metástasis 

a distancia. En cuanto al CMEIII, todos los bloques fueron del sexo masculino, en un 

promedio de 45.66 ±21.07 años, presentándose 2 (67%) en GSM y 1 (33%) glándula 

parótida. El tamaño tumoral reportado fue de 80 ±5.43mm., con manifestación de 

diseminación regional a nódulos cervicales en 2(67%) casos. Tampoco se 

encontraron datos de metástasis a distancia 

Por otra parte, los CAQII mostraron una predilección por el sexo femenino 4 

(67%), en una edad promedio de 47.5 ±13.30 años, presentándose 4 (66%) en GSM, 

1 (17%) en glándula parótida y 1 (17%) en glándula submandibular. El tamaño 
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tumoral reportado fue de 27.5 ±3.53mm. No se reportó diseminación regional a 

nódulos cervicales, pero si 4 (67%) metástasis a pulmón. Se encontró muerte por 

enfermedad en 2 (33%) de las lesiones. Los CAQIII, también fueron más frecuentes 

en el sexo femenino 3 (60%), en un promedio de 56.2 ±15.73 años, presentándose 4 

(80%) en GSM y 1 (20%) glándula submandibular. El tamaño tumoral reportado fue 

de 30 ±8.34mm. Tampoco se reportó diseminación regional a nódulos cervicales, 

pero si 3 (60%) metástasis a pulmón. Se encontró muerte por enfermedad en 1 (20%) 

de las lesiones. Los detalles de las variables clínicas en esta muestra se enlistan en 

la Tabla 5. 

Tabla 5. Información clínica de los CME y CAQ INCan. 

 

9.3 Inmunohistoquímica para H3Lys9-Ac. 

Los ensayos de inmunohistoquímica (IHQ)solo pudieron realizarse con la 

muestra de la UNAM. Se cuantificaron las células positivas para el anticuerpo 

H3Lys9-Ac en los CMEI, CMEII, CMEII y CAQII, así como su patrón de positividad 

celular. Se analizó tejido glandular sano como control. 

 

Variables 
CMEI                                                  

n=4 

CMEII                                                 

n=3 

CMEIII                                                  

n=3 

CAQII                                                  

n=6 

CAQIII                                                  

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, años. 42, 24.09 53.33, 11.50 45.66, 21.07 47.5, 13.03 56.2, 15.73 

Glándula afectada      
GSM, n (%) 3 (75) 2 (67) 2 (67) 4 (66) 4 (80) 

Parótida, n (%) 1 (25) 1 (33) 1 (33) 1 (17) 0 

Submandibular, n (%)    1 (17) 1 (20) 

Tamaño tumoral      
Media, SD, mm. 33.33, 15.2 50, 7.3 80, 5.43 27.5, 3.53 30, 8.34 

Nódulos positivos      
Presencia, n (%) 1 (25) 1 (33) 2 (67) 0 0 

Ausencia, n (%) 3 (75) 2 (67) 1 (33) 6 (100) 5 (100) 

Metástasis a distancia      
Presencia, n (%) 0 0 0 4 (67) 3 (60) 

Ausencia, n (%) 4 (100) 3 (100) 3 (100) 2 (33) 2 (40) 

Muerte por enfermedad      
Presencia, n (%) 0 0 0 2 (33) 1(20) 

Ausencia, n (%) 4 (100) 3 (100) 3 (100) 4 (67) 4 (80) 
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El tejido glandular sano presentó una cuantificación de 136 (50, 210) células 

positivas para H3Lys9 de. Los CMEI presentaron122 (52, 511) células positivas. Los 

CMEII presentaron una mediana de 302 (37, 690) células positivas. Los CMEIII, 558 

(320, 601) células positivas. El único caso de CAQII presento una mediana de 596 

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

Gráfica 1. Cuantificación de células positivas para H3Lys9-Ac. 

En cuanto al patrón de positividad celular, el grupo control solo presento 

positividad fuerte nuclear en las células acinares. Los CMEI presentaron positividad 

fuerte nuclear y citoplasmática en las células claras y en las células que rodean las 

formaciones quísticas (Figura 8 b y c). Los CMEII presentaron positividad nuclear 

fuerte en las células intermedias (Figura 8 f) y el CMEIII positividad nuclear y 

citoplasmática en las áreas sólidas. (Figura 8 g y h). Un dato relevante es que el 

parénquima glandular asociado a la neoplasia también presento un patrón de 

positividad citoplasmática nuclear en las células ductales (Figura 8 d).  
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Figura 8. IHQ para H3Lys9-Ac 200x. CMEI a) Campo representativo H&E, b y c) Reacción 

nuclear para el anticuerpo en las células ductales, quísticas y claras d) positividad en el 

parénquima glandular peri tumoral CMEII e) Campo representativo de células intermedias 

y epidermoides H&E. f) Positividad nuclear en células intermedias y epidermoides. CMEIII g) 

Campo representativo áreas sólidas H&E h) Positividad nuclear y citoplasmática en células 

epidermoides. 

