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1. INTRODUCCION

El cancer se reconoce como un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion de
células anormales capaces de formar tumores, invadir tejidos circundantes y diseminarse hacia
otras partes del organismo. Sin embargo, la idea de crecimiento "descontrolado" implicaria que las
células cancerosas crecen sin reglas bioldgicas ni regulacion. En contraste, la evidencia presentada
en las ultimas tres décadas, a partir de estudios gendmicos, epigenéticos, moleculares, celulares,
inmunologicos y fisioldgicos, ha permitido comprender que el céncer es, en su mayor parte, un
proceso controlado, aunque anormal, que da lugar a la formacidon de tumores s6lidos o neoplasias
hematologicas'.

En el contexto de la salud publica, el cancer representa un problema de gran magnitud. En México,
a pesar de ser considerado como un area geografica de mediano riesgo de incidencia y mortalidad
por cancer en comparacion con paises de altos ingresos, las neoplasias constituyen un enorme
problema de salud publica. Se reportan anualmente més de 200,000 casos nuevos y 90,000
personas fallecen de algtin tipo de cancer, lo que pone de manifiesto la necesidad de implementar
estrategias organizadas de prevencion, diagnéstico y control acordes a la magnitud del problema?.

Dentro del espectro de enfermedades oncologicas, las neoplasias hematoldgicas ocupan un lugar
relevante debido a su complejidad bioldgica y a la necesidad de herramientas diagnosticas
altamente especializadas. Estas enfermedades afectan los componentes celulares de la sangre y los
organos hematopoyéticos, por lo que su diagndstico requiere el andlisis detallado a nivel celular y
molecular’. En este contexto, la leucemia se define por la produccién anormal de leucocitos,
pudiendo presentarse como un proceso primario o secundario. Se clasifican como agudos o
cronicos segun la rapidez de proliferacion y mieloides o linfoides seglin la célula de origen. Los
subtipos predominantes son la leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia mieloide cronica
(LMC), que implican la linea mieloide; leucemia linfoblastica aguda (LLA); y leucemia linfocitica
cronica (LLC), que afectan a la linea linfoide. Otras variantes menos comunes, como las leucemias
maduras de células B y T, y las leucemias relacionadas con células NK, por nombrar algunas,
surgen de globulos blancos maduros®.

1.1.  Bases celulares y moleculares del cancer

El cancer se origina a partir de alteraciones en los mecanismos que regulan la division celular. La
division celular esta estrictamente regulada por multiples mecanismos de control del ciclo celular
conservados evolutivamente, para asegurar la produccion de dos células genéticamente idénticas.
Los puntos de control del ciclo celular funcionan como mecanismos de vigilancia del acido
desoxirribonucleico (ADN) que previenen la acumulacion y propagacion de errores genéticos
durante la division celular. Los puntos de control pueden retrasar la progresion del ciclo celular o,
en respuesta a dafios irreparables en el ADN, inducir la salida o muerte celular. Las mutaciones
asociadas al cancer que alteran el control del ciclo celular permiten la division celular continua,
principalmente comprometiendo la capacidad de las células para salir del ciclo celular’. Los
defectos en la regulacion del ciclo celular y las mutaciones en los genes que codifican las proteinas
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reguladoras del ciclo celular provocan una proliferaciéon descontrolada de las células, lo que
conduce a la formacién de tumores®.

La formacion tumoral se caracteriza por la transformacion progresiva de células que adquieren
capacidades como sefiales proliferativas sostenidas, evasion de la supresion del crecimiento,
resistencia a la muerte celular, induccion de angiogénesis, inmortalidad replicativa y activacion de
invasion y metastasis, conocidas colectivamente como las caracteristicas del cancer. Sin embargo,
en sus origenes la carcinogénesis ocurre como resultado de la actividad y regulacion
comprometidas de un grupo de genes que promueven (oncogenes) o dificultan la division celular
(genes supresores de tumores)’.

Otro elemento clave en el desarrollo del cancer es la inestabilidad gendmica. Este fenémeno se
manifiesta mediante alteraciones cromosémicas como ganancias o pérdidas de material genético.
La hipotesis de la aneuploidia plantea que estas alteraciones pueden ser eventos iniciales en la
carcinogénesis. La desregulacion de proteinas como la cohesina afecta la correcta segregacion

cromosémica, lo que conduce a desequilibrios genéticos®.

