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RESUMEN
Antecedentes. Factores genéticos y epigenéticos son importantes para el desarrollo
de cancer cérvico uterino (CaCU). La DNA metiltransferasa 3B (DNMT3B) juega un
papel crucial en la carcinogénesis, su actividad de metilasa de novo puede llevar al
silenciamiento de genes supresores de tumor. Variantes polimérficas en el gen de la
DNMT3B pueden influir en su actividad, modulando asi la susceptibilidad a CaCU.
Objetivos. Determinar la presencia de los polimorfismos A204S, E368K, -579G>T y
46359C>T de la DNMT3B y su asociacion con el desarrollo de lesiones escamosas
intraepiteliales de bajo y alto grado (LEIBG-LEIAG) y CaCU. Metodologia. Se realizo
un estudio de casos y controles, a partir de 330 muestras de DNA de mujeres
guerrerenses. La genotipificacion de los polimorfismos se hizo mediante PCR-
RFLPs. Se calcularon frecuencias genotipicas y las asociaciones se evaluaron
mediante razon de momios (RM), a intervalos de confianza (IC) al 95%. Resultados.
Todas las muestras analizadas para los polimorfismos A204S y E368K de la
DNMT3B presentaron el genotipo silvestre GG. Las frecuencias genotipicas para el
polimorfismo 46359C>T fueron las siguientes: genotipo CT con 55.5%, TT con
34.5%, CC 10%. Para el polimorfismo -579G>T fueron: genotipo TT 58.2%, GT
34.2%, y GG 7.6%. EIl genotipo homocigoto GG -579 se mostr6 como factor de
riesgo para el desarrollo de LEIBG y LEIAG (RM: 2.79, IC: 0.68-9.85 y RM: 1.67, IC:
0.27-7.13); el genotipo CT del polimorfismo 46359C>T es el Unico que mostro
asociacion significativa con el desarrollo CaCU (RM: 8.76, IC: 1.3-67.91).
Conclusion. El polimorfismo -579G>T de la DNMT3B no estd asociado
significativamente con el desarrollo de lesiones precancerosas y CaCU. Mujeres con
un genotipo CT del polimorfismo 46359C>T tienen 8.76 veces mas riesgo de

desarrollar CaCU comparadas con las portadoras del genotipo CC.

Palabras clave. Lesiones precancerosas, CaCU, DNMT3B, Polimorfismos.
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ABSTRACT
Background. Epigenetic and genetic factors are important for the development of
cervical cancer (CC). DNMT3B plays a crucial role in carcinogenesis, its novo
metilase activity can lead to silencing of tumor suppressor genes. Polymorphic
variants in the gene for DNMT3B can influence their activity, thus modulating the
susceptibility to CC. Aim. To determine the frequency of polymorphisms A204S,
E368K, -579G>T and 46359C>T of DNMT3B and its association with development of
low and high grade squamous intraepithelial lesions (LGSIL-HGSIL) and CC.
Methods. We performed a case-control study, based on 330 samples of DNA. The
genotyping of polymorphisms was made by PCR-RFLPs. Genotypic frequencies were
calculated, and the associations were evaluated by odds ratios (OR), 95% confidence
intervals (IC). Results. All samples were analyzed for polymorphisms A204S and
E368K of DNMT3B presented the wild GG genotype. The genotypic frequencies for
the 46359C>T polymorphism were as follows: CT genotype with 55.5%, 34.5% TT
and CC 10%. For the polymorphism -579G> T were: TT genotype 58.2%, 34.2% GT,
GG and 7.6%. The GG genotype homozygous -579 expressed as a risk factor for the
development of LGSIL and HGSIL (OR: 2.79, IC: 0.68-9.85 and OR: 1.67, IC: 0.27-
7.13), the CT genotype polymorphism 46359C>T is the only one who showed
association with statistical significance with development CC (OR: 8.76, IC: 1.3-
67.91). Conclusion. The polymorphism -579G>T of the DNMT3B is not significantly
associated with the development of cancer and its precursor lesions. Women with the
CT genotype the polymorphism 46359T have 8.76 times greater risk of developing

cancer compared with those carrying the CC genotype.

Keywords: CC, precursor lesions, polymorphism, DNMT3B.
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|. INTRODUCCION
La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es necesaria pero no suficiente
para el desarrollo de CaCU. Aunque la infeccion por VPH de alto riesgo se ha
encontrado en el 99.7% de los casos de CaCU a nivel mundial y mas del 50% de las
mujeres sexualmente activas han sido infectadas con VPH alguna vez en su vida, no
obstante, menos del 5% de las mujeres con VPH desarrollaran CaCU**. Lo que
sugiere que la presencia del VPH en el cérvix no equivale al desarrollo de CaCU. De
hecho, estudios epidemiolégicos y ensayos in vitro, han demostrado que otros co-
factores genéticos, epigenéticos y ambientales favorecen el desarrollo de esta

malignidad®°*.

