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Determinacion por quimioluminiscencia
del contenido de telomero en biopsias
de archivo de cancer de colon.
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Resumen. Los telémeros son complejos nucleoproteicos que protegen
los extremos de cromosomas eucariotas de fenémenos de degradacion y re-
combinacién. En humanos, los telémeros miden 10-12 kpb en células somati-
cas normales, pero pueden reducirse hasta apenas 1-2 kpb en células tumora-
les de rdpido crecimiento, debido a la replicacién incompleta de estas estruc-
turas en cada division mitética. Los teldmeros se acortan con la edad, lo cual
puede estar asociado a inestabilidad genémica y a un incremento del riesgo
de sufrir cancer. El andlisis de fragmentos de restriccion teloméricos por
Southern blot es en la actualidad el método estdndar para la medicién de la
longitud de los telémeros. Sin embargo, una determinacion precisa no es po-
sible cuando ¢l ADN estd fragmentado o es escaso, como es el caso de las
biopsias incluidas en parafina. En este trabajo se adecu6 un ensayo de slot blot
para cuantificar el contenido relativo, en lugar de la longitud, del ADN telo-
mérico a partir de muestras de archivo de adenocarcinoma de colon. El conte-
nido de ADN telomérico pudo ser medido de manera reproducible con apenas
75 ng de ADN genomico altamente degradado empleando deteccion de la hi-
bridizacién por quimioluminiscencia.
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Chemiluminescent measurement of telomere DNA content in
archival biopsies of colon adenocarcinoma.
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Abstract. Telomeres are nucleoprotein complexes that protect the ends
of eucaryotic chromosomes from degradation and recombination. In hu-
mans, telomeres measure 10-12 kbp in normal somatic cells, but they
scarcely reach 1-2 kbp in tumor cells of rapid growth, due to the incomplete
replication of these structures in each mitotic division. Telomeres shorten
with age, which can be associated to genomic instability and to an incre-
ment of the risk of suffering from cancer. The standard method to measure
the telomere length is the analysis of telomeric restriction fragments by
Southern blot. However, a precise determination is not possible when the
DNA is broken into small fragments or if it is scarce. In this work, a slot blot
assay was adapted to quantify the relative content, instead of the length, of
telomeric DNA from paraffin-embedded archival specimens of colon
adenocarcinoma. The telomeric DNA content could be reproducibly mea-
sured with hardly 75 ng of highly degraded genomic DNA by chemi-

luminescent detection for hybridization.

Recibido: 20-11-2006. Aceptado: 15-03-2007.

INTRODUCCION

Los telémeros son estructuras esencia-
les compuestas por secuencias de ADN repe-
titivo formando complejos con proteinas, lo-
calizados a los extremos de cada cromosoma
humano (1). EI ADN telomérico que, en hu-
manos estd tipicamente compuesto por
1000 a 2000 repeticiones del hexanucle6ti-
do TTAGGG (constituyendo 5-15 kilobases
en total), es una entidad dinamica (2). Los
telémeros no pueden ser replicados comple-
tamente por la enzima ADN polimerasa debi-
do a que la misma es incapaz de completar o
continuar copiando los extremos de hebras
de ADN (3). Por lo tanto, la longitud de los
telémeros decrece gradualmente con las su-
cesivas divisiones celulares, resultando en
inestabilidad cromosomal y cambios genéti-
cos que pueden llevar al envejecimiento ce-
lular y/o desarrollo de tumores (4, 5).

Los telomeros pueden mantener o in-
crementar su longitud, por medio de la ac-
cion de la enzima telomerasa (6), o en oca-
siones, por eventos de amplificaciéon o re-
combinacién génica (7, 8). Durante la divi-
sion de células somaticas normales, la au-
sencia de telomerasa ocasiona la erosion de
las repeticiones teloméricas y la reduccion
de su longitud. Telémeros criticamente cor-
tos se relacionan con el cese de la division
celular, el inicio del proceso de envejeci-
miento y la génesis de enfermedades rela-
cionadas con la edad avanzada (9, 10). Sin
embargo, en células con alta tasa de repli-
cacion, tales como las germinativas y célu-
las tumorales, la telomerasa es expresada
estabilizando la longitud de los telémeros y
su estado inmortal (11). Debido a la impor-
tancia de los telémeros en varios procesos
celulares, la determinacion de la longitud
de los mismos sirve como un indicador qtil
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y tiene valor clinico en el estudio de la esta-
bilidad cromosomal, la actividad de la telo-
merasa, la capacidad proliferativa y los pro-
cesos de envejecimiento celular, y puede
ser usada en el pronéstico de enfermedad,
incluyendo varias malignas (12-16). Desde
el punto de vista de la telomerasa como
blanco quimioterapéutico contra el cdncer,
se consideran que aquellos tumores con te-
lomeros cortos serian los mas sensibles a
una inhibicion de esta enzima (17).

