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RESUMEN.

Factores socio-epidemiolégicos han ocasionado que las neoplasias malignas se incrementen
significativamente en nuestra poblacion; en nuestro pais el cancer de mama ocupa el
segundo lugar como causa de muerte en mujeres mayores de 35 aflos. La etiologia del
cancer de mama se desconoce, no obstante se presume que factores genéticos, hormonales,
ambientales y nutricionales, influyen en su manifestacion. En el area molecular se ha
demostrado, que el proceso neoplasico es ocasionado por la acumulacién sucesiva de
alteraciones en genes involucrados en proliferacion, diferenciacion, muerte celular,
reparacion del DNA y mantenimiento del tamaiio de los telomeros.

Los telémeros son estructuras especializadas que se encuentran en los extremos de los
cromosomas, cuya funcién es evitar que se fusionen unos con otros. La hipodtesis del
envejecimiento celular e inmortalizacién regida por el tamaiio de los telomeros, ha llevado
a sugerir que el tamafio de éstos sirve como un reloj bioldgico que regula el ciclo de vida de
las células normales.

El objetivo de este trabajo, fue determinar el tamafio del telémero en tumores mamarios de
mujeres mexicanas, mediante la técnica de fragmentos de restriccién (TRF). La poblacién
en estudio fueron mujeres mexicanas con diagnostico histopatologico de céancer de mama
intraductal en estadio II que no hubiesen recibido ninglin tipo de tratamiento. Los
resultados obtenidos en este trabajo demostraron que los teldmeros de tejido neoplasico se
encontraban de menor tamafio comparados con los de tejido no neoplasico. Esto puede
explicarse debido a que en el 70% de las neoplasias p53 y RB se encuentra mutado lo que
hace que pierdan la capacidad de actuar como punto de control y hace que la célula no se
dirija hacia apoptosis y la célula se inmortaliza. Otro mecanismo que explicaria los
hallazgos es que existe una respuesta celular a telomeros cortos, que puede seguir 2 vias: la
primera es que cuando los puntos de control se encuentran intactos ocurre arresto
proliferativo o apoptosis.

En la segunda si estos controles se encuentran alterados puede ocurrir fusion entre
cromosomas, recombinacion no-reciproca lo que conduce a una inestabilidad genémica que
activa a la telomerasa inmortalizando a la célula. La actividad de la telomerasa puede
cuantificarse de tal forma que puede usarse como marcador de diagnostico y pronostico,
aunado a esto, en el futuro se podran emplear inhibidores de la telomerasa, los cuales
funcionan inhibiendo directamente a la telomerasa o bloqueando su acceso al telomero.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Factores socio-epidemiolégicos han ocasionado que las neoplasias malignas se incrementen
significativamente en nuestra poblacion, por lo que es una necesidad implementar el
estudio de estas enfermedades a diferentes niveles (1,2).

Las enfermedades oncoldgicas son ahora, uno de los principales problemas de Salud
Publica representando el 24% del total de muertes en la poblacion (3,4).

En este pais las cinco principales causas de muerte por cancer en el sexo masculino son:
pulmonar, 32%; prostata, 14%; colon y recto, 9%; leucemia y linforna, 9%, y pancreas. En
el sexo femenino las causas principales de muerte por cancer son: pulmonar, 25%,
mamario, 17%; colon y recto, 10%:; leucemia y linfoma, 8%; y ovario, 6% (5).

El cancer es resultado de una pérdida de la regulacion de aspectos criticos de la funcién
celular, como proliferacién, diferenciacion y apoptosis.

Sin la restriccién apropiada de estos procesos, las células neoplasicas se reproducen en gran
numero, invaden estructuras adyacentes y desarrollan colonias metastasicas (6).

El conocimiento actual acerca de la etiologia y control del cancer surgid, en gran medida,
de la epidemiologia, por estudios observacionales, correlaciones internacionales entre
poblaciones y emigrantes, encuestas transversales por estudios caso-control y de cohorte

son las bases para llegar a conclusiones respecto a la etiologia.(5)



El céancer de mama es una de las neoplasias mas frecuentes en Estados Unidos,
representando el 32% de todas las neoplasias en mujeres de 40 a 44 aifios (7). En nuestro
Pais el cancer de mama ocupa el segundo lugar como causa de muerte, en mujeres mayores
de 35 afios, representando el 17% (8).

