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RESUMEN

Una de las enfermedades que han preocupado mas a la
humanidad en general, es sin duda, el cancer, ya que ocupa
uno de los primeros lugares como causa de mortalidad en el
mundo entero (39b).

En el campo de investigacidn actual tanto clinicos como
cientificos se han inclinado mds hacia ciertos temas como lo
son los recientes estudios realizados sobre oncogenes y su
papel en el desarrollo de tumores (2,38,44a,45,45a y 53).

Las primeras identificaciones de genes transformantes en
tumores en humanos, que fueron hacia principios de 1982, (Der
y col, Parada y col, Santos y col) fueron acompanadas con
especulaciones revolucionarias para el entendimiento del
cancer humano(38).

El rapido progreso tecnoldgico en la Biologia Molecular
y la fusidn de las ideas y perspectivas en los campos de la
virologia y la quimica de la carcinogenesis ha hecho posible
un analisis a nivel molecular del desarrollo de dichos
tumores y el punto principal de esta fusidén ha sido el
descubrimiento de los oncogenes, homologos celulares de los
genes virales responsables de las propiedades neoplasicas de
las celulas transformadas por los retroviruses. (4).

Uno de los ultimos descubrimientos fue en el que se
demostro que los proto-oncogenes pueden existir en formas
mutadas o activadas en células no infectadas por 1los
retroviruses, que han sido transformadas por quimicos, o

aislados de tumores de humano (36a,44a y 45).



Algungs de estas revelaciones provienen de experimentos
de transfeccion con células en cultivo y algunos otros
trabajos se han realizado directamente al ADN de tumores.

En nuestro trabajo, se analizaron 28 tumores de cerebro
de humano, de los cuales 8 fueron astrocitomas, 8 adenomas,
7 meningiomas , 2 meduloblastomas , 2 glioblastomas ,
1 germinoma , 1 oligodendroglioma y un craneofaringioma, asi
como 8 muestras de tejido normal de cerebro de autopsias,
donadas por el INNN de la SSA para el estudio de posibles
alteraciones moleculares del proto-oncogene celular N-ras en
este tipo de neoplasias.

Para ningun caso se detecto alguna alteracion en el ADN
de dicho proto-oncogene, detectable con 1la metodolog{a
utilizada por nosotros, que basicamente consistio en 1la
extraccidon del ADN de las celulas tumorales Yy normales y su
posterior analisis mediante enzimas de restriccion e
hibridacion con la sonda especifica para el N-ras,
sinembargo, existe la posibilidad de wuna actividad conjunta
con el proto-oncogene c-myc que se encontro alterado en 11 de
los 18 tumores estudiados (ya que los otros 7 casos no fueron
estudiados para dicho oncogene) y que se ha reportado en
trabajos anteriores (4,32a,37a y 47) o bien, la existencia de
una mutacidn puntual( muy comun en esta familia de oncogenes)
no detectada por 1la metodologia mencionada anteriormente
41,44a.45,45a,45b y 53)

Se encontro tambi€n en 17 de los tumores analizados, una

alteracion en una banda de 6.7 Kb que se ha reportado como un



anélogo al oncogene N-ras y gque se cree corresponde al
protooncogene K-ras ( 25a,42,52a,). ( Trabajos posteriores

con una sonda especifica para este oncogene podran corroborar

lo anterior).



INTRODUCCION
Una de las enfermedades que han preocupado mas a la
humanidad en general, es sin duda el chncer, ya que ocupa
uno de los primeros cinco lugares como causa de mortalidad en
paises desarrollados, y en paises subdesarrollados este valor
es mayor al 10 % (12). El cdncer ocurre principalmente en
personas de edad productiva, que va desde los 30 hasta los 60
aflos. En México, la mortalidad por neoplasias ocupa el sexto
lugar, siendo este de wun 11% (28,35), donde el cancer
cervico-uterino ocupa el primer lugar con un 34 %, seguido
por el carcinoma broncogeno y de pecho con un 11% (39a).
Los tumores intracraneales, ocupan un 2%, provocando en
el 100% de los casos, la muerte del paciente (39b).
Dentro de 1los tumores intracraneales, los porcentajes

encontrados mas comunmente se resumen en la siguiente tabla:

l.- GLIOMA 40% 2.-METASTASICOS 23%
a.-Glioblastoma 20% 3.-MENINGIOMA 17%
b.-Astrocitoma 10% 4 .-ADENOMA DE
c.-Ependioma 6% PITUITARIA 5%
d.-Meduloblastoma 2% 5.-SCHWANOMA 5%
e.-Oligidendro- 6 .-LINFOMA 3%

glioma 1% 7 .—~CONGENITOS 7%
f.-Papilloma 1% (37)

Hasta hoy no ha sido posible predecir si un individuo
puede o no desarrollar el cancer pero se han identificado ya

una gran cantidad de causas que pueden provocarlo; estas



pueden deberse: 1) al medio ambiente, como lo son 1las
sustancias quimicas carcinogenas, a radiaciones y vVvirus
(agentes responsables de algunos tipos de cancer), (Tabla # 1)
y 2) a caracterf{sticas del individuo en si , como la edad,
sexo, costumbres sociales y heredabilidad (37).

Las células son el producto de expresidn de sus genes,
(y del medio ambiente), entonces cabe pensar si son estos
mismos los que se expresan en células neoplasicas, a pesar de
ser estos tan distintos.