La metilacién es una de las principales modificaciones epigenéticas asociada con el
desarrollo de cancer’. De forma normal, la metilacién del DNA regula la estabilidad
cromosomal, la integridad del genoma, la expresion de genes, la impronta genémica,
el silenciamiento de transposones y la inactivacibn del cromosoma X en las
mujeres®® La metilacién es mediada por las DNMTSs, existen 3 tipos principales de
estas enzimas en células de mamiferos, DNMT1, DNMT3A y DNMT3B**!, La
DNMT1 es requerida para mantener los patrones de metilacion, las DNMT3A vy
DNMT3B son responsables de la metilacién de novo'**3. La sobreexpresion de la
DNMT3B ha sido observada en varios tipos de tumores'**. Algunos canceres
humanos incluyendo el CaCU, presentan hipometilacion global e hipermetilacion
localizada de citosinas adyacentes a guaninas (CpGs)®*°. La metilacién aberrante de
islas CpGs de regiones promotoras puede jugar un papel importante en la
carcinogénesis debido a que puede generar el silenciamiento de genes supresores
de tumor y genes reparadores del DNA'"*8. Ademaés, la hipermetilacién de novo

facilita mutacion de genes a través de la desaminacién de 5-metil citosina a timina*®.

El gen de la DNMT3B esta localizado en el cromosoma 20g11.2 y hasta el momento
se han reportado 5 variantes polimorficas. De las cuales dos se localizan en la regién
codificante (A204S y E368K) y 3 variantes en la region promotora (-283T>C, -

579G>T y 46359C>T). Aunque hay pocos estudios sobre el efecto funcional de estos
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polimorfismos, hay indicios de que las variantes pueden alterar la expresion, funcion

catalitica y la especificidad de metilacién de la DNMT3B™.

La primera evidencia de que el polimorfismo de transicion C46359TC>T de la region
promotora de DNMT3B puede estar asociado con cancer fue encontrada en
pacientes con cancer de pulmén. En el cual los portadores del alelo T,
particularmente heterocigotos CT, tenian un aumento significativo de desarrollar
cancer (RM: 2.13, 1C:1.47-3.08)®°. Ademéas en andlisis in vitro, este genotipo
polimérfico confiere un aumento del 30% en la actividad del promotor. Aunque el
mecanismo para esta asociacibn no es claro, se propuso que la variante T puede
aumentar la expresion de la DNMT3B y de este modo provocar el silenciamiento
epigenético de algunos genes supresores de tumor?®®. En cancer de mama, la
combinacion de los genotipos C/T y C/C han mostrado, significativamente, estar
asociados con un alto riesgo de desarrollar cAncer comparados con el genotipo T/T
(RM: 1.51; IC:1.01-2.25)%,

Un estudio en pacientes con cancer de pulmén encontré que individuos con por lo
menos un alelo G en la posicién -579 del promotor del gen de la DNMT3B, tienen
menor riesgo de desarrollar adenocarcinoma y carcinoma de células pequefias de
pulmén comparados con los portadores del genotipo TT (RM: 0.47; IC: 0.28-0.81)%.
El analisis in vitro del promotor del gen de DNMT3B reveldé que el polimorfismo -
579G>T no provoca cambios en la actividad transcripcional®®. La actividad alterada
de la DNMT3B contribuye a la generacion de metilacion aberrante en cancer, por lo
gue puede estar asociado con el desarrollo de lesiones precancerosas y CaCU. Sin
embargo, la asociacion entre los SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) de la
DNMT3B vy el riesgo de desarrollar LEIBG, LEIAG y CaCU no ha sido estudiada.
Ademas, la frecuencia de los SNPs de la DNMT3B en poblacion mexicana no ha sido

documentada hasta ahora.
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En este estudio se determind la presencia de los polimorfismos A204S, E368K,
579G>T y 46359C>T de la DNMT3B y su asociacién con el desarrollo de LEIBG,
LEIAG y CaCU en un estudio de casos y controles en una poblacion guerrerense. La
asociacion entre los SNPs de la DNMT3B y CaCU podria ser de utilidad para la
identificacion temprana de individuos susceptibles a desarrollar lesiones

precancerosas y CaCU.
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Il. MATERIAL Y METODOS
Poblacién de estudio. Este estudio de casos y controles se realizd en el Laboratorio
de Biomedicina Molecular de la UAG. Se seleccionaron 320 muestras de DNA de
mujeres gque asistieron al Instituto Estatal de Cancerologia de Acapulco Guerrero, de
mayo de 1997 a diciembre 2003. Las 330 muestras se distribuyeron de la siguiente
manera: 130 casos de los cuales 30 muestras fueron de mujeres con diagnostico
histopatolégico de LEIBG, 30 con LEIAG y 70 con CaCU. Ademas 200 controles de
mujeres con diagndstico de citologia cervical normal. Todas las muestras que se
incluyeron en el estudio tienen diagndstico histolégico y citoldégico (en su caso) y
diagnostico de VPH por PCR/RFLP con los iniciadores MYQ09, MY11 y/o GP5+/GP6+.