1.2.  Citogenética: fundamentos y aplicaciones

El estudio de las alteraciones genéticas en el cancer ha evolucionado significativamente con el
tiempo. La citogenética clasica ha sido durante décadas la base del diagnostico cromosoémico,
permitiendo la identificacion de anomalias mediante la observacion microscopica de los
cromosomas en metafase. A través de técnicas como el bandeo G, es posible detectar
reordenamientos estructurales de gran tamafo, incluyendo translocaciones, deleciones,
duplicaciones e inversiones. Posteriormente, el desarrollo de la citogendmica ha ampliado las
capacidades diagnosticas al integrar tecnologias de mayor resolucion. Este enfoque permite
detectar una gama mas amplia de variantes estructurales, incluyendo alteraciones complejas que
no son identificables mediante técnicas convencionales. Un avance importante en este campo fue
la introduccion de la hibridacién in situ por fluorescencia (FISH), la cual permite la deteccion de
secuencias especificas de ADN con mayor precision, superando las limitaciones de la
interpretacion morfologica y permitiendo la deteccion de reordenamientos submicroscopicos con
una resolucién de alrededor de 100 kb’.

1.3.  Biologia molecular en el diagnéstico clinico

El concepto de “diagndstico molecular” es un término amplio que incluye técnicas de biologia
molecular en beneficio de la salud humana, detectando y/o cuantificando secuencias genéticas
especificas de 4cidos nucleicos, como el ADN y el ARN, los cuales son esenciales en estos
procesos, ya que contienen la informacion genética necesaria para el funcionamiento celular. El
ADN almacena la informacion hereditaria, mientras que el ARN participa en la sintesis de
proteinas, desempefiando un papel central en la expresion génica. En el caso del céancer, el
diagnodstico molecular representa un desafio debido a la gran cantidad de alteraciones genéticas
involucradas. Para realizar estudios moleculares, es indispensable obtener acidos nucleicos de alta



calidad mediante técnicas de extraccion adecuadas y posteriormente llevar a cabo técnicas como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual permite amplificar regiones especificas de
ADN, facilitando su deteccion incluso cuando se encuentran en bajas concentraciones. Esta técnica
se caracteriza por su alta sensibilidad y especificidad, lo que la convierte en una herramienta

indispensable en el diagnostico clinico'®.

Un ejemplo relevante es el cromosoma Filadelfia, originado por una translocacion del cromosoma
9 y 22 que origina una fusion entre los genes BCR y ABL (fusiéon BCR-ABL) est4 presente en
aproximadamente el 95 % de los casos leucemia mieloide cronica y el 25-30% de los casos
leucemia linfoblastica aguda en el adulto. Mediante técnicas de diagndstico molecular es posible
detectar esta fusion, lo que constituye un marcador clave de la enfermedad. Ademas, la técnica de
RT-PCR permite cuantificar los transcritos de BCR-ABL, facilitando el monitoreo clinico
mediante su normalizacién con la expresion del gen ABL!!,

En este contexto, la comprension de los fundamentos de citogenética y biologia molecular en el
diagnéstico clinico para neoplasias hematoldgicas no solo resulta esencial desde el punto de vista
tedrico, sino también en su aplicacion practica dentro de la formacion profesional.

Sin embargo, la estructura académica de la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biologica
(QFB) de la Universidad Auténoma Metropolitana (Unidad Xochimilco) se enfoca principalmente
en la formacion de profesionistas con habilidades orientadas a la evaluacion quimica y
farmacologica de compuestos terapéuticos en la industria farmacéutica, asi como el disefio, la
produccion y el control de calidad de medicamentos. No obstante, dentro de la formacion se
incluyen modulos relacionados con microbiologia, farmacologia y tecnologias moleculares para
el diagnostico y la terapéutica. En particular, en el Modulo VI, enfocado en la evaluacion de
materias primas para la produccion de medicamentos, se adquieren conocimientos y habilidades
para la preparacion de soluciones buffer fundamentales en procesos quimicos y biologicos, los
cuales se aplican durante el servicio social en 4reas como Biologia Molecular y Citogenética
mediante el uso de soluciones como (phosphate-buffered saline) PBS, que permite mantener
condiciones isotonicas y un pH estable, asi como eliminar impurezas que afectan la pureza del
ADN y ARN, y la solucion Serensen, utilizada como amortiguador y en procesos de tincion con
Giemsa (bandas G). Asimismo, la comprension de la validacion de métodos y la elaboracion de
curvas de calibracion favorecen el manejo preciso de micropipetas y la interpretacion de resultados
obtenidos por PCR. Por otra parte, en el modulo X de prevencion y control de la propagacion
microbiana se aplican conocimientos relacionados con la esterilizacion, el uso del microscopio y
la preparacion de medios de cultivo, los cuales son empleados en Citogenética para el crecimiento
celular mediante el medio RPMI EBCO1640 con suero fetal bovino y antibidticos. Finalmente, en
el moédulo XII de tecnologias moleculares se integran técnicas como la extraccion de ADN y ARN
mediante métodos manuales o kits comerciales, asi como la aplicacion de FISH para la
identificacion de regiones cromosoémicas especificas; de igual forma, se refuerzan conocimientos
en PCR y secuenciacion de ADN para su aplicacion en el diagnostico molecular.