Los recientes progresos en el conocimiento de 1la
biologia molecular de 1los virus tumorales de animales, asi
como las técnicas de ingenieria gendtica han conducido a la
identificacidn de genes del cdncer en células de mamifero,
llamados proto-oncogenes, cuyo funcionamiento inadecuado
puede ser un factor responsable de 1la transformacion
neopldsica (5,19,29).

Este enfoque hacia los eventos genéticos se debe en gran
parte a la creencia prevaleciente de que el céncer tiene sus
origenes en mutaciones (13,14) y al haber identificado
alteraciones en la estructura del ADN se habla de un origen
molecular, sino comin en todos los canceres, por lo menos
parecido. (19). Con el reciente descubrimiento de 1los
oncogenes, se ha efectuado el avance mas espectacular en
relacidn al mecanismo molecular que provoca la transformacidn
celular y dichos resultados explican e integran los que tanto
para la investigacion clinica como para la investi-

gacidn molecular se han acumulado durante muchos afios (22).



Con esto, podra haber mejores diagnosticos y sera posible
eliminar en forma precoz, racional y definitiva, el cancer
humano (39b).

Se sabe que en las ceélulas de mamifero estan contenidos
miles de genes, entre los que podemos incluir a la familia de
los oncegenes, versiones alteradas de sus alelos de tipo
silvestre, 1los proto-oncogenes, que codifican para la
produccidn de proteinas que desempefian funciones de gran
importancia para las células (5,5a,29). Estos proto-oncogenes
se encuentran altamente conservados en la naturaleza (8,45),
por ejemplo, el gene src del virus de Sarcoma de Rous que se
ha encontrado en la Drosophila, el Salmon, el Pollo y en el
Humano, (5,29) y el oncogene ras que se encuentra presente
tanto en la levadura como en el hombre (17,28). Esto sugiere
que los proto-oncogenes realizan funciones cruciales en la
célula. De acuerdo con esto se conoce que los proto-oncogenes
estan comunmente expresados en todos los tejidos y desempefian
un papel importante en el crecimiento, embrionario (8). Otro
ejemplo es el oncogene c-sis gque codifica para el factor de
crecimiento de plaquetas, y el oncogene c=-erb-B para el
receptor del factor de crecimiento (18).

Aunque las funciones bioquimicas de los proto-oncogenes
no han sido discernidas en su totalidad, recientemente se ha
empezado a entender como funcionan algunas de las proteinas
codificadas por algunos de ellos; estos estudios sugieren que
dichas proteinas desarrollan un numero limitado de funciones

(18,50,45¢c); algunas de las protefnas conocidas son las



codificadas por los proto-oncogenes yes, frg,abl, fbs,fes y ros
que desempefian la funcion de tirosina-cinasas (28); otras
como las ya mencionadas son factores de crecimiento (17,18),
algunas otras como 1la proteina ras tiene funcidn de
actividad GTPasa (uniendose a residuos de guanina) (24,45c),
ademds de tener 1la funcion de autofosforilacioh(34). E1l
producto de esta proteina se localiza en la cara interna de
la membrana plasmatica (34), hecho que nos hace pensar que
tiene un papel en la transduccion de sefiales del factor de
crecimiento que actuan desde la superficie celular hacia el
resto de la célula (34,50a). Otras proteinas, producto de
otros proto-oncogenes actlan en el nidcleo celular; y los
proto-oncogenes de esta familia que se expresan de manera no
regulada podrian alterar la transcripcidon de muchos genes,
necesaria tanto para el crecimiento y 1la proliferacidn
desrregulada de las celulas cancerosas, como para que estas
lleven a cabo el temible proceso de metastasis, es decir, 1la
migracion de celulas tumorales a diversos tejidos del
enfermo. Esto podria explicar el elevado numero de
alteraciones que presentan las células tumorales; entre estos
proto-oncogenes podemos citar a myc,myb, fos,mil y ski.

La transformacion celular es un proceso que puede ser
provocado como respuesta a uno o varios oncogenes, (15a,22,23,
32a,33a,36), tal es el caso de myc y ras o del antigeno T del
SV40 y ras que cooperan para transformar cultivos primarios
de celulas. (22,23). También existen retrovirus con dos onco-

genes en donde se establece una complementacion (Figura 1B).



TABLA 1

AGENTES ETIOLOGICOS EN NEOPLASIAS HUMANAS

FACTOR CAUSANTE

A.- AGENTES QUIMICOS
1.- Aminas aromaticas
2.- Benzol

3.- Petroleo,aceites

y parafinas

4, -Aceite isopropil
5.—- Asbestos
6.- Cromo

L4 .
7.= Arsenico

B.—- AGENTES FISICOS

1l.- Radiaciones ionicas

2.- Luz Ultravioleta

NEOPLASMA TIPO DE EXPOSICION
Vejiga Respiratoria
Linfoma Cutanea
Leucemia Cutanea
Piel Cutanea

Seno, laringe,

bronquios Respiratorio
Bronquios y

mesotelioma Respiracidn

] . s
Bronquios Respiracion

Piel,bronquios

y vejiga. Inhalacion

Piel, tiroides,
senos, sarcoma
osteogénico,
leucemia, bron-
quios.

Piel



VIRUS

Adenovirus
Wartvirus de humano

Epstein Barr

Herpes Simplex II

Papilloma

Retroviruses

células "in vitro"

Papillomas

Linfoma de Burkitt

Cdncer nasofaringeo
Cervico-uterino

Inmortalizacion celular
Transformacion

Sarcoma de Caposi (HTLV III).
Virus de sarcoma de Rous (Pollo)
Virus de sarcoma de Simio (Mono y
gato)

Virus de sarcoma de Harvey (Rata y
Raton).

