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Resumen

El cancer cervicouterino en uno de los principales
problemas de salud publica a nivel mundial. Una de las
principales caracteristicas del cancer es la alta tasa de
proliferacion y crecimiento celular. Existen diversas
proteinas involucradas en mencionados procesos, las
cuales, usualmente incrementan su expresion en el
desarrollo de cancer. Actualmente no existe un marcador
ineludible de cancer, por ello, la busqueda de
biomarcadores celulares es determinante en aras de poder
establecer pautas en el diagndstico y tratamiento del
cancer. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
enzimas involucradas en detoxificacion celular pueden
ver afectada su expresion en cancer y probablemente ser
utilizadas como biomarcadores. En este sentido,
ALDH1AL en céncer cervicouterino no ha sido evaluada,
pero en otros tipos de cancer ha sido considerada un
marcador de mal pronoéstico. En este estudio se analiza el
nivel de expresién a nivel mensajero del gen ALDH1A1
en muestras de citologia normal y cancer cervicouterino.
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Abstract

Cervical cancer in one of the main public health
problems worldwide. One of the main characteristics of
cancer is the high rate of proliferation and cell growth.
There are several proteins involved in these processes,
which usually increase their expression in the
development of cancer. Currently there is no unavoidable
marker of cancer, therefore, the search for cell
biomarkers is decisive in order to establish guidelines in
the diagnosis and treatment of cancer. Several studies
have shown that enzymes involved in cell detoxification
can affect their expression in cancer and probably be
used as biomarkers. In this sense, ALDH1A1 in cervical
cancer has not been evaluated, but in other types of
cancer it has been considered a marker of poor prognosis.
In this study, the level of messenger level expression of
the ALDH1Al gene in normal cytology and cervical
cancer samples is analyzed.
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Introduccion
Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino en uno de los
principales problemas de salud publica a nivel
mundial y su incidencia va en aumento con un
estimado de 528 mil nuevos casos
diagnosticados anualmente, (Momenimovahed
y Salehiniya 2017). La mayoria de los casos de
este tipo de cancer se encuentran en areas en
vias de desarrollo, esto debido a la falta del.
informacion y al diagnostico no oportuno de la
infeccion del virus de papiloma humano (VPH),
cabe sefialar que dicha infeccion es el factor de
riesgo mas importante para el desarrollo de

cancer cervicouterino, entre otros factores quell.

van desde multiples parejas sexuales, un inicio
de vida sexual a edad temprana, multiparidad,
habito tabaquico asi como la mala alimentacion,
etc, (Momenimovahed y Salehiniya 2017).

Aldehido deshidrogenasas y cancer

Una de las principales caracteristicas del cancer
es la alta tasa de proliferacion y crecimiento
celular. Para lograr esto, las células cancerosas
necesitan reprogramar su metabolismo hacia
uno donde predomina la glicolisis y una
disminucion en la funcion mitocondrial
(Bérquez et al, 2018). Las aldehido
deshidrogenasas (ALDH) son un grupo de
enzimas dependientes de nicotinamida-adenina
dinucleotido-fosfato (NADP™) que catalizan la
oxidacion de sustratos de aldehido enddgenos y
exdgenos a sus correspondientes &cidos
carboxilicos. Estas enzimas poseen diversas
funciones bioldgicas, incluida la
desintoxicacion celular. Se han reportado 19
genes funcionales de ALDH vy diversos
pseudogenes en el genoma (Nakahata et al.,
2015; Tomita et al., 2016).

Aldehido deshidrogenasa 1 isoforma Al

Entre las diversas isoformas descritas, se ha
sugerido que particularmente ALDH1, ALDH2
y ALDH3 tienen contribuciones biogquimicas
especificas relacionadas con el desarrollo de
alteraciones metabolicas, enfermedades
autoinmunes y cancer (Kimble-Hill et al.,
2014); mientras que la subfamilia ALDH1Al
juega un importante papel en la embriogenesis
de desarrollo celular mediando la sefializacion
del &cido retinoico (Kopakka et al., 2012).
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La proteina ALDH1Al cataliza la
oxidacion de retinol a é&cido retinoico, que
regula la expresion de diversos genes
involucrados en diversas funciones celulares
como crecimiento y diferenciacion celular
(Tomita et al., 2016; Yang et al., 2017). En el
presente trabajo se pretendio evaluar la
expresion del RNA mensajero del gen
ALDH1Al1 como un potencial marcador de
cancer.

Objetivos

Evaluar la asociacion de la expresion de
ALDH1AL1 en citologia normal y CaCU.

Metodologia a desarrollar
Obtencidn de las muestras

Las muestras citologicas analizadas provienen
de mujeres que acudieron en el periodo mayo-
agosto de 2019 al servicio de deteccion
oportuna del virus de papiloma humano de la
FCQB dependiente de la Universidad
Auténoma de Guerrero.

