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Introduccion

En el presente trabajo se exponen los resultados obetenidos del trabajo realizado
en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN). Este trabajo consistio
en determinar la expresiéon de los microRNAs (miRNAS) en plasma de pacientes con
cancer de mama a traves del convenio del Instituto Nacional de Medicina Genomica
y la Fundacion de Cancer de Mama (FUCAM).

Lugar de realizacion

Instituto Nacional de Medicina Genémica
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FUCAM A.C es la primera y Unica institucion privada sin fines de lucro en México
gue ofrece tratamiento integral y seguimiento especializado de cancer de mama,
mediante su unidad hospitalaria de alta especialidad en la Ciudad de México,
nuestras sedes en Morelos, Oaxaca y Chiapas nos permiten estar mas cerca de las

comunidades que necesitan de nuestros servicios (FUCAM, 2024).

Marco teorico

El cancer de mama es la causa de muerte mayormente relacionada con el cancer
entre las mujeres de los paises industrializados (Cuk et al., 2012), siendo el tipo de
cancer mas comun con el 25.2% de incidencia de los casos en mujeres en el mundo
(Gradishar, 2020). En 2020 hubo mas de 2.3 millones de casos y 685,000 muertes
en el mundo, ademas, se predice que para 2040 se incrementara a mas de 3
millones de nuevos casos y un millén de muertes cada afo (Allemani, 2018).

Los factores con mayor impacto en la supervivencia de las pacientes con esta

enfermedad son: la deteccion oportuna, la etapa clinica y el tratamiento 6ptimo.



Una de las técnicas moleculares para la deteccion oportuna es la utilizacién de los
miRNAs como bioindicadores de cancer de mama que juegan un papel importante
en procesos de desarrollo, crecimiento, metastasis y resistencia a medicamentos
(Graveel et al., 2015). Los miRNAs son ARN pequeiios no codificantes (de entre 18
y 25 nucledtidos de longitud) que regulan la expresion génica a nivel
postranscripcional al degradar las moléculas de ARNm o bloquear su traduccion
(Cuk et al., 2012). La expresion de microARN esta relacionada con el desarrollo de
diferentes patologias como el cancer, donde pueden actuar como supresores de
tumores, ademas de que también se pueden utilizar para clasificar tumores

humanos (Romero, 2012).

Metodologia

Durante los 6 meses de servicio social se llevaron a cabo varias actividades con el
fin de poder determinar la expresion de los miRNAs en plasma de pacientes con
cancer de mama.

Dichas actividades se dividieron en etapas | (primero tres meses) y Il (Gltimos tres

meses).

Durante la etapa I: se leyeron articulos con experimetnos ya reportados con esta
metodologia y se leyd sobre biologia molecular para tener las bases necesarias de
esta investigacion.

Lor aticulos revisados se obtivieron de revistas como Nature, Science, Cancers,
Cancer Biology and Terapy, ElServier, entre otras. Ademas de leer, se colectaron
las muestras asisitiendo al FUCAM por las muestras de sangre para su posterior
procesamiento en el laboratorio. Al escoger las muestras adecuadas para esta
investigacion, se tomaron ciertos criterios para que los resultados salieran como se
esperaba. A continuacion se encuentra la tabla de los criterios a considerar para las

pacientes candidatas con cancer de mama:



- Control positivo Control negativo

Inclusion e  Sexo femenino e  Sexo femenino.
e  Mujeres mexicanas e Mujeres de 55-65 anos de edad.
e Dxde cancer de mama o  Mujeres mexicanas.
e Que cuenten con mastografia no mayor a 1 afo y en la
que no se detecten anormalidades.
Exclusion e Dx carcinoma in situ e Familiares de primera linea con antecedentes de cancer

mama y/o cualquier otro tipo de cancer.

¢ Que se encuentre con tratamiento hormonal actual, ya
sea anticonceptivo o de cualquier otro tipo.

e Mujeres embarazadas.

Eliminacion e Volumen insuficiente de muestra Muestras hemolizadas.

e  Muestras contaminadas e Volumen insuficiente de muestra.
e Muestras incorrectamente etiquetas

Tabla 1. Criterios de seleccion de pacientes para la extraccién de RNA en

plasma

Durante la etapa Il se realizaron los experimentos correspondientes como el
procesamiento de la sangre de las pacientes, la extraccion de RNA, realizar la
cuantificacion para que todas las muestras estuvieran uniformes al momento de

hacer la PCR, y por ultimo la cuantificacién de los microRNAs en el plasma.

A continuacion, el procedimiento de cada paso para la identificacion de microRNAs

en plasma de pacientes con cancer de mama:

1. Extraccion y procesamiento de sangre periférica.

Platelets separation After Extract platelet- Transmission of PRP
through centrifugation centrifugation rich plasma via injection

Blood withdrawal from patient Whole blood

Imagen 1. Extraccidén de plasma, Esco Lifesciences, 2022.



Para la extraccion de sangre, primero se informé a la paciente con un
consentimiento sobre la investigacion y se le pidi6é si podia donar dos tubos EDTA
de su sangre. Después se lelvaron las muestras al laboratorio para su

procesamiento. Se realizé el mismo procedimeinto con todas las muestras.

Procedimiento: Se centrifugaron los tubos a 2000g x 10 min a 4°C. Después se

extrajo todo el plasma posible y se centrifugé nuevamente a 3250 g x 20 min a 4°C.

Al finalizar, se tomaba todo el plasma evitando los leucocitos y se centrifugaba una
tercera vez a 3250 g x 30 min a 4°C. Se alicuotaba el plasma en criotubos de 2ml
previamente rotulados con la informacion de la paciente y la fecha de colecta.

