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RESUMEN

La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) es necesaria en el
desarrollo de cancer cervicouterino (CaCU), pero es claro que intervienen otros
factores que favorecen la progresiéon, como las alteraciones epigenéticas. Entre las
cuales se encuentra la metilacion de DNA que es, catalizada por una familia de DNA
metiltransferasas de las cuales destaca la DNMT3B. Se ha observado la
sobreexpresion de DNMT3B y la asociacién de varios polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) del gen DNMT3B, ademas del genotipo CT del SNP-149C>T
(C46359T), como factor predisponente para el desarrollo de canceres como el
cancer pulmonar, mama, entre otros. Por otra parte, la inactivacién por metilacion de
genes como FHIT (supresor de tumor), MGMT (reparador de DNA) y otros se ha
relacionado con la progresion de cancer de pulmén y CaCU. El objetivo de este
estudio fue analizar la relacién del SNP-149C>T con el nivel de expresion de la
enzima DNMT3B y metilacion de los promotores de los genes FHIT y MGMT en
mujeres con lesiones precursoras y CaCU. Se analizaron 159 muestras exo-
endocervicales, 34 sin lesién escamosa intraepitelial (LEI) sin VPH, 56 sin LEI con
VPH, 58 con LEIGB (LEI de grado bajo), 2 con LEIGA (LEI de grado alto) y 9 con
cancer cérvicouterino (CaCU). La deteccion de VPH se realiz6 mediante PCR
(MYQ9/11 o GP5+/6+) y la genaotipificacion mediante RFLPs o secuenciacion. La
genotipificacion del SNP-149C>T por PCR y RFLPs. La expresion de DNMT3B por
inmunocitoquimica y metilaciéon de los genes FHIT y MGMT por PCR-SM. La
proteina DNMT3B se expreso en el 29% de pacientes sin LEI VPH negativo, 71%
con LEIGB, 50% con LEIGA y 78% con CaCU (p=<0.001). No hubo diferencia
significativa entre el SNP-149C>T vy la expresion de la DNMT3B (p=0.59). No hay
diferencia significativa entre la expresion de DNMT3B y la metilacion de los
promotores de FHIT (p=0.43) y MGMT (p=0.56). Estos resultados sugieren que la
expresion de la proteina DNMT3B es frecuente en presencia de LEIGB y CaCU y
gue el polimorfismo no influye sobre el nivel de expresion de DNMT3B.
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ABSTRACT

Infection with human papilloma virus (HPV) is necessary in the development of
cervical cancer (CC), but clearly other factors that favor progression, and epigenetic
alterations. Among them is DNA methylation is catalyzed by a family of DNA
methyltransferases which highlights the DNMT3B. It has been observed
overexpression of DNMT3B and the association of several single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the DNMT3B gene, in addition to the CT genotype of SNP
-149C> T (C46359T), as a predisposing factor for the development of cancers such
as lung cancer , breast cancer, among others. On the other hand, inactivation by
methylation of genes such as FHIT (tumor suppressor), MGMT (DNA repair) and
others has been associated with progression of lung cancer and cervical cancer. The
aim of this study was to analyze the relationship of SNP-149C> T with the level of
enzyme expression and methylation DNMT3B promoters of MGMT and FHIT genes
in women with precursor lesions and cervical cancer. 159 samples were analyzed
exo-endocervical, 34 without squamous intraepithelial lesion (SIL) without HPV, HPV
56 without SIL, 58 L-SIL (low-grade SIL) 2 with H-SIL (high-grade SIL) and 9 with
cervical cancer (CC). HPV detection was performed by PCR (MY09/11 or GP5 +/ 6
+) and genotyping by RFLP or sequencing. Genotyping of SNP-149C> T by PCR and
RFLP. DNMT3B expression by immunohistochemistry and methylation of MGMT and
FHIT genes by PCR-SM. DNMT3B protein was expressed in 29% of patients without
HPV negative SIL, L-SIL 71%, H-SIL 50% and 78% with CC (p = <0.001). There was
no significant difference between the SNP-149C> T and the expression of DNMT3B
(p=0.59). No significant difference between DNMT3B expression and methylation of
the promoters of FHIT (p=0.43) and MGMT (p=0.56). These results suggest that
DNMT3B protein expression is frequent in the presence of L-SIL and CC and that the
polymorphism does not influence the expression level of DNMT3B.
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I.INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) representa un importante problema de salud
publica en paises en desarrollo como lo es México. Se ha demostrado que la
infeccion por tipos de VPH de alto riesgo es necesaria pero no suficiente para el
desarrollo de CaCU (Steben y Duarte-Franco, 2007; lllades-Aguiar et al., 2009). Por
lo que es claro que intervienen otros factores que favorecen esta progresion, entre
los cuales se encuentran cambios epigenéticos, tales como las alteraciones en la
metilacion de DNA.

La metilacion de DNA juega un papel importante en la estabilidad cromosomal,
expresion de genes, diferenciacion celular, impronta gendmica, silenciamiento de
transposones y la inactivacion del cromosoma X en las mujeres (Lee et al., 2005;
Gowher y Jeltsch, 2002). La metilacion de dinucle6tidos CpG en el genoma humano
es catalizada por DNA metiltransferasas (DNMTSs), una familia cuyos miembros mas
representativas son DNMT1, DNMT2 y DNMT3 (Fan et al., 2008; Lai et al., 2008). La
DNMT1 se clasifica como de mantenimiento, la DNMT2 metila el RNAt encargado del
transporte del acido aspartico y las DNMT3a y la DNMT3B son de novo (Goll et al.,
2006).

