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Resumen

Objetivo: Comparar la expresion de mRNA y proteinas de SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 y HAND1 en pacientes con lesion intra-epitelial cervical
de bajo y alto grado, con posterior progresion o regresion.

Material y Método: Se realizo analisis de expresion de genes mediante RT-PCR y analisis de expresion de proteinas por inmunohistoquimica. El analisis estadis-
tico fue realizado con las pruebas: Wilcoxon, coeficiente de correlacién de Spearman e indice de concordancia. Las muestras fueron pareadas en momento 1y
momento 2.

Resultados: SFRP1 mostré tendencia de mayor expresion de mRNA en lesion intra-epitelial de bajo grado (momento 2) Vs. alto grado (momento 1). La expresion
de proteinas por inmunohistoquimica de SFRP1 en casos de progresion (83,3 %) mostré disminucion en su graduacion (p = 0,0313*); los demas genes en estudio
no tuvieron cambios estadisticamente significativos.

Discusién: SFRP1 mostré comportamiento ajustado a resultados de estudios previos donde se encontré hipermetilado en lesiones intra-epiteliales de alto grado;
su subexpresién por hipermetilacion se reportd en otros canceres, proceso que colabora con su silenciamiento y transicion epitelial-mesenquimatosa del cancer
de cuello uterino. Conclusiones. SFRP1 es potencial biomarcador en lesiones preneoplasicas del cuello uterino asociadas al virus de papiloma humano.

Palabras claves: SFRP1, VPH, Cancer cervical, Progresion, Regresion

SFRP1, Possible Biomarker in the Progression or Regression of Cervical Pre-neoplastic Lesions Associated with Human
Papilloma Virus

Abstract

Objective. The aim of this work was to compare the expression of mRNA and proteins of SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 and HAND1 in patients with
low and high grade cervical intraepithelial lesion, with subsequent progression or regression.

Material and Methods: Gene expression analysis was conducted through RT-PCR and protein expression analysis was performed by immunohistochemistry. The
statistics analysis were Wilcoxon test, Spearman’s correlation coefficient and concordance index. The samples were paired during moment 1 (initial patient diag-
nosis) and moment 2 (follow-up histological diagnosis).

Results: SFRP1 showed a trend of higher mRNA expression in low-grade intra-epithelial lesions (moment 2) Vs. high-grade (moment 1). The expression of proteins
by immunohistochemistry of SFRP1 in progression cases (83.3%) showed a decrease in its graduation (p = 0.0313*); the other genes under study had no statistically
significant.

Discussion: SFRP1 showed a biological behavior adjusted to the results of previous studies where hypermethylation was found in high-grade intra-epithelial
lesions; its subexpression by hypermethylation has been reported in other cancers, a process that collaborates with its silencing and epithelial-mesenchymal tran-
sition of cervical. Conclusions. SFRP1 is a potential biomarker in preneoplastic lesions of the cervix associated with human papillomavirus.
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Introduccién

El cancer de cuello uterino (CaCU) representa la cuarta cau-
sa de incidencia y mortalidad por cancer en mujeres a nivel
mundial. En Colombia, esta enfermedad representa la quinta
y cuarta causa en incidencia y mortalidad, respectivamente’.
La carcinogénesis del CaCU comienza con la infeccién de
células epiteliales por el virus del papiloma humano (VPH)
en 99,9 % de los casos, generando lesiones intra-epiteliales
de bajo (LIEBG) y alto grado (LIEAG), hasta continuar con la
aparicion del CaCU infiltrante?. Sin embargo, este proceso no
siempre es continuo y, por el contrario, aproximadamente un
60 % de LIEBG regresan y sélo un 10 % de ellos progresan
a LIEAG?. Teniendo como antecedente los resultados previos
obtenidos por Garcia et al.%, que detectaron 132 genes tumo-
res-supresores hipermetilados y subexpresados en muestras
de cuello uterino normal, displasico y tumoral infiltrante, siete
de ellos presentaban evidencia cientifica de su hipermetila-
cion en cancer humano y fueron escogidos como posibles
biomarcadores: SFRP1, PTPRN, CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3
y HAND1. El propésito del presente estudio fue evaluar si la
cuantificacion de la expresién de mRNA vy la valoracién cua-
litativa por estudio de inmunohistoquimica en este grupo de
genes candidatos pudieran predecir la progresién o regresion
de una lesion intra-epitelial escamosa del cuello uterino.

