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Resumen

Antecedentes: E/ gen RET es considerado oncogén para el cdncer de tiroides, pero gen supresor en el cancer de colon. Obje-
tivo: Conocer el papel del gen RET en el cancer cervicouterino (CC). Material y métodos: Se evaluaron mediante inmunohisto-
quimica microarrays de tejido sano, de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado, y de tejidos de CC. Se evalud la
tincion la tincion nuclear y de membrana de las células con el sistema Olympus cellSens. Se estudio DNA de células cervicales
y de lineas celulares en busqueda de mutaciones puntuales del gen RET y el estado de metilacion de su promotor. Para los
andlisis de los datos se utilizo el programa GraphPad Prism version 9.3.1. Resultados: Las células epiteliales de cuello uterino
sano expresan la proteina RET, mientras que la expresion de RET disminuye y es similar en las lesiones precursoras (75-90%
de bajo o alto grado), y se observa falta de expresion en las muestras de CC (escamoso o adenocarcinoma). La expresion en las
lesiones intraepiteliales cervicales glandulares no presenta diferencias de sus controles glandulares. Las células de CC no pre-
sentaron mutaciones puntuales en los puntos calientes de los exones 10 y 16, pero la region promotora se encontré metilada.
Conclusiones: La pérdida de la expresion del gen RET se correlaciona con la metilacion de su promotor en las células transfor-
madas del cuello uterino. Estos hallazgos sugieren que el gen RET actuaria como gen supresor de tumor en el CC.

RET. Cancer cervicouterino. Gen supresor de tumor. Expresion. Mutacion.

RET could act as suppressor tumor gene in cervical cancer cells

Abstract

Background: RET gene is an oncogene for thyroid cancer, in contrast as tumor suppressor gene in colon cancer.
Objective: To know the role of RET gene in cervical cancer (CC) cells. Materials and methods: Tissue microarray harbor-
ing healthy, low- or high-squamous intraepithelial lesions (LSIL or HSIL), and CC tissues were evaluated by immunohistochem-
istry. Nuclear cellular membranes were evaluated by an Olympus cellSens Dimension system. DNA from cervical cells and
cervical-cell lines were assessed for detecting RET point mutation and methylation promoter status. GraphPad Prism ver. 9.3.1
software was used for the analysis. Results: Healthy cervical samples expressed RET protein, in contrast a quite similar
proportion 75-90% of the LSIL or HSIL, or CC samples (squamous or adenocarcinoma) demonstrated a lack of RET expres-
sion. Cervical glandular intraepithelial lesions presented a similar expression pattern compared with the control group. The CC
cells do not exhibit RET point mutation for exons 10 and 16, but the RET gene promoter was methylated. Conclusions: The
lack of RET expression could correlate with the promoter methylated in the transformed cervical epithelial cells. These findings
could suggest that RET gene acts as tumor suppressor gene in CC.

RET. Cervical cancer. Tumor suppressor gene. Expression. Mutation.
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|ntroducci6n

El cancer cervicouterino (CC) sigue siendo un pro-
blema de salud publica, principalmente en paises en
vias de desarrollo como México.' La infeccién persis-
tente por el virus del papiloma humano (VPH) es el
principal factor de riesgo para el desarrollo de CC;? sin
embargo, la infecciéon por VPH es necesaria, pero no
suficiente, para provocar una transformacion maligna,
pues esta implica otros cambios moleculares en genes
celulares, oncogenes y genes supresores de tumores.>*
Un abordaje para determinar cambios en el ADN del
genoma tumoral es el andlisis de hibridacion genémica
comparativa (CGH, comparative genomic hybridization),
ampliamente explorado en el CC.5>'° Evidentemente,
herramientas moleculares cada vez mas avanzadas
revelan nuevos hallazgos moleculares. En este con-
texto, nuestro grupo, utilizando chips de CGH de alta
resolucion AFFY, observo cambios en la region cromo-
somica 10q11.2 (gen RET) (datos no mostrados, comu-
nicacion personal). Hasta donde sabemos, esta region
citogenética no se ha descrito nunca en el CC. En los
ultimos afios, cada vez mas tipos tumorales han expre-
sado niveles notablemente altos de proteina RET de tipo
salvaje en algunos casos,"'* lo cual podria tener impli-
caciones en el avance y la proliferacion tumoral.

