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. INTRODUCCION Y

JUSTIFICACION



El cancer es la segunda causa de mortalidad en los paises desarrollados y tiene
por tanto gran trascendencia. El cancer de cabeza y cuello representa el 5-10% de los
procesos malignos y en las ultimas décadas se ha observado un aumento significativo de
la incidencia de cancer oral y su mortalidad asociada en Europa, sobretodo en la
poblacion mas joven (1). La mayoria de los tumores malignos de la cavidad oral son
carcinomas de células escamosas (COCE) (Fig.1), siendo este el tumor maligno mas

comun de cabeza y cuello, con alta morbilidad y normalmente fatal (2).

Figura 1: Carcinoma oral de células escamosas (COCE).

Esta agresiva neoplasia epitelial estd asociada a una severa morbilidad y menos
del 50% de supervivencia a largo plazo a pesar de los avances en el tratamiento

quirtrgico, asi como de radioterapia y quimioterapia.

Normalmente, estos procesos malignos, van precedidos de lesiones previas
potencialmente malignas de las cuales la mas comun es la leucoplasia (Fig. 2). Esta se
describe como una lesion predominantemente blanca de la mucosa oral que no puede
caracterizarse o catalogarse como ninguna otra lesiéon bien definida y, si no se trata,

entre el 10-15% de estas lesiones derivara en cancer oral en poco tiempo (3).



Figura 2: Leucoplasia oral.

Hasta un 10% de los pacientes con leucoplasia tienen un carcinoma invasivo en
la lesion (4). La prevencion de la malignizacion de las leucoplasias se hace
indispensable teniendo en cuenta la baja supervivencia del céancer oral sobre
leucoplasias, ya que solo del 30-40% de los pacientes alcanzan una supervivencia de 5

afos después del diagnostico (3).

El tabaco es un factor etioldgico de gran importancia en el cancer. El tabaco
(incluyendo sus variantes fumado y mascado) es la primera causa de cancer oral en el
mundo. Las lesiones de COCE, leucoplasia y fibrosis oral submucosa (inflamacion y
fibrosis progresiva del tejido conectivo) estan relacionados con el habito de masticar
betel (5) asi como con el consumo de tabaco fumado, en el que ademas se correlaciona
directamente con el tiempo que el paciente ha fumado a lo largo de la vida y el nimero
de cigarrillos diarios (6). En cuanto a lesiones potencialmente malignas, en pacientes
fumadores la prevalencia de leucoplasia oscila entre un 3,7% y 60,3% (7), aunque

también hay otros factores predisponentes implicados en el desarrollo de cancer,



ademas del tabaco, como son alcohol, sexo, edad e infeccion por el virus del papiloma

humano (8,9).

La carcinogénesis es un proceso multipaso en el que las células acumulan
cambios en su material genético dando paso a una evolucion inesperada de la funcion
celular. Algunos de estos cambios no se pueden atribuir a una modificaciéon en la
secuencia de ADN como la deleccidon o mutacion, siendo estos los llamados cambios

epigenéticos.

Como concepto dentro de la genética, la epigenética consiste en la regulacion
heredable de la expresion génica sin cambio en la secuencia de nucleotidos. Esto se
debe a que determinadas modificaciones quimicas en el ADN, y sus proteinas
asociadas, pueden alterar la expresion génica sin alterar la secuencia del ADN (10). Uno
de los procesos mas importantes es la metilacion, que es considerada como uno de los
mecanismos epigenéticos con mayor implicacion en la regulacion de la expresion
génica en los canceres humanos (11). Ademads, antes se pensaba que se necesitaba una
alteracion de ambos alelos de un gen para que se produjera la silenciacion del mismo
pero hoy en dia se ha visto que en ausencia de estas alteraciones se puede silenciar un
gen tan solo con la alteracion heterocigética de uno de los alelos del gen. El cancer (al
igual que el envejecimiento) podria ser mediado por una acumulacién gradual de

cambios epigenéticos (12).

La metilacion se produce en las citosinas de los pares de nucleotidos CpG
(Citosine and Guanine separated by phophate) que se encuentran agrupados formando

islas (CpG islands) preferentemente en las regiones promotoras y los primeros exones



de genes codificadores de proteinas. Estas citosinas no se encuentran metiladas en
condiciones normales por lo que la alteracion de este estado provocara alteraciones en la
transcripcion de estos genes. El grupo metilo (CHj3) se afiade a los nucleodtidos de
citosina de estas areas especificas mediante la enzima ADN-metiltransferasa, inhibiendo
de este modo la expresion de esa porcion del gen. En los genes que suelen estar
relacionados con el crecimiento celular, reparacion del ADN, adhesion celular,
metastasis... y que estan activos en células normales, aparecen silenciados de alguna
forma en estado de pre-cancer y céancer (12). La presencia de metilacion de las islas
CpG se da con alta frecuencia en células malignas en las que no se produce apoptosis
(13) y también se ha asociado a la inhibicion de la transcripcion de determinados genes
supresores de tumores. Esta metilacion aberrante se da durante el proceso de
carcinogénesis, y es por tanto, una caracteristica comin de muchos canceres humanos,

aunque el mecanismo responsable de esta alteracion todavia no ha sido dilucidado.

Existen varios genes en los que se ha ido estudiando los efectos de un estado de
metilacion aberrante en los ultimos afios, extrayendo, segin cada estudio, material
genético de células tumorales, células de lesiones potencialmente malignizables, células
en suero y tejido sano adyacente a la lesion tumoral. Esto se debe a que la metilacion es
un proceso que se puede encontrar tanto en lesiones tumorales como en estadios previos
e incluso en tejido clinica e histologicamente sano, lo que nos puede llevar a pensar que
la metilacion es un proceso precoz en la carcinogénesis oral y podria ser utilizado como
marcador inicial de la enfermedad (14). La metilacion, en el campo que nos ocupa, ha
sido analizada en diferentes tipos de muestras: en tumores de cabeza y cuello dando
mayor importancia a la region oral y en especial al COCE; lesiones potencialmente

malignizables como la leucoplasia, el liquen plano o diversos grados de displasia;



muestras de saliva como medio acuoso que recoge la descamacion de la lesion y
mucosa sana para establecer comparaciones con un estado de enfermedad.

El tamafio muestral de los estudios disponibles en la literatura es muy variable,
de hecho hemos encontrado estudios cuyo tamafio muestral consta de 95 (2) u 80
pacientes con tumores primarios de cabeza y cuello (8) y otros estudios con tan solo 14
pacientes con COCE o displasia severa como muestra (15). La determinacion del estado
de metilacion de los genes promotores también ha mostrado utilidad en la deteccion de
lesiones de COCE con muestras de saliva en analisis en tiempo real y de los margenes
tumorales durante la cirugia (16). De hecho, en los estudios analizados se ha obtenido
una correlacion del 42% (2) 62,5% (15) y 65% (16) para metilacion entre el andlisis de
muestras tumorales y muestras de saliva; no encontrandose alteraciones en el ADN
sérico en ningun paciente que no tuviera también alteraciones en el ADN tumoral (16).
Por otro lado se obtuvieron resultados estadisticamente significativos (pese a la pequena
muestra) para un resultado positivo en ADN sérico (en pérdida de heterocigosidad o
existencia de nuevos alelos) como factor predictivo de futuras metastasis a distancia
(17). E1 ADN sérico en pacientes con cancer ya se habia detectado con anterioridad: Asi
Saphiro y cols (18) detectaron que la cantidad de ADN en suero de pacientes con cancer
era cuatro veces mayor que la de pacientes sanos, habiendo determinado previamente
Ledn y cols (19) que el ADN sérico era el doble en pacientes con metastasis a distancia
que en pacientes sin signos de la misma. Pero los estudios con muestras séricas o de
lesiones potencialmente malignizables tienen menor tamafio muestral que los estudios
con lesiones tumorales, y esta discrepancia en el tamafio muestral de los estudios, junto
con los diferentes tipos de la muestra, complica la labor de aunar resultados y comparar
los mismos de modo que pueda establecerse una relacion clara entre la metilacion y la

carcinogénesis.