Por otra parte, el CAQ presento una positividad fuerte nuclear y 

citoplasmática en las células abluminales, siendo negativa para las células 

luminales de las áreas cribiformes (Figura 9). 

Figura 9. IHQ para H3Lys9-Ac 200x. CAQII a) Campo representativo H&E en un patrón 

tubular-cribiforme b y c) positividad nuclear en las áreas de disposición cribiforme. 

 

9.4 MSP-PCR muestras UNAM. 

9.4.1 Estado de metilación en CME. 

Las DO obtenidas de los genes hMLH1, Rb1, p16, Plagl-1, 1 y MGMT en 

los CME se observan en la Figura 10. 
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Figura 10. a) Geles de electroforesis de CME. Imagen armada de fragmentos de los geles 

obtenidos por triplicado de cada gen b) Cuantificación DO. Se observa un aumento de DO 

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

9.4.2 Estado de metilación de en hMLH1 y grado histopatológico. 

El gen hMLH1 en el CMEI presentó una cuantificación mayor en su forma no 

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

en el CMEII y CMEIII donde presento una mayor cuantificación en su forma metilada 

(M), con una mediana de 2522 (1972, 2802) y 5705.5 8 (1880, 10414). En el análisis de 

comparación entre grupos, se observó una diferencia estadísticamente 

significativa entre los CMEI y CMEIII en su forma metilada (p= 0.002) (Gráfica 2). 

Gráfica 2. Cuantificación de hMLH1en los diferentes grados histopatológicos de CME. 

a

) 

b

) 



pág. 37 
 

9.4.3 Estado de metilación de en Rb1 y grado histopatológico.  

El gen Rb1 presentó una cuantificación mayor en su forma metilada(M) sólo 

en el CMEII, con una mediana de, 4046 (2730, 5908) DO. Los CMEI presento una 

cuantificación mayor en su forma no metilada(U) del gen, con mediana de, 1616 

(0, 5233) DO. En el análisis de comparación entre grupos se observó una diferencia 

estadísticamente significativa entre los CMEI y CMEII (p=0.009) y los CMEI y CMEIII 

(p= 0.022) y para su forma metilada (M) (Gráfica 3).  

Gráfica 3. Cuantificación de Rb1 en los diferentes grados histopatológicos de CME. 

 

9.4.4 Estado de metilación de en p16 y grado histopatológico. 

El gen p16 presentó una cuantificación mayor en su forma metilada (M) en 

los tres grados histopatológicos, siendo mayor en los CMEII y CMEIII, con medianas 

de cuantificación 4046 (2730, 5908) y 3341 (1876, 4602) DO respectivamente. En el 

análisis de comparación entre grupos, se observó una diferencia estadísticamente 

significativa entre los CMEI y CMEII (p=0.001), entre CMEI y CMEIII (p=0.018) y entre 

CMEII y CMEIII (p=0.004) en su forma metilada (M) (Gráfica 4). 
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 Gráfica 4. Cuantificación de p16 en los diferentes grados histopatológicos de CME. 

 

9.4.5 Estado de metilación de en Plagl-1 y grado histopatológico. 

El gen Plagl-1 en el CMEI presento una disminución en su estado de 

metilación en comparación del control, con una mediana de, 324 (1302, 1028) DO. 

La forma metilada del gen (M) aumentó en el CMEII y CMEIII con medianas de 1027 

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

Gráfica 5. Cuantificación de Plagl-1 en los diferentes grados histopatológicos de 

CME. 
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9.4.6 Estado de metilación de en MGMT y grado histopatológico de 

CME. 

El gen MGMT presentó una predilección de medición en su forma no 

metilada(U) en los CMEI y CMEII CME con medianas de, 1256 (0, 2903) y 1441 (584, 

2670) DO respectivamente. El CMEII presentó una cuantificación mayor en su 

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

Gráfica 6. Cuantificación de MGMT en los diferentes grados histopatológicos de 

CME. 

           9.4.7 Metilación en múltiples genes en CME. 

Se observo una correlación positiva fuerte entre los genes hMLH1U y MGMTM, 

así como correlaciones positivas moderadas entre hMLH1M y Rb1M, hMLH1M y 

p16M, entre Rb1M y p16M y entre Rb1M y MGMTM (Tabla 6). 

Tabla 6. Correlación de la metilación de genes en los CME. 

 Rb1 p16 Plagl-1 MGMT 

  M U M U M U M U 

hMLH1 M .674** .373* .523** .420*    .415* 

U  .750**     .882**  

Rb1 M   .728** .356* .390* .407* .768**  

U         

           rs =0.8 a 1.                rs =0.5 a 0.799.              rs =0.3 a 0.499      *p<0.05, **p<0.01.    
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9.4.8 Estado de metilación 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. 