Virus de Sarcoma de Kirsten (Rata)
Virus de mieloblastosis de aves
(Pollo).

Virus de eritroblastosis (Pollo)
Virus de sarcoma de Rochester 2
(pollo)

Virus de leucosis humana I
(linfocitos)

Virus de leucosis humana II
(linfocitos)

(5,23,26,37,49,53) .



FIGURA 1

A.- LA TRANSFORMACION DE UNA CELULA NORMAL EN

CANCEROSA NO SOLO REQUIERE DE LA ACTIVIDAD DE

UN ONCOGENE, SINO DE LA COLABORACION DE OTRO.

TAL ES EL CASO DE LA COLABORACION ENTRE EL

GENE myc Y EL GENE ras, O BIEN ENTRE EL ANTI-
GENO T DE SV40 Y EL GENE ras.

B.- LA PRESENCIA DE DOS ONCOGENES EN UN RETROVIRUS
PUEDE ESTABLECER UNA COMPLEMENTACION.
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FIGURA 1
A.- TRANSFORMACION DE UNA CELULANORMAL EN UNA CANCEROSA
POR LA COLABORACION DE DOS ONCOGENES

Myc (AgT SV 40) /\_Ras /

NUCLEO CITOPLASMA
Myc ACTIVADO {~)

Ras ACTIVADO (=)
Myc ACTIVADOS (+)

TRANSFORMACION
TUMOROGENESIS.

B.- RETROVIRUS CON DOS ONCOGENES

Myb Ets
LTR Erb A Erb B LTR

Mil Myc



Entre los oncogenes mas estudiados actualmente, se
encuentran el c-myc, gque se ha visto alterado en diversos
tipos de canceres humanos vy tambien tiene caracteristicas
interesantes en células normales, en las que se encuentra
altamente conservado, tanto en ratas como en el hombre en el
que se ha encontrado que miembros identicos de esta familia
activan tumores de tipo totalmente diferente, lo que se ha
observado que ocurre tambieén con los oncogenes virales
v-K-ras y Vv-H-ras causantes de un espectro muy grande de
neoplasias (27,44,51).

El analisis del desarrollo de tumores y su relacidn con
los oncogenes ha sido ampliamente estudiado mediante la
transfeccidn del ADN de células normales y de tejido tumoral
capdz de transformar los fibroblastos de raton NIH-3T3. En
la mayoria de 1los casos, el gene encontrado responsable de
estas propiedades transformantes es un miembro de la familia
ras. Mediante clonacidén molecular y secuenciacidn de los
genes de la familia ras, se han identificado dos regiones
de segmentos codificadores que pueden ser activados por
diferentes mutaciones y generar alelos transformantes a
partir de 1los proto-oncogenes (27). (Tabla # 2). En esta
tabla pueden observarse algunos ejemplos de tipos celulares
en donde se ha encontrado actividad transformante de ras y

otros oncogenes.
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GENES

C-H-ras 1

C-K-ras 2

TABLA 2

ONCOGENES CANDIDATOS DETECTADOS COMO GENES

TRANSFORMANTES EN LAS CELULAS NIH-3T3.

EJEMPLOS DE TIPOS CELULARES EN SE ENCUEN-

TRA ACTIVIDAD TRANSFORMANTE

Carcinoma de vejiga en linea celular humana.
Tumores de tracto urinario (Humano)
Carcinoma de pulmdn (Humano)

Linea celular de melanoma (Humano) .
MC,BP,DEN y MNNG ( Linea celular primaria de
puerco) .

DMBA y MNU (carcinoma mamario inducido, de
rata).

Ccélulas tumorales mieloides (Rata)

DMBA/TPA. Papillomas de piel inducidos
benignos y malignos. (Ratdn).

Carcinosarcoma mamario (Humano).

Carcinomas de pulmdn y lineas celulares
(Humano) .

Carcinomas de colon y lineas celulares
(Humano) .

Linea celular de carcinoma pancreatico
(Humano) .

Carcinoma de vejiga de celula Gall

(Humano) .

13



N-ras

C-mos

Blym

Tlym

Linea celular de rabdomiosarcoma (Humano)
Carcinoma primario de ovario (Humano).

Linea de LIA (Humano).

Timoma inducido con radiaciones gamma (Raton)
Fibrosarcoma BP inducido (Raton).

Linea celular de neuroblastoma (Humano).

Linea celular de leucemia ( Células T, Humano)

Linea celular de neuroblastoma (Humano)
Linea de linfoma de Burkitt (Humano)
Lineas celulares de fibrosarcomas y
rabdomiosarcomas (Humano)

Linea de celulas T de leucemia

Linea de teratocarcinoma (Humano, pasaje
tardio)

Linea de carcinoma de pulmon

Leucemia mieloblastica aguda y crdnica
(Humano) .

Linea celular de carcinoma de pulmon (Ratén)

Timoma inducido en ratones.
Lineas celulares de plasmocitoma (Raton)

Linfomas basales inducidos por ALV (Pollos)

Linea celular de linfoma de Burkitt (Humano)

’ . L]
Lineas celulares de celulas T intermediarias

(Humano)

Linfomas inducidos por MLV (Ratdh).

