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Resumen

Los teldmeros son estructuras especializadas con secuencias repetidas de TTAGGGn,
localizadas en los extremos de los cromosomas, que cumplen funciones de proteccion y
estabilizacion, estos se recortan durante cada division celular sirviendo como reloj mitético
que regula el numero de replicaciones celulares. No obstante, la enzima telomerasa
compensa la pérdida de la secuencia telomérica, esta solo se encuentra activa en células
germinales y pluripotenciales, también se ha demostrado su actividad en la mayoria de las
células neoplasicas. Las enfermedades neoplasicas son un problema a nivel mundial, en
México el cancer de mama es la segunda causa de muerte después del cancer cervico-
uterino. El estudio del comportamiento del telomero a nivel molecular ayudaran a
implementar marcadores de desarrollo e implementar herramientas de diagnostico que
ayuden a disminuir la alta mortalidad asociada a estas patologias. Se analizaron ocho
muestras de tejido tumoral mamario y como control dos tejidos mamarios sin proceso
neoplasico de regiones adyacentes de la misma mama. Se utilizaron las metodologias de:
Extraccion de ADN de tejido don proteinaza K y la técnica de fragmentos de restriccion
terminal (TRF). Los resultados obtenidos demostraron una gran heterogeneidad del
tamano del telomero, estos fueron de 1217 pb a 22,154 pb. El tamafo del telémero en dos
casos fue mayor al maximo esperado, ya que rebaso el tamafo maximo reportado para
las células somaticas, este resultado nos pudiera indicar de manera indirecta una sintesis
de novo del teldmero por la reactivacion de la telomerasa. Sin embargo, en las muestras
control el tamano del telémero fue mayor que las del tejido neoplasico, este resultado
pudiera proponer, que el mantenimiento del tamafio del telomero en estas células puede
utilizar una ruta independiente a la actividad de la telomerasa y que las células que
escapan a apoptosis medida por p53 y adquieren la capacidad de proliferacion
desenfrenada esta proliferacion llevara a la célula a recortar criticamente sus telédmeros
hasta que un mecanismo de mantenimiento o sintesis del telémero se active y sea una de

las causas que llevan a la genesis del cancer.
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l. Introduccion

El desarrollo de la Biologia celular, Molecular y la Genética, sumada a la
participacion de éstas, en la ciencia de la salud, esta proporcionando cambios muy
importantes en el enfoque actual de la Medicina'. El desarrollo de las técnicas del
ADN recombinante, la produccion sintética de oligonucleotidos, el aislamiento de
enzimas que cortan y ligan el ADN en sitios especificos, la obtencion de vectores
de clonacion, métodos de hibridacion de acidos nucleicos; de secuenciacion y
amplificacion, asi como una mejor comprension de la expresién génica, han
permitido la implementacién de herramientas de diagndsticos moleculares muy

precisas y confiables’.

Actualmente la Biologia Molecular y Celular es un campo de investigacion
de rapido crecimiento, la apreciacion de las similitudes y discrepancias entre las
células, lo mas caracteristicamente importante para entender la Biologia celular®.
Esta comparacion entre los diversos tipos celulares proporciona un marco comun
para la Biologia celular, permitiendo que los principios basicos aprendidos a partir
de un solo tipo de célula puedan ser aplicados en cualquier tipo Celular®. Por lo
anterior es importante reconocer que el progreso de la Biologia celular y la
Genética, dependen también de los instrumentos experimentales que permiten a
los cientificos hacer nuevas observaciones o desarrollar experimentos

novedosos'*.



1.1 El teléomero su estructura y funcion

Los teldbmeros son estructuras superenrrolladas que se encuentran en los
extremos de los cromosomas eucariotas, por lo que se les ha denominado
capuchas cromosémicas >®. EI ADN telomérico humano tienen entre 5 - 15 Kb, de
secuencias repetidas en tandem (TTAGGG) en forma de doble cadena con
excepcion de la parte final del extremo 3’ donde de 100 a 200 nucledétidos son de
cadena sencilla (Fig.1a). Griffith y De Lange'® descubrieron mediante microscopia
electronica, unas estructuras en forma de asa (Loops) situadas en la parte final del
telomero. La formacion de estas estructuras se debe a una secuencia rica en
guaninas, que permite el plegamiento de las cadenas por complementariedad y la
proteina TRF2 que las mantiene estables, haciendo posible la formacion de dos
lazadas, una mayor denominada “t-loop”, y una segunda mas pequefia conocida
como “d-loop” formada por la insercion de la cadena telomérica sencilla, con una
region complementaria de nucledtidos que se encuentra en el ADN telomérico de
doble cadena’® (Fig.1b).

El telomero tiene asociadas varias proteinas dispuestas a lo largo de sus
cadenas, esta asociacion constituye una estructura unica de cromatina no
nucleosomal llamada “telosoma”. Las proteinas TRF1 y TRF2 regulan de manera
negativa el tamano del telébmero, situandose en la doble cadena. La proteina Pot1
actua como cubierta protectora del telomero y se encuentra en el extremo de la

cadena sencilla®'® (Fig.1c).
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Figura 1. Representacion esquematica del Telosoma a) Se observa la estructura de doble cadena
del telémero, exceptuando la parte final del extremo 3’ que es de cadena sencilla. La region
telomerica en humanos esta conformada por repetidos en tandem de (TTAGGG). b) Esquema
donde se aprecia la formacion de las asas teloméricas. El t-loop es el de mayor tamafio, en donde
el ADN telomérico de doble cadena esta presente en casi todo el loop. El loop menor conocido
como d-loop esta formado por una parte de la cadena sencilla, que se une a una regién
complementaria localizada en el ADN telomérico de doble cadena. c) Representacion esquematica
que muestra algunas proteinas asociadas al telémero, como TRF1 y TRF2 que se asocian a la

doble cadena y Pot1 unida a la cadena sencilla.