La sobreexpresion de la DNMT3B se ha observado en varios tipos de
canceres como el de pulmén, leucemia y mama lo que aporta evidencias de su
posible participacion en el desarrollo de cancer (Lin et al., 2005). Sin embargo, su
papel en el silenciamiento epigenético de muchos genes no esta del todo claro. El
gen DNMT3B posee polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) que pueden estar
implicados en la carcinogénesis. Entre estos se encuentran A204S y E368K que se
localizan en la region codificante y -283T>C y -579G>T que se encuentran en su
region promotora (Lee et al., 2005). El -149C<T (C46359T) se encuentran en la
region promotora de la isoforma ADNMT3B (localizada en la posicion 1570351,
namero de acceso NT_028392) la cual se localiza -149 pb del sitio de inicio de la
transcripcion del gen DNMTS3B, entre el intron 4 y el exdn 5 de este gen (Reeves et
al., 2009).
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La primera evidencia de que el SNP-149C>T del promotor de DNMT3B podria
estar asociado con el riesgo para el desarrollo de cancer, fue reportada en cancer de
pulmén en un grupo de pacientes no hispanos, particularmente en portadores
heterocigotos CT. (Shen et al.,, 2002). Recientemente Garcia Aguilar et al. (2009)
analizaron varios polimorfismos del gen DNMT3B en 130 pacientes con lesiones
precursoras y CaCU, entre ellos el SNP-149 C>T (C46359T), reportando una mayor
frecuencia de mujeres con el genotipo CT de dicho polimorfismo, la cual fue
incrementando segun el grado de lesién. Sugiriendo una asociacién con el aumento
de riesgo a desarrollar cancer cervicouterino comparadas con las portadoras del
genotipo CC.

En varios canceres humanos, la DNMT1 y DNMT3B son sobreexpresadas.
Varios estudios han vinculado la metilacién de novo de CpGs promotoras con la
sobreexpresion de DNMTs. Llevando al silenciamiento de genes supresores de
tumor y reparadores de DNA, contribuyendo en la progresion de canceres humanos
(Lee et al., 2005).

El gen FHIT se localiza en el cromosoma 3pl14.2, FHIT es una hidrolasa que
esta relacionada (al comparar su secuencia de aminoacidos) con la superfamilia de
proteinas cuyo dominio caracteristico es una triada de histidinas (HIT). Estas son
proteinas de union a nucledétidos que hidrolizan a diadenosinas polifosfatadas como
ApsAy ApsA. Se ha propuesto que Ap.A estimula la actividad de la DNA polimerasa y
gue su acumulacién debido a la pérdida de la funcion de FHIT puede ocasionar
proliferacién celular y el subsecuente desarrollo de un tumor (Butler et al., 2000). Las
regiones promotoras de FHIT, no se encuentran metiladas en ausencia de procesos
cancerigenos y por lo tanto existe una transcripcion normal.

Hernandez et al., (2004) observaron que la metilacion del promotor del gen
FHIT es un evento temprano de la carcinogénesis cervical. Castro et al., (2005)
mostraron que la pérdida de expresion del gen FHIT es un evento frecuente en
CaCU. Zochbauer et al., (2001) observaron que la metilacion de FHIT es un evento
frecuente en cancer de pulmén de células no pequefias y de mama, siendo la

metilacion un mecanismo importante para la perdida de expresion de este gen.
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MGMT es un gen reparador de DNA, se localiza en el cromosoma 10q 26,
contiene 5 exones. Codifica para una proteina reparadora de dafio al DNA que
elimina por reversién directa grupos alquilo del O° de la guanina. Con lo que previene
mutaciones, protege contra carcinogénesis y de efectos citotoxicos de agentes
alquilantes. MGMT se expresa en todas las células y tejidos humanos, se ha
observado que en algunos tipos de canceres su expresion disminuye o se pierde
(Kent et al., 2000; Danam et al., 2005).

MGMT tiene una isla CpG en su promotor, carece de caja TATA o CAAT. Se
sabe que la expresion de MGMT no se encentra disminuida o eliminada por
mutaciones, rearreglos del gen o inestabilidad del RNAm, sino por la metilacion de
CpGs en el extremo 5 de su promotor. Asi lo muestran Hernandez et al., (2004)
donde observaron que la metilacion del promotor del gen MGMT es un evento
temprano de la carcinogénesis cervical.

A pesar de las evidencias mencionadas, se desconoce si mujeres que poseen
el genotipo CT del polimorfismo -149C>T (C46359T) tienen sobreexpresion de la
enzima DNMT3B y si dicha sobreexpresién incrementa la metilaciéon de los
promotores de los genes FHIT y MGMT.

En este estudio, nosotros hipotetizamos que la presencia del genotipo CT del
polimorfismo -149 C>T (46359C>T) aumenta la expresion de la proteina DNMT3B, lo
gue ocasiona la metilacion de los promotores de los genes FHIT y MGMT en mujeres
con lesiones precursoras y CaCU.

Entender los eventos moleculares que inician y mantienen el silenciamiento
epigenético de genes puede conducir al desarrollo de estrategias clinicas para la
prevencion de cancer asi como terapias que reviertan los procesos de

silenciamiento.
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II.LMATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio y obtencion de muestras

Se realizé un estudio transversal, en donde se incluyeron mujeres mexicanas
con residencia en el Estado de Guerrero en el periodo de diciembre de 1997 a abril
de 2010. A todas las pacientes se les realiz6 un estudio citolégico, se emitié un
diagndstico basandose en el sistema de Bethesda y se les realizo tipificacion viral del
VPH. Se estudiaron un total de 159 pacientes, distribuidas de la siguiente manera: 34
pacientes sin LEI VPH negativo, 56 sin LEI VPH positivo, 58 con LEI de grado bajo
(LEIGB), 2 con LEI de grado alto (LEIGA) y 9 con CaCU. Las pacientes con LEIGA
no fueron incluidas en el analisis estadistico debido al bajo numero de muestras
pertenecientes a este grupo. Se incluyeron en el estudio mujeres que no recibieron
tratamiento y que no estuvieran relacionadas genéticamente.

A todos los grupos de mujeres se les realizé una encuesta con datos
socioeconémicos, historia reproductiva, comportamiento sexual y firmaron un
consentimiento informado.