Se ha estudiado la metilacion aberrante en numerosos genes intentando
determinar algun tipo de nexo claro entre este mecanismo epigenético y el proceso de
carcinogénesis, y de entre todos los genes estudiados dos de ellos parecen destacar en
esta relacion, aunque con disparidad de resultados en algunos casos y dependiendo del

tipo de estudio:

p16INK4a

Gen supresor tumoral cuya inactivacion de pl6INK4o por metilacién de la
region promotora u otras alteraciones genéticas es observada en casi todos los tumores
de cabeza y cuello. En cuanto al cancer de cabeza y cuello, existe un resultado positivo
para metilacion de este gen en un 17-43% de lineas celulares en cancer de la cavidad
oral y en un 23-67% de tumores primarios. En el caso de lesiones tumorales de cabeza y
cuello, varios estudios han resaltado un aumento significativo en el porcentaje de
metilacion de este gen (2, 8, 15, 16, 20, 21), con valores oscilando entre 76% y 27%
respecto a valores de 0% obtenidos de estudios analizando mucosa oral de pacientes
sanos. Aun asi, se ha detectado hasta un 27,27% de muestras con metilacion positiva en
un estudio (20) a partir de 22 muestras de mucosa sana peritumoral; hecho que daria pie
a pensar que la metilacion de pl6INK4o podria ser un evento precoz en la

carcinogénesis, y por tanto ser utilizado como factor pronostico y diagnostico.

Correlacionado con este hallazgo, hay estudios que han analizado la metilacion
de pl6INK4a en lesiones potencialmente malignizables como la leucoplasia y liquen
plano. En este caso no se detectd ninguna asociacion entre la malignizacion de la lesion

y la metilacion de este gen para lesiones de liquen plano (22), al contrario que para



leucoplasia, en la que la metilacion de pl6 parece estar relacionada de forma
significativa con su malignizacion, sobretodo si se asocia a habitos tabaquicos, al
contrario que si se asocia con habitos alcohélicos (23). También se ha hallado
correlacion entre la metilacion de p16INK4a y un mayor grado de displasia de la lesion
(22, 23, 24, 25), aunque en otro estudio los pacientes en los que se habia detectado
metilacion de pl6INK4a presentaban distintos intervalos entre la presentacion de la
metilacion y el desarrollo del COCE, lo que parece no correlacionar la metilacion de
este gen con el estado anatomo-patoldgico de la lesion (26). Los resultados en el analisis
de lesiones potencialmente malignizables y su evolucion en relacion con la metilacion
encuentran algunas controversias entre estudios. Por otro lado, se ha observado una
mayor tasa de metilacion (hasta cuatro veces mas) en pacientes histologicamente sanos
pero previamente tratados de COCE indicando por tanto una mayor predisposicion a

una recurrencia del tumor (23).

La metilacion de este gen ha sido analizada en muestras de saliva en algunos
estudios (2, 15, 16, 24) y se han obtenido porcentajes de entre 31% y 87,5% de
metilacion de pl6INK4a en muestras de ADN sérico en pacientes con lesiones de
leucoplasia y COCE. Estos niveles, que superan los obtenidos de la muestra tumoral,
pueden deberse a que la cantidad de ADN sérico es hasta cuatro veces superior en
pacientes con cancer que en pacientes sanos (27) y por tanto suponer una via de
deteccion de metilacion eficaz y no invasiva respecto a la biopsia; ain asi estos
resultados han sido obtenidos de estudios con pacientes con cancer, salvo uno que fue
realizado en 34 pacientes con leucoplasia (24). Finalmente algunos estudios tomaron

muestras de foliculos pilosos para estudiar la relacion de la metilacion con la



localizacion de la lesion (23, 24) determinando que la metilacion de pl6INK4a se

relaciona con la region de aparicion de la lesion.

De forma paralela al COCE, también se ha estudiado la metilacion de p16INK4a
en carcinoma mucoepidermoide de glandulas salivares (21) y se ha observado que la
metilacion de este gen (34,3% de las muestras) no parece tener suficiente relacién con la
patogenia de este tipo de cancer, al contrario que la deleccidn homocigotica de este

mismo gen.

MGMT (06-methylguanine-DNA methyltransferase).

Gen reparador de ADN que se ha observado inactivo en cancer de pulmon y
colon. Este gen al igual que p16 ha sido ampliamente estudiado en cancer de cabeza y
cuello en general y COCE en particular. La metilacion de este gen se ha observado en
COCE primarios en un 25-52% de las muestras. Los estudios de deteccion de
metilacion de MGMT a partir de muestras de tejido tumoral observaron porcentajes de
metilacion entre un 23% a un 56,4% (2, 15,16, 20, 22, 28) frente a un 9% que se detecto

en mucosa oral de pacientes sanos (22).

En el caso de cancer de glandulas salivares los datos son mas confusos, ya que
en lesion tumoral la metilacion de MGMT es observada en el estudio de Lee y cols. en
menos del 20% a partir de 5 lineas celulares y 69 muestras humanas de carcinoma de

glandulas salivares, y en mucosa sana hasta en un 15% de las muestras (29).

Por otro lado, se ha observado un porcentaje de metilacion para MGMT de entre

68% y 73% de las muestras de mucosa sana perilesional (20, 28), y de 56% y 80% en
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muestras de leucoplasia (22, 24, 28) por lo que al igual que ocurria con pl16, parece ser
que la metilacion de MGMT se relaciona con un estadio temprano de la lesion, y podria
ser utilizado como factor pronostico o diagnostico. De hecho, se observo que la
metilacion de los genes MGMT se encuentra en lesiones de bajo grado de displasia e
incluso en mucosa esofagica clinicamente normal sin lesion histolégicamente detectable

(22).

En cuanto a los estudios que utilizan muestras de saliva analizando este gen (2,
15, 16, 24), se obtuvieron porcentajes de metilacion de entre 48% a 62%, resultando ser
un método en principio eficaz en la deteccion de la metilacion para este gen. El bloqueo
de MGMT se ha visto relacionado con un estado avanzado de la lesion, metastasis
ganglionar, mal prondstico y habitos tabaquicos, ademds de aumentar la inestabilidad

genética en lesiones potencialmente malignizables orales (28).

En la relacion de estos dos genes, pl6INK4o y MGMT, con otros tumores, se
ha observado que la metilacién de pl6 se ha detectado también en hepatocarcinomas
en un 24% viéndose que la inexpresion de este gen se asocia mas a tumores de alto
grado de malignidad que los de bajo grado; por tanto pl6INK4a parece estar
relacionado con un fenotipo de malignidad de este tumor hepatico (30). Por otro lado
MGMT se encuentra inactivado por metilaciéon con frecuencia en cancer cerebral, de
pulmoén y colorrectal, asi como en linfomas (31). Se ha descrito que existe una
tendencia al aumento de deteccion de metilacion conforme lo hace el grado de displasia
epitelial, siendo mas patente este aumento en el cambio de displasia leve a displasia
severa (22). De hecho la metilacion de MGMT ha sido detectada en mucosa oral peri-

tumoral asi como en hiperplasia epitelial y displasia (porcentaje de metilacion mas alta
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en esta ultima). Se sugiere por tanto que la metilacion de estos genes es un evento

temprano en la carcinogénesis oral (28).