Hasta el momento se conoce un mayor numero de proteinas asociadas al

teldbmero con diferentes funciones (Ver Tabla1).

Tabla 1. Proteinas asociadas al teldmero y su funcion?'

Proteina

Funcion

TRF 1

TRF2

Pot1

TIN2

TANK1
(tankyrasa 1)

TANK2
(tankyrasa 2)

hRAP1

PINX1

Rad50/Mre/Nbs1

Unida a la doble cadena de repetidos telomericos (TTAGGG), regula
negativamente la longitud del telémero, presente en el t-loop y promueve el
apareamiento de las cadenas telomericas %%,

Unida a la doble cadena de repetidos telomericos (TTAGGG), regula
negativamente la longitud del telémero, involucrada en la formacién de los
loops, la pérdida de su funcién ocasiona la fusiéon de extremos cromosémicos. Y
dispara la senescencia y apoptosis medidas por p53 y ATM 2+

Unido a la cadena simple de repetidos TTAGGG, necesaria para la proteccién
del teldmero®*

Unida a la proteina TRF1, actia como regulador negativo de la longitud del
teldmero, reforzando la actuacién de TRF1 en el apareamiento de los repetidos
telomericos *°

Inactiva a TRF1 por poli-ADP-ribosilacién. Provocando el alargamiento del
telomero®®*

Unida a la proteina TRF1, funcion no determinada®

Unida a la proteina TRF2, actia como un regulador positivo del telomero™

Unida a la proteina TRF1, implicado en la inhibicion de la telomerasa®

Complejo de reparaciéon del ADN ligado a los teldmeros, mediante una

asociacion con la proteina TRF2*"*?




Los telomeros llevan a cabo las siguientes funciones:

= Proteccion, evitando la pérdida de genes por degradacion o recombinacion.

» Estabilizacion, evitando que los extremos de los cromosomas formen
estructuras alteradas o que se fusionen extremo con extremo.

= Aseguran la replicacion completa de los cromosomas, sin la pérdida de
nucleodtidos del extremo 5 de cada hebra de ADN.

= Pero su funcidon mas notoria, es servir como un reloj mitético que regula el

numero de replicaciones celulares de los distintos tipos de celulas®".

1.2 Telomerasa

En células somaticas, los teldmeros disminuyen progresivamente su longitud en
cada ciclo de division celular, perdiendo de 50 a 100 pb, a causa de la incapacidad
de la ADN polimerasa para sintetizar el teldmero. Después de un determinado
numero de divisiones celulares, el teldbmero se reduce a un punto critico. Este
acortamiento pudiera eliminar genes indispensables para la vida o silenciar genes
cercanos por un fenémeno conocido como “efecto de la posicion del telémero”? 2,
Alcanzado el punto critico de acortamiento, se manda una sefial de paro a la
division celular, dando origen a su senescencia celular. Una vez alcanzan la

senescencia, estas células son llevadas a apoptosis >¢8°.

En humanos, existe un complejo ribonucleoproteico conocido como
telomerasa, encargado del alargamiento del telomero. La telomerasa (Figura 2)
esta constituida por'":

» Una subunidad de RNA telomerasa (hTR) de 445 nucledtidos.

= Una plantila de RNA con 11 nucledtidos, (5CUAACCCUAAC-3),
complementaria a la secuencia 5-GTTAGGGTTAG-3’ del telébmero.

= Una subunidad catalitica denominada telomerasa transcriptasa reversa
(hTERT).



5’-CUAACCCCUAAC-3

Figura 2. Representacion de la proteina telomerasa. Se muestra la subunidad hTR, en la que se
encuentra unida la plantilla de RNA, complementaria a la secuencia del teldmero. También se

observa la subunidad telomerasa transcriptasa reversa (hnTERT).

La telomerasa se encuentra inactiva en la mayoria de las células somaticas
pero en humanos, se ha encontrado activa en células germinales vy
pluripotenciales. En células hematopoyéticas normales, la actividad de la

telomerasa es variable dependiendo de su fase de diferenciacion™"".

El comportamiento del telédmero y la actividad de la telomerasa en el
desarrollo de las células cerebrales no ha sido determinado satisfactoriamente.
Klapper et al. (2001), reportaron que la expresion de la telomerasa es variable

durante el periodo de desarrollo del cerebro de raton®.




1.3 Telémero, telomerasa, envejecimiento y cancer

La ausencia de la telomerasa en las células somaticas permite la pérdida de los
repetidos teloméricos y en consecuencia la disminucion en el tamafio del telédmero.
Una longitud critica del telomero es la sefal para detener la division celular, misma
que origina la senescencia celular. En humanos, esta senescencia acarrea el
proceso de envejecimiento y las enfermedades concernientes a esta edad. Por
otra parte, la pérdida del teldmero en los cromosomas puede conducir a
aberraciones cromosomicas, (inversiones, pérdidas o fusion entre los extremos de

los cromosomas) que desestabilizarian el genoma.

Por lo anterior la importancia del tamafo del telomero sobre el potencial
proliferativo de las células y su capacidad para evitar aberraciones cromosomicas
lleva a la conclusién de que a mayor longitud del telébmero, mayor sera la
estabilidad del genoma. Por lo anterior, tedricamente podria evitarse la

senescencia celular y consecutivamente detener el proceso de envejecimiento.