Para el analisis citolégico y deteccion de VPH, las muestras fueron colectadas
de las zona de transformacion escamo cilindrica del cérvix uterino. Se realiz6 una
toma del exocérvix con una espatula Ayre y otra toma del endocérvix con un cepillo
cervical. Parte de la muestra se utilizé para la examinacion citomorfoldgica usando la
tincion de Papanicolaou convencional, otra parte del material se deposité en un
frasco con liquido de preservacion para realizar citologia liquida, utilizando el kit
Liqui-PREP™. Para la deteccién de VPH, el cepillo cervical con la muestra se colocé
en buffer de lisis (10 mM Tris pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0 y 0.5% de SDS).

Deteccién y tipificacién de VPH

El DNA fue extraido mediante el método estandar de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico, previa digestion con proteinasa K (Leornard et al., 1994). La deteccion de
VPH se realiz6 utilizando los iniciadores MY09 y MY11 amplificando una regién de
450 pb. La mezcla de PCR en un volumen total de 50 pl consto de 1 uyg de DNA
blanco, 0.8 yM de cada iniciador, 2mM MgCl,, buffer de PCR 10X, 150 uM de dNTPs
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y 1.25 U de Ampli Taq Gold™ (Applied Biosystems, Foster City, CA). EI DNA fue
amplificado en un termociclador (Eppendorf) con los siguientes pasos: 10 min de
desnaturalizacion a 95°C, seguido por 40 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 58°C, 1 min
a72°C y una extension final de 10 min a 72°C.

La integridad de las muestras se verificd por amplificacién de una regién de
280 pb del gen B-globina humana utilizando los iniciadores PC04 y GH20. Pladsmidos
del VPH 16, células CaSki y HelLa fueron usadas como controles positivos, DNA
humano sin DNA del VPH y agua fueron usados como controles negativos.

Para tipificar el VPH, los productos de PCR fueron digeridos con las enzimas
de restriccion BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal y Sau3Al (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y analizados por restriccion de fragmentos polimérficos (RFLP) para identificar
mas de 40 tipos de VPH genitales (Bernard et al., 1994).

Cuando las muestras analizadas con los iniciadores MY09 y MY11 fueron
negativas o no era posible identificar el tipo de VPH por RFLPs, se evalué mediante
PCR anidada por GP5+/6+. Después de la purificacion de los productos de PCR
usando isopropanol al 75% y columnas (Centri-Sep Spin Columns, Applied
Biosystems, Foster City, CA), fueron secuenciados a través del secuenciador
automatico ABI PRISM 310 Genetic de Applied Biosystems. El andlisis de datos se
comparé utilizando el software BLAST via internet con la base de datos de genes del
NCBI-GenBank. Los tipos de VPH fueron clasificados como de alto riesgo o bajo
riesgo de acuerdo a la clasificacién de Mufioz et al., (2006).

Genotipificacion del SNP -149C>T de DNMT3B

La genotipificacion del polimorfismo se realizé a través de PCR y RFLPs
utilizando un par de iniciadores, sentido 5-TGCTGTGACAG GCAGAGCAG-3' y el
antisentido 5’-GGTAGCCGGGAA CTCCACGG-3' amplificando una region de 380pb.
La mezcla de PCR en un volumen total de 25 pl consto de ~100 ng de DNA
gendmico, 0.2 yM de cada iniciador, 2 mM de MgCl,, 1 X de buffer para PCR 10X
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 0.52 mM de DNTPs y 0.04 U de Taq DNA
platinum (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo). El DNA fue amplificado en un

termociclador (Eppendorf) con los siguientes pasos: 10 min de desnaturalizacion
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inicial a 95°C, seguido de 35 ciclos de: 30 s a 95°C, 30 s a 67°C, 30 s a 72°C y una
extension final de 10 min a 72°C. El producto de amplificacion se analizé en geles de
agarosa al 2.0%. Posteriormente el producto de PCR de 380 pb fue digerido con la
enzima de restriccion Avrll (New England, Biolabs) y los productos fueron analizados
en geles de agarosa al 3.5%, se tifieron con bromuro de etidio [0.5 pg/ul] y fueron
visualizados bajo luz UV. El genotipo T/T del SNP -149C>T de la DNMT3B se
identifico por la presencia de dos bandas de 173 y 207 pb, el genotipo silvestre C/C
por la presencia de una sola banda de 380 pb, mientras que los heterocigotos C/T se
identificaron con tres bandas, 173 pb, 207 pb y 380 pb (Shen et al., 2002; Fan et al.,
2008).

Andlisis Inmunocitoquimico de DNMT3B

El material colocado en el liquido de preservacion para citologia liquida, se
agitd vigorosamente, se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min y decanté el
sobrenadante. Se prepar6 una dilucién 1:5 del material celular en 100uL de solucién
encapsuladora, para realizar extendidos en laminillas silanizadas. La evaluacion de la
expresion y localizacion celular de la proteina DNMT3B se realizé utilizando el
anticuerpo monoclonal de ratén anti-DNMT3b (IMGENEX, USA) con una dilucién
1:30 (Chen, et al., 2006; Lin, et al., 2005) por medio de la técnica Streptavidina
Biotina Peroxidasa, utilizando el sistema de deteccion Cytoscan HRP/DAB Cell (Cell
Marque Corporation, Hot Springs, AR).

La recuperacion antigénica (InmunoDNA retriever con citratos; BioSB, Inc,
Santa Béarbara, CA, EUA), se realizé en una olla pascal (DaKo) a una presién de
110°C durante 3 minutos. Posteriormente se adicioné el anticuerpo primario diluido
1:30 y se incub6 a temperatura ambiente por 60 min, se adicion6 el anticuerpo
secundario biotinilado durante 40 min, se adicioné la estreptavidina peroxidasa por
20 min, posteriormente se agreg6 3,3'-diamenobencidina (DAB) por 1 min, se
contratiid con hematoxilina por 1 min (Chen, et al., 2006; Lin, et al., 2005), se
deshidrat6é con H,O destilada, alcohol de 70%, alcohol de 96%, alcohol absoluto, xilol

y se monté para su posterior observacién microscopica.
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Se utilizé en cada corrimiento inmunocitoquimico, como control positivo tumor
primario de cancer de mama en el que se ha demostrado expresiéon de DNMT3B y
como control negativo las mismas células omitiendo el anticuerpo primario durante
los corrimientos (Lin, et al., 2005).