Para terminar, se almacenban los criotubos a -80°C hasta su procesamiento.

2. Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA se necesitaron los leucocitos o el buffy coat, extraido
también del mismo procedimiento que el del plasma, diferenciandose algunos

pasos. La criopreservacion del buffy coat se realizé con el suero DNA/RNA Shield.

El procedimiento se llevé a cabo mediante el método de extraccion con TriZol. Para
comenzar se les afiadié a las muestras ya criopreservadas 500ml de TriZol frio, y
se dej6 incubar durante 5 min en frio.

Después se agregaron 100 ul de cloroformo para luego incubarlo en hielo x 10 min.
Se centrifugaron las muestras a 13 000 g x 15 min a 4°C. Después de esta

centrifugacion, se pudieron observar las separaciones de las tres fases:

= Fase acuosa (RNA)
= Interfase (DNA)

= Fase organica (proteinas)



Se recupero la fase acuosa y se pas6 a un tubo nuevo de 1.5 ml tratado con DEPC
para ponerlo en hielo. Se agregaro 1000 pl de isopropanol frio y se mezclé. Después

se dej6 incubar a -20°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se centrifug6 a 13 000 g x 25 min a 4°C para luego lavar la pastilla
con 1 ml de etanol al 75% en DEPC. Se centrofugd nuevamente a 13 000 x 5 min a
4°C.

3. Cuantificacion de acidos nucléicos

Se cuantificaron las muestrasc con el
Espectofotobmetro de microvolumen NanoDrop.
para poder observar su purezay su concentracion.
Muchas de las muestras inciales salieron
contaminadas con proteinas (entre 0.20 — 0.90) y
sales (alrededor de 1.01). Sin embargo, conforme

fueron aumentando las muestras, ya contaban

con una concentracion de 2.0 para proteinas y de

1.8 — 2.0 para sales, que era lo esperado. Imagen 2. Espectofotémetro

de microvolumen NanoDrop.

_ Thermo Fisher Scientific, 2024.
4. Eectroforesis

La electroforesis en gel es el método mas sencillo para la obtencion de informacion
sobre macro-moléculas como proteinas, enzimas y acidos nucleicos (ADN y ARN),
en mi caso se utilizé para identificacion de acidos nucléicos, donde se acomodan
en funcion de su forma y tamafo, generando conjuntos de bandas caracteristicas.
Estas bandas son resaltadas y capturadas como una imagen para su estudio. Las
macro-moléculas se separan utilizando una diferencia de potencial eléctrico,
provocando un desplazamiento ya sea por su masa y carga eléctrica (Salazar et. al,
2017).



Los geles que se realizaron fueron los siguientes:

ST PRSP I oS e TP 7

£ R B s DT ORI
Imagen 3. Gel de agarosa para electroforesis de leucocitos.

Imagen 4. Gel de agarosa para electroforesis para leucocitos.



5. PCR en tiempo real

La prueba se basa en la reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) donde un fragmento de ADN conocido es copiado y amplificado
billones de veces. El producto del PCR (punto final) es posteriormente visualizado
en un gel de agarosa y proporciona evidencia cualitativa de la presencia de ese

fragmento de ADN en la muestra (Facultad de quimica, 2022).

La PCR en tiempo real es una modalidad del PCR de punto final, donde la
acumulacién de ADN amplificado es detectado y cuantificado a medida que la
reaccion avanza, es decir: “En tiempo real” esto se logra incorporando una molécula
fluorescente que se asocia al ADN amplificado, donde el incremento de esta
fluorescencia es la proporcional al incremento de la cantidad de moléculas de ADN

amplificadas en la reaccion.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos fueron satisfactorios ya que el miRNA que se eligié para
buscarse en el plsma de las pacientes que fue el miRNA-16, extraido del gusano
Caenorabdithis elegans, fue encontrado en las muestras analizadas de las
pacientes.

Se sabe que las células liberan biomoléculas de diversa naturaleza a su entorno
para comunicarse con las células vecinas. Entre dichas moléculas, secretan
elementos mas complejos como las vesiculas; estructuras compuestas por bicapas
lipidicas con proteinas transmembranales que encierran un contenido hidrofilico.
Los exosomas son un subtipo pequefio de estas vesiculas (de 30 a 150 nm),
producidos por una amplia variedad de tipos celulares como las neuronas, células
tumorales, células epiteliales y células del sistema inmunoldgico (Maravillas, 2017).
Algunas de las moléculas que tienen son proteinas, lipidos, ARNm y otras especies
de ARN, como ARN largo no codificante, ARN circular y microARN (miARN) (Ni et
al., 2018). En el presente trabajo se estudiaron los microRNAs presentes en los

exosomas del plasma de las pacientes seleccionadas, encontrando un aumento de
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los microRNASs, especificamente del mir-16, coincidiendo con lo reportado por Shin
y colaboradores en 2015 donde estudiaron miRNAs circulantes libres de células
como biomarcador del cancer de mama triple negativo, descubriendo que mir-16 se
expresaba mas en plasma, que en muestras de tejido tumoral de pacientes con
cancer de mama. Ademas demostraron que miR-16 tiene una expresion en cancer

de mama triple negativo (Shin, 2015.)

Conclusion

La carga de microARN (miARN) en exosomas que participan en la comunicacion
celular es un proceso selectivo. El estudio que realicé durante mi estancia de seis
meses investiga si el enriquecimiento de miARN en exosomas refleja la patogénesis
del cancer de mama (BC). Demostrando y reafirmando que mir-16 se puede utilizar
como un biomarcador de la sangre, en este caso especificamente en el plasma de
pacientes con cancer de mama, ayudando a continuar con la investigacién de un

diagnostico temprano del cancer de mama.
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