En cuanto a la relacion con el héabito tabaquico, en lo referente al cancer oral, la
metilacion de p16INK4a parece estar asociada con el habito tabaquico, ya que la
exposicion al tabaco induce, directa o indirectamente, dafio en las islas CpG de
determinados genes eliminando mecanismos protectores o induciendo la actividad de la
ADN-metiltransferasa. De este modo, se podria decir que el tabaco juega un importante
papel en la metilacién de estos genes y el inicio temprano de este hdbito asi como su
intensidad (cigarrillos fumados por afio) aumenta la probabilidad de metilacion de
pl6INK4a, en cancer de cabeza y cuello (8). Por otro lado no se detectdé ninguna
relacion entre la metilacion de estos genes y el hédbito alcohdlico (8). De hecho la
metilacion de pl6INK4a se ha llegado a encontrar en mucosa oral de pacientes sanos
fumadores sin antecedentes de lesiones potencialmente malignizables, entre un 1-15%

de las muestras analizadas (16, 32).

Parece ser que la mucosa sana que se analiza en pacientes con COCE también
presenta metilacion de MGMT y pl16INK4a por lo que podrian servir de marcadores de
la enfermedad considerandose un evento primario en la carcinogénesis que permanece
en el tiempo y se hereda en la division celular, aumentando la capacidad de recurrencia

del tumor en pacientes ya tratados de un tumor primario (20, 23, 24).
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[1. HIPOTESIS DE TRABA]JO.

OBJETIVOS



HIPOTESIS DE TRABAJO

Como se puede observar en la literatura la region promotora de algunos genes
involucrados en la supresion tumoral aparece anormalmente metilada en lesiones de
COCE, y del mismo modo, aunque en menor medida, dichos genes podrian hallarse
metilados en estadios previos (lesiones potencialmente malignizables) de forma
detectable e incluso pudiendo encontrar diferencias significativas al comparar el grado

de metilacion de estas lesiones pre-malignas con mucosa sana adyacente perilesionar.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la deteccion de metilacion de los genes pl6INK4a y MGMT en
muestras de tejido a partir de biopsias de lesiones potencialmente malignizables de

leucoplasia oral y mucosa normal adyacente a la lesion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Comparar la presencia de metilacion entre las muestras de leucopasia y mucosa sana
y establecer si existen diferencias significativas entre ambos tipos de tejidos.
2.- Observar si influyen en dichas diferencias las caracteristicas del paciente y de la

lesion (factores de confusion).
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[1I. MATERIAL Y METODOS



III.1 MATERIAL

Para la realizacion del presente estudio piloto se dispuso del siguiente material:

II1.1.1 Seleccion de pacientes

Ocho pacientes que acudian a la clinica de Medicina Oral, en el Departamento
de Estomatologia III, Universidad Complutense de Madrid, con indicacion de biopsia de
al menos una lesion de leucoplasia fueron seleccionados para el presente estudio. Todos

fueron informados del procedimiento y todos otorgaron su consentimiento por escrito.

I11.1.2 Material quirurgico
Material del que se dispuso para la toma de biopsias:
- Mango y hojas de bisturi del nimero 15.
- Pinzas Adson sin dientes.
- Portaagujas tipo mayo.
- Sutura no reabsorbible (4.0).
- Gasas.

- Tijeras para cortar la sutura.

I11.1.3 Material de laboratorio
Para el transporte y almacenamiento de las muestras se dispuso de:

- Transportadores de plastico Cryomold® Standard (Tissue-Tek, Sakura, Alphen
aan den Rijn, The Netherlands) (Fig.3).

- Gel de alcohol de polivinilo OCT™ (Tissue-Tek, Sakura, Alphen aan den Rijn,
The Netherlands) (Fig.3).

- Recipiente con nitrégeno liquido.
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Figura 3: Transportadores y gel usados para almacenar las muestras

Para el analisis del grado de metilacion de las muestras se dispuso de:
Extraccion de ADN: Kit DNeasy® Blood and Tissue kit (QUIAGEN, Hilden,
Germany).

PCR para mutilacién: kit EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (ZYMO
RESEARCH, California, USA).

Limpieza de ADN: Kit Montage®PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore,
Massachusetts, USA)

Primers Sigma-aldrich® (New York, USA).

Espectrofotometro: Modelo Zuzi UV-4200 (Barcelona, Spain) (Fig. 4).

Figura 4: Espectrofotometro
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Lampara de luz ultravioleta (UV) para lectura de geles de agarosa (Vilber
Lourmat, Marne-la-Vallée, France) conectada a un ordenador para obtener la

imagen del gel (Fig. 5).

Figura 5: Camara de luz UV conectada un ordenador.

Secuenciador (ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER, Applied Biosystems,
California, USA) conectado a un ordenador con un software para la

secuenciacion (Sequencing Analysis v5.2) (Fig. 6).
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Figura 6: Secuenciador conectado a un ordenador.

Termociclador: Modelo TC-512 2HS-Block (Techne, Guadalajara, Mexico)

(Fig. 7).

Figura 7: Termociclador.
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[11.2 METODOS

I11.2.1 Criterios de inclusion
Para la realizacion de este estudio se seleccionaron ocho pacientes del
Departamento de Medicina Oral que fueran mayores de 18 afios y que tuvieran al menos
una lesion diagnosticada clinicamente como leucoplasia con indicacion de biopsia:
* Presencia de la lesion mas de 15 dias.
* No ser atribuida a ningun factor etioldgico: traumatismo, quemadura...
* Leucoplasia diagnosticada clinicamente como Tipo I segun la clasificacion de

Amagasay cols. (33) (Tabla 1).

TIPO CARACTERISTICAS DE LA LEUCOPLASIA
I Lesion homogénea de color blanco y no sobreelevada
II Lesion plana y blanca con areas de erosion y zonas eritematosas
III Lesion blanca ligeramente elevada
v Lesion blanca elevada

Tabla 1: Clasificacion clinica de las leucoplasias orales.

Se realizaron los siguientes procedimientos:
- Autorizacion del Comité de Bioética del Hospital Clinico San Carlos de Madrid
(Anexo I).
- Informacién sobre las caracteristicas y objetivos del estudio y obtencion del
consentimiento informado (Anexo II).
- Datos demograficos e historia clinica previa y actual que incluia antecedentes

personales e historia farmacologica.
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I11.2.2 Toma de biopsias y tratamiento de las muestras
De los ocho pacientes seleccionados se obtuvo una muestra de la lesion y una
muestra de mucosa sana perilesionar. Ambos tipos de biopsia se realizaron de forma

excisional con bisturi y realizando sutura de la herida en caso que fuera necesario.

Estas muestras fueron colocadas en los transportadores plasticos transparentes y
se embebieron en un gel hasta cubrir el tejido por completo, sin haber sido manipuladas
anteriormente. Cada transportador de pléastico con la muestra de tejido y el gel se
sumergia inmediatamente en nitrégeno liquido y eran trasladadas al laboratorio para su

conservacion en congeladores a -80°C hasta su analisis (24).