Sin embargo, para mantener la longitud del teldbmero en las células
somaticas seria necesario activar la telomerasa. Diversos estudios han
demostrado que; la actividad de ésta puede inhibir la diferenciacion celular y
promover la inmortalidad celular, implicado el desarrollo del cancer. Mediante la
técnica de amplificacién de repetidos teloméricos (TRAP), se ha podido detectar la

actividad de la telomerasa en un alto porcentaje de tejidos tumorales'®.

El estudio del comportamiento del telomero en los diversos tipos celulares
pretende explicar la participacion de éste en los procesos biolégicos, como son el

ciclo celular y el cancer (Figura 3)%.
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Figura 3. Los teldmeros se acortan durante la proliferacion celular. En las células somaticas, los
teldmeros cortos, activan el punto de control que induce a apoptosis o el arresto de la proliferacion
celular (senescencia). Cuando las células evaden estos puntos de control, los teldmeros se siguen
recortando hasta que se vuelve sustratos para la reparacion del ADN aberrante. Con poca
frecuencia la activacion espontanea de la telomerasa en la etapa de crisis, asegura y permite el
mantenimiento del nuevo arreglo gendmico, que le confiere una capacidad indefinida de

restauracion, que mantiene el desarrollo del cancer (modificado de Wong y Collings 2003)20.
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En este ultimo se ha dado gran importancia a la activacion de un
mecanismo de mantenimiento del teldbmero, esencial para su inmortalizacion.
Aunque se ha considerado a la telomerasa el principal mecanismo del
mantenimiento del teldbmero que confiere la proliferacion de las células
neoplasicas, Bryan et al. (1997)* y Yan et al. (1999)"" han reportado la ausencia
de la actividad de la telomerasa en diversos tejidos tumorales. Sin embargo,
algunos teléomeros eran muy largos y heterogéneos, revelandose un nuevo
mecanismo independiente de la telomerasa denominado Alargamiento Alternativo
del Telobmero (ALT). Este alargamiento, también conocido como “Ruta Alterna”,
aun no se ha definido integramente. En la actualidad, se estudia si existen
diferencias funcionales entre células de neoplasias humanas que utilicen la
telomerasa o la ruta alterna*® para el mantenimiento de su telémero. El
conocimiento del comportamiento y tamafio del telémero, en células neoplasicas
servira para implementar herramientas de diagndstico y prondstico para el

tratamiento contra el cancer.

1.4 El cancer

En la proliferacion celular, en condiciones normales, las células crecen de manera
ordenada por la accién de los puntos de control del ciclo celular, que permiten que
las células pasen de una division a otra. Sin embargo, cuando por alguna causa
las células escapan a estos puntos de control acumulan danos sobre su ADN
(mutaciones) lo que origina una desregulacién sobre la proliferacion celular y
evasion de la apoptosis. Esta desregulacion del crecimiento origina un
aglutinamiento celular, denominada tumor. Estos tumores se clasifican en
benignos o malignos; en los primeros, las células presentan un comportamiento y
caracteristicas similares al tejido de origen, manteniéndose en el mismo. Los
tumores malignos tienen la capacidad de irrumpir los tejidos adyacentes y
diseminarse a otras zonas del cuerpo, fendbmeno conocido como metastasis. Las

células de estos tumores tienen una morfologia y funcién diferente al tejido de
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origen, como causa de su rapida proliferacién, que les impide madurar y

diferenciarse***°.

Los tumores malignos se pueden presentar en cualquier parte del cuerpo,
es por esto que se les clasifica de acuerdo al tejido de origen: el carcinoma es el
mas comun entre los diferentes tipos de cancer, se desarrolla en las células que
cubren las superficies externas e internas del cuerpo; los sarcomas surgen de las
células que se encuentran en los tejidos que sostienen el cuerpo como el hueso, el
cartilago, el tejido conectivo, el musculo y la grasa; los linfomas son canceres que
se originan en los ganglios linfaticos y en los tejidos del sistema inmune del cuerpo
y las leucemias son células inmaduras de la sangre producidas en la médula 6sea

que tienden a acumularse en grandes cantidades dentro del torrente sanguineo®.

Durante el proceso de transformacién de las células normales a células
cancerosas ocurren varias alteraciones genéticas. En este proceso se presenta la
pérdida del control de los mecanismos de replicacién y reparacién del ADN, asi
como la segregacién del material genético. Aunque las células normales tienen
estrategias de defensa contra el desarrollo del cancer, las células tumorales
activan diferentes vias de escape que permiten la proliferacion de la neoplasia.
Avances recientes han permitido enfocar la investigacion del cancer hacia la
identificacion de algunos de sus factores etioldgicos. El estudio del ciclo celular y
su regulacion ha permitido conocer, cémo la fidelidad e integridad de la replicacion
del genoma son salvaguardadas por las funciones coordinadas de los puntos de
control y de los sistemas de reparacion del ADN. El funcionamiento adecuado de
los procesos puede ser alterado por mutaciones genéticas. Lo que sugiere que los
mecanismos moleculares de regulacion que participan en la transformacion celular
pueden ser empleados como sistemas potenciales para instrumentar nuevas

terapias contra el desarrollo del cancer**°.

