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LA INESTABILIDAD MICROSATÉLITE Y LA
HIPERMETILACIÓN DEL PROMOTOR MLH1 SE
ASOCIAN CON LA APARICIÓN TARDÍA DEL
CÁNCER DE ENDOMETRIO

El silenciamiento del gen reparador de mutaciones MLH1 por hiperme-
tilación de su promotor es la principal causa de inestabilidad microsa-
télite (MSI) en tumores esporádicos tanto de origen colorectal (CC) co-
mo endometrial (CE). Los CC con MSI y MLH1 metilado ocurren en pa-
cientes con más edad que los CC sin estas alteraciones moleculares.
Sin embargo, en CE esta relación es controvertida. 
En este trabajo hemos estudiado la relación entre la edad y el estado
MSI y de metilación de MLH1, en una serie amplia de pacientes con CE.
El MSI se estableció usando tres marcadores de inestabilidad (BAT-26,
BAT-25 y APA3). Para determinar la hipermetilación del promotor MLH1
se usó el MS-SSCA (methylation-sensitive single-strand conformation
analysis). El 20% de las muestras de CE eran MSI, y el 80% de estas te-
nían MLH1 metilado. La edad en el diagnóstico de las pacientes con tu-
mores MSI fue significativamente más elevada que la de las pacientes
con tumores que presentaban estabilidad de microsatélites (MSS).
(edad±SD: 67.1±9.6 años vs 63.4±10.0 años, p=0,034, test de Fisher).
Los tumores MSI con MLH1 metilado ocurrieron en pacientes de más
edad que los que presentan MLH1 no metilado o MSS. (68.5±9.5 años vs
61.4±8.0 años vs 63.4 ± 10.0 años, respectivamente, p=0,008, test de
Chi-cuadrado). 
Estos resultados sugieren la existencia de diferencias epidemiológicas
en pacientes con CE con diferentes estados de inestabilidad de micro-
satélites y de metilación del promotor MLH1.

Silencing of the MLH1 mismatch repair enzyme by promoter
hypermethylation is the main cause of microsatellite instability (MSI) in
sporadic tumors of both colorectal (CC) and endometrial (EC) origins. While
CC with MSI and methylated MHL1 occur in patients older than those without
there molecular alterations. The data on EC, however, are conflictive.
Here we studied the relationships among these clinical and molecular
variables in a large series of patients with EC. Microsatellite status was
established by using three mononucleotide repeats (BAT-25, BAT-26 y
APA3). MLH1 promoter hypermethylation status was studied by methylation-
sensitive single-strand conformation analysis (MS-SSCA). Twenty-percent of
tumors had MSI, and eighty-percent of them had methylated MLH1. Age at
diagnosis of patients with MSI tumors was significantly higher than those with
microsatellite stable (MSS) tumors (mean±SD: 67.1±9.6 years vs 63.4±10.0
yrs, p=0.034, Fisher`s exact test). MSI tumors with methylated MLH1
happened in patients older than patients with either MSI tumors with
unmethylated MLH1 or MSS tumors (68.5±9.5 vs 61.4±8.0 vs 63.4±10.0,
respectively, p=0.008, Chi-squared test).
Our results suggest the existence of epidemiological differences among
these three EC groups.
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INTRODUCCIÓN

El cáncer de endometrio
(CE) es el tumor ginecológico
de localización pélvica más fre-
cuente en Europa y Estados
Unidos (Evans, 1995). Aunque
se detecta en estadíos inicia-
les, entre un 10-15% de las pa-
cientes tratadas recaen a los 5
años y más tarde mueren a
causa del cáncer. Aparece en
mujeres con una media de edad
de 63 años y la mayoría de los
casos no son hereditarios sino
esporádicos (Whelan, 2002).

La base molecular del cán-
cer es la serie acumulada de
alteraciones genéticas que
conducen a un crecimiento ce-
lular descontrolado. La inesta-
bilidad microsatélite (MSI) se
caracteriza por la acumulación
de miles de mutaciones en re-
giones repetitivas o microsaté-
lites del ADN. Esto se debe a
defectos en los genes que las
reparan, entre los que se inclu-
yen el MLH1 o el MSH2 (Ionov,
1993; Perucho, 1996).

