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Resumen

El cancer oral en México, se ubica en el lugar 21 en incidencia y 24 en mortalidad, sin embargo, cada
década su incidencia aumenta debido a la exposicion a factores de riesgo que han sido asociados a
esta neoplasia: consumo de tabaco y alcohol, exposiciones virales y eventos genéticos especificos
dentro de los que destacan la presencia de la variante c.-93G>A y la metilacion del gen MLH1, por lo
que el objetivo de la presente revision se centra en describir el impacto de estos dos eventos en el
desarrollo de cancer oral de células escamosas (COCE). Se ha propuesto que la SNV ¢.-93G>A en el
gen MLH1 puede estar relacionada con alteraciones en la tasa transcripcional, ademas de asociarse
con el riesgo y prondstico del COCE, mientras que la metilacion se ha asociado con una disminucién
e incluso supresion de la expresion proteica. Ambas alteraciones repercuten sobre la expresion de la
proteina, afectado el proceso de reparacion del DNA y al ser parte esencial de fisiopatologia es
relevante realizar el analisis de la variante c.-93 G>A y la metilacion del gen MLH1 en pacientes con
carcinoma oral de células escamosas.
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Abstract

Oral cancer in Mexico ranks 21st in incidence and 24th in mortality, however, its incidence increases
every decade due to exposure to risk factors that have been associated with this neoplasm, among
the most relevant are: tobacco and alcohol consumption, viral exposures and specific genetic events,
among which the methylation of the promoter of the MLH1 gene and the presence of the c.-93G>A
variant stand out, for which the objective of this review is focused on describing the impact of these
two events on the development of oral squamous cell cancer. In this review it becomes evident that
MLH1 methylation is an epigenetic event involved in gene silencing, on the other hand the presence
of the c.-93G>A variant is associated with alterations in the transcriptional rate of the gene, so both
events affect the expression of the protein, affected the repair process and therefore a participant in
the development of squamous cell oral cancer. As it is an essential part of pathophysiology, it is
relevant to analyze the c.-93 G>A variant and the methylation of the MLH1 gene in patients with oral

squamous cell carcinoma.

Keywords: oral cancer, methylation, MLH1, c.-93G>A.

1. Introduccion

El Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) es la neoplasia maligna de la cavidad oral
que incluye algunas estructuras tales como: mucosa bucal, piso de la lengua, lengua anterior, crestas
alveolares, trigono retromolar, paladar duro y parte interna de los labios (Chamoli, et al., 2021),
siendo la lengua el sitio donde se desarrolla con mayor frecuencia y asociandose con mayor
mortalidad en comparacién con otros sitios de la cavidad oral (Almangush et al., 2020).

En el afio 2020, GLOBOCAN reportd que los canceres de labio y la cavidad oral representaron el
décimo-séptimo lugar tanto en incidencia como en mortalidad en el mundo, mientras que en México,
para el mismo afio, los canceres de la cavidad oral se posicionaron en el lugar veintiuno de incidencia
y veinticuatro en mortalidad (Ferlay et al., 2019; Sung et al., 2020), estimandose ademas, que su
incidencia varia entre el 1 % y 5 % de todos los canceres (De la Fuente-Hernandez et al., 2014)
aumentando cada década, en parte, a la exposicion a factores de riesgo tales como: consumo de
alcohol y tabaco, presencia del Virus del Papiloma Humano (VPH) y el Virus de Epstein-Barr (VEB),
de hecho, en paises de Sudamérica y de Europa central y oriental, el VPH es responsable de un
porcentaje elevado de esta neoplasia en jovenes (Chamoli, et al., 2021; Ali, 2022). Antecedentes
familiares de cancer, exposicidn a rayos ultravioleta, dietas bajas en antioxidantes, inmunosupresion
y lesiones orales son desencadenantes de esta neoplasia maligna (Tenore et al., 2020).

Por otro lado, algunos estudios genéticos asocian el desarrollo de COCE con alteraciones genéticas
especificas, dentro de las que se encuentra la presencia de variantes de un solo nucledtido (SNV por
sus siglas en inglés), metilacion e incluso deleciones en el cromosoma 3 (Gonzalez-Ramirez et al,
2011; Senghore et al, 2019; Chamoli et al., 2021). En esta regién se localiza el gen MLH]I, el cual,
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participa en el Sistema de Reparacion de Malos Apareamientos del DNA (MMR). Se ha reportado
que la reducciéon de la expresiéon de MLHI podria estar relacionada al desarrollo de COCE,
especificamente la presencia de la variante c.-93G>A de MLH1 se ha asociado con un mayor riesgo
de desarrollar COCE y un peor prondstico (Jha et al., 2013; Lin et al, 2014; Senghore et al, 2019),
ademas, la metilacion de la region promotora de MLH1 conllevaria una posible inactivacién del gen,
y la disminucién o ausencia de la expresion de la proteina con implicaciones en la reparacion del
DNA y el desarrollo del cancer (Czerninski et al, 2009; Gonzalez-Ramirez et al, 2011).