Figura 11. a) Geles de electroforesis de CAQ. Imagen armada de fragmentos de los geles 

obtenidos por triplicado de cada gen b) Cuantificación DO. Se observa un perfil de 

metilación (M) en la mayoría de los genes, con excepción del MGMT. 

 

9.4.9 Estado de metilación de genes en CAQ.  

El CAQII mostro mayor cuantificación de los genes hMLH1, Rb1, p16 y 

Plagl-1 en su forma no metilada, a excepción del MGMT, el cuál presentó mayor 

cuantificación en la forma no metilada, con un promedio de 5108.93 ±4496.65 DO.   

(Gráfica 7). No se observó una asociación lineal de los genes estudiados. 



pág. 41 
 

Gráfica 7. Cuantificación de genes M y U en el CAQ. 

 

9.5 MSP-PCR muestras INCan. 

9.5.1 Estado de metilación en CME. 

Las DO obtenidas para los genes hMLH1, Rb1, p16, Plagl-1, 1 y MGMT en los 

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

Figura 12. Geles de electroforesis de CME. Se observa un aumento de DO en la forma 

metilada (M) en p16 y Plagl-1 en los tres grados histopatológicos del CME. 



pág. 42 
 

Tabla 7. Cuantificación en DO de los genes en los diferentes grados de los CME. 

 

9.5.2 Estado de metilación de en hMLH1 y grado histopatológico. 

El gen hMLH1 en los CMEI y CMEII presentó una cuantificación mayor en su 

forma no metilada(U), con medianas de, 4407(3796, 9405) DO y 7722 (4441.2, 

592796) DO respectivamente. Contrario a su cuantificación en el CMEII donde 

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

5799 (3714, 329560) DO (Gráfica 8). 

Gráfica 8. Cuantificación de hMLH1en los diferentes grados histopatológicos de CME. 
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9.5.3 Estado de metilación de en Rb1 y grado histopatológico.  

El gen Rb1 presentó una cuantificación mayor en su forma metilada(M) sólo 

en el CMEI, con una mediana de 9604(5782, 12621) DO. Los CMEII y CMEIII 

presentaron una cuantificación mayor en su forma no metilada(U) del gen, con 

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

(Gráfica 9). 

Gráfica 9. Cuantificación de Rb1 en los diferentes grados histopatológicos de CME. 

 

9.5.4 Estado de metilación de en p16 y grado histopatológico. 

El gen Rb1 presentó una predilección de medición en su forma metilada(M) 

en los tres grados histopatológicos de CME, siendo mayor la cuantificación de DO 

en el CMEIII. El CMEI presentó una mediana de 38496 (20783, 76154) DO, el CMEII 

una mediana de, 29319 (18326, 10199386) DO y el CMEIII una mediana de 40434 

(24235, 957708) DO (Gráfica 10). 

Gráfica 10. Cuantificación de p16 en los diferentes grados histopatológicos de CME. 
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9.5.5 Estado de metilación de en Plagl-1 y grado histopatológico. 

El gen Plagl-1 presentó una predilección de medición en su forma 

metilada(M) en los tres grados histopatológicos de CME, siendo mayor la 

cuantificación de DO en el CMEII. El CMEI presentó una mediana de, 11603 (6237, 

19234) DO, el CMEII una mediana de, 14410 (8708, 2231192) DO y el CMEIII una 

mediana de, 8126 (7640, 2225599) DO (Gráfica 11). 

Gráfica 11. Cuantificación de Plagl-1 en los diferentes grados histopatológicos de CME 

9.5.6 Estado de metilación de en MGMT y grado histopatológico. 

El gen MGMT presentó una predilección de medición en su forma no 

metilada(U) en los tres grados histopatológicos de CME, siendo mayor la 

cuantificación de DO en el CMEIII. El CMEI presentó una mediana de, 2211 (1416, 

7393) DO, el CMEII una mediana de, 2309 (2246, 278269) DO y el CMEIII una 

mediana de, 6360 (5277, 646518) DO (Gráfica 12). 

Gráfica 12. Cuantificación de MGMT en los diferentes grados histopatológicos de CME. 
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9.5.7 Comparación del estado de metilación entre los grados 

histopatológicos del CME. 

Se realizó un análisis comparativo no paramétrico entre los CMEI, CMEII y 

CME III y los diferentes genes analizados. No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas en la comparación 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. Análisis comparativo entre los grados histopatológicos y el estado de metilación de 

los genes analizados. 

GRADOS HISTOPATOLÓGICOS DEL CME. 

Gen I vs III 

Sig. asintótica. 

I vs II 

Sig. asintótica. 