La reduccion de la longitud de los telo-
meros ha sido reportada en un grupo de tu-
mores, incluyendo cancer colorectal, renal,
prostatico y de mama, asi como leucemias
en la infancia (18-22). En el carcinoma co-
lorectal, la variacion en la longitud de los
telémeros en muestras diferentes puede re-
presentar distintos estadios de carcinogéne-
sis, y por lo tanto, el comportamiento biol6-
gico de los tumores. Ha sido reportado que
el acortamiento de los telomeros ocurre
frecuentemente tanto en carcinoma colo-
rectal como en adenoma colénico, pero una
escasa activacion de la telomerasa ha sido
notada en adenoma colénico, mientras que
es fuertemente activada en el carcinoma co-
lorectal inicial (18, 23).

El método tradicional de medicion de
la longitud de telomeros en muestras de
ADN gen6mico (ADNg) determina el pro-
medio de la longitud de los fragmentos de
restriccion terminales o fragmentos de res-
triccion teloméricos (TRF) (24). Sin embar-
g0, el método tiene cuatro limitaciones sig-
nificativas. El procedimiento requiere gran-
des cantidades de ADN (0,5-10 wpg/indivi-
duo), el protocolo completo consume de 3
a 5 dias, la fragmentacion del ADN reduce
la longitud observada de los telomeros (25)
y finalmente, el promedio relativo de longi-
tud de cada TRF puede variar hasta un 5%,
dependiendo de las enzimas de restriccién
particulares empleadas, sugiriendo la exis-
tencia de sitios de restriccion polimorficos
en la region subtelomérica que pueden con-

fundir la identificacién de los principales
factores que originan las variaciones inte-
rindividuales en la longitud promedio de las
repeticiones teloméricas (26).

Recientemente se han disenado varios
métodos para la cuantificacién o determi-
nacién de la longitud de los telémeros in-
tentando superar las limitaciones de los
TRF. Algunos de ellos emplean dispositivos
de PCR en tiempo real, lo que los hacen
mas costosos y dependientes de esa tecno-
logia (26).

Fordyce y col. (27), adaptaron un en-
sayo de determinacion del contenido de te-
lémeros por slot blot para su deteccion por
quimioluminiscencia. Dicho método mos-
tré ser mas sensible y rapido que los pre-
viamente publicados. [gualmente, estos au-
tores evaluaron la capacidad del ensayo
para ser usado en muestras de ADN purifi-
cadas de tejidos recién fijados con formal-
dehido, mostrando ser insensible al efecto
de este dltimo. Sin embargo, hasta la ac-
tualidad ningtn trabajo publicado ha em-
pleado muestras provenientes de biopsias
de archivo incluidas en parafina sin em-
plear hibridizacion in situ fluorescente.
Por ello, nos propusimos en el presente
trabajo evaluar y adaptar la metodologia
de slot blot y la detecciéon por quimiolumi-
niscencia para determinar el contenido de
telémero en biopsias de archivo, utilizando
muestras con diagnostico de adenocarcino-
ma de colon.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de ADN genémico

Se seleccionaron 10 muestras de archi-
vo incluidas en parafina con diagnéstico de
adenocarcinoma de colon moderado o alta-
mente diferenciado. Las biopsias fueron
proporcionadas por el Servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital Central “Antonio
Maria Pineda” de Barquisimeto, realizadas
en los afos 2004 y 2005. De cada tumor
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también se obtuvo biopsias de los bordes sa-
nos de la lesion.

Como control, se extrajo ADNg de teji-
do sano procedente de los bordes de piezas
de colectomia parcial de biopsias incluidas
en parafina.

Se confirmé el diagnéstico histopato-
l6gico de las biopsias, tanto de los tumores
como del tejido sano adyacente, y se tomd
hasta un maximo de 25 mg de tejido obte-
nido por corte con micrétomo. Inicialmen-
te los cortes fueron desparafinados con xi-
lol, y luego lavados con etanol 99%. Luego
de secar el tejido a 37°C se procedio a la ex-
traccion del ADN mediante el Kit DNeasy
Tissue (QIAGEN) segiuin las recomendacio-
nes del fabricante. La presencia y calidad
del ADN fue evaluada mediante electrofore-
sis en geles de agarosa al 0,7% y observados
luego de tenir con bromuro de etidio en un
transiluminador de luz ultravioleta Foto/uv®
26 (Fotodyne®-Incorporated).