MLH1 como parte del sistema de reparacion de malos apareamientos

La proteina MutL, homdlogo 1 (MLH1) es un componente fundamental del sistema MMR,
responsable de corregir los apareamientos de bases erréneos en el DNA cometidos de manera
natural durante la replicacion por las DNA polimerasas, manteniendo asi, la estabilidad del genoma
(Liu ef al., 2017). El sistema MMR en eucariotas actiia mediante heterodimeros. Las proteinas MutS,
homologo 6 (MSH6) y MutS, homologo 3 (MSH3) forman heterodimeros con la proteina MutS,
homologo 2 (MSH2); el primer complejo esta conformado por MSH2 y MSH6 denominado “MutSa”
que, reconoce variantes de un solo nucleétido (SNV) e inserciones-deleciones (INDELS) de 1-2 bases.
Por otra parte, MSH2 y MSH3 forman el segundo complejo, “MutSB” que reconoce SNV e INDELS
de mayor tamafio. Por otro lado, la proteina MLH1 y la proteina de segregacion posmeidtica
aumentada de tipo 2 (PMS2) forman el heterodimero “MutLa” que regula la escision del fragmento
mal apareado (Gupta y Heinen 2019).

El mecanismo de accién del sistema MMR (Kunkel y Erie, 2015; Traver et al., 2015; Kadyrova &
Kadyrov 2016; Li & Martin, 2016; Gupta y Heinen 2019; Tamura et al,, 2019) se describe a
continuacion, ilustrandose en la Fig. 1:

1. La reparacion inicia cuando MutS identifica y se une al apareamiento erroneo,
posteriormente se desliza por el DNA vy trae consigo el reclutamiento de MutLa (el cual
contiene a MLH1) uniéndose a la doble cadena de DNA, junto con MutSa reclutan a PCNA
(antigeno nuclear de células en proliferacion) quien activa a MutLa y promueve que PMS2
ejerza una actividad endonucleasa, generando sitios de entrada potenciales para la
exonucleasa 1 (EXO1) para regular la escisiéon de la cadena con el error. Posteriormente,
MSH2 recluta a la helicasa MCMO9 quien elimina la cadena alterada.

2. Una vez conjuntado el complejo proteico (MutSa/ MutLa/ EXO1/ MCM9), comienza la
escisiéon por MutSa, partiendo del apareamiento erréneo y se disocia una vez cumplida su
funcién. Para finalizar la reparacion, la polimerasa d se encargara de la resintesis correcta
de DNA, seguido de una ligadura por la enzima DNA ligasa 1.

De manera normal, el sistema MMR trabaja constitutivamente y con una alta regulacion, sin
embargo, fallas en su funcionamiento pueden dar lugar a mutaciones e inestabilidad gendmica, lo
que a su vez puede conducir a la aparicion del cancer. En este sentido, se ha informado que los
tumores desarrollados por pacientes con deficiencias en las vias de reparacion del sistema MMR
(dMMR) pueden llegar a tener una tasa de mutabilidad aproximadamente 1000 veces mayor que
aquellos desarrollados por individuos con las vias del sistema intactas, ademas, se ha demostrado
que las células deficientes en MMR suelen ser resistentes a la muerte inducida por varios agentes
quimioterapicos importantes (Sedhome, 2019).
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Figura 1. Participacion de MLH1 como parte del mecanismo de reparacion del sistema MMR.

A) Identificacién de un mal apareamiento por MutSa, B) Reclutamiento de MutLa, C) Formacion del complejo
entre MutSa y MutLa e interaccion con PCNA, D) Accién endonucleasa de PMS2, E) Entrada de EXO1 y escision
de la cadena, F) Sintesis de la nueva cadena. (Adaptado de Li & Martin, 2016)

Figure 1. Involvement of MLH1 as part of the repair mechanism of the MMR system.