II vs III 

Sig. asintótica. 

hMLH1 

M 

U 

 

0.733 

0.875 

 

0.827 

0.827 

 

0.827 

0.827 

Rb1 

M 

U 

 

0.875 

0.099 

 

0.877 

0.050 

 

0.513 

0.513 

p16 

M 

U 

 

0.837 

0.773 

 

0.827 

0.513 

 

0.827 

0.513 

Plagl-1 

M 

U 

 

0.837 

0.561 

 

0.513 

0.275 

 

0.827 

0.513 

MGMT 

M 

U 

 

0.733 

0.393 

 

0.827 

0.513 

 

0.827 

0.275 

Análisis Kruskal-Wallis, significancia estadística p<0.05. M= metilado, U= no metilado. 



pág. 46 
 

9.5.8 Metilación en múltiples genes en CME. 

Se realizó un análisis de coeficiente de correlación de Spearman para 

identificar si existía una asociación lineal entre cada uno de los genes estudiados. 

Para Rb observamos una correlación positiva alta con los siguientes genes: entre 

Rb1-M y p16-U rs=0.983, Rb1-M y Plagl-1-M rs=0.933, Rb1-M y MGMT-M rs=0.900 y entre 

Rb1-M y hMLH1-U rs=0.833. Para p16 una correlación positiva alta con los siguientes 

genes: p16-M y Plagl-1-M rs=0.933, p16-U y Plagl-1-M rs=0.950, p16-M y hMLH1-U 

rs=0.800, p16-U y hMLH1-U rs=0.880, p16-M y MGMT-U rs=0.867, así como p16-U y 

MGMT-U rs=0.800. Por último, para Plagl-1 encontramos una correlación positiva alta 

entre Plagl-1-M y Hmlh1-U rs=0.900, así como entre Plagl-1-M y MGMT-M rs=0.833. Los 

datos se esquematizan en la Tabla 9. 

Tabla 9. Correlación de la metilación de genes en los CME. 

 p16 hMLH1 Plagl-1 MGMT 

  M U M U M U M U 

Rb1 M .833** .983**  .833** .933** .867** .900** .763* 

U  .700*    .700* .700**  

p16 M    .800** .933** .700* .717* .867** 

U    .880** .950** .883** .883** .800** 

Plagl-1 M .933** .950**  .900**   .783* .833** 

U         

               rs ≥0.900                     rs =0.800 a 0.899.              rs =0.700 a 0.799. *p<0.05, **p<0.01.    

 

9.5.9 Estado de metilación en CAQ. 

Las DO obtenidas para los genes hMLH1, Rb1, p16, 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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Figura 13. Geles de electroforesis de CAQ. Se observa una doble expresión de la forma metilada (M) 

y no metilada (U)en el gen p16 y Plagl-1, en el CAQII. 

 

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

 

9.5.10 Estado de metilación de en hMLH1 y grado histopatológico. 

El gen hMLH1 presentó una cuantificación mayor en su forma metilada (M) 

en el CAQII con una media de, 1914573.4 ±2168.3 DO. Mientras que el CAQIII 

presentó una cuantificación mayor en su forma no metilada (U) con una media de 

1842613.1 ±1229547 DO (Gráfica 13). 
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Gráfica 13. Cuantificación de hMLH1en los diferentes grados histopatológicos de 

CAQ. 

 

9.5.11Estado de metilación de en Rb1 y grado histopatológico. 

El gen Rb1 en los CAQII y CAQIII presentó una cuantificación mayor en su 

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

DO respectivamente. La expresión fue mayor en el CAQII (Gráfica 14). 

Gráfica 14. Cuantificación de Rb1en los diferentes grados histopatológicos de CAQ. 
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9.5.12 Estado de metilación de en p16 y grado histopatológico. 

El gen p16 en los CAQII y CAQIII presentó una cuantificación mayor en su 

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

±14392657.2 DO respectivamente. La expresión fue mayor en el CAQII (Gráfica 15). 

Gráfica 15. Cuantificación de p16en los diferentes grados histopatológicos de CAQ. 

 

9.5.13 Estado de metilación de en Plagl-1 y grado histopatológico. 

El gen Plagl-1 en los CAQII y CAQIII presentó una cuantificación mayor en su forma 

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

respectivamente. La expresión nuevamente fue mayor en el CAQII (Gráfica 16). 

Gráfica 16. Cuantificación de Plagl-1 en los diferentes grados histopatológicos de CAQ. 
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9.5.14 Estado de metilación de en MGMT y grado histopatológico. 

El gen MGMT presentó una predilección de medición en su forma no 

metilada(U) en los CAQII y III, siendo mayor la cuantificación en el CAQIII. El CAQII 

presentó una media de, 2150553.7 ±122494.7 DO, el CAQ una media de, 2624894.3 

±200881.9 DO (Gráfica 17). 

Gráfica 17. Cuantificación de MGMT en los diferentes grados histopatológicos de CAQ. 

 

9.5.15 Comparación del estado de metilación entre los grados 

histopatológicos del CAQ. 

Se realizó un análisis comparativo paramétrico T- Student para muestras 

independientes entre los CAQII y CAQIII y los diferentes genes analizados. No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en la comparación 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. Análisis comparativo entre los grados histopatológicos y el estado de metilación 

de los genes analizados. 

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

Control CAQII CAQIII

D
O

 (
x)

Grados histopatológicos CAQ vs MGMT.