Por lo que, de acuerdo con el proceso formativo de la licenciatura en QFB, es importante para la
construccion de mi perfil como profesionista; la comprension de los modulos cursados en la
aplicacion clinica y terapéutica dentro de un sistema operativo de diagnostico en una institucion
publica de alta especialidad y un centro de referencia para la atencion de pacientes oncoldgicos en
Meéxico. Este enfoque clinico, profundiza en la aplicacion de tecnologia molecular de alta precision
en el diagnostico y clasificacion de neoplasias hematologicas; lo que amplié mis habilidades dentro
de un area operativa de laboratorio, diagndstico clinico y efecto quimico de las técnicas utilizadas
para la visualizacién de productos y derivados de biopsias o tejidos utilizados para la precision
diagnostica. En este sentido, la realizacion del servicio social en la unidad de Biologia Molecular
y Citogenética del Departamento de Medicina transfusional, apoyo diagndstico y terapia celular
del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) tuvo como objetivo cubrir dicha necesidad
formativa. Esta experiencia me permitio desarrollar habilidades técnicas y practicas que
complementen mi preparacion académica, reforzando los conocimientos adquiridos durante la
licenciatura y ampliando mi capacidad para integrarme de manera efectiva al &mbito clinico.

2. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar habilidades técnicas y conocimientos en el area de citogenética y biologia molecular
del INCan, la practica de técnicas moleculares, como la extraccion de acidos nucleicos, y técnicas
citogenéticas, como el cariotipo y FISH, asi como en el adecuado procesamiento y almacenamiento
de los reactivos de laboratorio, integrando los conocimientos adquiridos en los seminarios
presentados.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

*  Comprender y aplicar las metodologias para la extraccion de ARN y de ADN a partir de
muestras de sangre periférica.

* Comprender la metodologia de cosecha y cultivo de médula 6sea, garantizando la obtencion
de muestras Optimas para la realizacion de cariotipo e hibridacion fluorescente in situ (FISH).

» Desarrollar destrezas en el procesamiento, manejo y almacenamiento adecuado de reactivos
utilizados en el laboratorio.

4. METODOLOGIA

A lo largo del servicio social, se llevo a cabo una rotacion en las areas de citogenética y biologia
molecular, con una duracion total de seis meses, equivalentes a las 480 horas requeridas por el
programa. Las actividades que se realizaron fueron las siguientes:

4.1. Extraccion de ARN mediante el método TRIzol

Este proceso se llevd a cabo en el area de biologia molecular, utilizando muestras de sangre
periférica. A dichas muestras se les realiz6 una lisis empleando PBS y Ficoll, para posteriormente
recuperar el boton celular que contiene las células nucleadas. Este se debe resuspender en el
reactivo compuesto por fenol e isotiocianato de guanidina (GITC), los componentes principales
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del reactivo TRIzol tradicional. El GITC es una sal caotropica, es decir, una sustancia capaz de
desestabilizar las estructuras macromoleculares y facilitar la desnaturalizacion de proteinas. Esta
propiedad contribuye a la desestabilizacion de las membranas celulares y a la interrupcion de las
interacciones proteina—acido nucleico, inactivando eficazmente las ribonucleasas (ARNasas)
presentes en las células. Dicha accion resulta esencial para liberar y conservar el ARN en estado
intacto'?. Finalmente, el ARN obtenido se cuantifico mediante un espectrofotometro Nanodrop,
con el fin de evaluar su pureza y concentracion, y verificar su viabilidad para la realizacion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

4.2. Extraccion de ADN en columna de silice

De igual manera la extraccion de ADN se llevo a cabo en la misma area, sin embrago este proceso
se realizd con kits de extraccion de ADN de columnas de fase s6lida a base de silice, a menudo se
utiliza una solucion buffer caotrdpica que sirve como desnaturalizante de proteinas y cofactor que
promueve la adsorcion de acidos nucleicos. Un cadtropo es un ion que interrumpe los enlaces de
hidrogeno y desordena las moléculas de agua en un ambiente acuoso, estos iones caotropicos
exhiben una mayor deslocalizacion de carga que interrumpe los enlaces de hidrégeno vecinos y
conduce directamente a una mayor solubilidad de proteinas en agua. En consecuencia, los iones
caotropicos en el agua generalmente se asocian con una mayor desnaturalizacion de acidos
nucleicos a través de interrupciones de emparejamiento de bases!'®. Finalmente, el ADN obtenido
se cuantific6 mediante un espectrofotometro Nanodrop, con el fin de evaluar su pureza y
concentracion, y verificar su viabilidad para la realizacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