14



Algunps de los mecanismos conocidos mediante los cuales
un proto-oncogene puede transformarse en oncogene y, por lo
tanto, provocar la aparicion de tumores tanto en condiciones
naturales como en experimentales puede ser causado por
agentes qu{micos, oncogenes retrovirales y muchos mas que,
generalmente, son activados de manera idéntica a como lo son

los relacionados con carcinogenesis retroviral.

Dentro de estos mecanismos de activacion de los oncoge-

nes se encuentran:

1.- Activacidn de los oncogenes por actividad

retroviral.

La integracidn de los virus en el genoma celular puede
provocar:

1) la transformacidn maligna de las células debido

a que el oncogene queda bajo la accidn de promotores

virales (51,52). Asi el organismo tiene una sobre

r
o 7 # ]
expresion de proteina, y esta, de ser un componente necesario
I ] ]
normalmente, provoca la transformacion. (Teoria cuantitativa)

( Figura # 2 ).

Y, 2) una segunda forma de alteracion proveocada por
retrovirus, es aquella en la que la proteina viral es
producida, y si ésta difiere del producto normal, puede
provocar una transformacion celular ya que es una proteina
inapropiada para la célula. (Teoria cualitativa) (5,47,49).

Ambos casos se encuentran apoyados experimentalmente; en

15



FIGURA 2

CUANDO UN VIRUS ACTUA COMO VIRUS CARCINOGENO
COMIENZA POR PENETRAR EN LA CELULA, DESPUES
AL NUCLEO, EN DONDE INTEGRA SU MATERIAL
GENETICO. EL ADN VIRICO, CONTIENE LA
INFORMACION NECESARIA TANTO PARA SU
INTEGRACION COMO PARA LA INICIACION EN
CASCADA DE LOS ACONTECIMIENTOS GENETICOS
¥ BIOQUIMICOS QUE CONDUCEN A LA
TRANSFORMACION.

16



FIGURA 2

TRANSFORMACION CELULAR PROVOCADA PORUN VIRUS CARCINOGENO

VIRUS ADN NUCLEO

CROMOSOMAS

- .

.. ._ .
‘..l.:‘:.:.:. .......
oooooooooo
oooooooooooooo
oooooooooooooooo
----------------
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oooooooooooooooo

TRANSFORMACION
Y
MULTIPLICACION

vuvV DE CELULAS TRANSFORMADAS



el caso del gene c-ras, si por integracion retroviral, 1la
secuencia del promotor retroviral fuerte (LTR) se une al
oncogene celular, su producto causa la transformacion en
células NIH-3T3 (53) y su efecto es la activacicn en el gene

blanco, en este caso, el gene ras.
2.- Activacidn por amplificacidn

La activacion de los oncogenes es tan poco conocida como
lo que se sabe a cerca de las amplificaciones de otros genes
celulares, pero se han descrito algunos casos de oncogenes
amplificados ya gue es un proceso comun en las celulas
tumorales. E1 ejemplo mas comun es la amplificacidn del
oncogene c-myc en muchos tumores humanos (15). Otro oncogene
que se ha encontrado en este tipo de alteracion es el proto-
oncogene c-K-ras, que en la linea celular de colon COLO se ha
encontrado amplificado 50 veces (Tabla # 3), y en la linea
celular de cancer de pecho MCF-7, la amplificacion del
oncogene N=-ras es de 20 veces. (10).

En estos casos, el aumento en 1la concentracidn celular
del ARNm, no se debe a una alta transcripcicdn del gene, sino
a que aumenta el numero de genes que pueden ser transcritos
en cierto tejido. El1 resultado final es un aumento en la
cantidad tanto del ARN como de la proteina oncogénica.

En la mayoria de los oncogenes amplificados se asume que
sea un evento somdtico, ya que la amplificacidn aparece en el
tejido alterado y no en el analisis del tejido normal del

mismo paciente. (40).
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TABLA # 3

AMPLIFICACION DE ONCOGENES CELULARES EN CELULAS TUMORALES

TUMOR ONCOGENE AMPLIFICACION EXPRESION
HL-60 (AMPL) c-myc 20 X si
COLO 320

(Carcinoma) c-myc 50 X Ssi

COLO 201/205
(Carcinoma de
colon) c-K-ras 50 X Si

MCF-7 (Cancer

de pecho) N-ras 20 X Si
K-562 (CML)
(Neuroblastoma) N-myc 5 a 200 X Ssi

KT-883 (Carci-
noma epidermoi-
de de pulmdn)

c~-K-ras 10 a 20 X Si

(10b,41,42)
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3.—_Activacién por Translocaciones Cromosomales.

Estudios hechos sobre el linfoma de Burkitt (causado por
el virus Epstein Barr) en el humano, y en plasmocitomas
de ratdn, revelaron que dichos danos se caracterizan por
translocaciones cromosomales especificas. En el humano,
existe la translocacion especifica entre los cromosomas 8 y
14 (o mas raramente entre el 2 y el 22) mientras que para el
raton esta translocacidn es entre los cromosomas 12 y el 15
(o mds raramente con el 6). El cromosoma 8 en el humano y el
15 en el ratdn poseen al oncogene c-myc y los 2, 14 y 22 en
el hombre, y 6 y 12 en el ratdn contienen los genes de
inmunoglobulinas (1,21). Se ha postulado que el oncogene
c-myc se transloca en una zona de expresion activada de
inmunoglobulinas, dando como resultado una transcripcion
activa de este gene, y 1la transformacidén neoplasica. Han
sido reportadas hasta la fecha algunas otras translocaciones
especificas de regiones de cromosomas en las células de
tumores especificos. Esto ha sido observado en los oncogenes

c-abl, c-fes c-myc y c-ras. (33).