Cuantificacion del ADN

Diluciones de las muestras fueron cuan-
tificadas por espectrofotometria a 260 nm
en un equipo Genequant pro (Amersham
Biosciences). También se determind la rela-
cién 260/280 nm para precisar la pureza y
calidad del ADN obtenido.

Preparacion e hibridizacion de Slot blots
Las muestras de ADN (0, 25, 50, 75,
100, 125 y 150 ng) fueron diluidas con dos
volimenes de 0,4 N NaOH y desnaturaliza-
das a 37°C por 30 min. De cada muestra de
tumor se colocé 75 ng (por duplicado) de
ADN. Como control negativo de la hibridi-
zacion se empled ADN plasmido bacteriano
pGEM T-casy vector (Promega), que no
debe reaccionar con la sonda telomérica. El
equipo Hybri-Slot™ Manifold (BRL) fue en-
samblado segun las especificaciones del fa-
bricante, empleando la membrana de Nylon
Hybond®-N* (Amersham Biosiences) sobre
dos tiras de papel Whatman 1. Los pozos

fueron enjuagados dos veces con 0,4 N
NaOH antes de cargar las muestras. Final-
mente se lavaron los pozos con 0,4 N
NaOH. Los filtros se enjuagaron con 2X
SSC (cloruro de Sodio/Citrato de Sodio) y
se dejaron secar a temperatura ambiente.
Si no se utilizaron inmediatamente se alma-
cenaron a 4°C.

Para las hibridaciones se emple6 el kit
de hibridizacion y deteccion por quimiolu-
miniscencia North2South® (Pierce). Las
prehibridizaciones e hibridizaciones fueron
realizadas en botellas de cristal en un hor-
no Hybaid® (Labnet) a 58°C. Se utiliz6
como sonda telomérica el oligonucle6tido
(5’ TTAGGG-3)4 marcado con biotina.
Cada filtro fue prehibridizado por al menos
1 hora, e hibridizado hasta un miximo de
15 horas. Al término de ese lapso se proce-
di6 con cuatro lavados de 5 min cada uno
con solucién 2X SSG/0,1% SDS a 58°C.

Deteccion y cuantificacion de ADN
telomérico

Posterior a la hibridizacién, el conteni-
do de ADN telomérico fue determinado a
través de la reaccion por quimiolumiscencia
con conjugado de streptavidina-peroxidasa
en presencia de Luminol y solucién con pe-
roxido de hidrégeno, segin las recomenda-
ciones del fabricante (North2South®,
Pierce). Luego de la incubacion con el con-
jugado mas luminol, los filtros fueron en-
vueltos en plastico expuestos a peliculas
Hyperfilm ECL® (Amersham-Biosciences),
de 5 a 20 min.

Cuantificacion del contenido de telémero
Las autoradiografias fueron digitaliza-
das con un equipo HP Scanjet 4670 a 300
dpi. La intensidad de la sefial de la hibridi-
zacion con la sonda telomérica fue determi-
nada analizando las imagenes digitalizadas
de las autoradiografias con el programa Mo-
lecular Imaging (Kodak). El contenido de
telémero de cada muestra fue determinado
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al comparar la senal generada con la pen-
diente o curva realizada con muestras con-
trol de ADN de concentracion conocida por
el programa Molecular Imaging (Kodak) y
graficadas con el programa GraphPad Prism
version 4.00.

RESULTADOS

Las biopsias de tumores y tejidos sanos
analizadas procedian de pacientes de ambos
sexos con edades comprendidas entre los
46 y 80 anos de edad.

Al comparar el ADN de alto peso mole-
cular comercial y el extraido de leucocitos
de sangre periférica con el ADN purificado
o extraido de las biopsias, se pudo observar
que este ultimo estaba altamente degrada-
do (Fig. 1, carriles 2 y 3 vs 4 y 5, respecti-
vamente). Esto determiné que no podia ser
analizado por Southern blot (TRF), ya que
el estado de fragmentacion del ADNg lleva-
ria a un sesgo por la deteccion de fragmen-
tos teloméricos pequenios.