Eventos multifactoriales son causa de incremento significativo de las

neoplasias malignas en nuestra poblacion, por lo que su estudio debe abordarse a

13



diferentes niveles. Estas enfermedades actualmente son uno de los principales
problemas de Salud Publica que enfrentan los paises en el mundo. De acuerdo a
las estadisticas globales, los mas frecuentes son los de pulmén, mama vy

prostata®’ 849,

1.5 Cancer de mama, mortalidad, incidencia y tendencias en
Meéxico
De las enfermedades neoplasicas, el cancer de mama es la segunda causa de
muerte en México. A nivel nacional, durante el 2001 caus6 3,574 defunciones
arrojando una tasa de 7.0 por cada 100 000 habitantes, siendo mas frecuente en
mujeres mayores de 35 afos. La tendencia de mortalidad de esta enfermedad va
en aumento siendo de 2.2 en 1985 y de 3.3 en 1995, presentandose con mayor
frecuencia en mujeres con edades entre 45 y 55 anos, Para las proximas décadas
se espera que las expectativas de vida en nuestro pais aumenten, por lo que esta
neoplasia debera incrementar su numero en nuestra poblacion, convirtiéndose
posiblemente en el cancer mas frecuente en mujeres pertenecientes al grupo de

edad con mayor riesgo®*°".

1.6 Anatomia de la mama y caracteristicas neoplasicas

La mama estd conformada por glandulas mamarias, grasa, vasos linfaticos (que
transportan células de defensa) y vasos sanguineos. El tejido mamario consta de
glandulas agrupadas en racimos, llamados I6bulos y conductos que comunican los
I6bulos con el pezén. El cancer de mama puede ser de varios tipos; el mas comun
se llama carcinoma intraductal y se caracteriza por el crecimiento anormal de las
células que conforman los conductos lacteos. Este cancer también se puede
originar en los Iébulos, caso en el que se llama cancer lobular. Existe otro cancer
de la glandula mamaria denominado carcinoma inflamatorio, llamado asi porque
asemeja una infeccion; la piel se pone roja, caliente y dolorosa, como si fuera un

absceso.
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1.7 Sistema de clasificacion del cancer de mama.

El cancer de mama en la mayoria de los casos es un proceso progresivo y para
determinar su nivel de desarrollo se hace uso del sistema TNM que permite una
descripcion anatomica de la enfermedad por la valoracion de tres componentes
donde: T refiere la extensiéon del tumor, N la presencia de metastasis en los
ganglios linfaticos axilares (GLA) y M la presencia de metastasis a distancia. Este
sistema permite clasificar el cancer en diferentes etapas, en la etapa | el cancer no
es mayor a dos centimetros y se mantiene en el tejido mamario; la etapa Il se
subclasifica en IIA y 1IB, en el primero el cancer no mide mas de 2 centimetros,
pero ya se ha diseminado a los GLA o cuando el tumor mide entre 2 y 5 cm. pero
se mantiene en el tejido mamario. En la etapa |IB el cancer mide entre 2y 5
centimetros y se ha segregado a los GLA. La etapa Ill también se subdivide en A'y
B, el cancer en la etapa IlIA puede ser menor de cinco centimetro y se ha
diseminado a los GLA y éstos pueden o no estar unidos a otras estructuras; en el
[lIB el cancer ha irrumpido en tejidos cerca de la mama como a los ganglios
linfaticos dentro de la pared toracica cerca del esternén. Finalmente en el estadio
IV el cancer ha invadido a otras partes del cuerpo como los huesos, pulmones o

demas ganglios del cuerpo.

1.8 Genética molecular del cancer de mama

El cancer de mama se puede manifestar en forma espontanea o hereditaria.
Existen diversos factores genéticos involucrados en el cancer de mama, en el tipo
hereditario, se ha atribuido a la mutacion germinal en los genes BRCA1 y BCR2,
éste ultimo se ha relacionado con cancer de ovario. Otros involucrados son los
genes que codifican para c-myc, Ras, bcl2 y erbB2/neu y también algunos
supresores como Rb, pb3 y ATM. Ademas de los mecanismos involucrados en
evitar la extincion telomérica, como la actividad de la telomerasa y el alargamiento

alternativo del telémero que evitan enviar a la célula a senescencia o apoptosis.
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lll. Justificacion.

El 40% de los paises del mundo poseen informaciéon sobre la mortalidad por
cancer mientras que soélo el 15% dispone de informacién fiable sobre su
incidencia. A partir de los resultados de incidencia obtenidos por los registros de
cancer de base poblacional existentes en el mundo y de los datos de mortalidad
mundial disponibles, se puede estimar que se producen mas de 8 millones de
casos nuevos de cancer al afio (con excepcion de los canceres de piel diferentes

del melanoma).

En nuestro pais el cancer de mama ocupa el segundo lugar en mortalidad
en mujeres después del cancer cérvico uterino. El estudio de esta neoplasia se ha

dificultado debido a la gran heterogeneidad histoldgica y clinica que presenta.

Por todo esto, los estudios moleculares en las neoplasias son de gran
importancia para conocer el fendmeno a nivel basico y para poder definir
marcadores moleculares de progresion de la enfermedad. El estudio sobre
comportamiento del teldbmero y su relacién con el cancer de mama, pudiera ayudar
a explicar su participacion en esta neoplasia lo que en un futuro permitira
implementar tratamientos que ayuden a disminuir la alta mortalidad asociada a
estas patologias. Asimismo, incrementar la investigacién a nivel molecular en

nuestro pais y los resultados destinarlos en beneficio de la poblacién mexicana.
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IV. Objetivo General.

Determinar el tamafo del teldmero en tumores mamarios de mujeres mexicanas.

4.1 Objetivos particulares

1. Obtener una coleccion de ADN gendmico de tumores mamarios de mujeres

mexicanas.