Aparentemente la activacidn de los oncogenes debe de ser
de gran significancia durante la formacion del tumor,
especialmente en los casos de predisposicidn hereditaria y en
el caso de induccidn de tumores por agentes causantes de
reorganizaciones cromosomicas ( como el grupo de los herpes

virus y la radiacion).
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4.- Activacion por mutaciones puntuales.

En algunos casos los proto-oncogenes sufren mutaciones
puntuales posiblemente a causa de algun carcindgeno; en
estos casos, la cantidad de proteina es normal, pero con
algun aminoacido diferente, por ejemplo, la sustitucidn de
un simple nucleotido y, por lo tanto, el cambio consecuente
en el aminodacido de 1la proteina P 21 ( de 21 Kd de peso
molecular y 189 aminoacidos), en los miembros de la familia
ras, es una de las alteraciones geneticas mejor conocidas,
explicadas por la activacion transformante del ADN de células
tumorales. Esto ha sido posible comprobarlo mediante el uso
de recombinantes "in vitro" del gene ras silvestre y mutado,
que validan el significado de las mutaciones identificadas.
Se ha mencionado en 1los estudios de varios laboratorios que
las mutaciones puntuales en la familia ras se presentan
frecuentemente en el codon 12 y 61, (10b,30a,36b,44 y 45) en
los tres tipos de genes ras, y con ellas, han adquirido
propiedades malignas. (Tabla # 4).

Este tipo de mutacidn ha sido observada tambien en el
codon 13 del gene N-ras (8) y en los tres genes en los
codones 58,59,62 y 63 (10b,30a,36a,42,44 y 45). Las muta-
ciones puntuales en el codon lé del K-ras alteran las
secuencias reconocidas por 1la enzima de restriccion Sac 1,
provocando un polimorfismo enzimatico y con el alterando la

actividad del gene. (Figura # 3).
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FIGURA 3

EN EL GENE K-ras NORMAL, EXISTE UN PATRON
DE RESTRICCION PARA LA ENZIMA SAC 1; AL
EXISTIR UNA MUTACION PUNTUAL, ESTE PATRON

CAMBIA PROVOCANDO UN POLIMORFISMO
ENZIMATICO, ALTERANDO LA ACTIVIDAD DEL
GENE.
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FIGURA 3
POLIMORFISMO SAC 1 EN EL GENE HUMANO K-ras
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Estudips "in vitro" han revelado que las mutaciones en
la familia ras, ocurren en un numero restringido de sitios,
incluyendo 1los codones ya mencionados. Tres de ellos
coinciden, precisamente, con las mutaciones encontradas en
tumores espontaneos y en los oncogenes ras virales. (Tabla #
4).

Por ejemplo, el cambio encontrado en la posicion 59 de
alanina a treonina es interesante pues es una de las tres
diferencias que existen en 1las secuencias de aminoacidos
entre el c-H-ras Yy el v-H-ras, implicando que el oncogene ha
adquirido dos alteraciones independientes suficientes para
inducir una transformacion celular. La sustitucion, puede
ser por transicidn o por transversion, provocando la
actividad del proto-oncogene ras en tumores espontaneos de
humano(3); esto esta de acuerdo con la nocion de que
los mutagenos del medio ambiente actuan como carcinogenos.
Por ejemplo la exposicion a nitrosometilurea o di-
metilbenzatraceno (DMBA), produce la induccion de tumores
en forma altamente reproducible debido a la activacion del
H-ras, vy el analisis de todas las lesiones demuestra que

siempre es debido a una transicion G-A en el codon 12 (3).

Los trabajos realizados hasta la fecha Yy su
caracterizacidén molecular han demostrado que los oncogenes
ras han adquirido sus propiedades malignas a causa de una
sola mutacidn puntual que afecta a algunos de los aminoacidos

de la proteina P 21.
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Todos los progresos recientes en el conocimiento de la
Biologia Molecular de 1los virus tumorales en animales, asi
como las teécnicas de la Ingenieria Genetica, han conducido a
la identificacidn de 1los genes del cdncer, en células de
mamifero (oncogenes), cuyo funcionamiento inducido podria ser
un factor responsable de 1la transformacidn de una celula

normal a una celula cancerosa (5,29). (Tabla # 2).

La alta frecuencia de las formas activadas de los genes
en tumores humanos o animales de origen clonal, junto con la
asociacidn entre la exposicidn a carcindgenos y a la
generacion de mutaciones puntuales en el ADN, han propiciado
especulaciones a cerca de que todos estos genes de la familia
ras se involucran intimamente con el desarrollo de tumores
humanos, y esta familia de oncogenes se ha encontrado ser la
causante, de 1las propiedades transformantes del ADN de los

tumores en diferentes lineas celulares. (Tabla # 4).

TABLA # 4
CAMBIOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO EN GENES TRANSFORMANTES HUMANOS

DE LA FAMILIA DE GENES RAS

GENE LINEA CELULAR POSICION DEL CO- CAMBIO CAMBIO
TUMORIGENICA DON ALTERADO NUCLEO- A.A.
TIDO.
H-ras EJ/T24/382 12 G-T Gli-val

(Carcinoma de

vejiga).
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H-ras Espontaneo 12 G-A Gli-Asp

H-ras HS 242 61 A-T Glu-Leu
(Carcinomna de

pulmén).

K-ras Calu 1 12 G-T Gli-Cis
(Carcinoma de

pulmon) .