Para evaluar la expresion de DNMT3B, se determiné el porcentaje de nucleos
positivos. La lectura se realiz6 contando un total de 100 células, donde 0 se
considerd cuando no habia nucleos tefidos, + cuando habia una tincién del 1-10%,
++ cuando la tincion era de 11-50%, +++ cuando era mas del 50%. Las muestras con
resultados de 0 y + se consideraron como negativas y aquellas con resultados de ++
y +++ fueron consideradas como positivas (Chen, et al., 2006).

Modificacion con bisulfito de sodio y PCR sensible a metilacién

(PCR-SM) de los genes FHIT y MGMT

La metilacion de los promotores de los genes MGMT y FHIT se determiné a
través de PCR-SM. La modificacion con bisulfito de sodio se hizo con el kit de
modificacion ADN EZ de Zymo Research. En este proceso las citosinas no metiladas
son convertidas a uracilo y las citosinas metiladas se mantienen intactas. Se utilizé
1 pug de DNA para realizar la modificacion.

Los iniciadores para el gen MGMT fueron: para secuencias no metiladas, el
sentido 5STTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT3’, antisentido, 5’ AACTCCACA
CTCTTCCAAAAACAAAACAZ y para secuencias metiladas el sentido 5TTTCGAC
GTTCGTAGGTTTTCG3, antisentido 5’GCACTCTTCCGAAAAC GAAACGST'. Para el
gen FHIT los iniciadores fueron: para secuencias no metiladas, el sentido,
5"TTGGGGTGTGGGTTTGGGTTTTTATG3', antisentido, 5’CATAAACAACACCAAC
CCCACTAZ, y para secuencias metiladas, el sentido 5TTGGGGCGCGGGTTTGG
GTTTTTACGCZ’, antisentido, 5CGTAAACGACGCCGACCCCACTAZ'. La mezcla de
PCR se realiz6 en un volumen total de 25 pl, consto de ~1 ug DNA modificado con
bisulfito de sodio, iniciadores (concentracion final 0.8 uM), MgCl, (concentracion final
2 mM), buffer de PCR Gold 10X (concentracion final 1.5X), deoxinucledtidos trifosfato
(concentracion final 1 mM) y 1.25 U de ampli taq Gold DNA polimerasa (Applied
Biosystems). Las reacciones de PCR-SM de los genes MGMT y FHIT se llevaron a
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cabo en un termociclador (Eppendorf), en 40 ciclos bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial a 95°C por 10 min, temperatura de desnaturalizacién a 95°C
por 30 s, alineamiento a 59°C (MGMT metilado y no metilado), 65°C (FHIT metilado y
no metilado) y extension a 72°C, todos por 30 s y un paso final de extensién a 72°C
por 10 min (FHIT) y 8 min (MGMT). Como control positivo para las secuencias no
metiladas se uso DNA de leucocitos humanos de sangre periférica y como control
positivo para secuencias metiladas DNA de leucocitos humanos tratados con Sssl
metiltransferasa (New England BioLabs, Inc.). Como controles negativos se
incluyeron muestras sin DNA en cada PCR-SM que se realizé. Los productos de
PCR-SM fueron analizados en geles de agarosa al 3.5% para las secuencias
metiladas y no metiladas, se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz
UV. (Esteller et al., 1999; Z6chbauer-Miller et al., 2001).

Andlisis Estadistico

Para el analisis descriptivo las variables cualitativas se expresaron como
frecuencia absoluta (n) y relativa (%), las continuas normales se expresaron como
media y desviacion estandar y las que no presentaron normalidad se expresaron con
mediana y rango intercuartil. Fueron empleadas las pruebas estadisticas de t student
para la comparacion de dos variables, una categ6rica y una numérica para las que
tengan distribucion normal o su analoga Mann-Whitney para variables que no
presentaron normalidad. X? fue util para la comparacion de frecuencias entre dos
grupos. Posteriormente se determiné el equilibrio de Hardy Weinberg del
polimorfismo -149 C>T. Se realiz6 andlisis de correlacion a través del coeficiente de
correlacion de Pearson entre las variables. Para determinar si existia asociacion
sobre las variables dependientes se realizaron modelos de regresion logistica. El
analisis estadistico se realizd utilizando el programa estadistico STATA 9.0
considerando diferencias significativas cuando p<0.05.
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I.RESULTADOS
Se analizaron las caracteristicas generales de una poblacion de 159
pacientes, dividida en cinco grupos, 34 sin LEI VPH negativo, 56 sin LElI VPH
positivo, 58 con LEIGB, 2 con LEIGA y 9 con CaCU. Como muestra la tabla 1, se
observaron diferencias significativas en cuanto a las edad (p=<0.001), menopausia
(p=0.01) y el inicio de vida sexual activa (p=<0.001) entre los grupos de estudio.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada.

Sin LEI Sin LEI Valor de
Variable VPH negativo VPH positivo LEIGB LEIGA CaCU p
n=34 n=56 n=58 n=2 n=9
n % n % n % n % n %
Edad® (afios) 40 (36-43) 35.5(28.5-41.5) 34 (27-44) 39.5(35-44)  48(48-50)  <0.001
Menopausia” 0.01
Premenopausica 32 (94) 49 (88) 54 (93) 2 (100) 5 (56)
Postmenopausica 2 (6) 7 (12 4 (7) 0 (0) 4 (44)
IVSA (afios) <0.001
<18 5 (15) 8 (14) 4 (7) 2 (100) 6 (67)
>18 28 (85) 48 (86) 50 (93) 0 (0) 3(33)
Paridad 0.03
Ninguno 3 (9 9 (16) 15 (27) 1 (50) 0(0)
162 13 (39) 26 (46) 22 (39) 0 (0) 1(11)
Maés de 2 17 (52) 21 (38) 19 (34) 1 (50) 8(89)

LEI (Lesion escamosa intraepitelial), LEIGB (Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo), LEIGA (Lesion escamosa intraepitelial
de grado alto), CaCU (Cancer cervicouterino) e IVSA (Inicio de vida sexual activa).