2. Determinar mediante la técnica de fragmentos de restriccion terminal (TRF)

el tamano de los teldbmeros en tumores mamarios.
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V. Materiales y métodos

5.1 Muestras biolégicas

De mujeres nacidas en México con padres y abuelos mexicanos, se estudiaron
ocho tumores resecables de las etapas Il y Ill que no recibieron ningun tipo de
terapia. Como control se analizaron dos tejidos mamarios sin proceso neoplasico,
de regiones adyacentes de la misma mama, referidas al Hospital de Oncologia del
IMSS, con diagnéstico clinico e histopatoldégico de cancer mamario. Los tejidos

utilizados poseian los siguientes numeros de registro:

T1 =PQ439100 T2 =3431-00 T3 =337

T4 = MZ2935 15 =3075-0 176 =001133
17 = 3276MT T8 = 866-00 T9 = FAT1
N9 = FAN1 T10 = FATZ2 N10 = FAN2

T= Tejido tumoral N= Tejido no neoplasico (control)

5.2 Extraccion del ADN gendémico a partir de tejido normal y
tumoral con proteinasa K*

El tejido fue congelado con nitrégeno liquido, y cortado en trozos con ayuda de un

bisturi En un mortero y pistilo previamente esterilizados y enfriados, se pulverizo,
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el tejido afadiendo nitrégeno liquido siempre. Se adiciono 1.2 ml de solucién de
lisis por cada 100 mg de tejido (100 mM de NaCl, 10 mM de Tris- HCI , pH 8, 25
mM de EDTA, pH 6, 0.5% de SDS, 0.1 mg/ml de proteinasa K) incubando de 12 —
18 hrs. a 50 °C con agitacion constante. Posteriormente se realizd la extraccion
del ADN con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Se centrifugo 5 min. a 3000
rom. Se recupero6 el sobrenadante en un nuevo tubo y se precipitdé el ADN con
volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2 volumenes de etanol absoluto,
mezclando manualmente por inversion y centrifugando 3 min. a 15 rpm. Sé eliminé
el sobrenadante y la pastilla se lavé dos veces con etanol al 70%. La pastilla de

ADN se resuspendioé en 200-500 ml de agua des-ionizada estéril.

5.3 Cuantificacion de la concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria e integridad por electroforesis®

Con espectrofotometria y geles de agarosa se determind la concentracion y el
grado de pureza del ADN. En una celdilla de cuarzo con 98 ml de agua des-
ionizada estéril se resuspendieron 2 ul de la solucién del ADN, se midié la
absorbancia a 260 nm y 280 nm. La lectura de absorbancia obtenida a 260 nm se
multiplicé por el factor de dilucién (1/50) y la constante de una densidad éptica (50
ng), el resultado fue la concentracion de la muestra en ng/ul. La relacion 260/280
nm de la absorbancia indica la pureza de la muestra, esta determina el promedio
de absorcion aproximado de las bases nucleotidicas. Asimismo se prepararon
geles de agarosa al 1% con amortiguador TBE (890 mM de tris-borato, 890 mM de
acido boérico, 20 mM EDTA) con bromuro de etidio (0.5 mg/ul). En los pozos del gel
se agrego 1.0 ul de ADN tumoral con 1.0 ul del colorante de carga (azul de
bromofenol 0.25%, cianol-xileno 0.25% vy glicerol al 30%) y en otro pozo se coloco
1.0 ul del marcador A Hindlll (500 ng/ul). Posteriormente se aplicé una corriente de
100 voltios durante 20 min. Una vez pasado este tiempo los geles se observaron a
través de un trans-iluminador de UV a 260 nm. para observar la integridad del
ADN. Se tomaron fotografias digitales y fueron analizadas mediante el programa
ISO 1000.
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5.4 Andlisis del tamario del telémero mediante TRF*

Una vez obtenida la concentracion e integridad deseada del ADN se implemento la
técnica conocida como método de fragmentos de restriccion terminal (TRF)

procediendo de la siguiente manera (Figura 4).

Membrana de nylon con el
ADN trangfeﬂdn

Toallas de papel
R
"~ Membrana .
"‘\__ ’

ADN ¢ortade ¢qn
Hinf I .

,

Marcador de pes
miclacular & Hind HI

Hibridacion de la membrana con
una senda radicactiva comple-
mentaria al telémero.

Bolsa sellada

Solucion alcali

Fragmentos de ADN separados Transferencia de ADNa membrana
por electroforasis. de nylen, por capilaridad.

Sonda de ADN radioactiva
complemntaria al telémero

Sonda de ADN hibridada a las bandas de ADN
complementarias al telémero, visualizadas
por autoradiografia. . Hind Ill utilizando come

marcador.
Posicion de los mar-_

cadores & Hind Il

Figura 4.-Ensayo TRFdescrito por Bryan53 para determinar el tamafo del telémero. EI ADN es
cortado con una enzima de restriccion de corte frecuente, los productos de restriccion son
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa, transferidos a una membrana de nilén vy fijados
con luz ultravioleta. La membrana se hibridd con una sonda marcada complementaria a la

secuencia telomérica. La membrana se expuso a una placa autoradiografica.

21



5.4.1 Restriccion de ADN genémico de alto peso Molecular

10 mg de ADN fueron digeridos con la enzima de restriccion Hinfl de Promega (10
U/ul). Se colocé el ADN con el amortiguador H, incubando cuatro horas a 4°C
agitando cada 20 minutos con un vortex, una vez terminada la incubacion se
agrego una alicuota de la enzima de restriccion (4ul) y se agitd con vortex durante
2-3 min. Se centrifugo la muestra unos segundos y se incub6 durante 30 minutos
a la temperatura 6ptima para la enzima (37°C). Después de la incubacién se
agregod una nueva alicuota de la enzima, se agitd y centrifugd nuevamente y se
incubd a 37°C durante 12 horas. Se precipitdé la muestra con 2 volumenes de

etanol absoluto y se resuspendié en 20ml de agua des-ionizada estéril.