El receptor tirosina cinasa transmembrana RET es
necesario para el desarrollo, la maduracion y el mante-
nimiento normales de varios tejidos a través de las vias
de sefializacion celular que regula. Las sefales media-
das por RET estan implicadas en procesos bioldgicos
tales como la proliferacion, la migracién, la invasién y la
supervivencia celulares. No sorprende que la alteracion
de estos mecanismos contribuya al desarrollo de algu-
nos tipos de cancer.® RET es un gen asociado a cancer
implicado en tumores hereditarios y esporadicos, bien
sea por mutaciones de ganancia de funcion que condu-
cen a una activacion constitutiva o por expresiéon abe-
rrante, principalmente en el cancer de tiroides y el
cancer de pulmén, entre otros.'® Hasta donde sabemos,
la expresion de RET en células de CC no se ha estu-
diado, razén por la cual optamos por buscar posibles
cambios en tejidos y lineas celulares de CC.

Material y métodos
Recogida de muestras biologicas

Se recopilaron 156 muestras cervicales de pacien-
tes atendidas en el servicio de colposcopia del

Hospital General de México de la Secretaria de Salud.
El estudio recibié la aprobacién ética de los comités
de revisién institucionales correspondientes, y todas
las muestras fueron recopiladas después de que las
pacientes dieran su consentimiento informado por
escrito. Este proyecto fue aprobado con el nimero de
registro CNIC-IMSS, -R2014-3602-5.

Se analizaron muestras de 20 tejidos escamosos
normales, 10 tejidos glandulares normales, 50 lesio-
nes intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL,
low-grade squamous intraepithelial lesion), 30 lesio-
nes intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL,
high-grade squamous intraepithelial lesion), 16 neo-
plasias intraepiteliales glandulares cervicales y 30
carcinomas cervicales, incluidos adenocarcinomas y
carcinomas de células escamosas. Los tejidos fueron
obtenidos previo a la administracion de cualquier tra-
tamiento. Los tejidos normales se obtuvieron de his-
terectomias sin lesion cervical. Ademds, se obtuvo
informacion clinicopatoldgica de los registros de los
pacientes. El presente estudio se realiz6 siguiendo la
Declaracion STROBE.

Desarrollo del microarray tisular y prueba
de inmunodeteccion

Se realizaron cortes de tejidos de muestras cervi-
cales incluidas en parafina que se tifieron con hema-
toxilina y eosina. Un patdlogo revisé todas las
muestras y selecciond el area representativa. Se
construyd un bloque de microarray tisular que incluyé
156 casos por triplicado. Se tomaron secciones repre-
sentativas de 0.6 mm de bloques de tejido fijados en
formol e incluidos en parafina utilizando agujas de
punta romay se colocaron en el bloque de microarray
para proporcionar un area de analisis mas amplia
utilizando un microarray tisular (Chemicon Co., MA,
Estados Unidos de América). Se cortaron secciones
de 4 um y se colocaron en portaobjetos recubiertos.
La inmunotincién se realizé empleando el sistema
EnVision FLEX (DAKO, Hamburgo, Alemania)
siguiendo el protocolo del fabricante. Tras la despa-
rafinacion y deshidratacion, las secciones tisulares se
colocaron en solucién de recuperacion de antigenos
EnVision FLEX precalentada a 125 °C durante 5 minu-
tos para la recuperacién de epitopos inducida por
calor. Después, cada seccion se expuso a H,0, al 3%
durante 10 minutos para bloquear la peroxidasa
enddgena.
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Figura 1. Inmunodeteccion de RET en tejidos escamosos cervicales. A: colon sano. B: epitelio cervical sano. C: pérdida en LSIL. D: HSIL.
E: membranas de carcinoma in situ. F: ausencia total en epitelio canceroso. G: carcinoma de células escamosas positivo. H: musculo cardiaco.
A y H: muestras utilizadas como controles positivo y negativo, respectivamente. Los cortes tisulares muestran una inmunoprecipitacion de color
marron; todos los tejidos fueron contratefidos con hematoxilina, amplificacion original x40. Andlisis del recuento de células positivas. Diferencias
significativas entre tejidos epiteliales sanos, lesiones precursoras cervicales, LSIL, HSIL y CC escamoso. No hubo diferencias estadisticas entre
tejido sano, neoplasia intraepitelial glandular cervical y adenocarcinoma. El andlisis se realizé con la prueba de Kruskal-Wallis. CC: cancer cer-
vicouterino; HSIL: high-grade squamous intraepithelial lesion; LSIL: low-grade squamous intraepithelial lesion; N: normal sano.