K-ras SW 480 12 G-T Gli-vVal

(Carcinoma de

colon).

N-ras SK-N-SH 61 C-A Glu-Lis
(Neuroblastoma)

N-ras células de ILMA 13 Gli-val

Gli-Asp

(4,10b,24,35a,41,42,47)
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Los oncogenes mas comunes pertenecen a esta familia
ras, ( Figura # 4 ), en donde el primero de sus miembros en
ser identificado fue el homologe del oncogene viral de

Sarcoma de Harvey, llamado c-H-ras. De estos existen:

1.- E1 c-H-ras 1 que es un gene activo localizado en el
brazo corto del cromosoma 11 (33), en donde estan los genes
que codifican para el D-IDH y el gene del factor de
crecimiento parecido a 1la insulina (6). El gene H-ras 1 se
encuentra formado por 4 exones Yy 3 intrones y mide
aproximadamente 4.5 Kpb (24,38), su estructura exonica
comprende 567 pb con capacidad para codificar una proteina de
189 aminoacidos con un peso molecular de 21 Kd. ( Proteina
P 21). Comparado con el gene v-H-ras, presenta una homologia
del 88% en su secuencia genédtica y solamente difieren en 3
aminoacidos en el coddn 12, 59 y 122.

2.- El1 c-H-ras 2, que se considera un pseudogene, debido
a que es un gene inactivo ya que no codifica para ninguna
proteina conocida, se encuentra en el cromosoma X , que
presenta muy raras translocaciones o interacciones con otros
cromosomas; y por el hecho de encontrarse en este cromosoma,
se ha conservado en los ordenes de mamiferos. Su secuencia,
corresponde a los exones del gene c-H-ras 1 pero no asi a la
de sus intrones. No tiene secuencias que sehalen el inicio
de la transcripcidn, ni sitios de cap del ARN. Su genoma
presenta tres codones de terminacion de 1la traduccidn por lo
que no puede codificar ni aun insertandole promotores o

amplificadores (10b,36a).

27



FIGURA 4

MAPA DE RESTRICCION DE LOS ONCOGENES DE LA FAMILIA
RAS (N-ras,K-ras Y H-ras) EN EL HUMANO, Y MAPA DE
RESTRICCION DEL PLASMIDO p NP 1 UTILIZADO COMO
SONDA. EL FRAGMENTO UTILIZADO PARA LA DETECCION
DEL GENE N-ras SE INDICA CON UNA BARRA GRUESA
(PROBE) ASI COMO TAMBIEN PARA LA ZONA DE HOMOLOGIA
DEL GENE K-ras.

LAS BARRAS OSCURAS DENTRO DE LOS GENES CORRESPON-
DEN A LOS EXONES DE CADA GENE .

LAS LINEAS PERPENDICULARES INDICAN LOS SITIOS DE
RESTRICCION DE DIFERENTES ENZIMAS.

E ECO Rl
H HIND III
B BGL 1
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FIGURA 4
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La funcidn de 1la proteina codificada por el c-H-ras 1
tanto normal como alterada no es aun conocida.

El segundo miembro de 1la familia ras es el c-K-ras,
homdlogo del gene v-K-ras del virus de Sarcoma Murino de
Kirsten. El1 c-K-ras 2 se encuentra en el cromosoma 12 (6) en
donde se han encontrado trisomias en las leucemias
linfociticas crdnicas (36). Su homologo celular, el c-K-ras 1
es considerado un pseudogene porque es inactivo; este se
encuentra 1localizado en el cromosoma 6 al igual que el gene
myb y el complejo de histocompatibilidad HLA. Este complejo y
el c-H-ras 2 se encuentran involucrados en algunos casos de
leucemias y otras neoplasias. En este cromosoma suele haber
integracion del retrovirus endogeno de mandril. (36).

Este virus se encuentra mas frecuentemente activado en
tumores de humano.

Entre el 10 y 20 % de los ADNs de tumores del humano de
diversas neoplasias contienen a este gene c-K-ras 2, que
transforma las celulas en ensayos de transfeccion. ILa
proteina codificada para la accion de este gene es también de
21 Kd y su actividad transformante se debe a al mutacidn
estructural de esta proteina puesto que en condiciones
normales, no es transformante, lo mismo que 1la proteina 21
del c-H-ras 1. Dichas mutaciones no se observan en el ADN de
los tejidos normales de individuos con carcinomas que
presentan el c-K-ras 2 activado, sugiriendo que dicha
mutacion es un evento somatico (26).

El tercer miembro de 1la familia ras localizado en el
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cromosoma 1 es el llamado N-ras, que no presenta contraparte
viral conocida (16). En este cromosoma se han visto
deleciones, regiones de tincion homogenea y dobles minutas
(aberraciones cromosomicas comunes de células transformadas)
principalmente en neuroblastoma. Este gene fue aislado y
caracterizado por primera vez en una 1inea celular de
neuroblastoma de humano, SK-N-SH (42) y se ha encontrado
también en 1lineas celulares tumorales de 1leucemias y
sarcomas. (Tabla 6) (9).

Este gene se ha encontrado alterado mas frecuentemente
en los codones 12 y 61, asi como también en el coddn 13
(Tabla # 2). Tambien se ha visto amplificado 20 veces en la
linea celular de cancer de mama MCF-7, pero esta alteracidn
es poco frecuente en este oncogene. El N-ras presenta cuatro
exones y codifica para la produccidn de una proteina de 21 Kd
de peso molecular de 189 aminocacidos. y sus sitios de union
entre los exones correspondientes exactamente a los de los
oncogenes c-K-ras y c-H-ras.