El adenocarcinoma intraductal es el principal tipo histolégico asociado a esta neoplasia con
una frecuencia del 96.8% (9,10).

Esta neoplasia presenta una tendencia al aumento de la mortalidad en nuestro pais ya que
en 1940 se registr6 una tasa de 32.2 defunciones por 100,000 habitantes, en 1992 la tasa fue
de 50.4 por 1000, en 1994 la mortalidad por cancer de mama de acuerdo al Hospital de
Oncologia CMNSXXI fue de 6 por 100 000 mujeres solamente superado por el cancer
cervicouterino. El grupo mas afectado de acuerdo a la edad es de 30 a 60 afios (11,12).

El céancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea causada por la interaccion
de factores genéticos y no genéticos.

Mediante diversos estudios moleculares se ha demostrado la asociacion de diversas
alteraciones moleculares con el cancer de mama, como aumento en la cantidad de DNA
(13), alteraciones citogenéticas como translocaciones en los cromosomas 7, 18 y 20,
eliminaciones en los cromosomas 17 y 19, rearreglos estructurales en diversos cromosomas

(14-16), la amplificacion de protooncogenes como MYC o ERBB2 (17-19).



En casos hereditarios mutaciones en al menos cinco genes de susceptibilidad (BRCAI,
BRCA2, p53 y ATM) (20-23) y la pérdida de heterocigocidad en diversos cromosomas (24-
29).

En fechas recientes se ha establecido el papel importante que desempeiian los telémeros no
solo en el cancer de mama sino en el cancer en general (30).

En 1978, Elizabeth Blackburn y Joe Gall describieron una secuencia de repetidos inusual en
el extremo cromosémico del protozoario Tetrahymena, a estas estructuras se les denoming
telomeros (31).

Los telémeros son estructuras especializadas que se encuentran en los extremos de los
cromosomas de eucariontes y que tienen funciones de proteccion evitando que los extremos
de éstos formen estructuras alteradas o que se fusionen extremos con extremos. Se ha
descrito que al telomero se le asocian diferentes proteinas formando una estructura
conocida como telosoma [Fig.1] (32).

En células humanas los telomeros son secuencias de repetidos de 5'- TTAGGG-3" de 2 a
15 kb dependiendo de la edad del individuo (33). En las células somaticas, en cada divisién
celular se pierden de 50 a 100 pb hasta llegar a un momento critico que ocasiona que la
célula ya no replique su material genético alcanzando la senescencia celular y con esto la
muerte por apoptosis (34). Esto hace que pierda su potencial proliferativo y sirve como

reloj mitético para la senescencia celular [Fig.2].
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Figura 1. Representacion esquematica del telosoma. Estd formado por secuencias de acidos
nucleicos repetidos y proteinas de unién especificas que funcionan como unidad para

proteger los extremos de los cromosomas y regular el tamaiio del telomero (47).
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Figura 2. Respuesta celular a telémeros cortos. En células somaticas normales, los
telomeros cortos activan puntos de control que inducen apoptosis o arresto proliferativo.
Infrecuentemente, en ausencia de funcién de puntos de control, se activa la telomerasa y se

mantienen los telomeros conduciendo a cancer. (42)



Ademas de estas secuencias repetidas, hay proteinas que sirven para regular la estructura
del telémero, como las TRF1 (factor 1 repetido telomérico) y TRF2 que se unen al DNA
de doble cadena telomérico y juegan un papel importante en la regulacién del tamafio del
telémero (35). Van Steensel y de Lange demostraron que TRF1 es un regulador negativo
del tamafio del telémero. Por otro lado TRF2 juega un papel esencial en proteger la
integridad telomérica (36). Estudios bioquimicos indican que TRF2 influye en la formacion
del asa del telémero, indicando que TRF2 ayuda a mantener la estructura secundaria del
teldmero. Recientemente, una tercera proteina de unién al telomero, Potl, se une a la
cadena sencilla del DNA telomérico (37).

TRF2 interactia con otras proteinas, incluyendo la proteina humana Rapl y el complejo
Mrel 1, el cual esta implicado en la respuesta al daiio celular (38).