La incubacién con anticuerpos monoclonales anti-
RET (8D10C9 Abcam) diluidos a 1:100 se realiz6
durante la noche en una camara humeda a 4 °C. Tras
lavado con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS 0.01 M, pH 7.4) se utiliz6 el enlazador de ratén
EnVision FLEX para amplificar la sefal de los anti-
cuerpos primarios. Las secciones se incubaron con
un conjugado de peroxidasa de rdbano picante como
anticuerpos secundarios (EnVision FLEX HRP)
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Tras el
lavado con PBS, las muestras se tifieron con diami-
nobencidina recién preparada (EnVision FLEX DAB+
Cromaogeno) con H,0, al 0.03% durante 10 minutos y
fueron contratefiidas con hematoxilina, seguido de
deshidratacion y montaje. Todos los portaobjetos fue-
ron evaluados por el patélogo. Se empled colon nor-
mal como control positivo y tejido cardiaco como
control negativo. La tincién positiva se evalu6 basan-
dose en la sefial de membrana utilizando el software
del sistema Olympus cellSens Dimension, teniendo
en cuenta el nimero de células, el area de fraccion y
los pixeles por area en cada punto.

Extraccion y aislamiento del ADN

La homogeneizacién de tejidos se realizd en un
Tissue Lyser (QIAGEN, Alemania) con reactivo
TRIZOL (Thermo Fisher). La extraccién de ADN se
realizd segun el kit RNAeasy (QIAGEN, Alemania)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
se afadio etanol absoluto a la fase orgénica obtenida
en la extraccion de ARN y se centrifugé durante
5 minutos a 8000 x g. El pellet se lavé durante
10 minutos en un agitador con buffer de citrato seguido
de centrifugacién. Se afadio etanol al 75% y se cen-
trifugd durante 5 minutos a 8000 x g. El sobrenadante
fue descartado, se afiadio buffer de lisis nuclear y
proteinasa K (1 mg/ml), y se incubd a 56 °C durante
la noche.

Se afnadié acetato de amonio (5 M) y se centrifugo
durante 30 minutos a 8000 x g. Los sobrenadantes se
transfirieron a un nuevo tubo, se afiadié isopropanol y
se incubd durante la noche a -20 °C. El pellet fue
lavado con etanol al 70% y se centrifugd a 8000 x g
durante 5 minutos. Los pellets de ADN fueron nueva-
mente suspendidos en agua libre de nucleasas y se
cuantificd6 el ADN utilizando un espectrofotémetro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos
de América).

Analisis de mutaciones de RET en células
cervicales

Para determinar la presencia de mutaciones en el
gen RET se realizaron las condiciones de amplifica-
cién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
polimerase chain reaction) para los exones 10y 16 del
gen RET, segun Sharma y Saranath.” Después de la
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Figura 2. Expresion de RET durante la progresion del cancer cervical. Tincion inmunohistoquimica para RET en una muestra cervical que repre-
senta el avance completo de la enfermedad. Las ampliaciones mayores (I-V) muestran que la expresion de RET esta presente en el epitelio sano
normal, mientras que su expresion disminuye a medida que progresa hacia lesiones precursoras y cancer.

amplificacién por PCR, la reaccion se purificd con el
kit Wizard® SV Gel PCR Clean-Up System siguiendo
las especificaciones del fabricante (Promega, Estados
Unidos de América). La secuenciacion ciclica se rea-
liz6 con el analizador genético ABI Prism® 3130
(Applied Biosystem, Estados Unidos de América) uti-
lizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, Estados Unidos de América)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las
muestras se secuenciaron exitosamente por Sanger
con buena cobertura en ambos exones.