Genotipificacion. Los polimorfismos A204S, E368K, -579G>T y 46359C>T de la
DNMT3B se genotipificaron por PCR-RFLPs. Las reacciones de PCR se hicieron en
un volumen total de 50 ul con buffer 10X para PCR (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO), aproximadamente 200 ng de DNA gendmico, iniciadores a 10 yM, MgCl, a 50
MM, dNTPs al 10 uM y 1.25 U de Taq DNA polimerasa recombinante (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). Las condiciones de amplificacion consistieron en una
etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C por 10 min, seguida de 35 ciclos de: 30 s a
95°C, 30 s a 57.6°C para A204S, 30 s a 61.8°C para E368K, 30 s a 52°C para -
579G>T y 30 s a 67°C para 46359C>T, posterior al alineamiento 30 s a 72°C y una
extension final a 72°C por 10min. Posteriormente los productos de PCR fueron
analizados en geles de agarosa al 2.5%, tefiidos con bromuro de etidio [0.5 ug/ul] y

visualizados bajo luz UV.

Los iniciadores usados para la amplificacion de cada region polimoérfica se disefiaron
en basé la secuencia NT_028392 de GenBank. El polimorfismo A204S fue
determinado usando los siguientes iniciadores: 5"CGACCTCACAGACGACACAG-3’
y 5'GTTCAGGGTCCTCAGTCACC-3". El producto de PCR de 198 pb fue digerido
con la enzima Mwol (New England, BioLabs). El alelo polimérfico T se identifica por
la presencia de una sola banda de 198 pb, y el alelo silvestre G es identificado por

dos bandas, 68 y 130 pb. El E368K fue determinado usando los siguientes
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iniciadores: 5" CTAGGGTGCGAGCTGGCAAGACCTT-3 y
5" GCAAGAAAGTGGCCGGGGAA-3". El producto de PCR de 336 pb fue digerido
con la enzima Bstnl (New England, BioLabs). El alelo polimérfico A se identifica por
una sola banda de 336 pb, y el alelo silvestre G es identificado por tres bandas, 37,
102 y 197 pb). Para el polimorfismo -579G>T usamos los siguientes iniciadores:
5 GAGGTCTCATTATGCCTAGG-3’ y 5 GGGAGCTCACCTTCTAGAAA-3’
(iniciadores disefiados por Lee et al.’®). El producto de PCR de 225 pb fue digerido
con la enzima Pvull (New England, BioLabs). El alelo polimérfico se identifica por dos
bandas, 93 y 132 pb, y el alelo silvestre es identificado por una banda de 225 pb. El
46359C>T fue determinado con los iniciadores: 5 TGCTGTGACAGGCAGAGCAG-3’
y 5’GGTAGCCGGGAACTCCACGG-3’ (iniciadores disefiados por Montgomery et
al.*). El producto de PCR de 380 pb fue digerido con la enzima Avrll (New England,
BioLabs). El alelo polimdrfico se identifica por dos bandas, 173 y 207 pb, y el alelo
silvestre es identificado por una banda de 380 pb. Los productos de las restricciones
se analizaron en geles de agarosa al 3%, teflidos con bromuro de etidio y

visualizados bajo luz UV.

Andlisis estadistico. Se calcularon frecuencias simples para los polimorfismos y
genotipo viral. Se calculd la media e intervalos de edad en casos y controles. Se
determind la asociacion de los polimorfismos con lesiones precancerosas y CaCU
mediante razén de momios (RM) y su significancia estadistica se evalu6 por IC al
95%. Finalmente para determinar la asociacion de las covariables con CaCU vy las

lesiones precancerosas se efectud un analisis multivariado de regresién logistica.
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. RESULTADOS

El andlisis de la distribucién de la edad en la poblacion de estudio se muestra en el
cuadro 1. El grupo de estudio que present6 la media de mayor edad (51.8 afios) fue

el grupo de casos con CaCU, con un rango de 27-89 afios

Cuadro 1. Edad promedio y rango de edad de los grupos de estudio.

Diagndstico n 330 Media de afios (DE) Rango de edad
CONTROLES
CN 200 39.3(8) 18-72
CASOS
LEIBG 30 33.8(11.2) 18-72
LEIAG 30 36.6 (11.9) 19-70
CaCu 70 51.8 (12.2) 27-89

n, nimero de muestras, DE, desviacion estandar

La distribucion de los genotipos de VPH en casos y controles se detalla en el cuadro
2. La infeccion por VPH 16 fue la mas frecuente en los casos con LEIAG (33.3%) y
CaCU (67.1%), mientras que el VPH 33 fue el mas frecuente en los casos de LEIBG
(36.7%). El 94.4% de los casos con CaCU present6 infeccion por VPH de alto riesgo
(VPH-AR). La frecuencia de infeccion por VPH en los casos (LEIBG, LEIAG y CaCU)
fue de 94.6%. En controles, se encontr6 que el 25% de las muestras analizadas
presentaron infecciébn por algin tipo de VPH, mientras el 75% no presentaron

infeccion.
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Cuadro 2. Frecuencia de genotipos de VPH estratificada por grupo de estudio.