Para el posterior andlisis de las muestras se siguio el siguiente protocolo:

Cada una de las biopsias tomadas se divididé en dos, conservandose una de las dos
mitades del tejido a -80°C por si se necesitara repetir el procedimiento. Esta division se
realiz6 colocando el transportador de plastico en un bloque de pléstico congelado
recubierto de papel de aluminio que se cambiaba en cada muestra para que no hubiera
contaminacion del ADN. La seccion de la muestra se realizd con un bisturi con una hoja
n°® 15 estéril que se limpiaba con alcohol a una concentracion de 100% entre muestra y

muestra.

Cada muestra de tejido que finalmente se utilizod para el andlisis fue colocada en

un tubo tipo ependorf a -20°C durante 24 horas para iniciar su descongelacion. Y

posteriormente se conservaron a 4°C hasta su analisis.
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I11.2.3 Extraccion del ADN

Una vez descongeladas las muestras de tejido se procedié a la extraccion del
ADN de cada una de ellas con el kit DNeasy® Blood and Tissue kit (QUIAGEN);
brevemente: Se coloco el tejido en un tubo de 1.5ml y se afiaden 180ul de buffer (ATL)
y 20l de proteinasa K, se vortea y se conservd a 56°C durante 24 horas de forma que se
completara la lisis tisular. Posteriormente se realizaron una serie de lavados con 200 pl
de otro buffer (AL) y con 200ul de etanol vorteando las muestras entre medias y con
500ul de buffer AWI y buffer AW2 centrifugando las muestras posteriormente a
8000rpm durante 1 minuto y a 14000rpm durante 3 minutos respectivamente.
Finalmente se anadieron 200ul de buffer AE y se centrifugé 1 minuto a 8000rpm. De
este modo conseguimos eliminar restos tisulares y obtener el material lo mas limpio

posible. La ultima dilucién de cada muestra se conservé a 4°C hasta su analisis.

Con ayuda de un espectrofotometro se calculo la concentracion de ADN de cada
muestra a partir de la absorbancia. Dicho instrumento fue calibrado previamente por el

mismo operador que realiz6 las mediciones.

Calibracion del espectrofotometro: E1 ADN se detecta a una longitud de onda de
260nm y antes de utilizarlo debe calibrarse de modo que cuando se coloca una muestra
de agua (no contiene ADN) el valor a dicha longitud de onda sea igual a cero. La
calibracion se realizd con agua destilada desionizada para que el control fuera lo mas
puro posible. El espectrofotdbmetro nos mostrd la absorbancia de cada una de las
muestras a partir de 2ul de ADN en 1000ul de agua. Con dicho valor se calculd la

concentracion de ADN en ng/ul de forma aproximada. Este céalculo se realizd con las
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muestras test (lesion de leucoplasia) y con las muestras control (mucosa sana

perilesionar) (Tabla 2).

PACIENTE | MUESTRA TEST | MUESTRA CONTROL
1 150 150
2 125 125
3 75 125
4 150 150
5 75 100
6 100 125
7 75 175
8 175 275

Tabla 2: Concentracion de ADN de cada una de las muestras (ng/pl).

I11.2.4 Deteccion de metilacion
Genes estudiados:
* pl6INK4a: Gen supresor tumoral. Locus 9p21.
* MGMT: (O6-methylguanine-DNA methyltransferase). Gen reparador de ADN.

Locus:10qg26.

La metilacion se puede estudiar y detectar en el ADN gracias a la MSP
(methylation-specific PCR). Esta es una PCR especial para detectar metilacion en el
ADN tanto de tejido como en saliva, plasma, etc. Para llevarla acabo se selecciond el
kit EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (ZYMO RESEARCH), brevemente: Se introdujo
cada muestra de ADN en bisulfito de sodio (NaHSO;) de modo las citosinas no

metiladas se transforman en uracilo dejando las metiladas como citosinas (34);
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diferenciando asi bases metiladas y no metiladas. Una vez tratadas las muestras con
bisulfito sodico se realizo la PCR. A partir del ADN tratado con bisulfito sodico, se
realizan diluciones de modo que a la hora de realizar la PCR todas las muestras tuvieran

la misma concentracion.

Para la deteccion del grado de metilacion en las zonas promotoras de ambos

genes, pl6INK4a y MGMT, se disefiaron 3 primers (Tabla 3):
* Primer 1: Primer que se corresponde con la region promotora de cada gen
sin alterar. Se disefio a partir de la base de datos de genes Ensemble

(www.ensembl.org) donde se selecciona la especie, el gen y la region:

para el gen pl6INK4a en el locus 9p21 y para el gen MGMT en el
locus10qg26.

* Primer 2: Se corresponde con la secuencia de la regiébn promotora
metilada: Este primer se disefi6 a partir de un programa “Methyl Primer
Express” (CNIO, Madrid, Spain) disenado para calcular la secuencia que
equivaldria a la opcion mas probable de bases metiladas de dicha region.

* Primer 3: Primer que se corresponde con la secuencia de la region
promotora no metilada. Se disefid con el mismo programa que el primer

2.

En la literatura se ha observado que es mejor la sintesis de primers para
amplificar la regiéon metilada y no metilada por separado con una temperatura de
anillamiento (35). Cada uno de los primers se encargd en ambos sentidos: forward y

reverse. Para su uso, estos primer se diluyeron en buffer a una concentracion de 100uM.
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T° DE

GEN PRIMER FORWARD (5’-3°) REVERSE (5°-3°)
ANILLAMIENTO
| Normal GAAGAAAGAGGAGGGGTT | CTACAAACCCTCTACCCAC 60°C
GG C
P16IN 2. TTATTAGAGGGTGGGGCG | GACCCGAACCGCGACCGT 62°C
K4a Metilado GATCGC AA
3. No TTATTAGAGGGTGGGGTG | CAACCCCAAACCACAACC 62°C
metilado GATTGT ATAA
1. Normal | GGATATGTTGGGATAGTT CCAAAAACCCCAAACCC 52°C
2. TTTCGACGTTCGTAGGTTT | GCACTCTTCCGAAAACGA .
MGMT | Metilado TCGC AACG ¢
3. No TTTGTGTTTTGATGTTTGT | AACTCCACACTCTTCCAAA .
metilado AGGTTTTTGT AACAAAACA 65°C

Tabla 3: Secuencia de los primers utilizados en el estudio.

La temperatura de anillamiento (annealing) depende del numero de enlaces que

se tienen que romper/formar en la PCR. Las C y G tienen 3 enlaces y T y A tienen 2 por

lo que secuencias con mayor cantidad de C y G (como las regiones promotoras que

estudiamos) necesitaran mayor temperatura para romper los enlaces. Esta temperatura

se calcula: T°= (C+G)4+(A+T)2.

Con estos primers se realizé una PCR nido en dos pasos (Fig. 8).

1. PCR para amplificacion de la region de interés con los primer 1 correspondientes a

cada gen.

