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RESUMEN

De acuerdo a la historia natural del cancer del cuello uterino, en donde las lesiones preneoplasicas de bajo y alto grado pueden
presentar fenémenos de regresion o progresion, existe gran interés en la bisqueda de biomarcadores que permita predecir la
evolucion de las lesiones preneoplasicas del cérvix hacia la progresion o regresion de la enfermedad. Estos biomarcadores pudie-
ran ser de origen genético, o epigenético que alteren la expresién de los genes y que pudieran estar asociados con la carcinogé-
nesis en diferentes tipos de tejido humano. El objetivo del estudio fue analizar la expresion del mMARN de los genes SFRP1, PTPRN,
CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 y HAND1 en muestras negativas para lesiones intraepiteliales cervicales (n=9), muestras con lesio-
nes intraepiteliales de bajo grado (n=10) y alto grado (n=11). Se realiz6 andlisis de expresién de los genes mencionados mediante
gRT-PCR vy el andlisis de los datos se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de ANOVA. La diferencia estadistica se determiné

en valores p< 0,05. Para los genes EDNRB y CDX2 se observé disminucion 66,7% en las muestras sin alteraciones histolégicas
cervicales, comparado con una disminucion en la expresion del 50% en muestras con LIEBG vy para el grupo de LIEAG del 36,4%
para el gen EDNRB y del 27,3% para el gen CDX2 dando una diferencia estadisticamente significativa p= 0,02. Sugiriendo que
EDNRB y CDX2 podrian ser utiles como posibles biomarcadores en la carcinogénesis cervical.
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ABSTRACT

According into account the natural history of cervical cancer, where low- and high-grade preneoplastic lesions may present regres-
sion or progression phenomena, there is great interest in the search for biomarkers to predict the behavior of preneoplastic lesions
of the cervix. These biomarkers may be of genetic origin, or epigenetics that alter the expression of genes and that may be associ-
ated with carcinogenesis in different types of human tissue. The objective of the study was to analyze the expression of the mRNA
of the SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 and HAND1 genes in samples negative for cervical intraepithelial lesions
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(n = 9), low grade intraepithelial lesions (n=10) and high grade (n = 11). Expression analysis of the mentioned genes was per-
formed using qRT-PCR and data analysis was performed using the non-parametric ANOVA test. The statistical difference was de-
termined in values p <0.05. For the EDNRB and CDX2 genes, a 66.7% decrease was observed in the samples without cervical
histological alterations, compared to a decrease in expression of 50% in LIEBG samples and 36.4% in the LIEAG group for the
EDNRB gene And 27.3% for the CDX2 gene giving a statistically significant difference p = 0.02. Suggesting that EDNRB and CDX2
could be useful as potential biomarkers in cervical carcinogenesis.

Keywords: EDNRB, CDX2, cervical cancer, progression.

Recibido: septiembre 17 de 2017

INTRODUCCION

A nivel mundial el cancer de cuello uterino repre-
senta la cuarta causa de incidencia y mortalidad
por cancer en las mujeres (Siegel et al., 2016). En
Colombia, esta enfermedad es la segunda causa
de morbi-mortalidad, afectando principalmente
mujeres entre 15 y 39 anos (INS, 2011). Aunque,
se han obtenido descensos en las tasas de mortali-
dad por este cancer durante los ultimos anos, adn
las cifras en Colombia se sitdan por encima del
promedio mundial.

El cancer del cuello uterino se puede detectar a
tiempo, siempre y cuando se realicen periodica-
mente las pruebas de tamizacion, tales como la
citologia vaginal, técnicas de inspeccién visual del
cuello uterino y pruebas de deteccién molecular
del ADN-VPH. Esta ultima técnica fue incluida en
el Pais, a través del acuerdo 029 de 2011 de la
comision de regulacion en salud (Comision de Re-
gulaciéon en Salud, 2011) y reglamentada por el
plan decenal de cancer en Colombia 2012-2021
(Gaviria et al, 2013), en donde se anota que la
prueba molecular del VPH se debe realizar en mu-
jeres de 30 a 65 anos y con una periodicidad de
cada 5 anos.