Para realizar la curva patrén para el
ensayo de Slot blot se emple6 ADN de tejido
sano de colon, obtenido de una biopsia de
archivo correspondiente a uno de los tumo-
res. El contenido de telémero en el ADN de
las células de biopsia de tejido sano repre-
senta células somaticas normales, pero so-
metidas a las mismas condiciones de tiem-
po vy tratamiento.

Previamente se probaron tres métodos
para la fijacion del ADN a las membranas de
Nylon. Estos fueron: 1) exposicion a luz ul-
travioleta en un equipo DNA Transfer lamp
(Fotodyne®) a 1200 mJ por 2 minutos,
2) incubacién en horno a 80°C por 2 horas,
y 3) fijacion con 0,4 N NaOH durante la
transferencia por vacio. De los tres métodos
empleados, éste altimo mostré mejores re-
sultados finales a la hibridizacion y fue el
que se uso en todos los casos.

En la Fig. 2A se observa una autoradio-
grafia del Slot blot obtenida con duplicados
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Fig. 1. Evaluacion de Calidad de ADN. Electro-
foresis en gel de agarosa al 0,7% tediido
con Bromuro de Etidio. Carril 1, marca-
dor de peso molecular 4 Hind I (Pro-
mega); carril 2, ADNg humano (Prome-
ga); carril 3, ADNg extraido a partir de
leucocitos de sangre periférica; carril 4,
ADN extraido de biopsia del Tumor N°
405-05; carril 5, ADN extraido de biop-
sia de tejido sano correspondiente al
Tumor N° 405-05.

de las diluciones de un ADNg obtenido a
partir de tejido sano adyacente a uno de los
tumores con los cuales se realiz6 una curva
patrén. Igualmente, se muestra la sefial ob-
tenida para 75 ng de cuatro de los tumores.
No hubo sefial cuando cantidades equiva-
lentes de ADN plasmidico (pGEM® T-casy
vector; Promega) fueron empleadas como
control de ADN no humano, verificando la
especificidad de las hibridizaciones. Es im-
portante destacar que bajo esta técnica se
logré obtener una seiial cuantificable con
apenas 10 ng de ADN (datos no mostrados).
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Fig. 2. Determinacion del contenido de telémeros. A) Slot blot mostrando las sefiales obtenidas al hi-
bridizar con sonda telomérica los ADN obtenidos a partir de biopsias incluidas en parafina, de
tejido sano (0-150 ng) y de 4 muestras de adenocarcinoma de colon (75 ng), asi como, del
control de ADN no humano (pGEM). Todos los ensayos se hicieron por duplicado. B) Gréfico
de contenido de ADN vs contenido de telémero. La recta fue generada con la titulacion de
ADN de tejido sano adyacente a los tumores (). También se ubican el contenido de telémero
presente en muestras de tejido normal (e, n = 5), v de los tumores analizados (+, n = 10)
(p < 0,0001). Ver materiales y métodos para los detalles.

Para asegurar que la intensidad de la
senal era dependiente de la concentraciéon
de ADNg, se analizaron los datos de los slot
blots en un modelo linear. Se obtuvo una re-
lacion lineal (R? = 0,97) entre el contenido
de ADN telomérico y la cantidad de ADNg
colocado en cada pozo como curva patrén
(Fig. 2B). Es posible observar en la grafica
(Fig. 2B) como el contenido de telémero de
las biopsias de tejido sano (n = 5) se ubica
sobre el control para la misma cantidad de
ADN total (75 ng). Por otra parte, la inten-
sidad de la sefial originada con ADN de los
tumores (n = 10) se ubicdé por debajo del
control, lo que implica que el contenido de
telomero era menor.

El contenido de telomero en el ADNg
de las biopsias de carcinoma de colon se de-
terminé entre 23 y 46% del control sano,
con una media de 35,27% (DE = 5,52)
(Fig. 3). Por otra parte, el contenido de te-
Iémero de las biopsias de tejido sano fue en
promedio 98,63% (DE = 5,99).

Porcentaje de contenido telomérico con
respecto al control

Fig.
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Porcentaje de contenido de telémeros.
Las barras representan el contenido de
telémero promedio expresado en por-
centaje al considerar como 100% el con-
tenido detectado en la curva patron
para 75 ng de tejido.
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DISCUSION

La técnica empleada mostré una senal
comparable con apenas 75 ng de ADNg
fragmentado, lo cual contrasta y muestra
una ventaja importante con la técnica de
Southern blot donde se requiere, ademas de
un ADNg intacto, entre 1-10 ug de ADN por
muestra. Es importante destacar, que la
metodologia empleada en este trabajo, in-
cluyendo la extraccion del ADN de las biop-
sias, se puede completar en apenas 2 dias.