®Dato expresado en mediana (p25-p75), prueba Kruskal Wallis
Dato expresado en ny %, prueba de X2

Genotipificacion del polimorfismo -149 C>T del gen DNMT3B

Se realiz6 la genotipificacion del SNP -149C>T por medio de PCR y RFLP’s.
En la figura 1 se muestra un ejemplo representativo de un producto de 380 pb
generado por la técnica de PCR. En la figura 2, se ilustra la digestion de un producto
de 380 pb del gen DNMT3B utilizando la enzima Avrll, permitiendo identificar 3
diferentes genotipos del gen DNMT3B (CC, CT, TT), analizados en geles de agarosa.
La tabla 2 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP-149 C>T de
acuerdo al grado citologico e histologico. No se encontré diferencias con significancia
estadistica entre los grupos de estudio (p=0.36). El SNP-149C>T del gen DNMT3B
se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los grupos de estudio. La
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frecuencia alélica entre las pacientes sin LEI VPH negativo para C fue de 31% y para
T de 69%, en las pacientes sin LEI VPH positivo fue de 37% y 63% respectivamente,
en las pacientes con LEIGB fue de 32% y 68% respectivamente, y en las pacientes
con CaCuU fue de 17% y 83% respectivamente.

Fig. 1. Polimorfismo — 149C>T. Productos de PCR en
muestras de DNA cervical. MPM, marcador de peso
molecular, 1 — 5 muestras; P, control positivo; N, control
negativo.

ph ph
380
492 3y R
26 3 207
€ 173
1723 wie

Fig. 2. Genotipos del gen DNMT3B (CC, CT, TT)
generados por la enzima de digestion Avrll.

Tabla 2 Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP C-149T de los grupos de estudio.

Sin LEI Sin LEI LEIGB
VPH
SNP -149C>T  VPH negativo VPH positivo  positivos CaCuU Total Valor de p*
n=34 n=55 n=58 n=9
n % n % n % n % n %
Genotipos 0.36
cc 2 (6) 7(13) 5(9) 1(11) 15(9)
CT 17 (50) 27 (49) 27 (46) 1(11) 74 (47)
T 15 (44) 21(38) 26 (45) 7(78) 69 (44)
Alelos 0.43
C 21(31) 41 (37) 37(32) 3(17) 102 (33)
T 47 (69) 69 (63) 79 (68) 15(83) 210 (67)

LEI (Lesion escamosa intraepitelial), LEIGB (Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo), CaCU (Cancer cervicouterino) y SNP (polimorfismo
de un solo nucle6tido).

aprueba de X*
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Presencia de la proteina DNMT3B
La figura 3, presenta resultados que ilustran la expresion de la proteina

DNMT3B por inmunocitoquimica. En la tabla 3, se muestra la frecuencia de
expresion de la proteina DNMT3B de 29% tanto en el grupo de pacientes sin LEI
VPH negativo como el de VPH positivo, de 71% en pacientes con LEIGB y 78% en
pacientes con CaCU. Dicha expresion fue estadisticamente significativa (p=<0.001).

Tabla 3. Frecuencia de expresion de la proteina DNMT3b por grupo de estudio.

Sin LEI Sin LEI LEIGB CaCU
VPH
VPH negativo ~ VPH positivo  positivo
Nivel de expresion n=34 n=56 n=58 n=9 Valor de p*
n % n % n % n %
Expresion DNMT3b <0.001
Negativo 24 (71) 40 (71) 17 (29) 2(22)
Positivo 10 (29) 16 (29) 41 (71) 7(78)

LEI (Lesion escamosa intraepitelial), LEIGB (Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo), CaCU(Céancer cervicouterino).
aprueba de X*
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Fig. 3. Expresion de DNMT3B en LEIBG y citologias sin LElI en presencia y ausencia del
VPH. (A) Inmunomarcaje en células con cariomegalia en LEIGB. (B) Expresién de marcador en
células con cariomegalia en LEIGB. (C) Expresion de DNMT3B en células con cariomegalia en un
caso de LEIGB mas VPH-AR. (D) Expresion de DNMT3B en células intermedias sin LEI VPH
negativo. (E) Ausencia de expresion en células intermedias en una paciente sin LEI VPH positivo.
(F) Ausencia de DNMT3B en células intermedias sin LEI VPH negativo. Técnica: Estreptavidina
Biotina Peroxidasa (40X).
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Metilacién del promotor de los genes FHIT y MGMT

En la figura 4 y 5 se muestran ejemplos representativos de los productos de
PCR-SM, analizados en geles de agarosa, para los genes FHIT y MGMT. Como
muestra la tabla 4, se encontrd en el grupo de pacientes sin LEI VPH negativo una
frecuencia de metilacién del promotor del gen FHIT de 53%, en el grupo sin LEI VPH
positivo 68%, en el grupo con LEIGB 57%, y en el grupo con CacU 67% de
metilacion. Respecto al promotor del gen MGMT, la frecuencia de metilacién en
pacientes sin LEI VPH negativo fue de 53%, en pacientes sin LElI VPH positivo y
LEIGB 45% respectivamente, y pacientes con CaCU 44% de metilacion. No se
observaron diferencias significativas en ambos genes (p=0.43 y p=0.56

respectivamente).

PR 1 Z 3 4 5 B H

in——" w—— w——"" | ———" on————0

123 pb FHIT
METILADO

——. | — | ———w— o | e o,

| FHIT
12w _ NO METILADO

Fig. 4. PCR-SM de FHIT en muestras de DNA cervical.
MPM, marcador de peso molecular; 1 — 5y 1 - 3,
muestras cervicales; P, control positivo; N, control
negativo.