El proceso carcinogénico del CaCU comienza a
través de la infeccion de las células epiteliales es-
camosas del cuello uterino por parte del Virus del
Papiloma Humano (VPH), generando posterior-
mente lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado
hasta continuar con la apariciéon del CaCU infil-
trante (Woodman et al., 2007; Walboomers et al.,
1999). Sin embargo, este proceso no siempre es
continuo y por el contrario aproximadamente un

Aprobado: mayo 22 de 2018

60% de las lesiones intraepiteliales de bajo grado
regresan y solo un 10% de los casos progresan a
lesiones intraepiteliales de alto grado (Ostor,
1993). Por lo tanto, seria de gran importancia po-
der identificar algunos biomarcadores, que nos
permitan focalizar y predecir aquellas mujeres con
mayor probabilidad de progresion de su lesién
preneoplasica cervical.

Por todo lo anterior, se planteé en éste estudio
identificar 7 posibles biomarcadores involucrados
en la progresion de las lesiones cervicales, tenien-
do como antecedente un estudio previo en donde
se detecté un grupo de genes hipermetilados vy
subexpresados en muestras de tejido cervical de
pacientes Colombianas, con diferentes grados de
lesiones preneoplasicas, cancer invasor y muestras
sin ningun grado de lesion cervical (Garcia et al.,
2011). A pesar de estudios previos sobre biomar-
cadores tales como: DAPK1, TWIST y MGMT, és-
tos han sido estudiado en poblacion asiatica y eu-
ropea y con datos inconsistentes con relacion al
porcentaje de metilacion en las lesiones preneo-
plasicas y cancerosas del cuello uterino (Kalantari
et al., 2014). En un estudio realizado por el grupo
se analiz6 el perfil de metilacion de aproximada-
mente 14000 promotores asociados con progre-
sion en cancer cervical, alli se analizaron los distin-
tos estadios de la carcinogénesis cervical donde se
incluy6 LIEBG (CIN 1), LIEAG (CIN Il y 1ll) y cancer
invasivo, ademas de pacientes sanos, luego del
andlisis bioinformatico y estadistico, se propone
como posibles biomarcadores un set de 40 genes,
los cuales presentaron bajo nivel de metilacion en
pacientes sanos y con LIEBG comparado con altos
niveles de metilacion en LIEAG y cancer invasivo
(Garcia et al., 2017), basados en éstos resultados,
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el objetivo del presente estudio fue analizar la
expresion del mARN de los genes incluidos en el
estudio como SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB,
CDX2, EPB41L3 y HANDT1 en muestras negativas
para lesiones intraepiteliales cervicales, muestras
con lesiones intraepiteliales de bajo grado y alto
grado.

MATERIALES Y METODOS

Muestra

El presente estudio fue descriptivo de corte trans-
versal observacional, con muestras correspondien-
tes a biopsias de cérvix conservadas en parafina,
que presentaran un diagnostico histopatologico
con Hematoxilina & Eosina realizado por dos mé-
dicos patologos, los diagnésticos fueron normali-
dad o proceso inflamatorio cervical (n=9), LIEBG
(n=10) y LIEAG (n=11), durante los ahos 2009 a
2014. El estudio conté con aprobacion del comité
de ética de la Facultad de Odontologia de la Ponti-
ficia Universidad Javeriana. La disponibilidad de
los tejidos embebidos en parafina estuvo a cargo
de “Estudios Anatomopatolégicos Ltda” quien ac-
tia como custodio de las muestras incluidas en el
presente estudio.

A partir de cada bloque se realizaron dos cortes

de 5um para pruebas moleculares, y un corte final
de 3um para confirmar con tincién de hematoxili-
na & Eosina la presencia o no de lesién. Teniendo
precaucion de cambiar la cuchilla para cada mues-
tra, para evitar contaminacion con dacidos nuclei-
cos residuales.