La cuantificacion de telémeros por slot
blot representa una variacion de la técnica
de TRF que permite el analisis a partir de
un ntmero menor de células (~ 1000 célu-
las) (25). Desafortunadamente, la informa-
cion de la distribucion del tamano de telo-
meros resulta perdida en esta aproxima-
cién, debido a que la medicion produce un
tnico valor representando la cantidad total
de ADN telomérico presente en la muestra.

Por lo tanto, la principal limitacion
que presenta es que no provee informacion
acerca de la variabilidad del contenido de
ADN telomérico o de longitud de los telo-
meros en los cromosomas de una célula o
de un grupo de ellas, por ejemplo cuando el
tumor no es clonal o contiene células nor-
males. Sin embargo, con la sensibilidad de-
mostrada, el contenido de ADN telomérico
podria ser medido en microdisecciones o
subpoblaciones de células tumorales obte-
nidas por citometria de flujo, pudiendo re-
ducirse significativamente la contamina-
cion con células normales.

Aunque se ha demostrado que la sensi-
bilidad del ensayo de slot blot es indepen-
diente de la fragmentacién del ADN (27),
en lugar de ADNg de tejido fresco se em-
ple6 ADN de biopsias de archivo de tejido
colbnico sano para utilizarlas como referen-
cia, fundamentalmente para asegurar que
las mismas presentaran iguales condiciones
de tratamiento.

La relacion entre longitud de teléme-
ros y la evolucion de cancer ha sido mostra-
da por varios autores. Asi, las neoplasias he-
matologicas son las mejor caracterizadas,
donde se ha mostrado que la reduccién de
los telomeros esta asociada con una dismi-
nucion de la supervivencia en varios tipos
de leucemia y mieloma (28, 29). Sin embar-
g0, hay menos investigaciones sobre el po-
tencial que posee la longitud de los teléme-
ros como marcador de prondstico en tumo-
res solidos, los cuales determinan principal-
mente la incidencia de cancer. Esta situa-
cion es causada fundamentalmente por la
cantidad limitada y la pobre calidad del
ADN que es tipicamente recuperado a par-
tir de tejidos de archivos, lo que imposibili-
ta el uso de la técnica de Southern blot
para la determinacion de la longitud de
telémeros.

Recientemente, Bisoffi y col. (30) revi-
san la determinacion de la longitud de telo-
meros o0 sucedanecos como marcador pro-
noéstico en tumores solidos de préstata, co-
lon, pulmén, mama, y sistema nervioso.
Estos autores consideran que estos méto-
dos seran usados en el futuro para la evalua-
cion de riesgo, estadificacion y prondstico
para tumores sélidos.

Aunque ¢l objetivo de este trabajo no
era correlacionar la reduccion del conteni-
do de telémeros con el grado de evolucion
de adenocarcinoma de colon, si se obtuvie-
ron resultados similares a otros estudios
que han evaluado la longitud de telomeros
en neoplasias benignas y malignas de colon
(31-33).

En resumen, se mejor6 un método
para la medicion de la longitud de telome-
ros basado en la determinacion del conteni-
do de telémeros empleando ADN degradado
procedente de biopsias de archivo incluidas
en parafina, las cuales pueden ser la tnica
fuente de material disponible, como en ca-
sos de estudios retrospectivos. La determi-
nacion del contenido de telémeros también
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parece ser muy util para la estimacion de la
longitud de telomeros cuando las cantida-
des disponibles de ADN sean escasas. Qui-
zas lo mas relevante resulta del hecho de
que la técnica no se ve afectada por el tra-
tamiento convencional con formaldehido al
que son sometidas las biopsias antes de ser
incluidas en parafina.

Por dltimo, la principal importancia de
estas técnicas de determinacion del tamano
de telomeros o de contenido de ADN telo-
mérico, vendra dada por la posibilidad de
que una estrategia de quimioterapia que in-
hiba a la telomerasa tendra seguramente
mas posibilidades de éxito en un tejido tu-
moral con telémeros cortos, en donde ante
la ausencia de actividad telomerasa, a la cé-
lula no le quedaria seguramente otra op-
cién que conducirse hacia la apoptosis.
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