Algunas de estas alteracio-
nes genéticas afectan a genes
del cáncer (oncogenes y genes
supresores) que presentan en
su secuencia codificante regio-
nes microsatélites. Se ha ob-
servado MSI en diferentes tipos
de tumores como los de los
tractos gastrointestinal y uroge-
nital, tanto esporádicos como
hereditarios. En el CE esporádi-
co, el MSI se presenta en el 15-
20% de los casos, sin embargo
en esos tumores MLH1 o MSH2
tienen una baja frecuencia de
mutación (Risinger, 1993; Dug-
gan, 1994; Katabuchi, 1995;
Lim, 1996; Kobayashi, 1996).

Desde hace unos años ha
tomado cuerpo la idea de que
el cáncer no es sólo una enfer-
medad genética, sino que tam-
bién incluye un componente
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epigenético. La implicación de
las alteraciones epigenéticas
podría ser clave en el CE, ya
que explicaría la baja frecuen-
cia de mutaciones en los genes
reparadores que caracteriza a
los tumores con MSI.

La epigenética hace referen-
cia a cambios en la función de
un gen heredables mitótica y/o
meióticamente y que no pueden
ser explicados por cambios en
la secuencia del ADN. Entre los
procesos epigenéticos implica-
dos en la carcinogénesis, el
mejor conocido es el de la me-
tilación aberrante de la citosina
(C) en los dinucleótidos 5'CpG
3' (G = guanina).

Algunos estudios han de-
mostrado que la hipermetila-
ción de CpG, del promotor de
MLH1 se asocia con una baja
expresión de este gen, tanto en
líneas celulares como en tumo-
res primarios. En tumores colo-
rectales (CC), gástricos (CG) y
en CE de origen esporádico, el
estado MSI se atribuye a la hi-
permetilación del promotor de
MLH1 (Kane, 1997; Herman,
1998; Esteller, 1998; Fleisher,
1999; Leung, 1999; Simpkins,
1999). 

Los CC con MSI y MLH1 me-
tilado ocurren en pacientes con
más edad que los CC sin estas
alteraciones moleculares (Mal-
khosyan, 2000). En CG, la fre-
cuencia de metilación de MLH1
parece también aumentar con
la edad (Nakajima, 2001). Sin
embargo, en CE los datos exis-
tentes son contradictorios.

OBJETIVO

Estudiar la relación entre la
edad en el momento del diag-
nóstico y el estado MSI y la hi-
permetilación del promotor del
gen MLH1 en una serie amplia
de CE.

La inestabilidad
microsatélite (MSI)

se caracteriza por la
acumulación de

miles de mutaciones
en regiones repetiti-
vas o microsatélites

del ADN

La implicación de las
alteraciones epigené-
ticas podría ser clave

en el CE, ya que
explicaría la baja fre-
cuencia de mutacio-

nes en los genes
reparadores que
caracteriza a los
tumores con MSI
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MATERIAL Y MÉTODOS

La serie incluyó a 204 pa-
cientes consecutivos con CE,
diagnosticadas y tratadas en el
departamento de Obstetricia y
Ginecología del Hospital Uni-
versitario Materno Infantil de
Gran Canaria (Islas Canarias,
España) entre 1990 y 1999. La
mediana de edad de las pacien-
tes diagnosticadas fue de 63
años (rango: 29-90 años). El
ADN tumoral fue aislado por
extracción con fenol/cloroformo
y precipitación con etanol. Para
la determinación de MSI se
usaron tres marcadores de in-
estabil idad: BAT26, BAT25 y
APA3 que son repeticiones mo-
nonucleotídicas de 26(A), 25(A)
y 18(A) respectivamente. El ta-
maño de los productos de PCR
se analizó usando electrofore-
sis capilar en Abi PRISM 3100 y
el GeneScan software (Applied
Biosystem Corp.) (Ver figura 1). 

Estudiamos el estado de me-
tilación de una región específi-
ca del promotor del gen MLH1,
que metilada se correlaciona
con la pérdida de expresión del
gen. Ésta comprende los nucle-
ótidos -80 al -279 tomando co-
mo referencia el nucleótido
donde se inicia la transcripción.
Para este análisis se usó la

MS-SSCA (Methylation-sensiti-
ve single-strand conformation
analysis) (Clark, 1994; Paulin,
1998; Bianco, 1999; Dobrovic,
2002), que consiste en: 

1) modificación del ADN por
tratamiento químico con bisulfi-
to sódico (las C no metiladas
se transforman en timinas y las
metiladas no se modifican) 