Extraccion de ARN

Los cortes de 5um fueron utilizados para la extrac-
cion de ARN mediante el Kit AllPrep DNA/RNA/
Protein Qiagen. A partir de ARN total se realizé el
proceso de retrotranscripcion y sintesis de cADN
con el kit Super Script VILO de Invitrogen. Final-
mente, se cuantifico la concentracion de cADN de
cada una de las muestras a través de nanodrop
1000® y se conservo el material a -70°C.

qRT-PCR

Para realizar la PCR en tiempo real se utilizé 1X de
Fast SybrGreen de Kappa, 200nM de cada inicia-
dor para todos los genes de estudio (B-ACTINA,
PTPRN, CDOT1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 vy
HANDT1) y 10ng de cADN para un volumen final
de 10ul, cada muestra fue analizada por duplica-
do en el equipo CFX96 Biorad. El gen correspon-
diente a B-actina fue utilizado como gen calibra-
dor. En la tabla 1 se observan las secuencias de los
iniciadores para cada gen utilizado en el estudio.

Tabla 1. Secuencia de los Iniciadores y condiciones estandarizadas para cada uno de los genes.

GEN NUMERO DE ACCESO PRIMER TAMANO TEMP. ANILLADO TEMP. MELT
F: 5-ATTGCCGACAGGATGCAGA-3’

ACTINA NM_001101.3 ] ] 89 63°C 88.5
R: 5-GAGTACTTGCGCTCAGGAGGA-3
F: 5-CTACGTGAGCTTCCAGTCGG-3’

SFRP1 NM_003012.4 ) ) 216 63°C 88.5
R: 5-GCGTGGCAGTTCTTGTTGAG-3
F 5-GCAGTGTGTCCTCCCAGTTC-3"

PTPRN NM_002846.3 ] ) 214 63°C 88.5
R 5-CAGGTGTTTGGCTCTGCTTG-3
F 5-CCCCACGAGATGGAACAGAC-3’

CDO1 NM_001801.2 ) ; 169 63°C 88.5
R 5-CGAACTTGGCGTACATTGCC-3
F 5-GAACAAGTGCATGCGAAACG-3’

EDNRB NM_001201397.1 ] } 151 61°C 88
R 5-AGGCACCAGCTTACACATCT-3
F 5-GGAAAGGCTTGGCTGGTGTA-3

CDX2 NM_001265.4 ] ) 174 61°C 88.5
R 5-GACAGGAAGTCCAGGTTGGC-3
F 5-GCAGTGCAAAGTGATACTTC-3"

EPB41L3 NM_012307.3 ] ) 246 65°C 88.5
R 5-TCTGGTGGATAAAATTTCACAT-3
F 5-GTCCGCAGAAGGGTTAAACA-3’

HAND1 NM_004821.2 195 65°C 88.5

R 5-CCCTATTAACGCCGCTCCA-3’
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Las condiciones de termociclado fueron 95°C 3
minutos, seguido por 35 repeticiones de 95 °C por
3 segundos y 61°C para EDNRB y CDX2 6 63°C
para ACTINA; SFRP1, PTPRN y CDO1 6 65°C pa-
ra EPB41L3 y HAND1 durante 45 segundos, final-
mente se realizé curva de melting.

Luego se consolidaron los resultados obtenidos
del ciclo umbral (CT) y curva Melting, de cada uno
de los genes, para corroborar las replicas de los
ensayos y que el producto detectado fuese el es-
perado.

El andlisis de expresién génica, fue realizado me-
diante el método de cuantificacion relativa, para
ello se hicieron curvas de eficiencia para cada gen,
a través de ADN de la linea celular Hela con las
siguientes concentraciones: 100ng; 20ng; 4ng;
0.8ng y 0.16ng. La eficiencia se calcul6 con la for-
mula (10 (-1/pendiente)) y coeficiente de correla-
cion (R2) obtenido para cada gen, donde los dos
valores se detalla en la tabla 2. El calculo de expre-
sion fue calculado con el método 2 2T teniendo
en cuenta las eficiencias obtenidas para cada set
de iniciadores. La expresion relativa de los genes de
interés fue basado en la siguiente formula: (Eyeina)"/ (Egen
deinerss) " (Pfaffl, 2001; Thomas et al, 2013).