MGMT-M MGMT-U



pág. 51 
 

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

 

9.5.16 Metilación en múltiples genes en CAQ. 

Se realizo un análisis de coeficiente de correlación de Pearson para 

identificar si existía una asociación lineal entre cada uno de los genes estudiados. 

p para hMLH1 observamos una correlación 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, 

así como para hMLH1-M y MGMT-M r=0.923, hMLH1-M y MGMT-U r=0.915. Para Rb1 

una correlación positiva alta con los siguientes genes: Rb1-M y Plagl-1-M r=0.973, 

Rb1-U y Plagl-1-M r=0.886. Para p16, una correlación positiva alta con los siguientes 

 

Gen 

T-Student. 

p 

hMLH1 

M 

U 

 

0.812 

0.593 

Rb1 

M 

U 

 

0.291 

0.267 

p16 

M 

U 

 

0.866 

0.918 

Plagl-1 

M 

U 

 

0.367 

0.301 

MGMT 

M 

U 

 

0.991 

0.743 
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genes: p16-M y: Plagl-1-M r=0.862, p16-M y MGMT-M r=0.952, p16-U y MGMT-M r= 

0.913, así como para p16-U y MGMT-U r= 0.937. Por último, también encontramos 

correlación positiva entre Plagl-1-M y MGMT-M r=.819, así como para Plagl-1-U y 

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

 

Tabla 12. Correlación de la metilación de genes en los CAQ. 

 Rb1 p16 Plagl-1 MGMT 

  M U M U M U M U 

hMLH1 M .813**   .817* .831*  .923** .915* 

U    .933**    .849* 

Rb1 M     .973*    

U     .886*    

p16 M     .862*  .952**  

U       .913** .937** 

Plagl-1 M       .819*  

U        .926* 

               rs ≥0.900                     rs =0.800 a 0.899.              rs =0.700 a 0.799. *p<0.05, **p<0.01.    
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9. DISCUSIÓN. 

Las neoplasias de glándulas salivales representan un desafío importante 

debido a que su diversidad biológica conduce a una respuesta impredecible al 

tratamiento. Hasta la fecha, a nivel mundial no se ha logrado mejorar las tasas de 

supervivencia a 5 años de estas lesiones, que generalmente se reporta entre el 60-

80%, 61 pero que puede disminuir hasta el 37 % en tumores de alto grado. 62, 63 El 

cáncer es un proceso de múltiples 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 proliferación, senescencia y 

metástasis entre otros. Mecanismos genotóxicos y no genotóxicos contribuyen a la 

trasformación maligna. La regulación epigenética puede considerarse como un 

mecanismo no genotóxico que promueve la formación tumoral y que implica 

alteraciones en los patrones de metilación del ADN que junto con modificaciones 

de histonas específicas contribuyen a un cambio en el estado transcripcional de la 

cromatina. 64  

En general, el aumento de la metilación del ADN en la región promotora 

de los genes provoca el silenciamiento génico y, en este sentido, puede contribuir 

al proceso de carcinogénesis en múltiples etapas. Además, en las células de 

mamíferos, tanto la metilación del ADN como la estructura de la cromatina están 

interconectadas, de modo que los genes se transcriban o reprimen. El estado de 

acetilación de la cromatina es importante para regular la actividad transcripcional, 

la acetilación de histonas mantiene la cromatina en un estado 

transcripcionalmente activo, mientras que la desacetilación de histonas mantiene 

el silenciamiento transcripcional. 65 Se han asociado modificaciones específicas de 

histonas en el silenciamiento génico, incluidas la metilación de la histona H3 en las 

lisinas 9 y 27, que hasta la fecha son las más estudiadas y que da como resultado 

la metilación del ADN para reprimir la activación transcripcional. 61,65   

Sin embargo, existen investigaciones que han reportado que la disminución 

en la acetilación de histonas se relaciona a un aumento en la proliferación celular 

y es frecuente en los adenocarcinomas pancreáticos. Además, 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 líneas celulares de este mismo 

adenocracinoma. 66, 67, 68  

Los estudios acerca de las modificaciones en las histonas en las neoplasias 

malignas de glándulas salivales son escasos. Wagner y cols.,69 en el 2017 

investigaron el papel de la acetilación en neoplasias de glándulas salivales y su 

relación con el incremento en la proliferación celular. Analizaron mediante la 

técnica de microarreglos de tejidos, la presencia de células positivas por IHQ al  

anticuerpo H3Lys9 acetilado, así como Ki67, comparando el perfil de positividad 

entre 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 disminución en la proporción de células 

positivas en las neoplasias malignas (<50%). Reportaron que las neoplasias malignas 

estaban hipoacetiladas en comparación con las malignas (p=0.04), así como una 

correlación inversa con Ki67 (p=0.002). Otro estudio realizado en el 2013, por 

Ronghui Xia y cols.,70 se enfocó a investigar la expresión de la trimetilación en H3Lys9 

(H3Lys9me3) y la acetilación de H3Lys9 (H3Lys9-Ac) en CAQ mediante IHQ, así 

como su correlación con parámetros clínico-patológicos como la supervivencia, 

presencia de metástasis y patrón histológico. Encontraron una correlación positiva 

entre la presencia de H3Lys9me3 y la metástasis a distancia (p=0.001, así como a 

un patrón histológico sólido (p=0.001). Además, observaron que las neoplasias 

sólidas presentaron niveles de expresión de H3Lys9-Ac más bajos que las neoplasias 

con patrón tubular y cribiforme (p=0.003). La expresión de H3Lys9me3 se identificó 

como un predictor independiente de supervivencia libre de enfermedad.  