2. PCR para amplificacion de las secuencias metiladas y no metiladas incluyendo un

blanco (pocillo “control” con agua destilada y desionizada) para cada una de las PCR.
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Methylation Specific PCR (MSP)

Y

H (1) DNA isolation
GGTCACCAGAGBGTGGGGC,GGACC,GC,GT. ......... CCAC, GGCAGC,GGCCC, GGGGTGGGG GGTCACCAGAGGGTGGGGCGGACCGLET.......... CCACGGCAGCGGCCCGBEGTEGGE
MSP.ISH u (2) <s:ocll"lm-n bnsulfta treatment
GGTUAUUAGAGGGTGGGGCGGAUCGEGT........... UUACGGUAGCGGUUCGGGGTGGGG GGTUAUUAGAGGGTGGGGUGGAUUGUGT.......... UUAUGGUAGUGGUUUGGGGTGGGG
“ (3) PCR
“M* primers: M* primers:

Forward > % < Reverse Forward - Reverse

! ;! ! 3 i XK K P x X
GGTUAUUAGAGGGTGGGGCGGAUCGEGT. ......... UUACGGUAGEGGUUE GG GG TGGGG GGTUAUUAGAGGGTGGGGUGGAUUGUGT........... UUAUGGUAGUGGUUUGGGGTGGGG

“U” primers: U primers:

Forward Reverse Forward o Reverse

. R S TP % 4 T
GGTUAUUAGAGGGTGGGGCOGAICEERT. ... UUACGGUAGCGGUUCEGGGTEEGG  GGTUAUUAGAGGGTGGGGUGGAUUGUGT. ... UUAUGGUAGUGGUUUGEGGTGGGG

[l (4) detection
HPLC gel electrophoresis fluorescense
DHPLC / MSP direct / nested / multiplex MSP MSP-ISH
DGGE/MSP qMSP

U M

U M U M

beth alleles methylated one allele methylated  both alleles unmethylated
one allele unmethylate

Figura 8: Esquema del proceso de MSP .

El producto de la segunda PCR se dispuso en un gel de agarosa al 3% para
visualizar el producto de la PCR amplificado con primers para muestras metiladas y no
metiladas. En este analisis se incluyeron 2 blancos por fila. El analisis de las bandas del
gel de agarosa re realizd mediante su irradiaciéon con luz ultravioleta y para ver la

densidad de cada banda de ADN (a mayor peso, mayor densidad).

Las muestras que dieron diferencias en las bandas entre metiladas y no metiladas
se secuenciaron; brevemente: Se procedi6 a la limpieza del ADN de las muestras con el
kit Montage® PCR Centrifugal Filter Devices 'y se repitio la PCR esta vez con las bases
(A,T,C,G) marcadas con fluorocromos para que posteriormente pudieran ser detectadas

por el secuenciador y asi establecer el orden de las bases de una secuencia determinada
(Fig. 9).
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GATCTTOTTTCACTGCATOGTRCATRCATGOG TATARATTTTC
30 60 70 g0

fl 4]

Figura 9: Grafica resultado del analisis con secuenciador.

I11.2.5 Analisis estadistico
A partir de los pacientes seleccionados, se disefio un estudio piloto transversal
de casos y controles para comparar las diferencias en la tasa de metilacion entre

leucoplasia (casos) y mucosa sana perilesionar (controles).

Se analizaron las caracteristicas de los pacientes del estudio: sexo, edad, raza y
habito tabaquico; asi como las caracteristicas clinicas de las lesiones biopsiadas:

localizacion, tipo clinico y tamafio.

Una vez obtenidos todos los datos y realizadas las mediciones oportunas, se
registraron en una hoja de calculo del programa Microsoft Excel 2007 y el
procesamiento y analisis de los datos se realizo mediante el paquete estadistico SPSS

15.0. (SPSS Inc. Chicago, Illinois).
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La evaluaciéon de metilacion se realizd segiin la “presencia / ausencia” de
metilacion de los genes pl16INK4a y MGMT en cada una de las muestras de leucoplasia
(test) y mucosa sana (control). Con estos datos se obtuvo el porcentaje de muestras

metiladas de ambos grupos y se realizé una comparacion de proporciones.

Se evaluo si las diferencias existentes en el grado de metilacion entre casos y

controles podian atribuirse a las caracteristicas del paciente o de la lesion.
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IV. RESULTADOS



CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA:

SUJETOS:

Distribucién por raza: El 100% de los pacientes que participaron en el estudio

eran de raza caucasica.

Distribucién por edad: Todos los pacientes eran adultos de entre 40 y 80 afios.

Dos de ellos tenian 45 afios, uno 50 afios, dos 52 afios, dos 57 afios y una paciente 79

anos (Fig. 10).

Edad

Edad
45 5o 592

57 79

Figura 10: Distribucion de la poblacion por edad.

Distribucién por sexo:

El 62,5% (5/8) de la muestra eran mujeres y el 37,5% (3/8) hombres (Fig. 11).

Sexo

B Masculino

O Femenino

Figura 11: Distribucion de la poblacion por sexo.
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Distribucién segun el uso de tabaco:

Tres de los ocho pacientes eran fumadores y los tres consumian una media de 20
cigarrillos diarios. De los cinco pacientes restantes no fumadores, cuatro de ellos era
exfumadores que habian dejado de fumar veinte e incluso treinta afios antes del
momento de la toma de las biopsias. S6lo uno de los pacientes no habia consumido

tabaco en ningin momento de su vida (Fig. 12).

Habito tabaquico:

B Ex-fumador
B No fumador

OFumador

Figura 12: Distribucion de la poblacion segtn el habito tabaquico.

LESIONES:

Distribucidén segin la localizacion de la lesion:

La localizacion de la lesion en los ocho pacientes del estudio es muy
heterogénea. El 50% de las biopsias (4/8) se tomaron del reborde alveolar, el 25% (2/8)
en la mucosa yugal, el 12,5% (1/8) en el limite entre paladar blando y paladar duro y un

12,5% (1/8) en el borde lateral de la lengua (Fig. 13).
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Localizacion de la lesion

M ]ateral lengua
¥ limite paladar blando
M reborde alveolar

mucosa yugal

Figura 13: Distribucion de las lesiones segun su localizacion intraoral.

Distribucién segin el tamaiio de la lesion:

La biopsia se realizé de manera excisional abarcando la lesion de leucoplasia en
su totalidad. En cada leucoplasia se midi6 el didmetro y en aquellas lesiones que no
siguieran un patron aproximadamente circular se tom6 como medida el eje mayor. De
las ocho lesiones biopsiadas, el 25% (2/8) tenian un didmetro de 2mm, el 37,5% (3/8)
de 3mm, el 25% (2/8) de 4mm y sélo una lesion presentd una medida de 7mm (12,5%),
siendo esta leucoplasia de forma irregular y alargada, y siendo la unica lesion que se

localizaba en el borde lateral de la lengua (Fig. 14).

Tamaiio de la lesion (diAmetro)

H2mm
¥ 3mm
4mm

7mm

Figura 14: Distribucion de las lesiones segun el tamafio .
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Distribucién segun el tipo clinico: Segun la clasificacion descrita por Amagasa y cols.

todas las lesiones biopsiadas en este estudio eran del tipo I (33).

DETECCION DE METILACION:

Los resultados del analisis de metilacion de las muestras de leucoplasia estan

representados en la tabla 4.

PACIENTE | LOCALIZACION HABITO METILACION | METILACION
DE LA LESION TABAQUICO pl16INK4a MGMT

1 Reborde alveolar Exfumador _ _
2 Mucosa yugal Exfumador _ _
3 Lateral de la lengua No fumador + +
4 Paladar blando Exfumador _ _
5 Reborde alveolar Fumador + +
6 Mucosa yugal Exfumador + B
7 Reborde Alveolar Fumador _ _
8 Reborde Alveolar Fumador _ _

Tabla 4: Deteccion de metilacion de pl6INK4o y MGMT en muestras de leucoplasia.