CONTROLES CASOS
n (%) n (%) n (%) n (%)
VPH 6 3(1.5) 1(3.3) 1(1.4)
VPH 16 3 (1.5) 3 (10) 10 (33.3) | 47(67.1)
VPH 18 1(3.3) 3 (10) 4 (5.7)
VPH 31 2 (6.7) 4 (13.3) 1(1.4)
VPH 33 1(0.5) 11 (36.7) 2(6.7) 4(5.7)
VPH 35 1(0.5)
VPH 39 1(0.5)
VPH 45 2(6.7) 3 (4.3)
VPH 52 1(3.3)
VPH 53 1(0.5) 1(3.3)
VPH 56 1(1.4)
VPH 58 4 (2) 4(5.7)
VPH 59 1(3.3) 1(1.4)
VPH 67 1(1.4)
VPH 81 2 (1) 1(3.3) 3 (10)
VPH X 32 (16.5) 1(3.3) 3 (4.3)
VPH IM 1(0.5) 4 (13.3) 2(6.7)
NEGATIVO 150 (75) 3 (10) 4 (13.3)
TOTAL 200 (100) 30 (100) | 30(100) | 70 (100)
VPH alto riesgo® 11 (5.5) 21 (70) 22 (73.3) | 66 (94.4)
VPH bajo riesgo” 5 (2.5) 2(6.7) 3(10) 1(1.4)

VPH X, no tipificado; VPH IM, infeccién multiple
VPH alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 67°
®VPH bajo riesgo: 6, 81°

Genotipificacién de los polimorfismos de la DNMT3B

La figura 1 muestra ejemplos representativos de la forma en la que se realizo la
deteccién y genotipificacion de los polimorfismos de la DNMT3B. Se amplificaron por
PCR las regiones polimoérficas del gen de la DNMT3B (Figura la, b, c y d). Los
productos obtenidos fueron digeridos con enzimas de restriccibn para la

genotipificacion de cada polimorfismo como se muestran en la figura 1: e, f, gy h.
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a) PCR A204S e) RFLP A204S
’ 1 2 3 4 5 6 7
2460b | 194pb
il S — - 108DD 130pb
123pb| 118pb
| s : 72pb 68ph
MP P P P P P C MP GG GG GG GG GG GG GG
b) PCR E368K f) RFLP E368K
1 2 3 4 5 6
603pb 7 197pb
194pb 1020b
310pb e ¢« o e - 336pb 118pb p
MP P P P P C MP GG GG GG GG GG GG GG
c) PCR -579G>T 9) RFLP -579G>T
1 2 3 4 5 6 7 8
22400 - . . 234pb 225pb
194pb
-.. 225pb 132pb
194pb P 118pb 93pb
MPP P P P P P C MP GG GG GT GT TT TT
d) PCR 46359C>T h) RFLP 46359C> T
1 2 3 4 5 6 7
603pb 603pb 380pb
. Y e 380pb 310pb
310pb P 207pb
194pb 173pb
MPP P P P P C PPRMP cC cc cT CT TT TT

Figura 1. Genotipificacion de los polimorfismos de la DNMT3B. (a, b, ¢, d), productos de PCR de
los SNP’s A204S, E368K, -579G>T y 46359C>T. (e, f, g, h), RFLP’s de los productos de la PCR con
diferentes enzimas de restriccion. Carril 1: marcador de peso molecular; carriles centrales: genotipos.

MP: marcador de peso molecular, P: producto de PCR; C: control negativo (H,O).

Una vez estandarizadas las condiciones para la amplificacion y genotipificacion de
los polimorfismos A204S y E368K, se analizaron 50 muestras control (25%) y 80
casos (66.7%). En ninguna de las muestras analizadas encontramos el alelo

polimorfico por lo que todas mostraron el genotipo silvestre (GG).

El cuadro 3 muestra la distribucion de los genotipos del polimorfismo -579G>T en la
poblacién de estudio por casos y controles. El genotipo mutante TT fue el mas
frecuente con 58.2%, seguido por el GT con 34.2%, y por ultimo el silvestre GG con

7.6%. En los casos con LEIBG y LEIAG se observo una frecuencia de 56.7% para el
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genotipo mutante TT. La frecuencia mas baja para el genotipo silvestre GG se

observo en los controles (6%).

Cuadro 3. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo -579G>T de la DNMT3B.

Diagndstico n nG(O/(i) n((;f;)) n-{(:l/;)
CONTROLES
CN 200 12 (6) 74 (37) 114 (57)
CASOS
LEIBG 30 5 (16.7) 8 (26.6) 17 (56.7)
LEIAG 30 3 (10) 10 (33.3) 17 (56.7)
CaCuU 70 5 (7.1) 21 (30) 44 (62.9)

n, nimero de muestras; CN, citologia normal; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado;
LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

El cuadro 4 describe la frecuencia de los genotipos del polimorfismo 46359C>T. El
genotipo heterocigoto CT fue el mas frecuente con 55.5%, seguido por el genotipo
mutante TT con 34.5%, y por ultimo el genotipo silvestre CC con 10%. Ademas los
resultados muestran que el genotipo silvestre CC tiene la misma frecuencia (26.7%)
en los casos con LEIBG y con LEIAG. La frecuencia mas baja para él genotipo CC

fue observada en los casos con CaCU (1.4%).