MGMT
METILADO

MGMT
NO METILADO

Fig. 5. PCR-SM de MGMT en muestras de DNA
cervical. MPM, marcador de peso molecular; 1 -5y 1 -
2, muestras cervicales; P, control positivo; N, control
negativo.
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Tabla 4. Frecuencia de metilacion de los promotores de los genes FHIT y MGMT de los
grupos de estudio.

Sin LEI Sin LEI LEIGB CaCU Valor de p*
Metilacion VPH negativo VPH positivo  VPHpositivo
n=34 n=56 n=58 n=9

n % n % n % n %
Metilacion FHIT 0.43
No metilado 16 (47) 18 (32) 25 (43) 3(33)
Metilado 18 (53) 38(68) 33(57) 6 (67)
Metilacion MGMT 0.56
No metilado 16 (47) 31(55) 32 (55) 5 (56)
Metilado 18 (53) 25 (45) 26 (45) 4 (44)

LEI (Lesion escamosa intraepitelial), LEIGB (Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo), CaCU (Cancer cervicouterino).
aprueba de X*

SNP-149C>T y expresion de la DNMT3B

En la tabla 5, se concentran resultados de la expresién de la proteina
DNMT3B por genotipo del SNP-149C>T en cada grupo de estudio. Las pacientes sin
LEI VPH negativo portadoras del genotipo CC no expresaron la proteina DNMT3B, si
la expresaron el 70% de portadoras del CT y 30% en portadoras del TT. En
pacientes sin LEI VPH positivo se observo una frecuencia de 13% en portadoras del
genotipo CC, 37% para el genotipo CT y 50% para el genotipo TT. En el grupo de
LEIGB la frecuencia de expresion fue de 12% en portadoras del genotipo CC, 42%
en CT y 46% en TT. En el grupo de pacientes con CaCU se reporté una frecuencia
de expresion de 14% en portadoras del genotipo CC y CT respectivamente y 72% en
portadoras del genotipo TT. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la expresion de la enzima DNMT3B por genotipo del SNP-149C>T
en cada grupo de estudio (p=0.59).
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Tabla 5. Expresion de la proteina DNMT3B por genotipo del

SNP-149C>T.
Sin LEI VPH Sin LEI' VPH LEIGB
negativo positivo VPH positivo CaCU Valor
Expresion n=34 n=55 n=58 n=9 de p*
de
DNMT3b () *) ) *) ) *) ) *)
n % n % n % n % n % n % n % n %
Genotipos
SNP-149C>T 0.59
cc 28 0(0) 5(13) 2(13) 0(0) 5(12) 0(0) 1(14)
CT 10(42) 7(700 21(54) 6(37)  10(59) 17 (42) 0000 1(14)
T 12(50) 3(30) 13(33) 8(50) 7(42) 19 (46) 2(100) 5(72)

LEI (Lesion escamosa intraepitelial), LEIGB (Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo), CaCU (Cancer cervicouterino),
SNP (polimorfismo de un solo nucleétido).
a prueba de X2

Metilacion de los promotores FHIT y MGMT y expresién de DNMT3B

En la tabla 6, se observa la frecuencia de metilacion de promotores de los
genes FHIT y MGMT por expresion de DNMT3B en cada grupo de estudio. Pacientes
sin LEI VPH negativo presentaron una frecuencia de metilacion para FHIT de 50% y
de MGMT de 70% por expresion de DNMT3B, en pacientes sin LEI VPH positivo se
observé una frecuencia de metilacién para FHIT de 56% y para MGMT de 37%, en
pacientes con LEIGB la frecuencia para FHIT fue de 58% y para MGMT de 54%, y en
pacientes con CaCU la frecuencia para FHIT fue de 71% y para MGMT de 57%. No
se observaron diferencias significativas en la metilacion de los promotores de los

genes FHIT (p=0.77) y MGMT (p=0.24) por expresion de la proteina DNMT3B.
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Tabla 6. Frecuencia de metilacion de los promotores de los genes FHIT y MGMT por

expresion de la proteina DNMT3B en los grupos de estudios.

Sin LEI Sin LEI LEIGB
VPH negativo  VPH positivo  ypH positivo CaCU Valor
Expresion n=34 n=56 n=58 n=9 de p?
de DNMT3B ) *) ) *) ) *) O G)]
n % n % n % n % n % n % nN% n%
Metilaciéon FHIT 0.77
No metilado 11(46) 5(50) 11(28) 7(44) 8(47) 17(42) 1(50) 2(29)
Metilado 13(54) 5(50) 29(72) 9(56) 9(53) 24 (58) 1(50) 5(71)
Metilacion MGMT 0.24
No metilado 13(54) 3(30) 21(53) 10(63) 13(76) 19 (46) (130) 3(43)
Metilado 11(46) 7(70) 19(47) 6(37) 4(24) 22(54) 0(0) 4(57)

LEI (Lesion escamosa intraepitelial), LEIGB (Lesion escamosa intraepitelial de grado bajo), CaCU (Cancer cervicouterino).
aprueba de X*

Expresion de DNMT3B y SNP-149C>T

La tabla 7, muestra la asociacion de expresion de la proteina DNMT3B con el
SNP-149C>T a través de un modelo de regresion logistica multivariado, no
encontrando asociacion de los genotipos CT (OR=0.68; IC95%= 0.22-2.10; p=0.51) y
TT (OR=0.93; 1IC95%= 0.29-2.91; p=0.91) ajustado por edad y menopausia.

Tabla 7. Asociacion de la expresion de la enzima DNMT3B con
el polimorfismo -149C>T.

Ajustado*
Variables OR (IC 95%) Valor de p OR (IC 95%) Valor de p
Genotipos
cC 1 1
CT 0.66 (0.21-2.03) 0.48 0.68 (0.22-2.10) 0.51
TT 0.90 (0.29-2.75) 0.85 0.93(0.29-2.91) 0.91

*OR ajustado por edad y menopausia en un modelo de regresion logistica.
IC (Intervalo de confianza).