Tabla 2. Eficiencias de los pares de primers
b-actina, SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB,
CDX2, EPB41L3 y HANDT1 utilizando DNA
de linea celular Hela.

Gen Eficiencia
R2 obtenida

f-actina 0.994 2.1

sfrp1 0.986 2.12
ptprn 0.966 2.07

cdo1 0.998 2.06
edrrb 0.985 2.08

cdx2 0.998 2.03
epb41l13 0.965 1.96
hand1 0.995 2.11

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los valores de expresion
relativa para cada gen entre los tres grupos de ana-
lisis (negativo para lesion cervical, LIEBG y LIEAG)

mediante la prueba no paramétrica de ANOVA.
Un valor de p< 0.05 fue considerado como una
diferencia estadisticamente significativa. El progra-
ma estadistico utilizando fue GraphPad Prism 6.

RESULTADOS

De acuerdo a los resultados previos descritos por
Garcia y colaboradores en el 2017, fueron selec-
cionados siete posibles biomarcadores asociados a
progresion en cancer cervical que presentaban
alteraciones epigenéticas como la hipermetilacion
de sus promotores, genes que fueron incluidos en
el presente estudio analizando en muestras embe-
bidas en parafina la expresion del mARN, donde
se espera encontrar bajos niveles de expresion, ya
que la hipermetilacion se asocia en la mayoria de
los casos a una baja expresion génica.

En la tabla 3 se observa que al comparar SFRP1
con respecto al gen calibrador B-Actina se observé
disminucion en la expresion de SFRP1 en el 60%
de las muestras con LIEBG y un 63.6% en las co-
rrespondientes a LIEAG. En el grupo normal se
observé disminucion en la expresion en un 77.8%.
Sin embargo no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p=0,2426), para el gen CDO1, mostro
niveles de expresion muy similares entre LIEAG y
el grupo normal, encontrandose una menor expre-
sion con respecto al gen calibrador, del 54.5% vy
55.6%, respectivamente. En el grupo de LIEBG, el
porcentaje de casos con disminucion de expresion
fue del 40%, para esté gen tampoco se observo
diferencia  estadisticamente  significativa
(p=0,5782). El gen CDX2, tuvo menores niveles de
expresion con respecto al gen calibrador en el
66,7% de los casos normales, 50% en LIEBG vy
27,3% en LIEAG, encontrando diferencia estadisti-
camente significativa entre la expresion de las
muestras de LIEAG en comparacion con la expre-
sion de LIEBG y normal (p= 0,0203). El gen
EDNRB, registré menor expresion con respecto al
gen calibrador en un 66,7% en el grupo normal,
en el grupo de LIEBG el porcentaje fue 50% y en
el grupo de LIEAG el 36,4%. Hubo diferencia esta-
disticamente significativa entre la expresion de
este marcador en las muestras de LIEAG en com-
paracion con la expresion de LIEBG y normal (p=
0,0252). Adicionalmente, el gen EPB4113, mostrd
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Tabla 3. Niveles de expresion de los genes SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 vy

HANDT1 utilizando como gen control b-actina.

Gen Normal LIEBG LIEAG P value
Menor a Mayor a Menor a |Mayor a |Menor a |Mayor a
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
sfrp1 7 (77.8) 2(22.2) 6 (60) 4 (40) 7 (63.6) 4 (36.4) |0.2426
ptprn 5 (55.6) 4 (44.4) 5 (50) 5 (50) 6 (54.5) 5(45.5) 0.4529
cdol 5(55.6) 4 (44.4) 4 (40) 6 (60) 6 (54.5) 5(45.5) 0.5782
edrrb 6 (66.7) 3(33.3) 5 (50) 5 (50) 4 (36.4) 7 (63.6) 10.0252
cdx2 6 (66.7) 3(33.3) 5 (50) 5 (50) 3(27.3) 8 (72.7) 10.0203
epb4113 |7 (77.8) 2 (22.2) 4 (40) 6 (60) 5 (45.5) 6 (54.5) ]0.4302
hand1 6 (66.7) 3(33.3) 8 (80) 2 (20) 6 (54.5) 5(45.5) 0.2225