Prueba de PCR especifica de metilacion (MSP)

El ADN se trat6 con bisulfito de sodio utilizando el kit
EZ DNA Methylation (Zymo Research, Estados Unidos
de América) siguiendo las especificaciones del fabri-
cante. La reaccion de PCR en un volumen final com-
prendié 12.5 pl de GoTag® Green Master Mix (Promega,
Estados Unidos de América), 1 ul de cada uno de los
cebadores directo e inverso (0.2 uM de concentracion
final), 10 ul de agua libre de ARNasa y 1 ul de ADN
tratado con bisulfito (100 ng). La prueba de PCR espe-
cifica de metilacion (MSP, methyl specific PCR) se rea-
lizé tal como se ha descrito anteriormente.’® Todas las
muestras se sometieron como minimo a dos rondas

independientes de tratamiento con bisulfito de sodio y
pruebas MSP. Los productos de MSP se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 1% con tincién de
bromuro de etidio, y después se visualizaron en un
transiluminador UV (UltraViolet). Se utiliz6 el kit de con-
trol de ADNg metilado y no metilado Cells-to-CpG
(Applied Biosystems, Estados Unidos de Ameérica)
como control positivo y negativo, respectivamente.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se empled el software
estadistico GraphPad Prism ver. 9.3.1. Se realizaron
pruebas de ANOVA unidireccional y Kruskal-Wallis
para comparar grupos, con un nivel de significacion
estadistica del 95% (p < 0.05).

Resultados

Inmunodeteccion de RET en el epitelio
cervical

Para interpretar los hallazgos de la inmunodetec-
cion del gen RET, los cortes de microarray tisular
fueron  sometidos a una  prueba de
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Figura 3. Expresion de RET en tejidos glandulares cervicales. A: epitelio endocervical sano. B: neoplasia intraepitelial glandular cervical (CGIN).
C: epitelio glandular negativo de un adenocarcinoma (AC). D: epitelio glandular positivo de un AC. Los cortes tisulares muestran una inmunopre-
cipitacion de color marrdn; todos los tejidos fueron contratefidos con hematoxilina, amplificacion original x40. N: normal sano.

inmunohistoquimica. Ademas, se procedié a analizar
la inmunorreaccién en la membrana celular en todos
los tejidos.

Curiosamente, todas las muestras cervicales nor-
males mostraron inmunotincién positiva en las capas
superiores e intermedias del epitelio con tincion mode-
rada, donde las células epiteliales se dividen constan-
temente. Se observé una falta de expresion en las
capas celulares superficiales y basales (Figura 1).

Inmunodeteccion de RET en muestras de
tejido con lesiones cervicales

Se observaron cambios significativos en la expre-
sion del gen RET en las lesiones cervicales. En la
mayoria de los tejidos de LSIL (el 88% de los casos;
p = 0.0375) se observd una falta de expresion del gen
RET y solo el 12% de los casos mantuvieron la expre-
sion. Una proporcion bastante similar de tejidos de
HSIL mostraron el patrdn anteriormente observado (el
90% de los casos; p = 0.0345).

Ademas, las muestras de CC revelaron una expre-
sion marcadamente baja de RET solo en el 24% de los

casos (p < 0.0001), observandose también una menor
intensidad de la tincion (p < 0.0001); no obstante, com-
parado con las muestras sanas, se encontré una mayor
intensidad y un mayor nimero de células positivas. En
términos de intensidad de la sefial inmunoldgica, se
asignd una tincién moderada a las muestras sanas y
una sefial fuerte para las muestras de CC. En el 30%
de las células en cada tejido de CC se observo expre-
sion de RET en la membrana. Se podria decir que la
regulacién positiva de RET parece desempefar un
papel en el avance del cancer (Figuras 1-2).

Expresion de RET en el epitelio
endocervical

La neoplasia intraepitelial glandular cervical tiene un
patron de expresién similar comparado con el grupo
de control. En este sentido, no se hallaron diferencias
significativas entre estos grupos (p = 0.999) (Figura 3).

En los adenocarcinomas, solo unas pocas muestras
expresaron RET en la membrana celular (30%), y la
inmunorreaccion se observé en un pequefio nimero
de células (en torno a 10-18 membranas de 100).
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Evaluacion de dos eventos moleculares del gen RET en
células de cancer cervicouterino (CC). A: electroferograma parcial
representativo del gen RET (puntos calientes 630 y 918 de los exones
10y 16) que muestra la secuencia de tipo salvaje en células de CC (se
evaluaron las lineas celulares SiHa, HeLa, CasKiy C33A). Las secuen-
cias se compararon con mutaciones puntuales positivas encontradas
en sujetos NEM2 o NEM3, respectivamente; la flecha negra indica la
sustitucion de nucledtidos. B: resultados finales de la prueba MSP RET
de células cervicales representativas SiHa y Hela. La banda de 227
pares de bases indica la region CpG analizada del promotor del gen
RET. L: escalera de peso molecular de ADN; M: metilado; M-: control
negativo de metilacion; MC: control metilado; U: no metilado; U-: con-
trol negativo de no metilacion; UC: control no metilado.