El principal determinante de la longitud del telomero es una DNA polimerasa especifica
llamada telomerasa. Esta enzima sintetiza de novo el telémero y estd intimamente
involucrada en el potencial proliferativo de la células germinales y neoplasicas.

Esta ribonucleoproteina estd compuesta de una subunidad catalitica, la transcriptasa reversa
de la telomerasa humana (hTERT) y un molde de RNA [Fig.3] y funciona como una
transcriptasa reversa que usa al dcido ribonucleico como templado para la sintesis del

telébmero (39,40).
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Figura 3. Representacion esquematica de la telomerasa. La telomerasa esta compuesta de
una subunidad catalitica hTERT y una cadena de RNA (hTERC) necesaria para el inicio de

la replicacion. (47)



La telomerasa esta activa en la embriogénesis temprana y en muchas células inmortales, lo
que hace que los telémeros mantengan su tamafio y el potencial proliferativo de la célula.
Durante la diferenciacion celular y en las células somaticas esta actividad enzimatica se
encuentra regulada negativamente (41).

En las células telomerasa negativas, como consecuencia de cada divisién celular sus
telomeros se acortan hasta que las células alcanzan una vejez replicativa. Se le atribuye a
este mecanismo la responsabilidad del niimero de divisiones celulares que una linea celular
puede tener. En la vejez replicativa si se activa p53 y RB, las células mueren por apoptosis.
Recientemente se ha demostrado en algunas lineas celulares derivadas de neoplasias, la
existencia de una ruta alterna para la sintesis del telomero, independientemente de la
telomerasa y que también permite la inmortalidad celular (42).

La transformacion de una célula normal somaética en célula neoplédsica esta asociada a la
activacion de la enzima telomerasa y al mantenimiento del tamafio del telomero.

Debido a que el mantenimiento del tamafio del telomero se encuentra en muchas células
neoplasicas y que normalmente en una célula somatica normal presenta acortamiento, es
considerado su uso como valor pronostico de cancer.

El tamafio promedio de los telémeros en células neopldsicas es de cerca de 5 kb; aquellos
con tamafios entre 3 y 5 kb se consideran cortos, y aquellos con tamarios entre 7 y 9 kb son

considerados largos (41).



Se ha establecido que aquellas células neoplésicas con telémeros cortos pueden responder
rdpidamente a terapia con inhibidores de la telomerasa en un solo ciclo, pero aquellos con
telomeros largos requieren ademas de inhibidor de la telomerasa durante tiempo
prolongado, puede requerir asociacién con quimioterapia o tratamiento quirtrgico para
reducir la masa tumoral.

El tamafio del telémero es un marcador tinico ya que en células somaticas de adulto deben
encontrarse cortos, sin embargo en la célula neoplasica se mantiene.

La relacion entre telomerasa, telémero y céncer es compleja, sin embargo, el aumento de la
actividad de la telomerasa esta relacionada con pobre pronéstico.

Estos hallazgos son herramientas fundamentales que en un futuro podrian emplearse como

marcadores diagnosticos y de pronostico del proceso neoplasico.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen muchos mecanismos moleculares asociados al desarrollo de una neoplasia, uno de
ellos es la actividad constitutiva de la telomerasa, lo que ocasiona que los teldmeros no se
recorten.

Por lo que se considera que el tamaiio de los teldmeros puede servir como factor

prondstico, por lo que es importante plantearnos la siguiente pregunta:

1. ;Cual es el tamafio del telomero en pacientes con cancer intraductal de mama de mujeres

mexicanas?
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JUSTIFICACION

El cancer de mama es una de las neoplasias mas frecuentes en nuestra poblacién por lo que
es importante determinar el tamafio de los telémeros debido a que esto nos podria orientar

hacia el pronéstico de la paciente y el manejo a seguir.

OBJETIVO

-Determinar el tamafio del telémero en tejido neoplasico mamario y no neoplasico, de

pacientes de sexo femenino mexicanas con cancer intraductal de mama estadio II.



HIPOTESIS

1. Los telémeros de células sométicas no neoplasicas seran de 3 a 5 kb

2. El tamaiio de los telomeros serd mayor en células neoplasicas mamarias que en células

mamarias no neoplasicas.