Materiales y métodos

Obtencion de muestras

Se diseid un estudio longitudinal con biopsias en parafina
de pacientes con lesion intra-epitelial escamosa cervico-ute-
rina de bajo y alto grado, quienes tuvieron posteriormente
progresion o regresién de la misma. El estudio contd con
aprobacién del comité de ética de la Facultad de Odontolo-
gia de la Pontificia Universidad Javeriana (acta 004 de 2013).
Los tejidos en parafina fueron suministrados por “Estudios
Anatomopatoldgicos Ltda” quien actué como custodio. A
cada bloque de parafina, se les realizaron dos cortes (inicial
y final) de 3um para estudio histoldgico y verificacién de la
lesion, dos cortes de 5um para extraccion del ARN y 5 cortes
de 3um para andlisis de inmunohistoquimica.

Extraccion de ARN y RT-PCR

Las biopsias se incluyeron en parafina; para la extraccion del
ARN, los bloques se desparafinaron y para la extraccion se
utilizd el kit AllPrep DNA/RNA/ Protein Quigen®, seguido
del proceso de digestion con DNAse | Invitrogen® y retro-
transcripcion con el kit Super Script VILO de Invitrogen®. La
cuantificacion de concentracion de cDNA se realizd con Na-
nodrop 1000®, manteniendo conservadas las muestras a -70
°C. Los genes incluidos en el estudio fueron SFRP1, PTPRN,
CDO1, EDNRB, CDX2, EPB41L3 y HAND1, de quienes se les
realizé6 RT-PCR (Tabla 1), en el equipo CFX96-Biorad® utili-
zando 1X de Fast SybrGreen de Kappa, 200 nM de cada ce-
badory 10 ng de cDNA para un volumen final de 10 uL para
cada uno de ellos. Como control, se utilizé el gen B-Actina.
Finalmente, se obtuvo el Fold Change (2 Ct actina — Ct gen

blanco) para los genes en estudio, analizados con el progra-
ma estadistico GraphPad Prism version 6.0 (GRAPH PAD soft-
ware Inc., California, USA).

Inmunohistoquimica

Los cortes fueron colocados en laminas Slidetech®, se des-
parafinaron a 60°C por 2 horas, se deshidrataron con xilol y
alcohol, se aplicé peréxido de hidrogeno y solucién lavadora
CINtech para ser tratados con calor por 40 minutos en re-
cuperador novocastra en steamer OSTER. Posteriormente,
se lavaron y bloquearon con Power Block por 10 min; luego
se aplicé el anticuerpo primario por 1 hora asi: SFRP1 (1:50,
Sigma-Aldrich), CDO1 (1:30, Sigma-Aldrich); CDX2 (1:150,
Sigma-Aldrich), EPBL41L3 (1:1000, Sigma-Aldrich) y HAND1
(1:150, Sigma-Aldrich). Finalmente, se utilizé el kit Super sen-
sitiveTM y Liquid DAB Substrato-Cromogeno, como contras-
te se us6 hematoxilina.

Las muestras fueron analizadas independientemente por dos
médicos patdlogos y luego se confrontaron sus resultados.
En casos donde no existié concordancia, las ldminas fueron
revisadas nuevamente de manera conjunta por los patélogos
hasta llegar a un diagnéstico definitivo sobre la expresién
del marcador de inmunohistoquimica (IHQ). La tincion de
las [&minas para estudio de IHQ fue graduada como “0” (au-
sencia de expresién en células neoplésicas); “1+" (presencia
de expresion entre 1 % y 25 % entre células neoplasicas);
“2+" (presencia de expresion entre 26 % y 50 % entre células
neoplésicas); “3+" (presencia de expresion mayor a 50 % en-
tre células neoplasicas)5.

Analisis de datos

Mediante el software GraphPad Prism v. 6.0, se realizaron las
pruebas no paramétricas Wilcoxon, coeficiente de correlacién
de Spearman y el indice de concordancia (Kappa) para los
dos patdlogos fue de 0,82 (Muy buena concordancia). Para el
andlisis estadistico, se compararon los resultados en dos mo-
mentos diferentes del grado histoldgico de la lesion de cada
uno de los pacientes; por lo tanto, estas muestras pareadas
tuvieron un "momento 1" (diagndstico inicial de la paciente)
y un “"momento 2" (diagnéstico histoldgico de seguimiento).