A) Identification of mispairing by MutSa, B) MutLa recruitment, C) Complex formation between MutSa and
MutLa and interaction with PCNA, D) Endonuclease action of PMS2, E) EXO1 entry and chain scission, F)
Synthesis of the new chain. (Adapted from Li & Martin, 2016).
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MLH1

La proteina MLH1 (mutL homologo 1) localizada en el nticleo, con una masa de 84.6 KDa y 756
aminodcidos, estd conformada por tres dominios: un dominio ATPasa y dos dominios para la
interaccion con MutS homologo y con la proteina PMS2. Es codificada por el gen MLH1, localizado
en 3p22.2, contiene 19 exones y comprende una region de 57,360 pb, generando ademas un transcrito
de 2,524 pb (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Hematology, 2023).

La region promotora de este gen esta conformada por 1,787 pb (Ito, 1999) y cuenta con secuencias de
control transcripcional importantes situadas entre -300 y -220 pb del codéon de inicio de la
transcripcion (ATG). En primera instancia se destaca una caja CCAAT, ubicada especificamente en -
282, misma que se ha reportado como el principal mediador de la tasa transcripcional del gen, con
aproximadamente un 60 % de la fuerza total del promotor y es reconocida por el factor nuclear NF-
Y. Por otra parte, se ha propuesto que el 40 % restante de la actividad transcripcional de este gen
corresponde a la secuencia ubicada entre -273_-222 y otras secuencias localizadas a lo largo del
promotor. Similarmente, se han descrito elementos cis y sitios de unién a proteinas esenciales de c.-
301_c.-76, y adicionalmente, las regiones de -250 _-151 y de -273_-4 se describen como criticos para
la regulacion de la transcripcion de MLHI1. Este gen, cuenta también con una isla CpG de gran
tamafio en su promotor, el cual comparte de manera bidireccional con EPM2A/P1 (Quaresima et al,
2001; Morak, et al, 2018).

Estudios en diferentes poblaciones han reportado que la metilacion del promotor del gen MLH1 esta
asociada con diversos factores de riesgo clinico-patolégicos del cancer, como la edad avanzada, el
sexo femenino y la ubicacién proximal del tumor (Levine et al, 2016). Ademas, se ha propuesto que
las variantes en los genes MMR son étnico especificas, lo que resalta la necesidad de su estudio en
distintas poblaciones (Zhang et al, 2020).

Participacion de MLH1 en cancer

Tanto la metilacion como la expresion de los genes del sistema MMR, especialmente MLH1,
han sido estudiados en multiples tipos de tumores malignos (Lima et al, 2022), incluyendo variantes
genéticas con potencial de generar alteraciones transcripcionales que pueden conducir a dAMMR,
mismas que han sido descritas en algunos tipos de cancer como: colorrectal, de prostata,
gastrointestinal, de endometrio y de ovario (Lynch, 2015; Sedhome, 2019).

Especificamente en cancer colorrectal, se ha reportado que de 8-21 % de los casos pueden estar
asociados con la pérdida de la expresion de MLH1, misma que puede ser consecuencia de metilacion
del promotor de dicho gen o la presencia de variantes (Rashid et al., 2019). En este sentido, dentro de
las pocas investigaciones al respecto que se han realizado en México, Moreno-Ortiz et al, (2021)
analizaron la metilacion del promotor de MLH1 en tumores colorrectales de pacientes mexicanos,
encontrando una frecuencia de metilacién del 25 %, siendo, ademas, pacientes de sexo femenino
mayores de 45 afios quienes mostraron una mayor frecuencia de metilacion. Mientras que, en lo
concerniente a variantes en este gen, se han descrito en individuos con CCR esporadico y hereditario,
tanto en regiones codificantes como en zonas reguladoras (Nassiri et al., 2013), sin embargo, la mas
estudiada hasta el momento es la variante c.-93G>A, la cual ha sido reportada como un factor de
riesgo para desarrollar CCR (Muniz-Mendoza et al., 2012) ademas de estar relacionada con la
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hipermetilacién del promotor (Miyakura, 2014) y la perdida de expresion de la proteina (Fennell et
al., 2018) e la inestabilidad de microsatélites (MSI) tanto en CCR como cancer de endometrio (Russell
et al., 2021).