Cuadro 4. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo 46359C>T de la DNMT3B.

Diagndstico n cC cT T
n(%) n(%) n(%o)
CONTROLES
CN 200 16 (8) 95 (47.5) 89 (44.5)
CASOS
LEIBG 30 8 (26.7) 17 (56.7) 5 (16.7)
LEIAG 30 8 (26.7) 19 (63.3) 3 (10)
CaCu 70 1(1.4) 52 (74.3) 17 (24.3)

n, nimero de muestras; CN, citologia normal; LEIBG, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado;
LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado.
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La asociacion de los genotipos de los polimorfismos -579G>T y 46359C>T de la
DNMT3B con el riesgo a desarrollar LEIBG, LEIAG y CaCU se muestran en los
cuadros 5 a 8. La RM con un IC al 95% fue calculada usando al genotipo TT (-
579G>T) y CC (46359C>T) como grupos de referencia. En el analisis de asociacion
el genotipo GG del -579G>T se mostré como factor de riesgo para el desarrollo de
LEIBG y LEIAG (RM: 2.79, IC: 0.68-9.85 y RM: 1.67, IC: 0.27-7.13 respectivamente),
cuadro 5. Los genotipos GT y el combinado GT + GG se mostraron con riesgo
disminuido en su asociacién con CaCU (RM: 0.75, IC: 0.38-1.38 y RM: 0.78, IC: 0.42-

1.41, respectivamente).

Cuadro 5. Genotipos del polimorfismo -579G>T de la DNMT3B y su asociaciéon con LEIBG,

LEIAG y CaCU.
LEIBG LEIAG CaCU
GENOTIPO RM RM RM
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

TTa 1 1 1
GT 0.72 (0.25-1.88) 0.90 (0.35-2.23) 0.75 (0.38-1.38)
GG 2.79 (0.68-9.85) 1.67 (0.27-7.13) 1.07 (0.28-3.53)
GT + GG 1.01 (0.42-2.35) 1.01 (0.42-2.35) 0.78 (0.42-1.41)

é categoria de referencia; RM, razén de momios; IC, intervalos de confianza; LEIBG, lesion
escamosa intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

El analisis del polimorfismo -579G>T y su asociacion con LEIBG, LEIAG y CaCU,
ajustado por edad y tipo viral se muestra en el cuadro 6. El genotipo GG se comporto
como factor de riesgo para los casos con LEIBG (RM: 2.59, IC: 0.74-9.06) y LEIAG
(RM: 1.70, IC: 0.42-6.87), pero sin significancia estadistica.
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Cuadro 6. Genotipos del polimorfismo -579G>T de la DNMT3B y su asociacion con LEIBG,
LEIAG y CaCU, ajustada por edad y tipo viral.

LEIBG LEIAG CaCuU
GENOTIPO RM (IC 95%) RM (IC 95%) RM (IC 95%)
TT? 1 1 1
GT 0.78 (0.31-1.97) 0.99 (0.42-2.33) 0.54 (0.13-2.13)
GG 2.59 (0.74-9.06) 1.70 (0.42-6.87) 0.62 (0.16-2.3)

4 categoria de referencia; RM, razon de momios; IC, intervalos de confianza; LEIBG, lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

El cuadro 7 muestra la asociacién de los genotipos del polimorfismo 46359C>T de
la DNMT3B con respecto al desarrollo de casos con LEIBG, LEIAG y CaCU. Se
encontré que los genotipos CT, TT y el combinado CT + TT se mostraron con riesgo
disminuido para el desarrollo de LEIBG y LEIAG. El genotipo CT se mostré con

asociacion significativa para el desarrollo de CaCU (RM: 8.76, IC: 1.3-67.91).

Cuadro 7. Genotipos del polimorfismo 46359C>T y su asociacion con LEIBG, LEIAG y CaCU.

GENOTIPO RML(IIE(I:BS?S%) RML(IIE(l.‘,AE?S%) Rmiﬁ:cgs%)
cca 1 1 1
cT 0.36 (0.12-1.13) 0.4 (0.14-1.25) 8.76 (1.3-67.91)
T 0.11 (0.03-0.46) 0.07 (0.01-0.33) 3.06 (0.38-24.60)
CT+TT 0.24 (0.08-0.73) 0.24 (0.08-0.73) 6 (0.78-46.10)

4 categoria de referencia; RM, razon de momios; IC, intervalos de confianza; LEIBG, lesion escamosa
intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

El andlisis de regresién logistica ajustado por edad y tipo viral para el polimorfismo
46359C>T mostré que los genotipos CT y TT se presentan con riesgo disminuido
para los casos con LEIBG y LEIAG, cuadro 8. También se encontré que el genotipo
de riesgo CT se encuentra asociado con casos con CaCU, pero su asociacién no
tiene significancia estadistica (RM: 5.04, IC: 0.62-40.67).

11
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Cuadro 8. Genotipos del polimorfismo 46359C>T y su asociacién con LEIBG, LEIAG y CaCU
ajustada por edad y tipo viral.