Aunque nuestra hipótesis apoyaba que en estas neoplasias encontraríamos 

un estado hipoacetilado en H3Lys9, nuestros resultados difieren de los reportados 

por Wagner y Xia. Encontramos una mayor cuantificación de células positivas para 

el anticuerpo H3Lys9-Ac en neoplasias malignas versus glándula salival normal, y 

aunque no obtuvimos una diferencia estadísticamente significativa, si observamos 

una tendencia de cuantificación celular mayor en neoplasias de grado 

histopatológico alto. Además, el patrón 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 metodología empleada, porque si bien, en todos los casos se utilizó la 

técnica de IHQ, difirió 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 glándula salival normal. Las comparaciones realizadas por 

Wagner y cols., fueron realizados entre neoplasias benignas y malignas de 

diferentes comportamientos biológicos, que por un lado, hacen que su muestra sea 

demasiado heterogénea y por ende, podría sesgar sus resultados obtenidos y, por 

otro lado, al no tener un valor de referencia, es difícil evaluar si realimente existe un 

estado hipo o híper acetilado.  En tercer lugar, nosotros evaluamos una muestra 

pequeña en comparación a los estudios previamente mencionados. Los estudios 

de IHQ solo se pudieron realizar con la muestra obtenida de la UNAM, que además 

de contar con solo 9 casos, no cuenta con todos los datos clínicos que permitan 

correlacionar las variables del estadio clínico. La única semejanza con el estudio 

de Xia y cols., es que encontramos positividad fuerte de H3Lys9-Ac en CAQ con 

patrón tubular-quístico, pero no pudimos confirmar que este patrón de positividad 

disminuye en el patrón sólido, debido a que no contábamos con casos con este 

patrón en la muestra. En ningún estudio se hace referencia a la positividad nuclear 

en el parénquima glandular asociado al tumor. 

Por otra parte, los genomas de las células preneoplásicas y neoplásicas 

comparten tres cambios importantes en los niveles de metilación. Primero, la 

hipometilación de la heterocromatina, que conduce a la inestabilidad genómica 

e incrementa los eventos de recombinación mitósica; segundo, la hipermetilación 

de genes individuales y tercero, la hipermetilación de las islas CpG de genes 

constitutivos y genes supresores tumorales71.  La metilación 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 metilación en promotores de genes en neoplasias 

de glándulas salivales son más frecuentes que los de acetilación y se enfocan 

generalmente en el estudio del CAQ, algo que llama la atención debido a que el 
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tumor más frecuente es el CME. En ensayos de MSP-PCR, Zhang y cols.,73 reportaron 

la metilación de RASSF1A en el 35% de los CAQ y asociaron este estado con el 

patrón sólido (p=0.002) y con una pobre supervivencia global (p=0.001); mientras 

que Tan et al, 74 y Shao et al,75 informaron que la hipometilación del promotor de 

AQP1 es común en los CAQ y que el aumento en el estado de metilación se asocia 

a un mejor pronóstico. Un año más tarde, los mismos autores estudiaron a 

suprabasina como nuevo candidato oncogénico que juega un papel importante 

en el mantenimiento de la proliferación celular. 76 

Nuestro estudio se centró en evaluar el estado de metilación en genes 

involucrados en la regulación del ciclo celular, así como en la reparación de ADN. 

En cuanto a los genes que regulan el ciclo celular, Nikolic77 y cols., investigaron la 

metilación 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 hipermetilación 

de p14, lo que indicaría un silenciamiento en el regulador crucial de la actividad 

de TP53. La hipermetilación de p16 se reportó en el 60% de los MEC. La presencia 

de metilación de p14 se ha reportado en el 19.4% de los carcinomas adenoideos 

quísticos78 y en el 20% de los carcinomas de células escamosas79, encontrando una 

asociación significativa con estadios clínicos altos, por lo que podría ser un evento 

molecular clave en la progresión tumoral. Guo y cols., 80 reportaron que el 34% de 

los MEC analizados presentaron metilación en p16 y que la tasa de metilación 

aumentó con la progresión tumoral, pero sin significancia estadística.   

Por otra parte, Kishi y cols., 81 investigaron el estado de metilación de Rb1, 

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 más 

frecuente metilado fue Rb1 en un 41.7% de los casos, y p16 solo en el 8.3%. 