menor expresion en los grupos de LIEBG y LIEAG
en un 40% vy 45,5%, respectivamente., mientras
que en el grupo normal hubo menor expresion en
77,8% de los casos (p=0.4302). Con respecto al
gen HAND1, hubo menor expresion en un 80%
en el grupo de LIEBG; 54.5% en LIEAG y 66.7%
en el grupo normal (p=0.2225). Finalmente, los
niveles de expresion de PTPRN fueron similares
entre los tres grupos de analisis: normal (55.6%),
LIEBG (50%) y LIEAG (54.5%). Ver tabla 3, que
contiene el resumen de resultados de gRT-PCR
para cada uno de los genes.

DISCUSION

Teniendo en cuenta la historia natural de la infec-
cion por VPH a nivel cervical, se observa que ésta
es una causa necesaria mas no suficiente para el
desarrollo de las lesiones premalignas y malignas
de cuello uterino y que en general la aparicién del
cancer invasor del cérvix es una consecuencia po-
co frecuente de la infeccion por VPH. Por lo ante-
rior, varios trabajos de investigacion se ha realiza-
do con el proposito de encontrar nuevos biomar-
cadores a nivel de VPH y de la célula hospedera,
que permita predecir de una mejor manera la pro-
babilidad de progresion o regresion de las lesiones
premalignas del cuello uterino.

De manera especifica con el cancer del cuello ute-
rino, son varios los genes que han sido estudiados
desde el punto de vista epigenético como posibles

biomarcadores. Kim y colaboradores en el 2010
estudiaron varios genes como factor prondstico de
progresion a LIEAG, algunos de los genes fueron:
CHHT1, DAPK, GSTP1 y MGMT entre otros, evi-
denciaron que al analizar simultaneamente los ge-
nes RAR-beta/Twist/MGMT encontraron una espe-
cificidad del 82,2% y una sensibilidad del 78,7%
de distinguir muestras con LIEAG o CaCU en com-
paracion a las muestras normales y LIEBG.

También se ha observado inconsistencia entre el
porcentaje de metilacion por ejemplo, para
MGMT con un 11,9% en muestras de LIEAG (Kim
et al.,, 2010), en comparacion al trabajo de lliopou-
los et al., 2009, en donde el porcentaje de metila-
cioén para el mismo gen fue de 75% en muestras
de LIEAG.

En un estudio previo reportado por Garcia y cola-
boradores en el 2017, realizado en poblacién Co-
lombiana, se analiza la metilacién de aproximada-
mente 14.000 regiones promotoras, en mujeres
sin lesiones intraepiteliales cervicales y con lesio-
nes grado 1 (LIEBG), grados 2 y 3 (LIEAG) ademas
de mujeres diagnosticadas con cancer invasivo, en
muestras de citologias en base liquida. En dicho
estudio se reporta un listado de 40 genes que po-
drian servir como biomarcadores asociados a pro-
gresion, ya que se encontraron hipermetilados en
LIEAG y cancer cervical invasivo comparado con
LIEBG vy tejido normal. En el presente estudio se
seleccionaron siete (7) genes candidatos del lista-
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do previo de 40 posibles biomarcadores, para ana-
lizar en muestras de tejido embedidas en parafina
con diagndstico histopatolégico confirmado co-
mo: a. Normalidad 6 sin cambios displasicos, b.
LIEBG y c. LIEAG, y evaluar los niveles de expre-
sion de los siete biomarcadores seleccionados,
puesto que normalmente la hipermetilacion en las
regiones promotoras de los genes conlleva a la
disminucion en su expresion génica.