En la tabla 8, se muestra un analisis de regresién logistica multivariado,
asociando la expresion de la proteina DNMT3B con las diferentes lesiones y las
categorias de riesgo viral. Se observé una asociacion entre el grupo de pacientes
con LEIGB (OR=6.06; IC95%=2.32-15.86; p=<0.01) y CaCU (OR=9.28; 1C95%=1.49-
57.57; p=0.01) con la expresién de la proteina DNMT3B.En cuanto a las categorias

de riesgo viral se observo una asociacidén entre la infeccion por virus del papiloma

Pagina 23



humano de alto riesgo (VPH-AR) (OR=2.89 1C95%=1.21-6.92; p=0.01) con la
expresion de la proteina DNMT3B.

Tabla 8. Asociacion de la expresion de la proteina DNMT3B con los
grupos de lesiones y riesgo viral.

Ajustado*
Valor de
Variables OR (IC 95%) Valor de p OR (IC 95%) p

Lesion
Sin LEI VPH negativo 1 1
Sin LEl VPH positivo ~ 0.96 (0.37-2.45) 0.93 0.93 (0.35-2.50) 0.89
LEIGB VPH positivo ~ 5.79 (2.28-14.66) <0.001  6.06 (2.32-15.86)  <0.01

CaCU 8.4 (1.48-47.67) 0.01 9.28 (1.49-57.57) 0.01
Riesgo viral
Negativo 1 1
Bajo riesgo 0.96 (0.16-5.79) 0.96 1.02 (0.17-6.32) 0.98
Alto riesgo 2.76 (1.19-6.38) 0.01 2.89(1.21-6.92) 0.01
Riesgo no determinado 4.8 (0.38-59.139 0.22 5.15 (0.40-65.13) 0.20
VPH X 2.1 (0.59-7.36) 0.25 2.43(0.68-8.71) 0.17

*OR ajustado por edad y menopausia en un modelo de regresion logistica.
IC (Intervalo de confianza).

En la tabla 9, se analiz6 la relacidon entre la expresiéon de la proteina DNMT3B
con la metilacién del promotor de FHIT y MGMT a través de un modelo de regresion
logistica multivariado; no se encontré asociacion entre la metilacién del promotor de
FHIT con la expresion de DNMT3B (OR=0.76; 1C95%=0.38-1.50; p=0.42). Respecto
a la asociacion de la expresion de DNMT3B con la metilacion del promotor de
MGMT, tampoco se observd asociacion con significancia estadistica entre estas
variables (OR=1.67; 1C95%=0.86-3.24 p=0.13), aunque cabe resaltar que en este
caso se observa una tendencia significativa entre la expresion de DNMT3B vy la
metilacion del promotor de MGMT.
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Tabla 9. Asociacion de la expresion de la enzima DNMT3B con metilacion de
los promotores de FHIT y MGMT en la poblacién estudiada.

Ajustado*

Variables OR (IC 95%) Valor de p OR (IC 95%) Valor de p
Metilacion de FHIT

Negativo 1 1

Positivo 0.83(0.44-1.57) 0.57 0.76 (0.38-1.50) 0.42
Metilacion de MGMT

Negativo 1 1

Positivo 1.6 (0.85-2.99) 0.14 1.67 (0.86-3.24) 0.13

*OR ajustado por edad y menopausia en un modelo de regresion logistica.
IC (Intervalo de confianza).
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IV.DISCUSION Y CONCLUSIONES

Esta demostrado que la infeccion por VPH es etiolégica en el desarrollo de
CaCU; sin embargo, se requieren otros factores que favorezcan la progresion de las
lesiones proliferativas tipicas del virus hacia los estados de malignidad, tales como
eventos genéticos y epigenéticos. Entre los eventos epigenéticos se encuentra la
metilacion de DNA, que se ha reportado que tiene un importante papel en el
desarrollo y progresion de varios canceres. La metilacion del DNA es catalizada por
un grupo de DNMTs, especificamente DNMT1 denominada como de mantenimiento,
DNMT3a y DNMT3B denominadas de novo (Lin et al., 2006; Hermann et al., 2004;
Yanagisawa et al., 2002).

El gen DNMT3B posee polimorfismos que pueden estar implicados de manera
importante en la carcinogénesis, como lo es el SNP-149C>T. Se ha reportado que
este polimorfismo aumenta la susceptibilidad para el desarrollo de varios canceres,
como el cancer de pulmén, préstata y leucemia aguda. Aunado a esto, la expresion
de la DNMT3B, se ha observado en varios tipos de canceres como el de pulmén,
rifidn, pancreas, mama, prostata y colorrectal, proporcionando evidencias de su
importante papel en el desarrollo del cancer (Lin et al., 2005). Otras evidencias
muestran que la expresion de la proteina DNMT3B lleva a la metilacion de
promotores de genes, la cual se asocia con la disminucion de su expresiéon (Shen et
al., 2002). Sin embargo, el mecanismo de su participacion en el silenciamiento
epigenético de muchos genes no esta del todo claro.

En la presente investigacion, estudiamos la relacion del SNP-149C>T con la
expresion de DNA metiltransferasa 3B y metilacion de promotores de los genes FHIT
y MGMT en mujeres sin LEI VPH negativas y positivas, con LEIGB y CaCU.