Resultados

Descripcion de las muestras del estudio

Se incluyeron las muestras correspondientes a seis pacientes
con progresion y cinco con regresién de la lesion intra-epite-
lial escamosa, con promedios de edades de 32,7 y 36,6 afos
para los grupos de progresion y regresion, respectivamente.
La mayoria de las muestras con progresion (66,6 %) indicaron
un cambio de NIC | hacia NIC II; uno de los casos progreso
de NIC Il a NIC Ill (16,7 %) y el restante de NIC Ill a carcinoma
infiltrante (16,7 %). Con respecto al intervalo en meses entre
el diagnostico del “"momento 1" Vs. “/momento 2", éste fue en
promedio de 25,6 y 22 meses para los grupos de progresion y
regresion, respectivamente. Las muestras incluidas fueron ob-
tenidas a través de biopsias y producto de conizacién (Tabla 2).
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Tabla 1. Primers y condiciones estandarizadas para cada uno de los genes

Numero de acceso Primer A::Ir:;:o Temp. Melt
o | e | ws
seee o b CHEEIREEIE GG 2 - - a0
o 5 CEGIETEESI IS 214 - a0
coon wLo0ra0n 2 o CHEGEETER D £ 1o - a0
EPB41L3 NM_012307.3 R TS 'ri —TCG1%AGGTTGGGCA/?TAAAAGAL?'¢TFIE(;\1(-ZEF_—33 246 65°C 88.50
o wLo045212 7 TR ST - s e

Expresion de mRNA y proteina de genes en estudio

SFRP1 no mostré una tendencia ni cambios significativos en
la expresion de mRNA en los casos de progresién (Fig. 1a).
Sin embargo, en los casos de regresién, hubo una tendencia
de mayor expresion en muestras de LIEBG (momento 2) Vs.
LIEAG (momento 1). Esta diferencia de expresiones de mRNA
fue estadisticamente significativa (p = 0,030*), (Tabla 2 y Fig.
1b). En cuanto a la expresion de SFRP1 por IHQ en los ca-
sos de progresion, se observé que al comparar el grado de
tincién evidenciado en las muestras del momento 2 Vs. mo-
mento 1, hubo cinco de seis casos (83,3 %) que disminuyeron
en su graduacion (p = 0,0313). En los casos de regresion no
hubo variacién estadisticamente significativa (p = 0,2500) en
la expresion de SFRP1 (Tabla 3, Fig. 2a - 2b).

PTPRN mostré mayor expresién en muestras con displasia
severa o carcinoma infiltrante (momento 2) en compara-
cion con las muestras del diagndstico inicial (momento 1),
las cuales fueron predominantemente de displasia leve (Ta-
bla 2 y Fig. 1c). Este incremento fue observado en cinco de
seis pacientes (83,3 %) con una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0,03*). En los casos de regresién, PTPRN
también mostré la tendencia mayor expresién de mRNA en
las muestras del momento 2, las cuales todas corresponden
a NIC I. No obstante, esta diferencia de expresiones no fue
estadisticamente significativa (p = 0,07) (Fig. 1d).

CDX2 no mostrd una tendencia definida ni cambios signifi-
cativos con respecto a la expresién de mRNA, tanto en casos
de progresién como de regresion (Fig. 1e-1f). En cuanto a su
expresion por IHQ en los casos de progresion, hubo cinco de
seis casos (83,3 %) que mostraron disminucién en su gradua-
cion (p = 0,0313). Por otra parte, con respecto a los casos con
regresion, no existié variacion de su expresion estadistica-
mente significativa (p = 0,2500) (Tabla 3, Fig. 2a — 2b).
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Para el caso de los genes CDO1, EDNRB, EPB41L3 y HAND1,
estos no mostraron ningun tipo de tendencia definida ni cam-
bios significativos en sus expresiones de mRNA, tanto para los
casos de progresiéon como de regresion. Caso similar fue ob-
servado con relacién a la variacién en la graduacién de sus ex-
presiones para aquellos también analizados por IHQ (Tabla 3).

Correlacion de expresiones por RT-PCR -
Inmunohistoquimica

Para obtener el coeficiente de correlacion de Spearman, se
consideraron las siguientes categorias: 1= aumento expre-
sidn génica y proteica momento 2 vs momento 1, 2= dismi-
nucion expresion génica y proteica momento 2 vs momento
1, y 3= sin cambios momento 2 vs momento 1. Todos los

Tabla 2. Relacién de muestras con progresion y regresion. Edad de la
paciente en el momento 1. Intervalo corresponde a la diferencia en meses
entre las fechas de momento 2 y momento 1.