Concluyeron que el silenciamiento epigenético de genes supresores tumorales 

podría ser un evento crucial en la carcinogénesis de las neoplasias de glándulas 

salivales.  

Nuestros resultados del estado de metilación para p16 fueron consistentes 

con lo reportado en la literatura. En las muestras de CME y CAQ tanto de la UNAM 

como del INCan predomino la expresión de la forma metilada del gen en sus 

diferentes grados histológicos, observándose una diferencia estadísticamente 
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significativa en la comparación de los 3 grados histopatológicos de CME (p<0.05). 

En cuanto a Rb1, se expresó en su forma metilada en los CAQII y CAQIII en ambas 

muestras; mientras que sólo expreso un estado metilado en los CMEI de la muestra 

del INCan; así como en los CMEII y CMEIII de la muestra de la UNAM, observándose 

una diferencia estadísticamente significativa en la comparación entre sus 

diferentes grados histopatológicos(p=0.008). La recuperación de la forma no 

metilado de Rb1 en estas neoplasias puede deberse a la regulación que existe por 

parte de p16. p16 juega un papel clave en el control del ciclo celular al detener la 

vía de la señal de ciclina D, lo cual evita la hiperfosforilación de las proteínas Rb 

necesarias para el inicio de la replicación. La metilación de p16, por tanto, podría 

conducir a la pérdida de control del ciclo celular de la fase G1 a S. Además, la 

metilación presente directamente en Rb1 silenciaria su expresión, provocando que 

células con daño en el ADN progresen en el ciclo celular, aumentando de esta 

forma la proliferación de células neoplásicas.  

En cuanto a Plagl-1, son pocos los estudios acerca de su estado de 

metilación en neoplasias de glándulas salivales. Matsuyana y cols., 82 estudiaron la 

expresión de Plagl-1 en 45 adenomas pleomorfos mediante RT-PCR, encontrándolo 

solo en 8 casos. También realizaron IHQ, encontrando positividad para el 

anticuerpo Plagl-1 en los 45 casos. Debido a ello los autores sugirieron que la sobre 

expresión de este gen es esencial en la tumorogénesis de los adenomas 

pleomorfos. Contrario a ellos, Kowalczyk y cols. 83 mencionaron, que se ha 

observado pérdida o regulación a la baja de la expresión de Plagl-1 en diversas 

neoplasias humanas. Ellos, compararon su expresión en el cáncer colorrectal vs 

mucosa colónica 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 colónica 

sana. Además, la disminución de los niveles de proteína Plagl-1 en las muestras 

tumorales se correlacionó con la afectación de los ganglios linfáticos, la presencia 

de metástasis y un estadio de enfermedad TNM más alto.  

Aunque no obtuvimos diferencias significativas para la expresión 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 

histopatológicos predomino el estado metilado del gen, lo que coincide con los 



pág. 58 
 

datos de que su expresión se pierde en las neoplasias malignas. Plagl-1 se ha 

implicado tanto en la regulación 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 acción. También observamos que el comportamiento de la 

forma metilada del gen fue muy similar a la expresión vista en p16. 

Por otra parte, en cuanto a los genes involucrados en la reparación de 

ADN, analizamos la metilación de hMLH1 y MGMT. hMLH1 se expresa especialmente 

en células humanas que experimentan una rápida renovación, como en las células 

de la mucosa oral. Kyung-Hwa Lee y cols.,84 mencionaron que la expresión hMSH2 

y hMLH1 disminuyen en el cáncer colorrectal hereditario sin poliposis, dando como 

resultado un aumento en la inestabilidad de microsatélites. Estos microsatélites 

conducen rápidamente al desplazamiento en el marco de lectura en secuencias 

repetidas de genes supresores tumorales. Se ha informado de una expresión 

reducida de hMSH2 y hMLH1 en carcinomas endometriales, ováricos y de vejiga 

urinaria. Una expresión reducida de las proteínas hMSH2 y hMLH1 es una 

característica de los tumores de ovario y vesicales de alto grado. Castrilli y cols.,85 

realizaron un estudio inmunohistoquímico para detectar la expresión de hMSH2 y 

hMLH1 en tumores de glándulas salivales y en glándulas no neoplásicas 

adyacentes. Encontraron que todas las variantes histológicas 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 proteínas. Reportaron que las neoplasias 

benignas expresaron niveles más bajos de hMLH1 en comparación con las 

malignas., por lo que ellos concluyeron que un error de replicación puede constituir 

un evento temprano en el desarrollo de las neoplasias de glándulas salivales.   

Los CME de la UNAM analizados, mostraron metilación para hMLH1 en los 

grados histopatológicos intermedio y alto, mientras que los CME de la muestra del 

INCan presentaron metilación solo en las neoplasias de alto grado. Los CAQII tanto 

de la UNAM como del INCan mostraron metilación. Solo los CAQIII del INCan 

presentaron una mayor expresión de la forma no metilada del gen. Estos datos 

podrían sugerir que el silenciamiento de hMLH1 provocaría una disminución en la 

reparación de errores de apareamiento de bases en los grados histopatológicos 
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altos, que podría relacionarse a inestabilidad de microsatélites como un evento 

tardío en los CME.  A diferencia de los CAQ, en el cual el evento se daría en etapas 

más tempranas.  