Los resultados del analisis de metilacion de las muestras de mucosa sana estan

representados en la tabla 5.
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PACIENTE | LOCALIZACION HABITO METILACION | METILACION
DE LA LESION | TABAQUICO p16INK4a MGMT
T 1 | Rebordcalveolar | Exfumador |  _ |  _ |
2 Mucosa yugal Exfumador _ _
3 Lateral de la lengua No fumador + +
4 Paladar blando Exfumador _ _
5 Reborde alveolar Fumador + B
6 Mucosa yugal Exfumador + B
7 Reborde Alveolar Fumador _ _
8 Reborde Alveolar Fumador _ _

Tabla 5: Deteccion de metilacion de pl16INK4a y MGMT en muestras de mucosa sana.

Se detectd metilacion de la region promotora del gen p16INK4a en el 37,5%
(3/8) y del gen MGMT en el 25% (2/8) de las muestras de leucoplasia, mientras que en
las muestras de mucosa sana adyacente a la lesion se detectd metilacion del gen

pl6INK4a en el 37,5% (3/8) y del gen MGMT en el 12,5% (1/8).

En el analisis de metilacion mediante los geles de agarosa del gen pl16INK4a se
obtuvo un resultado positivo en las muestras de leucoplasia y mucosa sana
correspondiente a los pacientes 3, 5 y 6. En el caso de las muestras de leucoplasia, la
diferencia entre ellas para la deteccion de metilacion supuso cierto grado de
ambigiiedad en la interpretacion del gel de agarosa ya que las bandas correspondientes a
los resultados positivos (muestras 3, 5 y 6) eran visiblemente diferenciables debido a
una mayor intensidad de la luz UV reflejada, pero el resto de muestras también
mostraban una banda al mismo nivel aunque mas tenue (Fig. 15). Estas bandas

ligeramente marcadas se consideraron inicialmente como resultado negativo aunque
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esto no quiere decir que no haya metilacion, sino que la metilacion se da en un menor
grado y no se refleja con tanta intensidad. Para establecer el grado de metilacion y por

tanto un dato cuantitativo, seria necesaria la secuenciacion de los productos de la PCR.

Por otro lado, esto no ocurria al analizar el gel de agarosa correspondiente al
mismo gen pero en muestras de mucosa sana perilesionar, ya que en este caso las

bandas correspondientes a las muestras que daban un resultado positivo para metilacion

se diferenciaban claramente de las muestras con resultado negativo (Fig.16).

Figura 15: Ejemplo de metilacion del gen p16INK4a en muestras de leucoplasia. El

control negativo es agua destilada y desionizada.

Figura 16: Ejemplo de metilacion del gen pl16INK4a en muestras de mucosa sana. El

control negativo es agua destilada y desionizada.
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En el andlisis de metilacion a través de los geles de agarosa del gen MGMT se
obtuvo un resultado positivo claramente diferenciable a partir del gel de agarosa en las
muestras de leucoplasia en los pacientes 3 y 5, mientras que en las muestras de mucosa

sana perilesionar solo se obtuvo un resultado positivo para la muestra del paciente 3.

Por tanto, a partir del analisis de los geles se obtuvo que para ambos grupos la
metilacion de pl1 6INK4a mostro resultado positivo en el mismo numero de pacientes.
Para el gen MGMT se observo el doble de resultados positivos en el grupo de
leucoplasia que en el grupo de muestras de mucosa normal. Al comparar los porcentajes

de ambos genes no se observaron diferencias estadisticamente significativas intra e

intergrupo (Tabla 6).
LESION pl6INK4a MGMT
Total | Metilacion | Porcentaje | Total | Metilacion | Porcentaje
Leucoplasia 8 3 37,5% 8 2 25%
Mucosa sana 8 3 37,5% 8 1 12,5%

Tabla 6: Tasa de metilacion de los genes pl16INK4o y MGMT en muestras de

leucoplasia y mucosa sana perilesionar.

No se observo metilacion positiva en ninguna muestra de mucosa sana cuya
pareja en el grupo de leucoplasia no presentara también un resultado positivo para dicha

alteracion.

En cuanto al analisis de los productos de PCR mediante la secuenciacion no se
pudo concluir ninglin resultado definitivo ya que se contintia con la puesta a punto de la

técnica.
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CORRELACION CON OTRAS VARIABLES:

Las variables clinicas de la lesion (tamano, localizacion) y el habito tabaquico de
los pacientes no mostr6 correlacion con el grado de metilacion de ninguno de los dos
genes estudiados, aunque el paciente 3 que fue el Ginico que mostrd resultado positivo
para metilacion en ambos genes en muestra de mucosa sana, y uno de los dos pacientes
con resultado positivo para ambos genes en muestras de leucoplasia, result6 ser el
paciente cuya lesion media 7mm en su eje mayor. Por otro lado se observé que tres de
cuatro pacientes (75%) con lesion en el reborde alveolar eran fumadores, mientras que

el paciente restante era exfumador.
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V. DISCUSION



En los ultimos afos las alteraciones epigenéticas han ido cobrando importancia
en la investigacion del cancer. En particular, la metilacion aberrante en las regiones
promotoras de genes involucrados en la supresion tumoral se ha establecido como
mecanismos importantes en la inactivacion de dichos genes en el cancer. Esta alteracion
epigenética inhibe la expresion de un gen sin alterar la secuencia de bases sino que
adhiere un grupo metilo (CH3) a la region promotora de dicho gen impidiendo su
transcripcion (12). La metilacion de los genes se produce en zonas denominadas islas
CpG que suelen encontrarse en la region promotora de los genes y conlleva la
inactivacion de aquellos que normalmente se expresan. El problema se crea en aquellas
circunstancias en las que la silenciacion de un gen supone un estado en enfermedad en
el paciente o, en el caso que nos ocupa, una situacion favorable para que se desencadene
una lesion maligna. AUn asi una sola alteracién no provoca que se desencadene un
cancer. Las alteraciones epigenéticas podrian provocar una inestabilidad genética (Fig.
17) que favoreceria la expresion de otras alteraciones genéticas o ambientales,

facilitando la conversion maligna de determinadas lesiones (36).

| Normal mucosa ‘ Metastasis

Deletion 9p21 (pl6)

Loss of E-Cadherin

Hyperplasia
Infiltrating carcinoma
Mcthylation p16; MGMT
Deletion 17p13 (p533) Deletion  6p /8p23
Deletion 3p Amplification 11913 4q26-q28
cyelin DI ITypermethylation pl6; pl§
Deletion 13921 and 1424
Dysplasia -
—» Carcinoma

Stromelysin-3 insiu

i
VEGF

Figura 17: Alteraciones genéticas y epigenéticas implicadas en el origen de

lesiones cancerigenas (36).
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En la literatura podemos encontrar numerosos estudios en los que se ha
observado una mayor tasa de metilacion de genes relacionados con la supresion tumoral

en pacientes con cancer de cabeza y cuello que en pacientes clinicamente sanos.