5.4.2 Electroforesis en gel de agarosa

Se prepar6 agarosa al 0.8% en amortiguador TBE al 1%, la mezcla se
desnaturalizé a una temperatura aproximada de 90°C y se vacié en el molde para
gel, de la camara de electroforesis. Con ayuda de los peines se crearon los pozos
en los que se colocaron las muestras. Una vez solidificada la agarosa se quitd
cuidadosamente el peine y la camara se saturé con el amortiguador TBE 1%, en
los pozos se colocaron los 20 ul de ADN productos de la restriccion y 5.0 ul de
colorante de carga (azul de bromofenol 0.25%, cianol xileno 0.25% y glicerol al
30%), con ayuda de una micropipeta, también se coloco en otro pozo 1.0 ul del
marcador AHindlll (500 ng/ul). La electroforesis se realizé durante 20 horas,
aplicando una corriente de 40 voltios con el propdsito de obtener una mayor
resolucidon de las bandas del marcador. Después de la electroforesis el gel se
colocé en una solucion con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante cinco minutos y

se observo a través de un trans-iluminador de UV tomandose una fotografia digital
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5.4.3 Tratamiento del gel

Posteriormente el gel fue tratado con diversas soluciones a temperatura ambiente

y en agitacion constante como se describe en la tabla 2.

Tabla 2. Soluciones y tiempo de lavado para el tratamiento del gel

Solucién Tiempo de lavado
Solucién depurinizadora (0.25 M HCI ) 10 minutos

Agua destilada 30 segundos
Solucién desnaturalizante (0.5 M NaOH,1.5 M NacCl) 40 minutos

Agua destilada 30 segundos
Solucién neutralizante(1 M Tris-HCI, pH 7.5, 1.5 M NaCl) 20 minutos

Agua destilada 30 segundos
Solucién neutralizante(1 M Tris-HCI, pH 7.5, 1.5 M NaCl) 20 minutos

5.4.4 Southern Blot

Una vez terminados los lavados se procedio a transferir por capilaridad el ADN del
gel a una membrana de nilon utilizando una solucién salina SSC 20x (NaCl 3 M,
Citrato de sodio 0.3 M) como se muestra en la Figura 4. La transferencia se realiz6
por 18 horas. Pasado este tiempo se desmantelo6 el dispositivo y la membrana de
nilon se lavd por diez minutos con una solucidon SSC 2X, para limpiar cualquier
residuo de agarosa y/o sales. La membrana se dejé secar sobre un papel filtro,
una vez seca el ADN se fij6 a ésta empleando radiacién UV (a 2000 Joules
durante 30 segundos). El gel ya deshidratado por la transferencia fue tefiido
nuevamente con bromuro de etidio y observado en un trans-iluminador, para

verificar que no quedaran residuos de ADN en el gel.

5.4.5 Marcaje de la sonda®®

Posteriormente se realizd el marcaje de la sonda con Digoxigenina-dUTP
mediante “nick translation” utilizando el oligo 5CCCTAA CCCTAA CCCTAA 3’
complementario a la regién de repetidos del telomero En un tubo Eppendorf se

mezclo con:
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= 18.5 ul de agua bidestilada
= 1.0 pl de mix’
= 0.5 ul del oligo (3000 ng)

La mezcla se desnaturalizé por cinco minutos a 99°C y se incubd durante veinte
horas a 37°C. Pasado este tiempo se detuvo la reaccion por calor a 65°C por 10

minutos.

5.4.6 Pre-hibridacion

La membrana se incubd durante 2 horas con 25 ml de solucion de pre-hibridacion
DiG Easy Hyb® a 42° C.

5.4.7 Hibridacion

Transcurrido el tiempo de pre-hibridacion se incorpord la sonda previamente
desnaturalizada a 68°C por 10 minutos. La membrana y la solucién (de

hibridacién) se incubaron en el horno de hibridacion durante 24 hrs. a 42°C.

5.4.8 Lavados astringentes

Terminada la incubacién la solucion de hibridacion fue desechada. La membrana
fue lavada tres veces durante diez minutos con una solucién (SSC 2X y SDS
0.1%) dos veces con solucion (SSC 0.1 X y SDS 0.1%) durante quince minutos a

una temperatura de 68°C.

' (1U/ml polimerasa Klenow, , 1 mM dATP,1 mM dCTP, 1 mM dGTP,0.65 mM dTTP, 0.35 mMDIG-11-dUTP y
5 x amortiguador para estabilizar la reaccion en 50% (v/v) glycerol Kit DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il (Roche).

2 Solucion de hibridacion para blots de acidos nucleicos con sondas marcados con digoxigenina (Kit comercial
) Kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).
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5.4.9 Deteccion

Una vez finalizados los lavados se procedié a preparar la deteccion para lo que
fue necesario lavar la membrana durante cinco minutos en amortiguador de lavado
(0.1M acido maléico, 0.15M NaCl, pH 7.5) quedando perfectamente humeda. Se
preparo al momento solucion de bloqueo haciendo una dilucion 1:10 (1 de solucion
de bloqueo® por 9 de amortiguador de lavado) y la membrana se incubd durante
una hora con una temperatura de 37°C con esta solucidon. Transcurrido este
tiempo se realizé una dilucién 1:7500 de Ab-anti-GIG_AP* (4ul de Ab-anti-GIG_AP
por 26 ml de solucion de bloqueo). Con esta solucion se incub6 la membrana 30
minutos a 37°C y 30 minutos mas a temperatura ambiente. Nuevamente se
realizaron dos lavados con el amortiguador de lavado durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después se realizaron dos lavados con agitacion constante
con amortiguador de deteccién (0.1M tris HCI, 0.1 M NaCl, 50nM MgCl, pH 9.5). A
continuacion se colocdé la membrana sobre un acetato nuevo orientando las
muestras de ADN hacia arriba; sobre la membrana se colocaron de 500 ml a 1 ml
de solucién de deteccién y de tres a cinco gotas de CSPD®-hasta humedecer
perfectamente la membrana. Sobre la membrana ya humedecida se coloc6é un

nuevo acetato.