Caso Edad Momento1 Momento 2 Intervalo
(meses)
Progresion N° 1 28 NIC | NIC Il 32
Progresion N° 2 25 NIC I NIC I 43
Progresion N° 3 34 NIC I NICI 21
Progresion N° 4 38 NIC Il InfiI(t::;nte 17
Progresion N° 5 29 NIC I NIC I 28
Progresion N° 6 42 NIC I NIC I 13
Caso Momento1 Momento 2 Intervalo
(meses)
Regresion N° 1 45 NIC Il NICI 1
Regresion N° 2 31 NIC I NIC | 28
Regresion N° 3 27 NIC II NICI 18
Regresion N° 4 30 NIC Il NIC I 31
Regresion N° 5 35 NIC Il NIC | 32
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genes mostraron un coeficiente de correlacion positivo; sin
embargo, SFRP1 mostroé el mayor coeficiente tanto para pro-
gresién como regresion con valores de 0,6 y 0,7, respectiva-
mente, aunque sin significancia estadistica (Tabla 4).

Discusion

El CaCU es una entidad de interés creciente en Colombia de-
bido al alto costo econémico, personal y social que implica
su tratamiento, y a las cifras epidemioldgicas que indican un
incremento de la incidencia y mortalidad en el pais6. La aso-
ciacién con la infeccién por VPH estd ampliamente justificada
en la literatura, asi como la posibilidad de prevenirlo en esta-
dios tempranos’; sin embargo, las relaciones de progresiéon y
regresion han sido dificiles de establecer debido a dificulta-
des de recoleccion de muestras; pese a lo anterior, los hallaz-
gos del presente estudio muestran importantes hallazgos en
relacién con SFRP1.

SFRP1 es un regulador negativo de la via de sefalizacion
WNT. El presente estudio mostré un aumento de la expresion
de RNA en todos los casos de regresion, con disminucion de
la expresién por IHQ en 83 % de los casos de progresion.
Este comportamiento bioldgico de SFRP1 se ajusta a resul-
tados publicados en estudios previos donde se encontré hi-
permetilada la regién promotora del gen, en tejido cervical
con LIEAG8-11. Adicionalmente, la subexpresién de SFRP1
debido a hipermetilacion (regulacion negativa) fue reportada
en varios canceres, como carcinoma hepatocelular?, carcino-
ma del cuello uterino9 y carcinoma de mama13,14, lo cual
colabora con su silenciamiento™ y el proceso de transicion
epitelial-mesenquimatosa del CaCU™.
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Figura 1. Expresion de SFRP1 (a - b), PTPRN (c — d) y CDX2 (e - f) por medio
de RT-PCR

Tabla 3. Graduacion de la expresion por IHQ de los genes candidatos en los casos de progresion y regresion.

Caso Momento SFRP1 CDO1 (), ¢] EPB41L3 HAND1
., 1 3+ 2+ 3+ 1+ 3+
Progresién N° 1
2 2+ 3+ T+ 1+ 2+
., 1 3+ 3+ 3+ 1+ 3+
Progresion N° 2
2 T+ 2+ 1+ 0+ 2+
., 1 3+ 3+ 3+ 1+ 2+
Progresion N° 3
2 3+ 1+ T+ 0+ 3+
., 1 2+ 2+ 1+ 1+ 1+
Progresion N° 4
2 1+ 2+ 1+ 0+ 2+
., 1 3+ 3+ 3+ 0+ 2+
Progresion N° 5
2 1+ 1+ 2+ 0+ 1+
., 1 3+ 3+ 3+ 0+ 3+
Progresion N° 6
2 2+ 2+ 2+ 0+ 2+
Caso Momento SFRP1 CDO1 CDX2 EPB41L3 HAND1
., 1 3+ 1+ 3+ 1+ 3+
Regresion N° 1
2 3+ 1+ 3+ 1+ 2+
., 1 3+ 2+ 3+ 1+ 2+
Regresion N° 2
2 3+ 2+ 1+ 2+ 3+
., 1 3+ 3+ 1+ 1+ 2+
Regresién N° 3
2 1+ 3+ 1+ 0 1+
., 1 3+ 2+ 3+ 2+ 3+
Regresion N° 4
2 3+ 2+ 3+ 1+ 3+
., 1 3+ 3+ 3+ 1+ 3+
Regresién N° 5
2 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
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Progresién

Regresion

Figura 2. a. Expresion de SFRP1y CDX2 a través de IHQ en tejido cervical (10x); caso de progresion LIEBG (A), LIEAG (B). b.

Expresion de SFRP1y CDX2 a través de IHQ en tejido cervical; caso de regresion LIEAG (A), LIEBG (B).