Contrario a lo que esperabamos, encontramos
mayor expresion con respecto al gen calibrador de
B-actina para los genes EDNRB y CDX2, en el gru-
po de LIEAG, en comparacion con LIEBG y nor-
mal, encontrando diferencias estadisticamente sig-
nificativas. Qu y colaboradores en el 2013, reali-
zan una revision exhaustiva de la literatura, con el
fin de describir alteraciones epigenéticas asociadas
a cancer gastrico, en su busqueda mencionan va-
rios genes implicados, entre ellos reportan a
EDNRB y CDX2 como posibles biomarcadores en
ésta patologia. Adicionalmente otros estudios tam-
bién reportan hipermetilacion en estos dos genes
principalmente EDNRB en cancer cervical (Lin et
al., 2016) y CDX2 en cancer colorrectal (Wang et
al,, 2016).

El gen EDNRB (Endothelin receptor type B) se en-
cuentra localizado en el cromosoma 13 (13q22) vy
codifica para un receptor ligado a la proteina G
para la Endotelina 3. EDNRB esta aceptado como
uno de los genes responsables de la enfermedad
de Hirschsprung, debido a que interviene para el
normal desarrollo del tejido ganglionar entérico, el
cual juega un papel muy importante durante el
desarrollo embriogénico de la poblacion celular de
la cresta neural. La hipermetilacion del promotor
del EDNRB, se ha visto implicada en el carcinoma
escamocelular esofagico, leucemia, cancer gastri-
co, carcinoma nasofaringeo, melanoma, cancer de
pulmén y también en CaCU (Lin et al., 2016; Gar-
cia et al., 2017; Brentnall et al., 2015; Watanabe et
al., 2014; Vasiljevic et al., 2014). En nuestro trabajo
se evidencié mayor expresion de EDNRB en 7 de
11 muestras (63,6%), resultados que al contrastar-
los con otros autores como Vasiljevi¢ et al., en el
2014, pueden parecer contradictorios, debido a
que ellos describen hipermetilacién en EDNRB en

pacientes diagndsticados con LIEAG. Por otra par-
te, el estudio realizado por Watanabe y colabora-
dores, en el 2014, encontraron que la baja expre-
sion de EDNRB esta asociada a un peor prondsti-
co en cancer de préstata, y que en tumores malig-
nos como el melanoma la sobre-expresién actda
como factor pronéstico desfavorable, adicional-
mente, en otro estudio realizado por Cruz-Mufoz
y colaboradores en el 2012, reportan que el au-
mento en la expresion de EDNRB en el mismo
tipo de tumor se asocia al incremento en la metas-
tasis, lo que nos sugiere que el aumento en la ex-
presion de EDNRB es de mal prondstico y que
posiblemente en la patologia cervical se relacione
con procesos de progresion de LIEAG hacia can-
cer cervical invasivo.