Aunque la intensidad de la tincion fue mayor que en el
grupo de control, este hallazgo no es estadisticamente
significativo (p = 0.999). En otras palabras, se observa
expresion de RET en el 25% de los carcinomas de
células escamosas y los adenocarcinomas, siendo la
fuerte inmunorreaccion en la membrana citoplasmatica
o celular mas evidente que en las muestras sanas.
Con respecto a la inmunotincion positiva en tejidos
normales, el epitelio endocervical llamo nuestra aten-
cion. RET se expresa en las células endocervicales
tal como ocurre en las células exocervicales, mien-
tras que las lesiones intraepiteliales glandulares cer-
vicales mostraron un patrén de expresion similar al
de las muestras de endocérvix sanas (p = 0.999).

Analisis mutacional de RET en lineas
celulares y muestras de tejido de CC

Es bien conocido que uno de los principales
mecanismos moleculares de la activacién

oncogénica del gen RET son las mutaciones pun-
tuales de ganancia de funcion. Se evalu6 el ADN de
células cervicales para las mutaciones patdgenas
mas frecuentes de RET (puntos calientes en los
exones 10 y 16). Todo el ADN analizado de lineas
celulares y muestras de CC no revel6 mutaciones
puntuales en el gen RET (Figura 4A).

Estado de metilacion del promotor de RET
en lineas celulares de CC

Para explorar otro mecanismo molecular implicado
en la expresion de RET procedimos a analizar una
region del promotor del gen RET previamente descrita
como metilada,'” y luego se examinaron las lineas
celulares de CC SiHa y HeLa. Ambas lineas celulares
exhibieron metilacion de la region del promotor de
RET evaluada, lo cual podria corresponder a la falta
de expresion observada en la mayoria de las biopsias
de CC (Figura 4B).

Discusion

En el presente trabajo se observo una menor expre-
sién de RET tanto en tejido precursor (lesiones de
alto riesgo) como en tejido invasivo del cuello uterino,
sin evidencia de mutaciones puntuales en el gen RET.

El CC sigue siendo un grave problema de salud
publica en todo el mundo, principalmente en los pai-
ses de bajo poder adquisitivo, incluido México, donde
la mayoria de los casos se detectan en fase avan-
zada.”® A pesar de la implementacion de campafas
de vacunacion y deteccion molecular del VPH, los
datos de prevalencia y de mortalidad siguen siendo
altos, lo cual sugiere la presencia de diversas barre-
ras politicas, sociales y econdémicas.®

Por otro lado, el RET es un receptor transmem-
brana tirosina cinasa esencial para el desarrollo, la
maduracion y el mantenimiento normales de varios
tejidos a través de vias de sefalizacion celular
bien reguladas. Las sefiales mediadas por RET estan
implicadas en los procesos bioldgicos de proliferacion,
migracion, invasion y supervivencia celulares, por lo
que no deberia sorprender que los cambios en estos
mecanismos contribuyan al desarrollo de diversos
tipos de cancer.” En este sentido, alteraciones mole-
culares tales como mutaciones de ganancia de fun-
cion, que conducen a una activacion constitutiva o a
una expresion aberrante de RET, estan implicadas
principalmente en cénceres de tiroides, MEN2 y
MENS3, y cancer pulmonar de células no pequefas,’®
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en tumores tanto hereditarios como esporadicos.
Ademas, cada vez hay méas evidencia de que diferen-
tes tipos de tumores se asocian a mutaciones espe-
cificas en RET.""3

Son muchos los informes de CGH publicados sobre
muestras de CC.5'° Recientemente, nuestro equipo de
trabajo realiz6 un andlisis de CGH mediante AFFYchip en
muestras de CC, incluido el adenocarcinoma. Aunque
nuestros resultados vienen avalados por estudios pre-
vios, destacan la ganancia de 10q; este desequilibrio
genético, en el que RET se encuentra citogenética-
mente localizado (10g11.2), se observa raras veces
en otras afecciones cancerosas (datos no mostrados,
comunicaciéon personal en proceso). Como esta
region citogenética no ha sido previamente descrita
en el CC, decidimos buscar posibles alteraciones tisu-
lares y lineas celulares de CC.