4.3. PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)

Una vez verificado que los acidos nucleicos cumplen con los pardmetros requeridos, se procede a
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), una técnica que permite la amplificacion de una
region especifica de ADN utilizando partidores o secuencias de ADN que delimitan la zona de
amplificacion. A partir de una copia de la region a amplificar se obtienen millones de copias, lo
que permite su deteccion y de esta forma se evidencia la presencia de la region de ADN en una
muestra determinada. Dada la naturaleza de la técnica, la alta especificidad de la PCR viene dada
por la hibridacion de los partidores complementarios a la secuencia blanco y su elevada
sensibilidad a la baja cantidad de ADN que requiere para iniciar la amplificacion'® .

4.4. Seminarios: Introduccion a la Citogenética

Con el fin de comprender el fundamento de cada técnica realizada en el area de citogenética, se
impartieron seminarios organizados en dos bloques. El primer bloque, se revisaron los conceptos
fundamentales: teoria cromosdémica, ciclo celular y mitosis, cromosomas sexuales, segregacion
cromosdmica durante la mitosis y territorios cromosdmicos. Esta seccion proporciond una base
solida para entender la organizacion y funcion de los cromosomas dentro de la célula. El segundo
bloque se centr6 en la relacion entre citogenética y enfermedades, especialmente el cancer. Se
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analizaron temas como epigenética y enfermedad, protooncogenes y oncogenes, genes supresores
de tumores, anormalidades cromosomicas asociadas al cancer y la hematopoyesis en contextos
oncologicos. Estos seminarios permitieron comprender como las alteraciones cromosomicas y
genéticas pueden influir en la aparicion y progresion de enfermedades.

4.5. Cariotipo

En el area de citogenética se llevaron a cabo cariotipos con muestra de médula dsea. Idealmente,
la muestra debe provenir de la primera aspiracion de médula 6sea. Este tipo de aspirado tiene una
mayor concentracion de células neoplasicas y es menos probable que se hemodiluya. El aspirado
de médula 6sea debe recogerse en un tubo de heparina sodica, que debe invertirse suavemente para
evitar la coagulacion. Debe evitarse la recogida de muestras en tubos de EDTA, citrato de sodio o
heparina de litio, ya que estos aditivos provocan la lisis celular o son tdxicos para el crecimiento
celular'.

El cariotipo es una parte integral de la evaluacion clinica de muchas neoplasias hematologicas. Es
un proceso de varios pasos que incluye el cultivo celular in vitro (aunque se pueden realizar
preparaciones directas); recoleccion celular (que incluye detencion de metafase usando colcemid
para evitar que las células avancen a la anafase); preparaciéon de las bandas (que incluye
tratamiento con tripsina y tincion, generalmente con Giemsa, para lograr los patrones de bandas

oscuras y claras) y analisis microscopico e imagenes'?.

4.6. FISH (hibridacion fluorescente in situ)

De manera complementaria, se realizo la técnica de FISH, que también requiere el cultivo de la
muestra de médula o6sea. FISH es otra técnica utilizada en la evaluacidon de anomalias
cromosOmicas y genéticas especificas y, a menudo, se realiza en paralelo a los estudios
citogenéticos convencionales. FISH se puede usar en cromosomas metafasicos o nicleos de
interfase, con los resultados visualizados por microscopia de fluorescencia'®.

5. APORTE A LA SOCIEDAD

Realizar el servicio social en el area de Biologia Molecular y Citogenética del INCan influye
directamente en la perspectiva del estudiante el cual su formacion se baso principalmente en los
conocimientos adquiridos para aplicarse en la industria farmacéutica, por lo que se logra
comprender la importancia de la salud de pacientes oncoldgicos, quienes dependen de un
diagnostico preciso para su tratamiento y pronta recuperacion al participar en actividades como el
cultivo celular, tinciéon cromosémica (bandas G), hibridacion in situ (FISH) y extraccion de acidos
nucleicos que fortalece los procesos de deteccion y caracterizacion de alteraciones genéticas
asociadas a diferentes tipos de neoplasias hematologicas, ya que la intervencion de personal
capacitado en estas técnicas contribuye a que los laboratorios clinicos mantengan altos estandares
de calidad, precision y reproducibilidad en los resultados, lo que impacta directamente en la
atencion médica y en la toma de decisiones terapéuticas.
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