Un analisis del genoma del gene N-ras normal ha puesto
de manifiesto que su estructura y secuencia es muy parecida
a la de los oncogenes normales c-K-ras y c-H-ras humanos. Los
tres comparten secuencias de homologia y divergencia
nucleotidica dentro de 1las regiones codificadoras tienen
estructuras intron-exon comunes que indican que evolucionaron
a partir de algun gene ancestral comin. (45).

La comparacion entre las secuencias de aminoacidos del

N-ras con el c-H-ras y el c-K-ras nos muestra que existe una
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homologia conservada entre las posiciones 1-120 y 129-166 de
los aminodcidos , con un maximo de 12 diferencias entre
cualquiera de los tres genes. Estas zonas de mayor homolog{a
se encuentran en los exones 1 y 2 (9). Existen también otras
dos zonas de divergencia, en los exones 3 ( aminoacidos 121-
128) y es en el cuarto exén en donde se presenta la
zona de mayor divergencia entre 1los tres genes, denominada
region variable. Esta regidn variable puede formar un sitio
de combinacion fisioldgica importante entre los productos de
estos genes, para interactuar con diferentes constituyentes,
sean celulares o extracelulares (49).

Para el estudio a nivel molecular y genetico de estos
oncogenes, se utilizan metodos de la ingenieria genetica, lo
que nos permite aislar genes especificos, obtener
combinaciones genéticas, analizar vy correlacionar la
estructura vy funcion de genes especificos y producir en
grandes cantidades, productos genéticos.

Una de las herramientas mas utilizadas para la resolu-
cidn de alguno de los puntos anteriores son los plasmidos, 6
elementos genéticos extracromosomales, gque se encuentran
asociados a funciones como la transferencia del factor
sexual, resistencia a drogas, y 1la capacidad de degradar
compuestos, como los insecticidas entre otros.

Dentro de las bacterias, 1los plasmidos se encuentran
como moleculas de ADN de doble cadena circular superenrrolla-
da que tiene la capacidad de autorreplicacién. Estos

' 0 [4d ]
elementos geneticos se encuentran en un numerc determinado
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de copias y en algunos casos estas pueden aumentarse, despuéé
de la administracion de inhibidores como el cloranfenicol y
la tetraciclina, que bloquean la replicacion del ADN
cromosomal pero no la del plasmido (fenomeno conocido como
amplificacidn).

El uso de 1los ©plasmidos para el estudio de los
oncogenes, es una técnica relativamente nueva; el oncogene se
obtiene a partir del ADN cromosomal y se separa mediante
enzimas de restriccidn y electroforeésis del resto del ADN.
Estos genes son clonados mediante el wuso de técnicas de
ingenieria genética, en los plasmidos, y mas tarde se
introducen en las bacterias para su replicacion, y posterior
utilizacion en experimentos de hibridizacidn con ADN tumoral,
a fin de determinar las alteraciones en el ADN del oncogene.

Para poder 1llevar a cabo estas determinaciones, es
necesario tener la seguridad de estar manejando el plasmido
deseado, para lo cual es necesario caracterizarlo con la
ayuda de tecnicas tales como la utilizacion de enzimas de
restriccion, asi como también mediante el estudio de su
patrén electroforético de los fragmentos en geles de agarosa

tenidos con bromuro de etidio.
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OBJETIVOS

El presente trabajo corresponde al proyecto de
investigacion del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del IPN, a cargo del Dr. Patricio Gariglio Vvidal,

que tiene como objetivos:

1.- El aislamiento, caracterizacidon y purificacion del

plasmido p-NP1 que contiene un fragmento del oncogene N-ras.

2.- La determinacion de las posibles alteraciones del

oncogene N-ras en tumores de cerebro de humano
La importancia de realizar estos estudios es debida

a que la neoplasia intracraneal es generalmente en el 100% de

los casos mortal, debido a su agresividad y localizacion.
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MATERIALES Y METODOS

l.- Crecimiento de 1la cepa E. coli y amplificacion del

Plasmido P-NP1l.

Se inoculoc una azada de la Bacteria en 100 ml de medio
Luria con ampicilina a una concentracion de 50 pg/ml.

Se incubo a 37° C en agitacion constante (200 rpm)
durante toda la noche ( de 12 a 16 hrs).

Se inocularon 1los 100 ml del cultivo anterior, en un
matraz conteniendo un litro de medio de cultivo Luria, con
ampicilina. Se incubd a 37°C, en agitacidn constante durante
2.5 hrs.

Se agregd cloranfenicol a una concentraciodn final de 170
pg/ml,Se incubd toda la noche a 37°C, con agitacion constante
(de 12 a 16 horas sin exceder las 16 horas).

Se determino el crecimiento, por espectrofotometria,
manteniendo 1la turbideéz bacteriana, es decir,la densidad

optica a 600 nm.

2.- Aislamiento del plasmido. Lisis por alcali.

Se centrifugé el cultivo obtenido, en Jjarras para
centrifuga de 500 ml, esteriles, durante 10 min. a 7 000 rpm.
Se deseché el sobrenadante en solucion germicida.
Se resuspendié el paquete bacteriano en 20 ml de
solucion 1 (50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCl pH 8.0 y 10

mM de EDTA) y se agreg6 lisozima a una concentracidn final de
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5 mg/ml. ( Consiguiendo con esto el rompimiento de la pared
celular).