Hasta el momento, no existe algln reporte que relacione estos tres eventos en
presencia de infeccion por VPH. En este estudio no se encontré una diferencia
significativa entre los genotipos del SNP-149C>T de la DNMT3B y el grado de lesion
(p=0.36), estos datos sugieren que una mujer con el SNP-149C>T no tiene mayor
susceptibilidad al desarrollo de LEIGB y CaCU, a diferencia de lo encontrado por
Shen et al. (2002) quienes muestran la primera evidencia de que el SNP-149C>T

particularmente portadores del alelo T, se encuentra asociado significativamente con
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un aumento en el riesgo para el desarrollo de cancer de pulmdn en una poblacion no
hispana de 319 pacientes con diagnostico de cancer de pulmén. Sin embargo, en
una investigacion realizada por Fan et al. (2008) en 137 pacientes con cancer de
colon en una poblacion china, no reportan diferencias significativas entre los
controles y los pacientes con cancer de colon respecto al SNP-149C>T, lo cual indica
gue en un individuo con el SNP-149C>T no aumenta la susceptibilidad para el
desarrollo de cancer de coldén en la poblacién que estudiaron. Por otra parte, un
estudio realizado por Lee et al. (2005), en el que investigaron la influencia de varios
polimorfismos del gen DNMT3B en el desarrollo de cancer de pulmoén, excluyen el
SNP-149C>T porque argumentan no haberlo detectado en la poblacion que
estudiaron, debido posiblemente a las diferencias genéticas en las distintas
poblaciones, lo cual podria explicar el resultado en el presente trabajo.

La frecuencia de expresion de la proteina DNMT3B mostré una diferencia
significativa en relaciébn con LEIGB y CaCU (p=<0.001), comprobando que la
expresion de la proteina DNMT3B es frecuente en LEIGB y CaCU. Estos resultados
son consistentes con los publicados por Lin et al. (2005) trabajo en el que los autores
sugieren que la expresion de la enzima DNMT3B puede ser promovida por la
infeccion de VPH (tipos 16 y 18) en una poblacién Taiwanesa de 57 pacientes con
cancer de pulmon llevando a la metilacién del promotor de p16INK4a (<0.001).

Se ha mostrado que el SNP-149C>T del gen DNMT3B incrementa la
susceptibilidad para el desarrollo de varios canceres, asi como también se ha
reportado la expresion de la proteina DNMT3B en diversos canceres. En el presente
estudio no encontramos diferencias significativas entre el SNP-149C>T en relaciéon
con la expresion de la proteina DNMT3B en la carcinogénesis cervical, ya que no
arrojé algun valor significativo (p=0.59), siendo opuesto a lo que propone Shen et al.
(2002) quién muestra una asociacion entre el genotipo heterocigoto del SNP-149C>T
de DNMT3B y el desarrollo de cancer de pulmdn, sugiriendo que la transicién de C a
T aumenta el nivel de expresion del gen DNMT3B. La diferencia en el tamafio de la
muestra, podria explicar la discrepancia entre nuestros resultados y el estudio
realizado por Shen et al. (2002), ya que ellos analizaron una poblacion que constaba
de 319 casos y 340 controles.
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Estudios previos muestran que la metilacién del promotor de varios genes es
un evento que se presenta en lesiones precursoras de CaCU y la frecuencia
incrementa conforme el grado de lesion. Nosotros encontramos que el 53% de las
muestras sin LEI VPH negativo presenté metilacion del promotor de FHIT a
diferencia de Herndndez et al. (2004) que detectaron 37.5%. En LEIGB detectamos
metilacion en el 57% de las muestras mientras que Hernandez et al. (2004)
detectaron una metilacion de 46.1% de las muestras. La frecuencia de metilacion en
CaCU para FHIT fue de 67%, Hernandez et al. (2004) previamente reportaron 53.6%.

En lo que se refiere al promotor de MGMT, se encontré6 que en muestras sin
LEI VPH negativo, el 53% presenté metilacion a diferencia de los encontrado por
Hernandez et al. (2004) que observaron el 17.5% de metilacion. En LEIGB se
observé metilacion de MGMT en el 45% y Hernandez et al. (2004) reporta el 37.5%.
La frecuencia de metilacion en CaCU para este gen en nuestro estudio fue del 44%,
Hernandez et al. (2004) report6 el 36.6%. Es importante resaltar que el nimero de
muestras de pacientes sin LEl VPH negativo, en el estudio realizado por Hernandez
et al. (2004) fue de 40 y de CaCU 41, lo que tal vez explique la discrepancia entre
sus resultados y los nuestros. Dichas diferencias también podrian ser explicadas en
funcién a la metodologia utilizada, ya que ellos realizaron la modificacion con bisulfito
de sodio de manera manual y nosotros la realizamos utilizando un Kit de metilacién
de ADN EZ de Zymo Research que tiene una elevada eficiencia y permite recuperar
gran cantidad de DNA.

La metilacibn de novo de islas CpG de promotores puede llevar al
silenciamiento de genes supresores de tumor (FHIT) y genes reparadores de dafo
al DNA (MGMT) (Lee et al., 2005). En el presente estudio no se encontraron
diferencias significativas entre la expresion de DNMT3B vy la frecuencia de metilacion
de FHIT (p=0.77) y MGMT (p=0.24) en LEIGB Y CaCU.

En conclusion, no encontramos asociacion entre el SNP-149C>T con el riesgo
para el desarrollo de LEIGB y CaCU. Sugerimos que dicho polimorfismo no influye en
la expresion de la proteina DNMT3B, pero la expresion es mas frecuente en LEIGB y
CaCuU a diferencia de pacientes que no presentan infeccion por VPH y LEI. Respecto
a la metilacion de los promotores de los genes FHIT y MGMT en LEIGB y CaCU,
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nuestros resultados concuerdan con estudios previos, reportando que la metilacién
es un evento temprano en el desarrollo de CaCU.

Este es el primer estudio que relaciona el SNP-149C>T con la expresién de la
proteina DNMT3B y la metilacién de los promotores de los genes FHIT y MGMT en
lesiones precursoras y CaCU, sugiriendo que la expresion de la proteina DNMT3B
puede ser promovida por la LEIGB y CaCU, pero no contribuir en la metilacion de los
promotores de FHIT y MGMT. Es importante mencionar que el nimero de muestras
de LEIGA es demasiado pequefio, por lo que es necesario que se realicen estudios

mas amplios que relacionen estos tres eventos en lesiones precursoras y CaCU.
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