En cuanto al gen CDX2 (Caudal - type Homeobox
Transcription Factor 2) es un factor de transcrip-
cion esencial para el desarrollo embrionario de los
tejidos. CDX2 es un gen localizado en el cromoso-
ma 13 (q12.2) y juega un papel esencial en el
desarrollo del intestino, inhibiendo la proliferacion
y promoviendo la diferenciacién y expresion de
genes especificos del Intestino, asi como regula
negativamente la via wnt (Liu et al., 2012). CDX2
se ha utilizado como un biomarcador para algunos
tipos de cancer gastrointestinal y también pulmo-
nar. La mayoria de los canceres colorrectal mues-
tran una fuerte expresion nuclear y solo entre 10-
30% de los casos muestran pérdida o pobre expre-
sion del CDX2. Esta pérdida de expresion del
CDX2 se correlaciona con el grado de diferencia-
cion nuclear, localizacién proximal del tumor, mu-
tacion del BRAF y menor sobrevida de los pacien-
tes con cancer de colon (Camilo et al., 2014). En
nuestro estudio, CDX2 tuvo mayor expresion en
las muestras con LIEAG en el 72,7%. Es importante
anotar que el incremento en la expresion de
CDX2 en las lesiones tumorales gastrointestinales
les confiere un mejor prondstico a los pacientes
(Camilo et al., 2014), por lo tanto, podria plantear-
se la posibilidad que CDX2 en LIEAG, también le
pudiera brindar cierto factor prondstico favorable,
que estaria representado en la regresion de la le-
sion intraepitelial escamosa de alto grado hacia
una lesién de bajo grado.
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Teniendo en cuenta que la hipermetilacién nor-
malmente conlleva a la disminucién en la expre-
sibn génica, se esperaba encontrar menor expre-
sion de EDNRB y CDX2 en los casos de LIEAG.
Una posible explicacion a estos hallazgos, sugie-
ren que pueden existir otros mecanismos distintos
a la hipermetilacion que afecten la expresion de
éstos dos genes, entre los cuales podemos men-
cionar los miARNs que pueden alterar la expresion
de algunos genes implicados en procesos celulares
importantes en la carcinogénesis cervical, un estu-
dio realizado por Kim y colaboradores en el 2015,
describen el perfil de miARN en cancer cervical y
observan que alteraciones en la expresion de
miARNs, por ejemplo la baja expresion de miR-
125b, 2195, 21964a, 1994, y 376¢ conlleva al incre-
mento de los niveles de expresién de genes como
CDKN2A, CCNE1, CCNE2, E2F3, RARB, e IGFBP3,
promoviendo proliferacién celular, invasion y me-
tastasis. Asi mismo Kriegel y colaboradores en el
2015, en un modelo de hipertensién describe que
la familia de miR-92 puede afectar la expresion del
gen EDNRB y Teng y colaboradores en el 2018,
describen que miR-361-3p afecta la expresion de
CDX2, en un modelo células esofagicas infectadas
y transformadas con Helicobacter pylori, donde
observan baja expresion del miARN y por ende un
incremento en los niveles de expresiéon de CDX2.
Es asi, como nuestros resultados motivan en futu-
ros trabajos de investigacion que determinen el
estado de metilaciéon de EDNRB y CDX2 simulta-
neamente con los niveles de expresion tanto de
los genes en mencién como de los miARNs miR-
361-3p y los de la familia de miR-92.

En relacion al gen SFRP1 (Secreted frizzled-related
protein1), se encuentra ubicado en el cromosoma
8(p.11.21) y codifica una proteina (SFRP1) que
actia como modulador de la via de sefalizacién
Whnt, la cual juega un papel importante en el desa-
rrollo embrionario, diferenciacién celular y prolife-
racion celular y se ha evidenciado la alteracion de
esta via de senalizacién en varias entidades tumo-
rales malignas en el ser humano, tales como can-
cer colorrectal, de seno, hepatico, préstata y pul-
monar. SFRP1 se ha encontrado hipermetilado en
varios tipos de canceres tales como leucemia, co-
lon-recto, gastrointestinal, seno y carcinoma esofa-
gico (Sova et al, 2006; Chung et al., 2009). En el

presente estudio no se observaron diferencias sig-
nificativas en la expresién de SFRP1 entre los gru-
pos de andlisis, encontrandose que en mas del
50% de las muestras de todos los grupos registro
baja expresion posiblemente debido a una hiper-
metilacién, sin embargo es importante en estudios
posteriores analizar la metilacion de dicho gen en
muestras con distinto tipo de lesiones intraepitelia-
les cervicales.

El gen PTPRN (Protein-tyrosine phosphatase, re-
ceptor -type N), se encuentra localizado en el cro-
mosoma 2, q35 y codifica una proteina que actda
como receptor y posee un solo dominio trans-
membranal. Ademas participa en procesos de fos-
forilacion que estan involucrados en sehales de
transduccion, proliferacion y diferenciacion celular.
PTPRN, se ha asociado con la presencia de dife-
rentes tipos de tumores malignos tales como: es6-
fago, seno, prostata, colon, pulmoén, linfoma T y
tumores neuroendocrinos. También se ha relacio-
nado el estado de metilacion de PTPRN como fac-
tor pronéstico de sobrevida libre de enfermedad,
posterior al tratamiento con quimioterapia en pa-
cientes con cancer de ovario (Lu et al, 1994;
Bauerschlag et al, 2011). En el presente estudio,
aunque no hubo diferencias significativas en la
expresion de PTPRN entre los grupos de LIEBG y
LIEAG, se observé que mas del 50% de las mues-
tras en todos grupos analizados hubo baja expre-
sion de éste gen posiblemente debido a una hiper-
metilacion, sin embargo es importante en estudios
posteriores analizar su estado de metilacion, con
distintos tipos de lesiones intraepiteliales cervicales.