Asimismo también se han observado diferencias en la presencia de metilacion al
comparar lesiones de COCE y mucosa sana perilesionar del mismo individuo. Kato y
cols. realizaron un estudio para evaluar las diferencias en el grado de metilacion de los
genes pl6INK4a y MGMT en 51 muestras de tejido de COCE (casos) y 18 muestras de
mucosa sana perilesionar (controles). En este estudio se detectdé que pl6INK4a se
encontraba metilado en un 50,9% y MGMT en un 56,4% de los casos mientras que
estos valores en mucosa sana perilesionar eran de 27,27% y 40,91% para pl6INK4a y
MGMT respectivamente. La metilacion de estos dos genes en condiciones normales de
salud era ausente, por lo que se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre tejido sano y tejido de mucosa perilesionar y de COCE (20).

Aunque la metilaciéon es un proceso ampliamente estudiado en lesiones de
cancer, no ocurre lo mismo con su estudio en las lesiones potencialmente malignizables
asi que basandonos en este tipo de estudios nuestro objetivo en el presente estudio era
estudiar la deteccion de metilacion en lesiones de leucoplasia y compararlo a su vez con

mucosa sana perilesionar.

Los resultados obtenidos difieren respecto a otros estudios de similar
planteamiento disponibles en la literatura como el de Kato y cols. y puede ser debido al
hecho de que el grado de metilacion varia segiin el grado de displasia, siendo esta

menor en pre-cancer que en lesiones de cancer. En este aspecto, una limitacion de este
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estudio es la falta de informacion sobre el estado anatomopatoldgico de las lesiones, ya
que las diferencias en cuanto a la presencia de metilacion entre las distintas muestras de
leucoplasia podria explicarse por un distinto grado de displasia. Esta idea concuerda con
estudios en los que se ha observado una asociacion directamente proporcional entre el
grado de metilacion y la severidad del grado de displasia de la lesion (26) sugiriéndose
por tanto que la metilacion esta relacionada con un mayor grado de displasia que nos

indica a su vez una mayor probabilidad de malignizacion de la lesion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio piloto deben interpretarse
teniendo siempre en cuenta las limitaciones del mismo. Afiadido a las dificultades en la
deteccion de esta alteracion debe resaltarse el reducido tamafio muestral y la seleccion
de pacientes. Debido a que el objetivo principal era observar la deteccion de metilacion
a partir de ADN obtenido de tejido se seleccionaron 8 pacientes de forma consecutiva, y
debido a que la muestra es muy reducida, cualquier resultado que obtengamos debera
manejarse como una hipotesis generada a partir del analisis de estos sujetos. Otra de las
grandes limitaciones del estudio es la falta de homogeneizaciéon de los pacientes en
cuanto al grado de displasia epitelial de la lesion a partir del analisis histologico, que
previamente se ha explicado su influencia y que se debe principalmente al tamafio

muestral, y en cuanto al hébito tabaquico.

Sobre el efecto del tabaco, se ha observado que existe una relacion mas fuerte
entre el tabaco y el grado de metilacion de algunos genes que en relacion con otras
alteraciones genéticas como pueden ser la deleccion o mutacion de distintos genes
involucrados en la supresion tumoral, incluyendo entre ellos p16INK4a (8). Esto parece

sugerir que un ciclo celular mas rapido junto con el descontrol del crecimiento celular
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sean las vias carcinogénicas que sigue la metilacion de genes supresores de tumores.
Esta idea concuerda con estudios realizados en los que se ha estudiado la tasa de
metilacion de pacientes sanos fumadores y no fumadores, de modo que en el estudio de
Von Zeidler y cols. se analizo la metilacion del gen pl6INK4a en muestras de mucosa
sana en 258 pacientes fumadores libres de cancer (32). Se detectd que un 9,7% de los
pacientes tenian metilado este gen, que aunque no es un porcentaje muy alto, contrasta
con el 0% de la mucosa normal de pacientes sanos no fumadores (20), mostrando por
tanto que incluso en ausencia total de cancer y lesiones de pre-cancer el tabaco aumenta
el nivel de metilacion de pl6INK4a y por tanto aumenta el riesgo de desarrollo de un
proceso cancerigeno. De hecho se ha podido observar que la metilacion de este gen se
relaciona con leucoplasia en pacientes que consumen tabaco de forma mascada en una

poblacion de Sri Lanka (25).

El estudio de la metilacién es un proceso laborioso que requiere muchas horas
de laboratorio y que se ve afectado no solo por la accion del operador sino también por
limitaciones derivadas de la técnica y la interpretacion de los resultados. La MSP
(Methylation-specific PCR), se ha descrito como un método simple, sencillo y facil de
realizar pero requiere gran cantidad de ADN en buen estado ya que la técnica esta
limitada a determinadas areas de restriccion especificas (region promotora del gen). La
principal dificultad en la deteccion de bases metiladas es que su alteracion no modifica
la secuencia de bases y por tanto con una PCR no seriamos capaces de distinguir
aquellas bases anormalmente metiladas. Para ello se realiza previo a la PCR el
tratamiento de las muestras con bisulfito sédico (NaHSO3). Lo que se consigue con este
paso previo es que las citosinas no metiladas se transformen en uracilo mientras que las

metiladas siguen apareciendo como citosinas, y de este modo somos capaces de detectar
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alteraciones en la secuencia de bases (34).

Por otro lado, la MSP es buena para analizar la metilacion siempre que se
disponga de grandes cantidades de genoma (35), porque si lo que se quiere observar es
la metilacion en islas CpG especificas, hay que tener en cuenta que se esta intentando
detectar una regién que puede estar modificada de infinitas formas y los primers
disefiados normalmente para amplificar la region CpG se basan en la secuencia de bases

alterada “mas comun” detectada en otros estudios previamente publicados.

Ademas de la especificidad del area a estudiar, la deteccion de falsos positivos
debido a posibles fallos en el tratamiento con bisulfito sodico es otro de los factores que
debemos tener en cuenta. Para tratar de evitarlo se recomienda la realizacion de una
primera PCR con primers especificos para amplificar la regiéon promotora del gen a
estudiar sin alterar, de modo que se aumenta la cantidad de ADN de forma estable. Esta
cantidad de ADN posteriormente se sometera a otras dos PCR esta vez con primers
especificos para detectar y amplificar las regiones metiladas y no metiladas (37). En
este estudio, los primers para las PCR de metilacion y no metilacion obtenidos a través
del programa “Methyl Primer Express” se compararon con los primers utilizados para el
estudio de los mismos genes en la literatura (2, 16, 20, 21, 26), de forma que finalmente
se comprobd que la secuencia utilizada era la mas comun para el estudio de esta

alteracion.

La metilacién de los genes pl6INK4a y MGMT aparece relacionada con la
ausencia de su expresion en numerosos tumores de cabeza y cuello (31, 38), y se ha