MATERIAL Y METODOS

DISENO:
El presente estudio es observacional con un disefio transversal descriptivo que corresponde

al area de pronoéstico y sobrevida.

UNIVERSO DE ESTUDIO:

Se estudiaran pacientes mexicanas con padres y abuelos nacidos en México, mayores de 35
afios que acuden al Hospital de Oncologia CMNSXXI y Hospital General de zona de 1* Los
venados, con diagndstico clinico e histopatolégico de cancer intraductal de mama en

estadio I1.
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CRITERIOS DE INCLUSION:

Mujeres mexicanas mayores de 35 afios con diagndstico de céncer intraductal de mama en

estadio II que no hayan recibido ningiin tratamiento ni transfusion sanguinea en los 4 meses

previos a la obtencién de la muestra.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Mujeres que no sean mexicanas, mujeres con tratamiento, mujeres con cancer de mama

hereditario.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

Mujeres con otro tipo histolégico de cancer de mama.

Que la muestra no sea fresca y que se encuentre en parafina.



VARIABLES

INDEPENDIENTES

A) Céncer de mama: corresponde al lugar de aparicion de la masa tumoral.
B) Estadio clinico de la enfermedad: Corresponde al grado de infiltracién neoplasica.
Variable cualitativa ordinal: II.

C) Histologia: Corresponde al tipo histolégico de la neoplasia

VARIABLE DEPENDIENTE
C) Tamafio del telémero: Corresponde al tamafio de la secuencia expresado en pares de

bases.



TAMANO DE MUESTRA:

No requiere calculo de muestra ya que se trata de un estudio descriptivo en el que se

incluyeron 2 muestras de tejido tumoral y 2 muestras de tejido normal como control.

PROCEDIMIENTOS:

1. Obtencién de la muestra (Anexo 1)

2. Corroboracion de criterios de inclusion y exclusion (Tabla 1)
3. Llenado de la hoja de recoleccién de datos (Anexo 2)

4. Extraccién de DNA (Anexo 3)

5. Determinacion del tamafio del telémero mediante el ensayo TRF

20



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se realiz6 la determinacion del tamafio del telomero en pacientes mexicanas mayores de 35
afios con cancer de mama intraductal en estadio II en tejido neoplasico y se tomo un control
de tejido normal enviados del hospital de Oncologia CMNSXXI y del Hospital General de
Zona 1" “Los Venados”, procesados en el laboratorio de Genética Molecular de la U.I.M.

Genética Humana del hospital de Pediatria CMNSXXI.

ASPECTOS ETICOS
Se realizo carta de consentimiento informado (anexo 5) y el proyecto fue aprobado por los

comités de Investigacion y de Etica del Instituto.
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RESULTADOS

1. Obtencién de un banco gendmico, a partir de tejido mamario con diagnéstico de cancer
de mama intraductal.

Se extrajo el DNA de tejido neoplasico y no neoplasico de 2 pacientes con-diagnéstico
histopatologico de carcinoma intraductal en estadio I, sin antecedentes de cancer familiar y
de uso de anticonceptivos.

Las concentraciones de DNA obtenidas fueron de 30-850 ng y con una pureza de 1.5 a 2.0
unidades de absorbancia.

El DNA mostré una degradacién minima como se observa en la figura 4 (A y B) y
corresponde a DNA de alto peso molecular.

2. Posterior a la obtencién del DNA se realizo restriccion con la enzima Hinf 1.

En la figura 5, se muestran los productos de la restriccion sometidos a electroforesis en gel
de agarosa al 0.7%; en el primer carril se observa el DNA de tejido normal y en el 2° carril
se observa el DNA del tejido neoplasico de la misma paciente. En los carriles 3 y 4 se
observan el DNA de tejido normal y neoplasico de la segunda paciente y en el Gltimo carril
se observan las bandas del marcador de peso molecular A Hind IIl. En esta figura se
observa un barrido continuo que corrobora la restriccion total de las muestras.