Tabla 4. Coeficiente de correlacion entre niveles de expresion por RT-PCR e Inmunohistoquimica

SFRP1 CDO1 (), ¢] EPB41L3 HAND1
Proaresién Spearmanr 0,566 0,112 0,447 0,333 0,500
e P value 0,333 0,533 0,500 0,500 0,400
Rearesién Spearman r 0,667 0,186 0,304 0,295 0,250
B P value 0,300 0,200 0,300 0,400 0,367

Recientemente, se mostrd la relacién de SFRP1 en la tran-
sicion epitelial a mesenquimatosa, estaminalidad, prolifera-
cion y metastasis en un modelo animal de cancer epitelial™;
otros estudios en modelos animales expusieron que la res-
tauracion en la expresién de SFRP1 conllevé a disminucion
en la acumulacion anormal de beta-catenina intranuclear, asi
como de proliferacion tumoral. Adicionalmente, SFRP1 favo-
recié la expresién de E-cadherina a través de la inhibicion de
SLUG, TWIST y SNAIL, que son factores de transcripcion invo-
lucrados en el proceso de transicion epitelio-mesénquima®.

PTPRN es un gen que participa en varios procesos biolégi-
cos, tales como proliferacion, diferenciacion y ciclo celular,
ademaés de procesos fisioldgicos, como la funciéon auténo-
ma, equilibrio agua-sal, reproduccién y conducta alimentaria,
mediante la secrecion de hormonas y neurotransmisores’®.
Por otra parte, también fue reportado como hipermetilado
en ciertos tipos de cancer, como carcinoma urotelial19, ova-
rio® y estd estrechamente relacionado con la tumurogénesis
hepatica®. En nuestro estudio, PTPRN mostré aumento en
los niveles de expresién de mRNA en cinco de los seis casos
que presentaron progresion de la lesion, lo cual fue observa-
do en el cancer de pulmon de células pequefias, asocidandose
con crecimiento y proliferacion tumoral. Adicionalmente, se
encontré que una expresion alta de PTPRN esta fuertemente
asociada con un mal prondstico en pacientes con Glioblasto-
ma Multiforme?’; pese a esto, los resultados no son conclu-
yentes debido a que un resultado esperado podria ser una
disminucion en la expresion de este gen.

CDX2 es un biomarcador de maduracién y diferenciaciéon del

epitelio gastrointestinal. La baja expresion de CDX2 en los
tumores de colon ha sido asociado con peor prondstico de
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sobrevida®*?%. Con respecto al cuello uterino, CDX2 ha sido
detectado con mayor frecuencia por IHQ en tumores del ca-
nal endocervical con morfologia usual de tipo endocervical
y endometrioide®; no obstante, un estudio de adenocarci-
nomas cervicales invasivos encontré una rara expresién de
CDX2, no pudiendo concluir su papel en este tipo de lesio-
nes. A pesar de que nuestro estudio no mostré diferencia
significativa en los niveles de expresion de mRNA para los
casos de progresion ni regresién, el analisis con inmuno-
histoquimica si evidencié disminucién en la graduacion de
la expresion de CDX2 en las muestras de progresion. Por lo
tanto, podria plantearse la posibilidad que CDX2 en LIEAG,
también le pudiera brindar cierto factor prondstico favorable,
que estaria representado en la regresion de la lesion. Es de
anotar, que algunos biomarcadores no presentan correlacion
directa entre la expresién de mRNA y proteina, lo cual puede
ser explicado por limitaciones técnicas o a procesos post-
transcripcionales?.

Como limitaciones del estudio se encuentran el anélisis de
metilacion de los biomarcadores evaluados, adicionalmente,
realizar un estudio con un tamafo muestral de tipo proba-
bilistico y finalmente, lograr obtener muestras frescas de ce-
pillados cervicales con el fin de minimizar el riesgo en el de-
terioro de la muestra por el uso de fijadores como el formol.

Conclusion

En conclusién, nuestros resultados mostraron que SFRP1 dis-
minuye significativamente por IHQ en casos de progresién
y aumento significativo en la expresion de ARN en casos de
regresion, pudiendo ser considerado, por lo tanto, como un
potencial biomarcador en las lesiones preneoplasicas del
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cuello uterino asociadas al VPH. Ademas, en el estudio de
inmunohistoquimica, SFRP1 mostré adecuada correlacion al
comparar la expresién obtenida por RT-PCR.
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de la Pontificia Universidad Javeriana (ID 7736, ID 5613).
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