observado que es una caracteristica relacionada con la ubicacion de la lesion ya que hay
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estudios que al analizar lesiones de COCE y leucoplasia han analizado también el
porcentaje de mutilacion de foliculos pilosos de los pacientes para observar la variacion
de metilacion entre muestras tomadas de localizaciones lejanas (23, 24). En este caso se
observé que el porcentaje de metilacion sélo aparecia en las muestras de mucosa oral
(lesion y mucosa sana) mientras que en las muestras de ADN de foliculos pilosos no se
observaba metilacion. Aun no se ha dilucidado la razon por la que determinado
conjunto de células de los tejidos orales sufre un mayor grado de metilacion
desarrollando por tanto un cédncer mientras que el tejido adyacente, aunque presentando
también cierto grado de metilacion, no desarrolla lesion alguna. En el presente estudio
se ha observado el mismo porcentaje de muestras metiladas en el grupo de leucoplasia y
en el grupo de mucosa sana en el andlisis del gen pl6INK4a, coincidiendo ademas que
las muestras metiladas de ambos grupos pertenecian a los mismos pacientes. Esto puede
ser debido a que estas muestras test y control fueron tomadas muy proximas, por tanto
el desarrollo de la lesion estaria provocado por una serie de eventos desconocidos en
este caso que han favorecido la aparicion de la lesion en una regidon con mayor riesgo
para el desarrollo de leucoplasia debido a la inactivacién del gen pl6INK4a por
metilacion. En el caso del gen MGMT la Unica muestra de mucosa sana que dio un
resultado positivo para metilacion coincidia con una de las dos muestras con resultado
positivo del grupo de leucoplasia, por lo que la explicacion podria ser similar. En ambos
casos serian necesarios los resultados obtenidos de la secuenciacion de los productos de
la PCR, ya que la interpretacion de resultados de los geles esta sometida a cierto grado
de subjetividad por parte del observador, y los datos obtenidos de la secuenciacion
podrian completar estos resultados aportando datos cuantitativos, y por tanto presentar

no solo la deteccion sino el grado de metilacion de las muestras tomadas.
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V1. CONCLUSION



1.

2.

Los resultados preliminares de este estudio muestran, a partir del andlisis de los
productos de PCR en un gel de agarosa, la misma presencia de metilacién en
ambos grupos de muestras para el gen pl6INK4a y mayor presencia, el doble,
de metilacion al comparar las muestras de leucoplasia con las muestras de
mucosa sana para el gen MGMT, aunque no se alcanza una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos tipos de muestras.

No se pudo establecer una correlacion entre un resultado positivo para

metilacion y las distintas caracteristicas de la poblacion.

Teniendo en cuenta las limitaciones del presente estudio piloto, podemos
determinar que la técnica es efectiva en la deteccion de metilacion pero son
necesarios estudios con un mayor numero de pacientes y una mayor
homogeneizacion de la muestra en cuanto a posibles factores de confusion, para

que los resultados obtenidos puedan ser estadistica y clinicamente relevantes .
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VIII. ANEXO I



Informe Dictamen Protocolo Favorable

b N I E-
‘; Hospital Clinico San Carlos 0 Gl F:09/355
- 18 de noviembre de 2009

CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINIiCA

DNA M° DEL MAR GARCIA ARENILLAS, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS DE MADRID.

CERTIFICA:

Que en el estudio titulado: "Estudio de metilacion en lesiones orales
potencialmente malignizables” con Cédigo Interno: E-09/366.
o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.
o Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.
o La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a
cabo el estudio.
o El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto
de los postulados éticos.
Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre Ila
realizacion de dicho proyecto por el Dr. Antonio Bascones Martinez de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid

como Investigador Principal.

Lo que firmo en Madrid, a
Fdo:

Com
Y
[

Secretaria del CEIC"Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos Phgina 1
Coordinacion Ensayos Clinicos, 12 N, ¢/ Doctor Martin Lagos, s/n.  Madrid 28040
Madrid Espafa

Tel. 91 330 38 19 Fax. 91 330 32 99 Correo electrénico ceic.hesc@salud.madrid.org
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[X. ANEXO II



FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:
ESTUDIO DE METILACION EN LESIONES ORALES POTENCIALMENTE
MALIGNIZABLES.

DON . de.......... anos de edad,
CON AOMICIIIO BN...oeet e y D.N.I
0 R,

DECLARO que €l dOCIOr dON.......onie et

Me ha explicado que va a proceder a la extraccion de mucosa peri-lesionar y de lesion
premaligna, con fines de investigacion para un proyecto llevado a cabo en la Facultad de
Odontologia de la UCM.

Comprendo que las muestras de la lesion y el tejido circundante seran realizadas
mediante biopsia, y para ello es necesario el uso de anestesia local.

Aunque se me hayan practicado los medios diagnésticos que se han estimado
precisos, comprendo que pueden producirse procesos edematdsicos, inflamacién, dolor o
laceraciones en la mucosa yugal o la lengua que no dependen de la técnica empleada ni de su
correcta realizacion, sino que son imprevisibles, en cuyo caso el facultativo tomara las medidas
precisas, y continuara el procedimiento.

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo, y el facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y
me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.

También comprendo que en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna
explicacion, puedo revocar el consentimiento que ahora presto.

Por ello manifiesto que estoy satisfecho con la informacion recibida y que comprendo el
alcance y los riesgos del procedimiento.

Y en tales condiciones CONSIENTO que se me practique la toma de muestras.

Fdo. EL ODONTOLOGO Fdo. EL PACIENTE
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X. ANEXO III



Analisis intragrupo de ambos grupos para gen MGMT.
Comparacion de proporciones.

NPAR TEST
/BINOMIAL

(.50)= VAR0O0O0O1L

/MISSING ANALYSIS.

Notas

Resultados creados
Comentarios
Entrada

Manipulacién de los
valores perdidos

Conjunto de datos activo
Filtro

Peso

Segmentar archivo

Nuam. de filas del archivo
de trabajo

Definicion de los perdidos

Casos utilizados

03-AUG-2011 20:04:14

Conjunto_de_datos0
<ninguna>
<ninguna>
<ninguna>

Los valores perdidos definidos por el
usuario sera tratados como perdidos.

Los estadisticos para cada prueba se
basan en todos los casos con datos
validos para las variables usadas en
dicha prueba.

Sintaxis NPAR TEST
/BINOMIAL (.50)= VAR00001
/IMISSING ANALYSIS.
Recursos Tiempo de procesador
0:00:00,05
Tiempo transcurrido 0:00:00,05
Num(_aro de casos 196736
permitidos(a)
a Basado en la disponibilidad de memoria en el espacio de trabajo.
[Conjunto_de datos0]
Prueba binomial
Proporcion Prop. de Sig. exacta
Categoria N observada prueba (bilateral)
VARO00001  Grupo 1 ,00 6 75 ,50 ,289
Grupo 2 1,00 2 25
Total 8 1,00
NPAR TEST
/BINOMIAL (.50)= VAR00002
/MISSING ANALYSIS.
Pruebas no paramétricas
Notas

| Resultados creados

03-AUG-2011 20:05:41




Comentarios
Entrada

Manipulacién de los
valores perdidos

Conjunto de datos activo
Filtro

Peso

Segmentar archivo

Ndam. de filas del archivo
de trabajo

Definicion de los perdidos

Casos utilizados

Conjunto_de_datos0
<ninguna>
<ninguna>
<ninguna>

Los valores perdidos definidos por el
usuario sera tratados como perdidos.

Los estadisticos para cada prueba se
basan en todos los casos con datos
validos para las variables usadas en
dicha prueba.

Sintaxis NPAR TEST
/BINOMIAL (.50)= VAR00002
/MISSING ANALYSIS.
Recursos Tiempo de procesador
0:00:00,00
Tiempo transcurrido 0:00:00,00
Num(_aro de casos 196736
permitidos(a)
a Basado en la disponibilidad de memoria en el espacio de trabajo.
[Conjunto_de datos0]
Prueba binomial
Proporcion Prop. de Sig. exacta
Categoria N observada prueba (bilateral)
VAR00002 Grupo 1 ,00 7 ,88 ,50 ,070
Grupo 2 1,00 1 13
Total 8 1,00

En el estudio estadistico, con un 0=0,05, de comparacion de proporciones, el
estadistico de contraste Z=0,67 nos muestra que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (Grupos test y control para MGMT).
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