3. Los productos de este gel fueron transferidos a una membrana de nylon. Se hibridaron
con una sonda telomérica marcada previamente con digoxigenina (DIG High DNA labeling
and detection starter kit II; Roche) y después fue expuesta en una placa autoradiografica

(Figura 6). En la Tabla II se muestra el tamafio del telémero de las muestras analizadas.
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M
Paciente Edad AHF Anticonceptivo | Gesta Dx.histop. |Etapa TNM Tam.Tumor
No. 1 54a No No 12a 4 Ca.ductal I. | lIA T1IN1MO 2cm
No. 2 69a No No ? 6 Ca.ductal l.| lIA T2NOMO 2.7cm

Tabla I. Caracteristicas clinicas de las pacientes. La paciente No. | corresponde a una
persona del sexo femenino de 54 afios con diagnéstico de carcinoma ductal en etapa IIA
con tamafio del tumor de 2¢m, sin antecedentes heredo familiares.
La paciente No. 2 corresponde a una persona de 69 afios, con diagnéstico de carcinoma
ductal en etapa IIA con tamafio de tumor de 2.7cm. AHF: Antecedentes heredofamiliares.
M: Menarca, TNM: Tumor, Ganglio Linfatico y Metastasis.

23




Figura 4A. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, que muestra el DNA de tejido mamario.
T1 corresponde al DNA de tejido neoplasico y N1 corresponde al DNA de tejido no

neoplasico. M: Marcador PMc.

24



Figura 4B. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra el DNA de tejido mamario.
N2 corresponde al DNA de tejido no neoplasico de la segunda paciente y T2 muestra al

DNA de tejido neoplasico. M: Marcador PMc.



NI Tl N2T2 A DNA/ Hind 111

Figura 5 Electroforesis de DNA en gel de agarosa al 0.7%. En el carril N1 se muestra la
restriccion del DNA obtenido de tejido no neoplasico; en T1 se muestra la restriccion del
DNA del tumor de la misma paciente. En N2 y T2 (carriles 3 y 4) se muestran las

restricciones del DNA de tejido normal y tumoral de la 2* paciente. El ultimo carril el

marcador de peso molecular A Hind III.
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Figura 6: Placa autoradiografica donde se determino el tamafio del telomero.

Placa autoradiografica resultado de la exposicion de la membrana y ubicacién de las bandas
del marcador de peso molecular en la membrana de nylon, utilizados como referencia para
determinar el tamafio del telomero. En el carril N1 se muestra el telomero de tejido no
neoplésico; en T1 se muestra el telémero de tejido tumoral de la misma paciente. En N2 Y
T2 (Carriles 3 y 4) se muestran los telomeros de tejido no neoplasico y neoplésico de la 2*

paciente. Las muescas nos indican el nivel del marcador de peso molecular A Hind III.
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Paciente Tejido no neoplasico Tejido neoplasico
No 1 12.4 kb 1.2 kb
No 2 11.0 kb 8.9 kb

Tabla 2. Tamafio del telomero en muestras analizadas. En la paciente No. 1 de 54 afios
se observa que en el tejido no neoplasico el telomero se encuentra largo, a diferencia del
tamafio del telomero en el tejido neopldsico que se encontré corto de 1.2kb. En la paciente
No. 2 el tamaifio del telémero no neoplasico fue de 11.0 kb a diferencia del telomero de
tejido neoplasico que es de 8.9 kb. Esto puede ser un fenémeno poco comun que puede
explicarse por la crisis celular o por mutacién de p53 y RB.
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DISCUSION

Una de las principales causas de muerte en mujeres mexicanas es el cancer de mama,
ocupando el segundo lugar en frecuencia de mortalidad, por lo que se considera un
problema de Salud Publica en el que es necesario implementar métodos que hagan mas
facil su diagnéstico, ya que estas neoplasias si se detectan de manera temprana el
prondstico es favorable.

El cancer de mama es una neoplasia que se origina en el epitelio de la glandula mamaria
siendo el adenocarcinoma el tipo histolégico mas frecuente.

Una de las caracteristicas buscadas en los antecedentes de las pacientes a estudiar es que
fuera cancer esporéadico, ya que ha sido poco estudiado y se sabe menos acerca de los genes
que participan en la produccion de la neoplasia, no sucede asi con el cancer de mama
hereditario en el que se sabe que estdn implicados genes como BRCA1 y BRCA2 los
cuales son considerados como genes con susceptibilidad a céncer.