LEIBG LEIAG CaCuU
GENOTIPO RM (IC 95%) RM (IC 95%) RM (IC 95%)
cca 1 1 1
cT 0.30 (0.10-0.88) 0.36 (0.13-1.01) 5.04 (0.62-40.67)
TT 0.10 (0.02-0.39) 0.05 (0.01-0.25) 1.22 (0.14-10.54)

4 categoria de referencia; RM, razon de momios; IC, intervalos de confianza; LEIBG, lesion escamosa

intraepitelial de bajo grado; LEIAG, lesion escamosa intraepitelial de alto grado.

12
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

La infeccion con VPH-AR juega un papel central en la patogénesis de CaCU, sin
embargo, se ha establecido que factores genéticos y epigenéticos adicionales hacen
mas susceptibles a las mujeres para el desarrollo de esta malignidad®®. La principal
modificacién epigenética involucrada con el desarrollo de cancer es la metilacion?.
La hipermetilacion de islas CpGs localizadas en regiones promotoras de genes esta
firmemente establecida como un importante mecanismo de inactivacion de genes
que puede también influenciar la inestabilidad genémica®’. Por otra parte, los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) son la forma mas comun de variacion
genética humana®. Estudios experimentales han demostrado que algunas variantes
polimérficas en regiones promotoras de diversos genes pueden afectar la expresion y
modular su actividad por lo que podrian estar asociadas con un incremento en el

riesgo de desarrollo de cancer®.

La DNMT3B, metilasa de novo, juega un papel importante en la tumorigénesis;
puede silenciar la expresién de genes supresores de tumor o reparadores de DNA a
través de la hipermetilacién de regiones promotoras®. Se ha encontrado que la baja
expresion de la DNMT3B, pero no de la DNMT3A, induce a células cancerigenas
humanas a apoptosis pero no a células normales®. La baja concentracién de la
DNMT3B reactivo la expresion de genes silenciados por metilacion pero no indujo la
desmetilacién global, tal y como sucede con el déficit especifico de la DNMT1%,
Estos resultados indican que DNMT3B regula el silenciamiento aberrante de ciertos

genes, y es esencial para el mantenimiento del estado maligno?>.

Recientemente se reportaron 5 polimorfismos de un solo nucleétido en el gen
DNMT3B relacionados con el desarrollo de cancer. Dos polimorfismos se localizan
en la region codificante (A204S y E368K) y tres en la region promotora (-283T>C, -
579G>T y 46359C>T)™ . En este estudio, los genotipos polimérficos A204S y E368K
no se encontraron en la poblacion analizada. Este resultado es similar al reportado

|',19

por Lee et a en una poblacion Coreana. En este reporte, después del analisis de

50 casos de cancer de pulmén y 50 controles sanos se encontrdé Unicamente el

13



“Polimorfismos de la DNMT3B y su asociacion con el desarrollo de lesiones precancerosas y cancer cérvico uterino”

genotipo silvestre (GG) en todos los individuos. Hasta el momento no existen
estudios publicados de los polimorfismos de la DNMT3B en lesiones precancerosas y
CaCU por lo que este es el primer estudio de casos y controles que analiza la

asociacion de éstos SNPs en dicha neoplasia.

Por otro lado, el gen de la DNMT3B tiene dos sitios de inicio de la transcripcion, uno
en el exon 1A y otro en el 1B por lo que la expresion de la enzima es regulada por
diferentes promotores. Un promotor esta en un area rica en CpGs y el otro promotor
es encontrado en un area escasa en CpGs. El polimorfismo -579G>T (-579 pb del
sitio de transcripcion del exdon 1B) estd localizado en el promotor escaso en
CpGs'®?. De lo anterior podemos pensar que si el polimorfismo -579G>T esta en
una region de escasos CpGs este no es afectado por la metilacién de novo y por lo
tanto puede mantenerse activo, favoreciendo la libre expresion de la enzima durante

el proceso canceroso.

En el analisis de la distribucién de la edad el grupo de los casos con CaCU presento
la media de mayor edad (51.8 afos). Esta distribucién de edad es comun, ya que
reportes en estudios epidemiologicos sefialan que las mujeres que desarrollan este
padecimiento tienen una media aproximada de 40-50 afios de edad. La infeccion por
VPH 16 fue la mas frecuente en los casos con LEIAG (33.3%) y CaCU (67.1%),
mientras que el VPH 33 fue el méas frecuente en los casos de LEIBG (36.7%). En
controles, se encontré que el 25% de las muestras analizadas presentaron infeccion
por algun tipo de VPH, mientras el 75% no presentaron infeccion. Estos resultados
apoyan el hecho de que la infecciéon con VPH-AR principalmente los tipos 16, 33y 18

son el factor etiolégico mas importante para el desarrollo del CaCU.