Genotipificacion de VPH

La deteccion del VPH fue realizada utilizando
el kit INNO-LiPA genotyping (Fujirebio
Europe, Gent, Belgium), siguiendo las
recomendaciones del proveedor.

Extraccion de RNA

Se realiz6 extraccion de RNA mediante el
método de  TRIzol®, siguiendo las
recomendaciones del fabricante, brevemente, el
tejido correspondiente a biopsias fue macerado
hasta pulverizarlo y después traspasarlo a un
tubo eppendorf de 1.5 mL. Se agregaron 500
puL de Trizol y se incubdé por 5 minutos en
hielo, a continuacion se agregé 100 pL de
cloroformo y se incubé 10 minutos en las
mismas condiciones.

Seguido de esto se centrifugo a 13 000
r.p.m. por 15 minutos a 4° C, una vez terminada
la centrifugacion se obtuvo la fase acuosa y esta
se traspasé a otro tubo al cual se le agreg6 100
uL de isopropanol y se dejo precipitar toda la
noche.
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Se centrifugé a 13 000 r.p.m. por 15
minutos a 4°C y seguido de esto se desecho el
sobrenadante dejando el pellet, se realizd un
lavado con 1mL de etanol al 75% vy se
centrifugo a 13 000 r.p.m. por 10 minutos a 4°
C, realizando otro lavado de la misma manera.
Se dejo secar el pellet a temperatura ambiente
durante 5 minutos para su posterior hidratacion
y cuantificacion.

Obtencion de cDNA y determinacion de la
expresion génica de ALDH1Al mediante
PCR en tiempo real

A partir del RNA obtenido se sintetizara el
cDNA correspondiente utilizando el kit
TagMan™ Reverse Transcrption Reagents
(Invitrogen), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Los ensayos para determinar la
expresion del RNA mensajero del gen GLUT1
fueron realizados en el CFX-96 Real time
termocycler (BIORAD), utilizando el ensayo
TagMan Hs00946916 m1 (Termofisher
scientific). Los resultados fueron analizados
utilizando el método 2ACT. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado.

Resultados

Para el presente estudio se realizd el
procesamiento de un total de 30 muestras, las
cuales se dividieron en 2 grupos (17 de cancer y
13 con citologia normal), una vez clasificadas
las muestras se llevo a cabo la PCR vy
posteriormente se obtuvieron los CTs. Las
caracteristicas generales de la poblacion se
muestran en la figura 1.

Variable Citologia Cancer Valor p

Normal cervicouterino
(n=13) (n=17)

Edad? 39 (27-46) | 48 (40-64) 0.03!
Infeccion

VPH 0 (0) 12 (100) | <0.00012
Positivo 8 (100) 0 (0)

Negativo

Inicio de vida| 18 (18-22)
sexual activa?

18 (15-19) 0317

Habito de

fumar 2 (15) 0 (0)

Sl 5 (39) 9 (53) 0.112
NO 6 (46) 8 (47)

No se le

pregunto

aSe reportan medianas (p25-p75). 1 Prueba de Mann Whitney
2 Prueba de X?

Tabla 1 Caracteristicas generales de la poblacion en
estudio
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Una vez obtenidos los valores de CT en
las muestras analizadas, se realiz6 el
procedimiento esquematizado a continuacion
para determinar la expresion relativa de
ALDH1AL1 en las muestras procesadas:

CTA + CTB = CTAB (1)
CTC + CTD = CTCD (2)
CTCD — CTAB = AACT (3)
AACT = 2724¢T = 2 — ACT (4)

Los resultados expresados a
continuacion son representativos al numero de
muestras en total analizadas, divididas asi en
dos categorias citologia normal y cancer
evaluando la expresion de ALDH1Al. Se
observo que en citologia normal solo 3 de 13
muestras se encontraron por encima de la
media, mientras que por otro lado en cancer se
observan 4 muestras que estan por encima de la
media, destacando que estas ultimas muestran
un notorio aumento de la expresién de
ALDH1A1, mientras que, en citologia normal,
los valores de expresion relativa no sobrepasan
el valor 5 (figura 1).

Expresiéon de ALDH1Al en cancer cervicouterino
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Figura 1 Expresion de ALDH1Al en céancer
cervicouterino
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Conclusién

Se observo que la expresion de la proteina
ALDH1AL presenta un ligero incremento con
el estado fisiopatoldgico del paciente.

Se sugiere incrementar el tamafio de la
muestra para lograr establecer una relacion
concisa de la expresion de ALDH1A1l con la
presencia de cancer cervicouterino.
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