2) PCR del ADN modificado,
para esto diseñamos nuestros
propios primers (Forward :  5'
GAT TGG ATA GTT TGA ATG
TTA 3' y Reverse: 5' ACA TCT
CTA CTC CTA TTA ACT 3') y
pusimos a punto las condicio-
nes óptimas de la PCR: 

1 µL de ADN modificado con
bisulfito, 25 pmol de cada pri-
mer, 1.5 mM MgCl2, 1x Gold
Buffer, 200 µM de dNTPs y 1.75
U de AmpliTaq Gold polymera-
se (Roche Molecular Systems,
Inc.) en un volumen final de 25

µL. [95ºC 15 min, seguido de
35 ciclos de 95ºC 30 seg, 56ºC
30 seg y 72ºC 30 seg, finalmen-
te 72ºC 10 min]. 

3) SSCA (single-strand con-
formation analysis) en gel verti-
cal de poliacrilamida al 10%
con un aparato Hoefer SE 600
(Amersham Biosciences) corri-

Figura 1. Electroforesis capilar para la determinación del estado MSI. Se conside-
ran MSI cuando existe variación de dos o más bases en al menos dos marcadores
de repeticiones mononucleotídicas. 

En tumores colorectales
(CC), gástricos (CG) y
endometriales (CE) de
origen esporádico, el
estado MSI se atribuye a
la hipermetilación del
promotor de MLH1

Tumor: rojo
Control: azul
Marcador de peso molocular: naranja

pb pb pb pb

pb

pb pb pb pb
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do a 80 voltios 18h con TBE
0,5X. Este gel se t iñe con
SYBR Gold (Molecular Probes,
Eugene, OR) y se visualiza en
un transiluminador de luz ultra-
violeta. (Ver Figura 2)

Para confirmar nuestros re-
sultados, purificamos las ban-
das de los productos de PCR y
los secuenciamos usando el
Big Dye terminator sequencing
kit,  Ver. 3.1 (Applied Bios-
ystems Corp.) (Ver Figura 3).
En el análisis estadístico se
emplearon los test no paramé-
tricos de la Chi-cuadrado y de
Fisher. 

RESULTADOS

El 20% de las muestras de
CE presentaron MSI, y el 80%
de estas tenían el MLH1 metila-
do. La edad en el diagnóstico
de las pacientes con tumores
MSI fue significativamente ma-
yor que la de los tumores MSS.

(edad±SD: 67.1±9.6 años vs
63.4±10.0 años, respectiva-
mente, p=0,034, test de Fis-
her). Los tumores MSI con
MLH1 metilado ocurrieron en
pacientes de más edad que los

que presentaron MLH1 no meti-
lado o MSS. (68.5±9.5 años vs
61.4±8.0 años  vs 63.4±10.0
años respectivamente,
p=0,008, test de Chi-cuadrado)
(Ver Tabla 1).

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

La incidencia de MSI en
nuestra serie (20%) está en el
rango de lo publicado en CE
esporádico (9-43%) (Risinger,
1993; Duggan, 1994; Caduff,
1996). De igual manera, la fre-
cuencia de hipermetilación del
promotor MLH1 asociada con
MSI observada (80,5%) está
dentro de los valores descritos
previamente (69-92%) (Esteller,
1998; Simpkins, 1999; Salve-

Figura 3. Secuencias de una región del promotor MLH1 rica en CpG. Las CpG no meti-
ladas cambian a TpG, en cambio las metiladas no se modifican.

Figura 2. SSCA del estudio de la hipermetilación del promotor del gen MLH1. (C+) control positivo,
(C-) control negativo, (NT) ADN no tratado con bisulfito sódico y (H2O) agua. (+) Muestra metilada

Los tumores MSI con
MLH1 metilado ocu-
rrieron en pacientes

de más edad que los
que presentaron

MLH1 no metilado o
MSS
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sen, 2000). Nuestros datos in-
dican que en el CE esporádico
existe una asociación entre la
edad en el diagnóstico de las
pacientes y la presencia o au-
sencia de  MSI y del estado de
metilación del promotor MLH1
en los tumores.  La edad de las
pacientes con tumores MSI y
MLH1 metilado es 7 años más
elevada que la de las pacientes
con tumores MSI y MLH1 no
metilado o MSS. Algo similar ha
sido descrito en CC y CG, si
bien en el CC la diferencia de
edad se eleva a 18 años (Mal-
khosyan, 2000; Nakajima,
2001). Futuras investigaciones
ayudarán a desvelar los proce-
sos moleculares que subyacen
en las asociaciones observa-
das.
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