Las frecuencias de los genotipos del polimorfismo -579G>T encontradas en este
estudio para casos con CaCU fueron las siguientes; genotipo TT 62.9%, heterocigoto
GT 30%, y por Gltimo el GG 7.1%; mientras que Fan et al.,”® en individuos con
carcinoma de esofago en una poblacién China reportaron al genotipo TT con 77.8%,

GT 22.2% y el genotipo GG no fue encontrado®. Chang et al.,** encontraron al
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genotipo TT en un 88.1%, GT 11.9%, y tampoco reportd el genotipo GG en
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello en una poblaciéon Taiwanesa.
Por otra parte Lee et al.,'® reportaron un 78.9% para el genotipo TT, 20.1% GT y
0.9% GG en cancer de pulmén en una poblaciéon Coreana. En nuestro grupo control
(citologia normal) se encontraron las siguientes frecuencias; genotipo TT 57%, GT
37% y GG 6%, mientras que Fan et al.,? reportaron al genotipo TT con 80.5%, GT
19% y el genotipo GG 0.5%, Chang et al.,** encontraron al genotipo TT en un 85.5%,
GT 14.5%, y no reporté el genotipo GG. Lee et al.,'® reportaron un 73.4% para el
genotipo TT, 25.0% GT y 1.6% GG.

Aunque la poblacién estudiada por nosotros fue mexicana y el tipo de cancer es
diferente a los estudiados previamente, la frecuencia del genotipo de referencia TT
(58.3%), es similar a la obtenida por los tres estudios publicados sobre este
polimorfismo en poblaciones asiéticas, en cancer de pulmon, carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, y cancer de eséfago’®?*%®. Los cuatro grupos de
estudio (citologia normal, LEIBG, LEIAG y CaCU) presentan frecuencias de los tres
genotipos TT, GT y TT muy similares. Las frecuencias reportadas en este estudio
para el genotipo GG (6.1% en casos y 6% en controles) y GT (30.3% en casos y 37%

en controles) son las mas altas comparadas con las de estudios previos.

Los resultados del analisis de asociacion sin ajuste de los genotipos del polimorfismo
-579G>T en casos con CaCU vy lesiones precancerosas, muestran que el genotipo
GG actia como factor de riesgo para el desarrollo de LIEBG y LEIAG con un RM:
2.79, IC: 0.68-9.85 y RM: 1.67, IC: 0.27-7.13. Estos resultados son similares a los
reportados por Chang et al.,?* en pacientes con carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello en una poblacion de Taiwan (RM: 1.97, IC: 0.79-4.92). Lo que puede
explicar la asociacion del genotipo GG en casos con LEIBG y LEIAG es el reducido
namero de muestras analizadas a comparacion de los casos con CaCU y controles.
El analisis de regresion logistica ajustado por edad y tipo viral para el polimorfismo -
579G>T y su asociacion con LEIBG y LEIAG y CaCU, muestra que el genotipo GT

presenta riesgo disminuido para todos los casos, pero sin significancia estadistica.
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Estos resultados son similares a los reportados por Lee et al.,*° ellos reportaron un
RM: 0.47, IC: 0.28-0.81, para adenocarcinoma pulmonar y un RM: 0.51, IC: 0.26-
0.99, para carcinoma de células pequefias en una poblaciéon Coreana. Sin embargo
el genotipo homocigoto GG se muestra como factor de riesgo para el desarrollo de
LEIBG (RM: 2.59, IC: 0.74-9.06) y LEIAG (RM: 1.70, IC: 0.42-6.87), sin asociacion

significativa.

Recientemente, la presencia del polimorfismo de transicion 46359C>T se ha
reportado como crucial en la actividad del promotor de la DNMT3B, la transicion de C
a T induce un incremento del 30% en la actividad promotora del gen DNMT3B%.
Ademas individuos que presentan el alelo polimérfico T, particularmente
heterocigotos, son asociados con predisposicion a cancer de pulmoén, préstata,

mama y leucemias?®.

Al comparar nuestros resultados con los trabajos previos, observamos que existe
variacion en la distribucion de los genotipos del polimorfismo 46359C>T. Por
ejemplo; en CaCU encontramos las siguientes frecuencias: 74.3% para el genotipo
de riesgo CT, 24.3% para el homocigoto TT y 1.4% para el genotipo de referencia

CC, mientras que Shen et al.,?

en cancer de pulmén en una poblacion de E. U. A,
reportan 56.7% para el CT, 21% para el TT y 22.3% para el CC. Motgomery et al.,**
reportan CT 49.1%, TT 16.8% y CC 34.1%, en cancer de mama en una poblacién
Britanica. En estos dos reportes observamos que la frecuencia del genotipo de riesgo
CT es mas baja (21% y 49.1%) que la encontrada en la poblacion estudiada por
nosotros (74.3%). Esta diferencia puede sugerirnos que la poblacién de nuestro
estudio puede ser mas susceptible al desarrollo de cancer en comparacion con las

otras poblaciones ya estudiadas.

Otra diferencia en la distribucion de los genotipos del polimorfismo 46359C>T es

observada al comparar las frecuencias reportadas por Wang et al.,*?

ellos reportan
CT 3.3%, TT 96.7% y CC 0% en adenocarcinoma gastrico en una poblacion China.

Wu y Lin reportan un CT 3%, TT 97% y CC 0% en carcinoma hepatocelular en una
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poblacién en una poblacién China®. Podemos notar que la frecuencia del genotipo
CC es 0%, resultado similar al encontrado por nosotros 1.4%, sin embargo la
frecuencia de 3% del genotipo de riesgo es baja comparada con el 74.3% de

frecuencia encontrada en nuestro estudio.