Además, se ha propuesto disminución en la expresión de genes de 

reparación del ADN como un mecanismo importante de carcinogénesis en la 

transición de adenoma-carcinoma de colón. Kristine Oh y cols.,86 evaluaron la 

expresión de hMLH1, hMSH2, MGMT en pólipos colónicos mixtos con carcinoma 

(transición adenoma-carcinoma). Estos mostraron una pérdida de la expresión de 

MGMT hasta en el 37% de los casos, mientras que hMLH1 en el 34 %de los casos. La 

alteración en MGMT aumenta la tasa de mutación génica y por lo tanto el riesgo 

de cáncer. En cuanto a investigaciones en glándulas salivales, Scesnaite y cols.,87 

evaluaron el valor pronóstico de la inactivación de MGMT en 286 pacientes con 

carcinomas de glándulas salivales, entre ellos 46 CAQ y 42 CME, utilizando 

pirosecuenciación. La hipermetilación de MGMT se asoció significativamente (p = 

.021) con la pérdida de proteínas. La pérdida de MGMT se encontró en el 39,2% de 

los carcinomas de glándulas salivales y fue predominante en los tumores agresivos. 

Williams y cols.88 Investigaron el estado de metilación por MSP-PCR de RASSF1, 

RARbeta2, DAPK y MGMT para determinar su papel en la tumorigénesis de las 

glándulas salivales. No detectaron metilación en los tejidos normales. La metilación 

de MGMT, DAPK y RASSF1 se observó en el 30.8% de los CAQ y el 33.3% de CME. 

Ellos concluyeron que los carcinomas de grado alto estaban metilados 

significativamente en comparación con los fenotipos de grado bajo. 

Nuestros resultados difieren a lo reportado previamente. En los CMEI, CMEII 

y CMEIII de la muestra del INCan encontramos mayor expresión de la forma no 

metilada. En la muestra de la UNAM, solo los CMEIII expresaron la forma metilada 

del gen. Si bien nuestros resultados podrían sugerir que MGMT se encuentra en un 

estado funcional, no podríamos descartar la posibilidad de que esa forma no 

metilada, presente mutaciones génicas, como mutaciones sin sentido que 

produzcan una forma no funcional. Además, analizando la marca de metilación 

tanto en los CAQ, como en los CME se observó una tendencia de aumento en el 

estado de metilación del gen conforme aumentó el grado histopatológico. 
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Es interesante observar una correlación positiva fuerte entre la forma 

metilada y no metilada de los genes estudiados, congruente a un fenotipo 

metilador de islas CpG, es decir, la metilación simultánea de diversas islas CpG que 

se propaga en un grupo de genes como p16 y hMLH1, que casi nunca se 

encuentran metilados en tejidos normales. Es un fenotipo de inestabilidad 

molecular que es responsable de la mayoría de los casos de inactivación de genes 

supresores y que puede ser responsable de muchos casos de inestabilidad de 

microsatélites en formas esporádicas de carcinoma de colon.72 Esto es consistente 

con el hecho de que p16 y MGMT metilados al mismo tiempo se asocian a 

neoplasias de peor pronóstico89, o las interacciones que existen entre Plagl-1 y TP53, 

que podrían asociarse a p16 por medio de MDM2 o a Rb1. El gen que más 

interacciona significativamente en los CME es el Rb en su forma metilada, mientras 

que en el CAQ el gen hMLH1 metilado.90 
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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 estadísticamente significativa entre 

la metilación de hMLH1, p16 y Rb1 en los diferentes grados histopatológicos del CME 

de la muestra UNAM. 

Plagl-1 se encontró metilado en todos los grados histológicos tanto de CME 

y de CAQ, por lo que podría ser propuesto como un gen importante en la 

carcinogénesis de las neoplasias de glándulas salivales 

El patrón de metilación de hMLH1, abre la posibilidad de estudios futuros 

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

Se observó que en la mayoría de los CME y CAQ, MGMT se encontraba no 

metilado. Las diferencias encontradas en la metilación de MGMT con estudios 

previos pudo deberse a que las poblaciones estudiadas fueron distintas, o a la 

diferente ubicación de sitios CpG para la hibridación.  

Identificamos un estado hiperacetilado de H3lys9 en CME y CAQ. Las 

diferencias encontradas en la acetilación de H3lys9 respecto a estudios previos 

pueden deberse a que la muestra estudiada fue pequeña y a la diferencia entre 

la cuantificación de positividad celular. 

Los patrones de metilación de ADN podrían ayudar a la creación de una 

clasificación molecular de las neoplasias de glándulas salivales. 
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