Con ayuda de cinta adhesiva se sellaron los extremos de los acetatos que
contenian la membrana y se pusieron sobre un casete, inmediatamente se expuso a
una placa autoradiografica y fueron incubados a 37°C durante media hora, al terminar
este tiempo se trasladaron a un ultracongelador a -70 °C durante 24 horas. La placa
autoradiografica se reveld en tres charolas de revelado que contenian; solucion
reveladora (Kodak), agua y solucion fijadora (Kodak) respectivamente; la placa
autoradiografica fue sumergida durante dos minutos en cada solucion, dejandose

secar a temperatura ambiente.

% 5x SSC; 0.1% N-lauroylsar-cosine (w/v), 0.02% SDS (w/v), 1 % Blocking solution (v/v) (Kit comercial ) Kit DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).

* (Kit comercial ) Kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).

° (,2-dioxetane-3,2’-(5’-chloro) triciclo[3.3.1.13,7] decan}-4-yl) phenyl phosphate. (Kit comercial ) Kit DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche).
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VI. Resultados

6.1 Obtencion de ADN a partir de tejido mamario neoplasico.

En el presente estudio se determin6 el tamafno del telomero a partir de ADN
extraido de ocho muestras de tejido tumoral y dos de tejido mamario sin neoplasia.
Las concentraciones de ADN obtenidas fueron de entre 100 a 1,900 ng/ml. La
integridad del ADN se verificO mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% que
mostré una degradacion minima y la obtencion de ADN de alto peso molecular
(Figura 5). Estas fueron almacenadas a —70°C en el laboratorio de Genética
Humana (Hospital de Pediatria CMNSXXI) con la finalidad de obtener una
coleccién de éstos. En la figura 6, se muestran los productos de la restriccion
sometidos a electroforesis en gel de agarosa; en el carril 1 se observan las bandas
del marcador de peso molecular AHind IIl; en los carriles 2 y 3 se observa un
barrido continuo que corrobora la restriccion total de las muestras; en el carril 4 se

observa ADN control no sometido a restriccion.
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Figura 5. Gel de agarosa al 1%, sometido a electroforesis durante 20 minutos a 120 voltios. En los
carriles 1 al 12 se observa ADN de alto peso molecular, resultado de la extraccion con proteinasa

K; de tejido mamario neoplasico ademas de observarse una minima degradacion.

Figura 6. Gel de agarosa al 1% con productos de restriccion de ADN gendmico sometidé a
electroforesis por 40 minuto a 70 voltios. En el carril uno se observa el marcador de peso molecular
AHind III; en los carrilles 2 y 3 se observa un barrido continuo, producto de la restriccion del ADN
con la enzima Hinf I, en el carril 4 se observa ADN no sometido a restriccién, ambos de tejido

tumoral.
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6.2 Determinacion del tamano del telomero.

En la Figura 7 se muestran los productos de restriccion del ADN tumoral
separados por electroforesis en gel de agarosa en el que se logré obtener una
mejor resolucién de las bandas del marcador de peso molecular y del ADN. Los
productos de estos geles fueron transferidos a una membrana de niléon y se
hibridaron como se describe en Métodos. La membrana después fue expuesta en
una placa autoradiografica. En la figura 8 se muestra una autoradiografia con los
productos de hibridacién donde se observan los barridos que corresponden a los
diferentes ADN de tumor, las regiones mas oscuras corresponden a las areas de
hibridacion, lo que comprueba la hibridacion en la secuencia de repetidos del
telomero. El tamafio del telomero se determind, sumando el limite inferior del
barrido con el limite superior, obteniendo una media, para establecer el tamano del
telomero. En otro experimento, se determino el tamafo del teldmero de dos tejidos
tumorales y como control fue utilizado tejido adyacente, no neoplasico de la misma

paciente’

En la Tabla 3 se muestran los resultados del tamafio del telébmero, asi como
la concentracion de ADN obtenida a partir de las diferentes muestras de tejido

mamario, la edad y el diagnostico histopatologico.

1
Datos no mostrados
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2,322

2,027

Figura 7. Gel de Agarosa al 0.8% donde se muestran los productos de restriccion del ADN tumoral,

sometidos a electroforesis durante 20 horas a 40 voltios. M = AHindlll T1= PQ439100, T2=3431-00,
T3=337, T4=MZ2935, T5=3075-0, T6=001133, T7=3276MT, T8=1866-00.
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T2 T& T4, TS5 T7

23,130

9,416

5,557

4,361

Figura 8. Placa autoradiografica donde se muestran los productos de hibridacién del ADN tumoral
con la sonda marcada, complementaria al teldmero. En el extremo izquierdo se observan la
posicion y tamano de las bandas del marcador AHindlll, en los carriles se observa el barrido
obtenido resultado de la hibridacion, las manchas mas intensas determinaron el tamafio del
telomero de la diferentes muestras T2=8,064 pb, T3=22,829 pb, T4=18,019 pb, T5=12,829pb,
T7=12,073 pb, T8=11,840pb.
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Tabla 3. En la presente tabla se muestra el diagnostico histopatoldgico, etapa, concentracién del

ADN y tamario del telomero obtenidas de los diferentes tejidos mamarios.