Los telomeros son estructuras especializadas que se encuentran en los extremos de los
cromosomas y sirven de proteccion para evitar que se fusionen extremos con extremos,
ademas de que desempefia un papel importante en procesos celulares que incluyen
organizaciéon de la cromatina y control de la proliferacion celular. En células somaticas en
cada division celular se pierden de 50 a 100 pb lo que hace que vayan perdiendo su

capacidad replicativa y alcanzan la senescencia celular y la muerte por apoptosis.
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En células humanas presenescentes, la actividad de la telomerasa se encuentra reprimida y
los telomeros de estas células se acortan con las divisiones sucesivas. En contraste, muchas
lineas celulares derivadas de neoplasias son capaces de replicar ilimitadamente su material
replicativo y expresar actividad de telomerasa para mantener estable el tamafio del
telémero. La correlacién entre el tamafio del telomero estable y la capacidad replicativa
ilimitada indican que los telomeros pueden servir como un mecanismo molecular que
cuenta las divisiones celulares y limita el periodo de vida celular. De acuerdo con estas
observaciones, en las células inmortales, la inhibicion de la telomerasa por métodos
genéticos de antisentido o farmacologicos ocasionan el acortamiento del telomero y
eventualmente interrumpen la proliferacion celular. Estas observaciones son evidencia de
que el mantenimiento del tamafio de los telémeros juega un papel importante en regular el
periodo de vida de las células.

Para determinar el tamafio de los telémeros se empled el método TRF (Fragmentacion de
restriccion del telomero), este método tiene la desventaja de que determina en forma
general el tamafio del telémero sin saber en qué cromosoma y en qué célula se esta
midiendo el telémero, sin embargo, es el tinico método empleado en la actualidad.

Se esperaba que el tamafio del telomero fuera mayor en el tejido neoplasico,
paraddjicamente se encontré que los telomeros de tejido no neoplasico eran de mayor

tamafio de los de tejido neoplasico.
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Sin embargo se encontrd diferencia de tamafio entre las dos pacientes, siendo de mayor
tamafio el telémero de la paciente de menos edad que de la de mayor edad. Tabla 2

Las razones por las que pueden dar este tipo de resultados es que, aunque el mantenimiento
del telomero es un pardmetro critico que permite la inmortalizacién celular, evidencias
recientes sugieren que las células tienen que pasar por dos eventos importantes para lograr
la inmortalizacion. El primer evento es, la senescencia replicativa, un estado en el que no
hay proliferacién pero el metabolismo celular continta. El segundo evento que ocurre es
una crisis celular la cual se caracteriza por telémeros extremadamente cortos y posterior a
esto la célula se dirige hacia apoptosis. Sin embargo, se ha visto que pRB y p53 se
encuentra mutado, en el 70% de las neoplasias, lo que condiciona que no existan puntos de
control que hagan que la célula se dirija hacia apoptosis por lo que se hace inmortal.

Otra explicacion para este resultado es que el estadio en el que se detectd la neoplasia era

temprano y aun no se activaba la telomerasa para mantener los telémeros.
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CONCLUSIONES

Los telémeros juegan un papel critico en promover la transformacién maligna; el desgaste
telomérico en células humanas postsenescentes eventualmente inician una crisis, la cual se
acompafia de fusiéon de cromosomas, funcionando como evidencia que incrementa la
inestabilidad genémica. Una consecuencia de estos cambios en la estructura gendmica es la
activacion de la telomerasa, la cual facilita la inmortalizacién. Sin embargo, este aumento
de inestabilidad genémica causada por el acortamiento de los telémeros y la pérdida de la
funcién protectora de estas estructuras conduce a la transformacion neoplésica en ciertas
condiciones.

Estas observaciones confirman que el mantenimiento del tamafio del telémero juega un
papel complejo en el desarrollo del cancer. La pérdida del telomero limita la proliferacion
celular y sirve como mecanismo de tumor supresor. Sin embargo, la pérdida suficiente del
tamafio del teldémero eventualmente permite el desorden gendémico que conduce a la
formacién de tumor a través de la activacion de la telomerasa y a través de la generacion de
otras mutaciones necesarias para la progresion del tumor.

