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INTRODUCCION

El cancer cervical (CC) ocupa el primer [ugar en mor-
talidad en poblaciones con un bajo indice de desarro-
[lo humano (IDH) donde ocurren 80% de los 570,000
casos y las 311,000 muertes estimados en el 2018 en
todo el mundo. La infeccidén con genotipos de alto
riesgo del Virus del Papiloma Humano (VPH-AR) es
la causa necesaria pero no suficiente del CC, otros
factores contribuyen a la induccién de altos niveles
de expresion de las oncoproteinas virales y la desre-
gulacion del control de la proliferacion del ciclo ce-
[ular que causan la acumulacioén de mutaciones que
conducen al cancer. Las oncoproteinas virales E6 y E7
del VPH-AR bloquean los supresores de tumores p53
y pRbB induciendo pérdida total del control del creci-
miento celular.

El cancer cervical se puede prevenir mediante la de-
tecciéon temprana apropiada. Sin embargo, la baja
sensibilidad y complejidad de la citologia y la baja
especificidad de las pruebas de VPH son limitaciones
para la implementacién de un programa de detec-
cién adecuado en estas poblaciones. Se ha descrito
que la expresidon de microRNAs, RNAs cortos de 18
a 25 nucledtidos bloqueadores de la transcripcion y
traduccion de proteinas, estd desregulada en varios
canceres y que la expresion diferencial de microRNAs
en lesiones precursoras de bajo y alto grado pudiera
estar relacionada con el proceso carcinogénico indu-
cido por las oncoproteinas E6 y E7.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prueba de VPH-AR es recomendada para tamizar
lesiones de alto grado de cérvix porque es una prueba
robusta, reproducible, altamente sensible. Sin embar-
go no todas las infecciones con VPH-AR progresan a
cancer, por eso, esta prueba tiene baja especificidad.
Se necesitan métodos, capaces de distinguir las muje-
res con mayor riesgo transformacién oncogénica de
aquellas que tienen infecciones con VPH-AR benig-
nas. Existe evidencia de que los microRNAs modulan
la expresion de genes relacionados con procesos car-
cinogénicos del VPH- AR. Nuestra hipotesis es que
Ios microRNAs reguladores de proteinas blanco de
lIa accion de E6 y E7 del VYPH de alto riesgo, estan
aumentados en lesiones preneoplasicas de alto
grado de cérvix y cancer cervical.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la expresiéon de los microRNAs candidatos
que regulan las proteinas blanco de la accion de E6 'y
E7 entre mujeres con lesiones de bajo grado y lesiones
de alto grado de del cérvix.

METODOLOGIA

MicroRNAs reguladores de proteinas blanco de ac-
cion de E6 y E7 de VPH fueron predichos mediante
algoritmos bioinformaticos de miRWalk2.0, y de estos
se eligieron los microRNAs validados en ensayos in-
vitro con expresion de E6 y E7 del VPH-AR. El anélisis
de la expresion diferencial de microRNAs candidatos
se llevara a cabo en exfoliados cervicales de pacientes
VPH+ o VPH- y diagnosticadas con lesiones cervica-
les de alto (Neoplasia Intraepitelial Cervical grado 2 o
mas severo o NIC2+) o bajo grado (Negativas o NIC
1). La extraccién de microRNAs se llevd a cabo con
el kit High Pure miRNA Isolation (Roche) y la cuanti-
ficacidn con el Rit Qubit™ microRNA Assay (Invitro-
gen™). Se obtendra el cDNA con el Rit miRCURY LNA
RT (Qiagen) y la amplificaciéon con el Kit miRCURY
LNA SYBR® Green PCR utilizando cebadores LNA
(Qiagen). Los niveles relativos de microRNAs se cal-
cularan usando el método 2—AACt y U6snRNA como
normalizador de la expresién relativa. Se compara-
ran medianas entre dos grupos por el test de U- Mann
Whitney y Kruskal Wallis para mas de dos grupos, se
tomara significativo para valores de p < 0,05.
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RESULTADOS ESPERADOS

Un set de microRNAs expresados diferencialmente en
NIC 2+ versus lesiones de bajo grado (NIC 1) positivas
0 negativas para el AR-VPH.

RESULTADOS PARCIALES

Los algoritmos de prediccion bioinformadtica identifi-
caron un set de 41 microRNAs potencialmente des-
regulados por las proteinas E6 y E7 de VPH-AR. Por
literatura hemos identificado 8 microRNAs de estos 41
(106b, 15b, 16, 181b, 205p, 20b-5p, 25-3p, y 378a-5p)
que regulan la expresién de las proteinas TP53, EP300,
CDKI1A y CDK1B, involucradas en la carcinogénesis
del cancer cervical. La evaluacién de la concentra-
cion de microRNAs extraidos de células de exfoliados
cervicales almacenadas a -30°C en diferentes medios:
STM (Specimen Transport Medium), STM+DNR (cé-
[ulas desnaturalizadas), PBS y RNAlater; mostro dife-
rencias estadisticamente significativas entre la con-
centracién de microRNAs extraidos de células lisadas
en STM+DNR con respecto a células almacenadas
en STM (p=0.0002), en cambio no hubieron diferen-

cias entre las células almacenadas en RNAlater y PBS
(p=0.9300). Variables de calidad como el tiempo de
almacenamiento no tuvo efecto sobre la concentra-
cidn de microRNAs extraidos de células de exfoliados
cervicales, p= 0.0724, ni tampoco el tiempo que tar-
do la muestra a temperatura ambiente hasta ser alma-
cenada en el laboratorio (p= 0.6534).

DISCUSION Y CONCLUSIONES PRELIMINARES (SI LAS TIENEN)

Se identificd in silico 41 microRNAs y de estos 8 mi-
croRNAs se eligieron con potencial de ser utilizados
como biomarcadores para distinguir lesiones de alto
grado de lesiones de bajo grado del cérvix. Las células
desnaturalizadas almacenadas en STM+DNR, preser-
van mejor los microRNAs que las células sin desna-
turalizar en STM probablemente por la ausencia de
enzimas ribonucleasas en el medio. En cuanto a las
variables de calidad como el tiempo de almacena-
miento y el tiempo que tardo la muestra a tempera-
tura ambiente no mostraron tener un efecto sobre la
concentracion de microRNAs extraidos de células de
exfoliados cervicales.
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