Num. Muestra Etapa DNA total (ng/pl) Edad Tamaio del Telémero
T1 PQ439100 1A 320 Q 45 afos No determinado
T2 3431-00 A 1,300 Q 49 afios 8,064pb
T3 337 1l 1,180 No disponible 22,154pb
T4 MZ2935 0 1,868 Q 68 afios 18,019pb
T5 3075-0 ? 607 @ >35 afios 12,829pb
T6 001133 B 1,725 Q 52 afios No determinado
T7 3276MT B 1,939 Q 48 afios 12,073pb
T8 1866-00 B 1,300 Q 46 arfios 11,840pb
T9 FAT1 Il 350 No disponible 1,217pb
N9 FAN1 e 135 No disponible 12,484pb
T10 FAT2 Il 380 No disponible 8,990pb

N 10 FAN2 - 172 No disponible 11,083pb
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VII. Discusion

El teldbmero en humanos esta constituido por secuencias repetidas en tandem de
(TTAGGG)n y se localiza en los extremos de los cromosomas eucariontes,
confiriéndoles proteccién y estabilizacion, ademas de funcionar como “reloj
mitotico” que limita el numero de divisiones celulares; cuando el telomero se
recorta a un estado critico promueve la activacion de la proteina p53 para llevar a
la célula a senescencia y/o apoptosis. Sin embargo, algunas células escapan a la

accion de esta proteina.

Diversas investigaciones han propuesto que el teldbmero en células
somaticas que han escapado a los puntos de control del ciclo celular, se mantiene
por la reactivacion de la enzima telomerasa asi mismo se ha documentado que en
el 80% de los tejidos neoplasicos se encuentra activa, proponiéndose como una
causa importante de la proliferaciéon desenfrenada de las células cancerosas. Sin
embargo, otros tejidos neoplasicos son telomerasa negativos y se ha propuesto
que en estas células el mantenimiento del tamafo del telémero se debe a un

mecanismo conocido como: Alargamiento Alternativo del Telémero (ALT).

En el presente estudio se analizé el tamano del telédmero en tejidos
neoplasicos mamarios. Los resultados obtenidos mostraron una gran
heterogeneidad en el tamafo del telomero. En las muestras T3 y T4 se encontro
un tamano del teldbmero de 22,154 pb y 18,019 pb respectivamente; en este caso
se sugiere una sintesis de novo del telémero'® ya que en células somaticas
humanas normales el valor maximo esperado es de 15,000 pb y podriamos
apuntar de manera indirecta que hay una reactivacién de la telomerasa. En T2, T5,

T7 y T8 no se excedié el maximo promedio de las células somaticas.
El tamano del teldmeros de tejido mamario normal en relacion al neoplasico

se observO en el primer caso un tamano de 12,484 pb y 1,217 pb,

respectivamente. En el segundo caso el tejido normal presenté un tamafo de
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11,083pb que fue mayor que el tumoral que presentd un tamafo de 8,990 pb.
Estos resultados parecieran ir en contra de lo establecido, donde se ha
demostrado que la actividad de la telomerasa es la responsable del mantenimiento
del teldbmero en las células neoplasicas e invariablemente éste no se recortaria ya
que la telomerasa se encargaria de compensar la pérdida telomérica y/o podria

sintetizarlo de novo como podria ser el caso de las muestras T3 y T4.

Es importante destacar que en los teldmeros de tejido neoplasico de las
etapas de menor desarrollo ( etapa Il), en promedio, presentaron un tamafo menor
del telomero. Diversos estudios*® proponen una ruta alterna encargada del
mantenimiento del teldmero y que aun no esta bien definida. Por otra parte, este
resultado, apoyaria la hipdtesis de que hay células con un telédmero
extremadamente corto, pues se propone que algunas células dafadas logran
evadir los puntos de control que las enviarian a senescencia y/o apoptosis. Por lo
que su telomero se seguira desgastando hasta que se vuelvan substratos para la
reparacion del ADN aberrante. Y la posterior reactivacion de la telomerasa en la
inestabilidad geondmica, asegurara y permitira el sustento del nuevo arreglo
gendémico de las células, que les confiere una indefinida capacidad restauradora,

que permite el desarrollo del cancer.

Asi mismo, también se ha estudiado la importancia de las proteinas del
telomero. Especificamente TRF2 presenta diversas funciones como regular

negativamente la longitud del telémero, participa en la formacion del t-loop y

promueve el apareamiento de las cadenas teloméricas 102223,

El recortamiento del teldmero se ha propuesto como un evento importante que
inducen la senescencia celular, pero Blackburn® y Eller, et al 3 han encontrado
evidencias de que la senescencia celular no es a causa del recortamiento del telémero, si
no de la alteracioén estructural del telémero. Se sugiere que la que pérdida de la proteina
TRF2 desmantelaria la formacion del t-loop mismo que originaria que la cadena del

extremo 3’ quedara expuesta y esta seria la sefal para la senescencia.
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VIIl. Conclusiones

El presente estudio es uno de los pioneros en tratar de entender la relacién del
tamano del telémero con el desarrollo del cancer en la poblacion mexicana, pero
es necesario profundizar este estudio y tratar de esclarecer el comportamiento del
telomero, los mecanismos de mantenimiento y sintesis de esté. Ademas de la
funcionalidad del telosoma, en tejido normal como en neoplasico y asi poder
caracterizar discrepancias entre uno respecto al otro. De esta manera podriamos
obtener marcadores moleculares, presentes en la poblacion mexicana, que
puedan ser utilizados como herramientas de prondstico y diagnostico y poder
desarrollar terapias que ayuden a disminuir los trastornos causados por esta

enfermedad.
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