En este caso solo se pudo medir el tamafio en dos pacientes por lo que seria interesante
aumentar el tamarfio de la muestra y medir la actividad de la telomerasa, ya que su actividad

se correlaciona con un incremento del potencial maligno y el estadio.
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Para entender el papel de los telémeros y la telomerasa en la fisiopatologia del cancer es
necesario implementar estrategias dirigidas contra el mantenimiento de los telomeros y la
actividad de la telomerasa ya que tiene implicaciones diagnosticas y terapéuticas.

Dentro de las implicaciones diagndsticas se ha reportado que si la actividad de la
telomerasa aparece en los primeros estadios del cancer, puede ser empleado para valorar el
prondstico y la terapia a seguir.

Ademas de los inhibidores especificos contra los sitios activos de la telomerasa, varios
grupos de investigacién han reportados otras medidas que inhiben la telomerasa que puede
tener utilidad clinica. Una manera de inhibir la telomerasa es bloqueando su acceso al
telémero para evitar que se siga manteniendo.

Estos hallazgos fundamentales hacen factible el hecho de que la telomerasa y el tamafio del

telomero pueden ser usados como marcadores diagnosticos y prondsticos.

33



OBTENCION DE LA MUESTRA. (Anexo 1)

Posterior al estudio trans-operatorio que confirm¢ el diagnéstico de céncer de mama
intraductal se obtuvo tejido fresco, el cual fue trasladado en un contenedor con nitrégeno
liquido y se almacen6 en un ultra congelador a -70°C, en el laboratorio de Genética
Molecular de la U.I.M. Genética humana del hospital de Pediatria CMNSXXI.

Un fragmento del tejido se fij6 en formol amortiguado, el cual sirve para confirmar el
diagndstico histopatolégico por el Departamento de Anatomia Patolégica del hospital de

Oncologia y HGZ 1A, utilizando los criterios del comité Americano en cancer (43).

34



HOJA DE CAPTACION DE DATOS (Anexo 2)

Nombre

Edad

Sexo:

Ocupacion:

Antecedentes personales no patologicos:

Antecedentes personales patologicos:

Ubicacién de la neoplasia por cuadrante:
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EXTRACCION DE DNA (Anexo 3)

El DNA de la muestra tumoral se obtuvo por el método descrito por Wright (44). El tejido
congelado se trituré en un mortero, en presencia de nitrégeno liquido. El polvo obtenido se
incubé con una solucién de digestion con proteinasa K durante 12-18 hrs a 50°C. Se
realizaron extracciones fenélicas del producto de la digestion y el DNA se precipité con
acetato de amonio y se resuspendi6 en agua des-ionizada.

Se verificaron las concentraciones e integridad de las muestras de DNA, mediante

espectrofotometria y electroforesis en geles de agarosa (45).
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DETERMINACION DEL TAMANO DEL TELOMERO POR FRAGMENTACION

DE RESTRICCION DEL TELOMERO (TRF). (Anexo 4)

El tamafio de los telémeros se determiné mediante el ensayo TRF descrito por Bryan (46)

El DNA genomico se corté con 80 U de la enzima de restriccion Hinf I (New England
BioLabs). Los productos de la restriccion se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
y se transfirieron a una membrana de nylon. La membrana se hibridé con una sonda
marcada con oligos al azar con digoxigenina. La sonda se detecté por inmunodeteccion
utilizando un anticuerpo anti-digoxigenina. La reaccién de hibridacion se visualizé por
quimioluminiscencia utilizando como sustrato CSPD, en una placa autoradiografica (DIG
High Prime DNA labeling and Detection Starter Kit II, Roche).

El tamaiio del telomero se determiné en la autoradiografia utilizando el marcador de peso

molecular ADNA/ Hind III (New England BioLabs).
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Anexo 5.
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE PEDIATRIA

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN GENETICA HUMANA.

FECHA:

Me han sido explicados claramente los objetivos del estudio realizado por la Dra. Fatima
Sierra Pineda, los cuales no representan ningun riesgo para mi salud. Por lo cual acepto
formar parte del proyecto de investigacién de "Determinacién del tamaiio del telémero en

cancer de mama de mujeres mexicanas”.

NOMBRE DE LA PACIENTE: FIRMA:
NOMBRE DEL FAMILIAR: FIRMA:
PARENTESCO:
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