En nuestros controles el genotipo de riesgo CT y el de referencia CC mostraron las
siguientes frecuencias: 47.5% y 8%, mientras Shen et al.,?°
35.0%, Motgomery et al.,?* reportan 45% y 31.8 %, Wang et al.,?? 5.1% y 0%, Wu y

Lin?® 0.7% y 0%; se observa entonces que la frecuencia del polimorfismo 46359C>T

reportan 41.8% vy

varia de acuerdo a la poblacion y tipo de cancer. Ademas es importante sefialar que
la frecuencia del genotipo CT en la poblacion estudiada por nosotros (genotipo de
riesgo y mas frecuente en nuestro estudio) fue incrementando gradualmente segun el
grado de lesion; en citologia normal 47.5%, en LEIBG del 56.7%, en LEIAG del
63.3% y en CaCU del 74.3%.

En el analisis estadistico de asociacion sin ajuste del polimorfismo 46359C>T se
encontré6 que mujeres con un genotipo CT tienen 8.76 veces mas riesgo de
desarrollar CaCU comparadas con las portadoras del genotipo CC. Esta asociacion
se mantuvo también en el analisis de regresion logistica ajustado por edad y tipo
viral, donde portadoras del genotipo CT tienen 5.04 veces mas riesgo de desarrollar
CaCU. Este genotipo ya ha sido asociado con el riesgo a cancer. Shen et al.,
reportan que individuos con el heterocigoto CT tienen 2 veces mas riesgo de
desarrollar cancer de pulmén comparados con los homocigotos CC (RM: 2.13).

Ademas, Montgomery et al.,*

reportan que individuos con genotipo CT y CC tienen
riesgo significativo para el desarrollo de cancer de mama (RM: 1.51). Observamos
entonces que el riesgo a CaCU encontrado en este trabajo es mas alto que los
riesgos encontrados en otros estudios previos. Esto puede explicarse debido a lo
comun del genotipo de riesgo en la poblacion estudiada. En resumen, nuestros
resultados sugieren que el genotipo CT del polimorfismo 46359C>T de la DNMT3B
estd asociado con el incremento en el riesgo a cancer y puede contribuir a la

identificacion de individuos susceptibles a CaCU.
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Este es el primer estudio que reporta al genotipo TT del polimorfismo 46359C>T con
riesgo disminuido para el desarrollo de LEIBG y LEIAG (RM: 0.10, IC: 0.02-0.39; RM:
0.05, IC: 0.01-0.25, respectivamente), dichos resultado deben tomarse con cautela y
se sugiere realizar mas estudios. Aunque los resultados estadisticos pueden asociar
a los polimorfismos -579G>T y 46359C>T de la DNMT3B con CaCU, esta es una
patologia multifactorial para la cual existen otros factores de riesgo que juegan un

papel muy importante en el desarrollo de esta patologia.

El analisis de resultados obtenidos es este trabajo y los observados en otros, deja
claro lo importante que es el realizar mas estudios sobre estos polimorfismos para
poder comprender su implicacion con el desarrollo de cancer. Los resultados
obtenidos aportan bases importantes para estudios posteriores y sobre todo,

antecedentes directos de estos polimorfismos en una poblacién mexicana.

En conclusion en nuestro estudio el genotipo mas frecuente para el polimorfismo -
579G>T, fue el genotipo mutante TT; el porcentaje encontrado fue de 57% en
controles y en casos con LEIBG fue de 56.7%, con LEIAG 56.7% y 62.9% con CaCU.
Mientras que para el polimorfismo 46359C>T, el genotipo méas frecuente fue el
genotipo de riesgo CT, la frecuencia de este genotipo fue de 47.5% en controles,
56.7% en casos con LEIBG, 63.3% en LEIAG y 74.3% en CaCU. Las mujeres con
genotipo CT del polimorfismo 46359C>T de la DNMT3B tienen 8.76 veces mas

riesgo de desarrollar CaCU comparadas con las portadoras del genotipo CC.

En el presente trabajo no se encontré asociacion significativa de genotipos de los
polimorfismo -579G>T de la DNMT3B con el desarrollo de lesiones precancerosas y
CaCU, ademas los polimorfismos A204S y E368K no se detectaron en la poblacion
estudiada.

Nuestros resultados sugieren que el gen de la DNMT3B puede estar implicado en el
desarrollo de lesiones precancerosas y CaCU, aunque estudios con mayor tamafo

de muestra son necesarios para confirmar nuestras conclusiones. Debido a que los
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polimorfismos genéticos a menudo varian entre grupos étnicos, son necesarios otros
estudios para dejar en claro la asociacion de estos polimorfismos de la DNMT3B con
CaCuU en otras poblaciones. Ademas, estudios de otras variantes de la secuencia del
gen de la DNMT3B y su funcion biolégica son también necesarios para entender el

papel de los polimorfismos de la DNMT3B en la determinacién del riesgo a CaCU.
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