Nuestros resultados vinieron a confirmar que la pro-
teina RET se encuentra en la mayoria del epitelio
cervical sano; en cambio, el CC y sus lesiones pre-
cursoras podrian caracterizarse por una pérdida de
expresion de RET, lo cual podria explicarse por dos
hipotesis: la presencia de mutaciones puntuales
(inactivantes) o una regulacién negativa a través de
mecanismos epigenéticos. Se observd ausencia de
mutaciones puntuales en RET en células cancero-
sas, lo cual esta avalado por estudios previos que
indican que la ausencia de mutaciones en RET es un
evento extremadamente raro fuera de los tumores
neuroendocrinos.™

Alternativamente, se ha demostrado que un
papel epigenético aberrante (metilacion) en las
islas CpG del promotor del gen RET se asocia al
cancer colorrectal,'®?"22 y los autores sugieren que
RET podria considerarse un gen supresor de
tumores. Ademas, tanto el CC como el cancer
colorrectal presentan metilacion en la misma
region del promotor de RET, lo cual implica la
ausencia de expresion de RET.

De acuerdo con nuestros resultados, es evidente que
la falta de expresion o inactivaciéon de RET podria ser
favorable para la carcinogénesis cervical, lo cual estaria
ocurriendo por un evento epigenético aberrante. Si esta
alteracion molecular se ha identificado como de mal
prondstico para pacientes con cancer colorrectal,?'??
especulamos con la posibilidad de que pudiese suceder
algo similar en pacientes con CC. Se deben llevar a
cabo estudios de cohortes para confirmar esta afirma-
cion. En lineas generales, toda esta evidencia indica
que la funcién de RET como gen supresor de tumores

esta asociada al mecanismo molecular implicado en la
metilacién de su region promotora.

Curiosamente, se han observado resultados equi-
valentes para la proteina 1 de unién al retinol celu-
lar en el CC y en el cancer de laringe, donde la falta
de expresion del gen esta consistentemente asociada
a la metilacion de su promotor.232° Estas evidencias
refuerzan la idea de que el estado de metilacion del
gen podria estar altamente relacionado con la carci-
nogénesis cervical. En cualquier caso, los datos de
las lineas celulares podrian indicar indirectamente la
metilacién aberrante del promotor de RET, lo cual
avalaria los hallazgos en el cancer colorrectal. Es
necesario realizar una evaluacién completa del pro-
motor para determinar si existe otra region que medie
especificamente la regulacion de la expresion
de RET en el epitelio cervical. Por ejemplo, el carci-
noma medular de tiroides esta asociado a la hipome-
tilacion.?® No descartamos la posible influencia de
otros factores moleculares, como la ausencia de
ligandos, que ha sido descrita en pacientes con cén-
cer colorrectal’®2® y que podria contribuir a la carci-
nogénesis. Aunque los métodos computacionales han
sugerido que existe un posible vinculo entre el RET y
la infeccién por VPH, en la actualidad no hay eviden-
cia que lo avale;?” no obstante, no puede descartarse
un papel viral. Podria plantearse la hipotesis de que
la inactivacion del RET por metilacion aberrante en el
CC vy sus precursores pueda ser una consecuencia
tardia (como un evento secundario) de la infeccién
por VPH. En cualquier caso, la metilacion del promo-
tor de RET es una alteraciéon molecular in vivo aso-
ciada al CC.

Algunas limitaciones del presente trabajo son el
muy pequefo tamafo de las biopsias (que dificulta
técnicamente el analisis del estado de metilacién), la
falta de un analisis completo de todas las islas CpG
del RET vy la falta de seguimiento de las pacientes.
Se requieren mas estudios sobre este tema para defi-
nir el papel del gen RET en el CC.

Conclusiones

En resumen, la inactivacion de RET en el CC y sus
lesiones precursoras esta vinculada con mecanismos
de control epigenético a través de la metilacion anor-
mal de su promotor, y las mutaciones puntuales en
el gen RET son poco frecuentes. En este con-
texto, RET podria representar un nuevo gen supresor
de tumores en células de CC.
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