Con respecto a CDO1 (Cysteine Dioxygenase ty-
pe 1) se localiza a nivel del cromosoma 5 (q22.3)
y codifica una proteina que participa en la via me-
tabélica del Piruvato y varios componentes sulfura-
dos, ademas participa en la regulacion celular de
las concentraciones de Cisteina, especialmente a
nivel hepatico y de la médula ésea. La enzima Cis-
teina Dioxigenasa es vital para el ser humano, de-
bido a que participa en la biodegradacion de la
Cisteina téxica y por lo tanto, regula la concentra-
cion de esta enzima a nivel corporal. Alteracion en
la expresion de este gen ha sido estudiado e impli-
cado en tumores de tipo colorrectal, pulmonar,
mamario, esofagico, gastrico y con los linfomas
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cutaneos de linaje T. Dado que en estas patologias
se ha encontrado a CDOT1 hipermetilado y con
disminucién en su expresion de mARN, se le ha
postulado como un gen supresor tumoral (Brait et
al., 2012). Para el caso de éste gen en nuestro es-
tudio encontramos baja expresion en muestras
negativas para lesiones cervicales y LIEAG, sin em-
bargo en solo el 40% de los casos de LIEBG se
encontré disminuida su expresion, resultado que
sugiere que la hipermetilacion de CDOT1 no esta
estrechamente relacionado con la progresiéon en
cancer cervical.

Para el gen EPB41L3 (erythrocyte membrane pro-
tein band 4.1-like 3), se localiza en el cromosoma
18 (p11-32) y codifica una proteina localizada en
la membrana citoplasmatica, que interviene en la
via de senalizacion Tight Juntion, la cual participa
en la regulacion del citoesqueleto. En condiciones
normales éste gen es altamente expresado en teji-
do nervioso, testicular, placentario, adiposo y re-
nal. Se ha reportado que EPB41L3 tiene funcion
supresora tumoral, inhibiendo la proliferacion tu-
moral y promoviendo la apoptosis y se ha observa-
do la sub-expresion de este gen en patologia tu-
moral maligna, tales como: carcinoma de prostata,
meningioma y carcinoma pulmonar de célula pe-
quena (Vasiljevic et al., 2014). En el caso del pre-
sente estudio observamos baja expresién de éste
gen en muestras negativas para lesiones intraepite-
liales cervicales, mientras que muestras con LIEBG
y LIEAG la mayoria de las muestras presentaban
alta expresion de éste gen, lo que nos permite
sugerir que éste gen posiblemente pueda servir
como biomarcador pero por mecanismos distin-
tos a la metilacion que induzcan sobre expresion
génica.

Finalmente para el gen HAND1 (Heart And Neural
Crest Derivatives Expressed 1), se localiza en el
cromosoma 5 (g33.2), codificando una proteina
que se encuentra involucrado en procesos de mor-
fogénesis, especialmente a nivel cardiaco
(ventriculo derecho y arco aértico). Este gen ha
estado implicado en anomalias congénitas del co-
razén como la tetralogia de Fallot y también hay
estudios donde reportan alteraciones epigenéticas
de HAND1 con céancer de origen colorectal, ma-
mario, pulmonar y hepatico (Yagi et al, 2010). En

el presente estudio observamos que en mas del
50% de las muestras analizadas en cada grupo de
andlisis la expresion de éste gen se encontraba
disminuida, similar a lo encontrado para los genes
PTPRN y SFRP1 y al igual que en ellos es impor-
tante en estudios posteriores analizar la metilacién
en muestras con distinto tipo de lesiones intraepi-
teliales cervicales.

CONCLUSION

Los genes EDNRB y CDX2 presentan baja expre-
sion de mARN en muestras con normalidad histo-
patolégica y LIEBG comparada con LIEAG sugi-
riéndose como posibles indicadores de progresiéon
al cancer cervical.
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