Por otro lado, en céancer de ovario se ha reportado que el porcentaje de casos con inestabilidad de
microsatélites va de 2-10 %, llegando a alcanzar hasta el 20 % en el subgrupo endometrioide y en su
mayoria, suele estar relacionado con la metilacién del promotor MLH1 (Fraune, 2020; Evrard, 2021).
De manera similar, Shilpa et. al (2014) estudiaron la relacion de la MSI, 1a metilacion del promotor y
la expresion de proteinas de los genes MMR en el carcinoma epitelial de ovario. Encontrando MSI
en >60 % de las muestras tumorales, con metilacién de MLH1 en 37.5 % de estas, pero sin pérdida
total de la expresion de los genes MMR. Debido a que no hubo correlacion entre MSI, metilacion del
promotor y expresion de proteinas de los genes MMR, se sugiere que cada uno puede funcionar de
forma independiente y contribuir a la aparicion y/o desarrollo del cancer (Shilpa et al, 2014).
Adicionalmente, en cuanto laS variantes génicas en MLH1 y su relacién con este tipo de cancer, han
sido hasta el momento, poco estudiadas. Destacando un analisis de casos y controles realizado en
China en el que se evalto la asociacion entre la variante c.-93 G>A (rs1800734) y el riesgo de
desarrollar cancer de ovario. Encontrando que el alelo A (alterno o variante) puede afectar la
susceptibilidad al cancer ovario en la poblacién estudiada, al aumentar el riesgo de padecerlo (Niu
et al, 2015).

Participacion de MLH1 en carcinoma oral de células escamosas

La metilacion y la presencia de SNV, especificamente la c.-93 G>A, son eventos moleculares
estudiados ampliamente en diferentes tipos de cancer debido a la importancia que tienen en los
procesos carcinogénicos (Lynch, 2015; Sedhome, 2019; Lima et al, 2022), sin embargo, a pesar de su
relevancia y estar bien caracterizados en algunas neoplasias, en COCE, desafortunadamente la
situacion es totalmente contraria. E1 COCE es un cancer pobremente estudiado tanto a nivel nacional
como internacional, aun cuando es una patologia agresiva (De la Fuente-Hernandez et al., 2014;
Chamoli, ef al., 2021), y con grandes repercusiones para la calidad de vida de los pacientes que la
padecen (Almangush et al., 2020).

En este sentido, se describen las investigaciones reportadas hasta el momento que buscan elucidar
la relacion de estos fenémenos de regulacion molecular (metilacién y SNV ¢.-93 G>A en MLH1) con
el COCE.

Variante c.-93 G>A de MHL1 en carcinoma oral de células escamosas

En 2019, Senghore y su equipo de colaboradores reportaron una asociacion entre la SNV c.-93
G>A (rs1800734) con una mayor tasa de supervivencia general y supervivencia libre de la
enfermedad en portadores del genotipo GG para pacientes con COCE que recibieron
quimiorradioterapia concurrente adyuvante, en este estudio se incluyeron 319 individuos,
concluyendo que la variante podria servir como biomarcador predictor en pacientes con esta
enfermedad (Senghore et al, 2019). De manera similar, otro estudio realizado con 185 pacientes
concluyd que el genotipo AA tuvo un mal pronodstico, tanto en la tasa de supervivencia general,
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como en la supervivencia libre de la enfermedad de pacientes varones con COCE, especialmente en
aquellos con estadio avanzado (Lin et al, 2014).

En contraste, en un estudio de casos y controles realizado en pacientes indios asiaticos, en el que se
genotipificaron 242 pacientes con COCE fumadores de tabaco y 205 controles sanos, se encontro6 que
la frecuencia del genotipo AA (c.-93 G>A) fue significativamente menor en pacientes en comparacion
con los controles (21.49 % vs. 47.8 %), mientras que el genotipo GG tuvo una prevalencia
significativamente mayor en pacientes en comparacion con controles sanos (41.32 % vs. 13.66 %), por
otro lado, segtin la misma investigacion, el genotipo AG y el genotipo GG parecen ser de riesgo para
COCE en comparacion con el genotipo AA en la poblacién estudiada. En relacion con la distribucion
alélica, se mostrd que el alelo G es significativamente mayor en los pacientes, estando asociado con
un mayor riesgo de padecer este tipo de cancer en comparacion con el alelo A. En conjunto, los
mencionados resultados sugieren que la variante rs1800734 se asocia con un mayor riesgo de COCE
relacionado con el consumo de tabaco en indios asiaticos y podria ser ttil para detectar poblaciones
susceptibles, lo que pone de manifiesto la naturaleza étnico-especifica de las variantes en genes MMR
(JTha et al., 2013).

Metilacion de MLH1 en carcinoma oral de células escamosas

Por otro lado, respecto a la De la Fuente-Hernandez et al., 2014, cuando se presenta en regiones
promotoras, puede conducir a la inactivacién de la expresién de cualquier gen (Tse, et al, 2017), como
es el caso en MLH1. En 2011, Gonzalez-Ramirez analiz6 el perfil de metilaciéon de MLHI y la
expresion proteica en COCE, se tratd de un estudio de casos y controles que incluyé 50 casos y 200
controles, detectando metilacion en el promotor de MLH1 en 38 (76 %) casos, pero en ninguna de las
muestras control. De las 38 muestras de COCE con metilacién del promotor, 12 (32 %) no mostraron
expresion para la proteina y corresponden a estadios clinicos tempranos (10 en estadio Il y 2 en
estadio I). Mientras que las muestras no metiladas si expresaron MLHI1. El analisis de regresion
logistica multiple mostré un OR de 16,54 para la metilacion del gen MLH1 y estadios tempranos de
COCE. Lo que condujo a la propuesta de que la metilacién de MLH1 es un evento temprano que se
mantiene durante la progresién tumoral en este tipo de neoplasia (Gonzalez-Ramirez et al, 2011).

Del mismo modo, en otro estudio en que se analizaron 28 muestras de pacientes con COCE y 6
muestras de pacientes sanos se report6 hipermetilacion del promotor de MLH1 en el 50 % (14/28) de
los casos, destacandose que el 100 % de los pacientes con neoplasias malignas orales multiples
presentaron hipermetilacion en comparacion con el 31,5 % de los pacientes con tumor tnico
(Czerninski et al, 2009).

Adicionalmente, se ha postulado que MLH1 puede estar asociado con la resistencia a los tratamientos
de quimioterapia por regulacion epigenética (Adachi et al, 2010). Sin embargo, los estudios atin no
son concluyentes para demostrar los efectos de la terapia combinada con un fdrmaco epigenético (5-
aza-2CdR) y cisplatino (CDDP) en COCE. Por lo que recientemente, Lima et al, 2022, realizaron un
estudio con el objetivo de investigar los efectos de CDDP en combinacion con 5-aza-2CdR en la
metilacion de los genes MGMT y MLH1 en células de cancer oral, en donde lineas celulares de COCE
(SCC-9, SCC-15 y SCC-25) se sometieron a 72 horas de tratamiento: CDDP 0,1 uM (o 4,44 uM SCC-
9), 0,1 pM y 0,3 uM 5-aza-2CdR (0 1 uM y 3 uM SCC-9), y los farmacos en combinacion, para
posteriormente evaluar metilacion del ADN de los genes mediante Methylation Sensitivity High-
Resolution Melting (MS-HRM), evidenciando que todos los tratamientos redujeron la viabilidad
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celular. En el caso particular del gen MLH1I, se observo una desmetilacion, ademas, en el analisis de
los tratamientos con dosis bajas y fArmacos combinados se presentd una disminuciéon de la expresion
proteica en SCC-9 y SCC-25; sin embargo, con las dosis altas de 5-aza-2CdR y combinacién de
farmacos con CDDP aumento la expresion de MLH1 en SCC-9, estos resultados que sugieren que
los farmacos epigenéticos empleados en el estudio, asociados con la quimioterapia pueden tener
potencial clinico traslacional como estrategia terapéutica para prevenir o contrarrestar la resistencia
del cancer, sin embargo, es indispensable llevar a cabo mas investigaciones al respecto para poder
comprobar esta teoria (Lima et al, 2022).

Conclusiones

La presencia de variantes y/o metilacién en regiones promotoras de genes importantes para
procesos carcinogénicos, como MLH1, puede impactar considerablemente en el riesgo de desarrollo
y progresion de tumores. Particularmente en COCE, se ha postulado que la SNV ¢.-93G>A en el gen
MLH1 puede relacionarse con el riesgo y pronodstico de la enfermedad, teniendo una naturaleza
étnico-especifica, lo que pone de manifiesto la necesidad de realizar investigaciones centradas en esta
y otras variantes de MMR en diversos grupos poblacionales, con el objetivo de identificar las
caracteristicas genotipicas de cada uno de ellos, y con base en esto determinar mejores estrategias en
beneficio para los pacientes. Respecto a la metilacién del promotor de este gen, se ha demostrado su
presencia en una proporcién importante de pacientes con COCE y suele asociarse con una
disminucion e incluso supresion de la expresion proteica. Sin dejar de lado el hecho de que podria
tener implicaciones en la resistencia a agentes quimioterapéuticos o respuesta a tratamientos, sin
embargo, ain no existen datos concluyentes al respecto, por lo que es importante continuar
investigando.
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