Se deposito la solucion anterior en tubos corex de 150
ml. Se dejo a temperatura ambiente durante 5 min.

Se afiadieron 40 ml de solucion 2 ( 0.2 N NaOH y 1% de
SDS) recien preparado, se mezclo suavemente por inversion Yy
se dejo en hielo durante 10 min, para romper las células.

Se anadieron 30 ml de una muestra fria de acetato de
potasio por inversidn vy dejo en hielo durante 10 min.
( Precipitan los restos celulares y el SDS, no asi el
plésmido).

Se centrifugo a 8 000 rpm durante 1.5 horas a 4°C.

Se transfirid el sobrenadante a tubos corex de 150 ml,
esteriles.

Se afnadieron 0.6 volumenes de isopropanol y se dejo 15
min. a temperatura ambiente para que el plasmido precipite)

Se centrifugo durante 30 min. a 7 000 rpm a temperatura
ambiente (pues las sales precipitan a 4°C).

Se desecho el sobrenadante, se lavo con etanol al 70% Y
se seco al vacio.

Se resuspendio el pldsmido en 5 ml de regulador TE

(Tris-HCl1l pH 8.0 10 mM y EDTA 1 mM pH 8.0).

3.- Purificacion del plasmido.

Se incubd el pldsmido resuspendido en regulador TE pH
8.0 con RNasa a una concentracion de 50 ug/ml, durante 45 min

a 37°cC.
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Se paso el plasmido a traves de una columna de Sephadex
G-50 y colectar 12 fracciones.

Se corrio una alicuota de 5 ug de cada fraccidn en un
minigel de agarosa al 0.9% (con bromuro de etidio a una
concentracion de 0.01 pg/ml) para observar en cada una de
ellas en donde se encontraba el ADN plasmidico.

La(s) fraccidn(es) se precipitaron con una solucion de
etanol absoluto y 100 mM de NaCl a 4 C ( 2.5 vol./ml de
solucién), y se centrifugaron a 14 000 rpm en una centrifuga
eppendorff durante 15 min. a 4°C.

La pastilla se desecd y se resuspendio en solucidn TE
de 50 a 100 pl (Ultrapuro).

Se determind 1la concentracion del ADN, para la cual se
hicieron diluciones de 1la solucidn del plésmido en TE, y se

leyeron al espectrofotdmetro (260-280 en UV).(Gréfica #1).

4.- Caracterizacidén del plasmido p-NP1 por enzimas de

. . F
restricion.

Del laboratorio del Dr. Ronald N. Buick se recibic el
plésmido p-NP1l, y el mapa de restriccidn del mismo. En base a
este mapa de restriccidn se eligieron algunas de las enzimas
de restriccidn por el numero de cortes que realiza en el
plasmido y por 1la facilidad de obtencidon en nuestro
laboratorio.

Las enzimas utilizadas fueron las siguientes : Eco R1,

Bam H1l y Bgll.
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GRAFICA 1

DETERMINACION DEL ADN PLASMIDICO POR DENSIDAD
OPTICA PARA CORROBORAR SU PUREZA.
LECTURAS DE 240 A 290 NM EN LUZ U.V.
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Procedimiento:

Se mezclaron en el siguiente orden:
Agua bidestilada esteril.

Regulador de reaccion para cada enzima
Plasmido

Enzima.

Se incubo a 37° C durante una hora. Se detuvo la
reaccion ya fuera colocando los tubos a 0°C, o a 65°C durante
10 min o con 10 mM de EDTA.

Se efectud la electroforesis en gel de agarosa 0 .9% con
el fin de separar los fragmentos del plasmido cortado, para
compararlos con el plasmido sin cortar y con un marcador de
peso molecular ya conocido, ( en este caso se utilizo ADN del
fago Lambda digerido con la enzima de restriccion Hind III).

La agarosa se disolvio en ebullicidn en el regulador de
corrida TPE ( Tris fosfatos pH 7.8) y una vez disuelta, se
dejo enfriar, a los 50°C se agrego bromuro de etidio a una
concentracion de 0.01 Hg/ml y se mezclo. Se vacid en el
depositd de la camara de electroforésis previamente lavada y
se dejd enfriar durante aproximadamente 30 min.

Una vez gelificada la agarosa, se desprendidé con mucho
cuidado el peine y se removieron las tapas de los extremos.

Los depdsitos se 1llenaron lentamente con el regulador
TPE de tal manera que su nivel sobrepasara apenas la
superficie del gel de agarosa.

Una vez preparadas las muestras con el colorante y

glicerol al 30% se procedié a introducirlas en los pozos del
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gel de agarosa a través del regulador de corrida, con ayuda
de una micropipeta.

Se conectaron las terminales de una fuente de poder a
los electrodos, y se inicic la electroforésis a 50 Volts. 1ILa
electroforésis_ para minigel se efectuo durante aproximada-
mente 2 horas a temperatura ambiente.

Concluido este tiempo, se apago la fuente de poder y se
recuperc el gel de agarosa con ayuda de una mica.

El gel se observo en un transiluminador de 1luz
ultravioleta y se fotografid, (con una escala milimetrica ),
con una camara polaroid MP-4, utilizando pelicula 57 ASA 3000
polaroid. Con 1la foto obtenida se analizo al gel de la
siguiente manera:

1.Se grafico el corrimiento del marcador colocando en
las abscisas los centimetros recorridos y en las ordenadas el
logaritmo del peso molecular de las pares de bases.

2.Se obtuvo el recorrido en centimetros de cada banda y
se calculd su peso molecular en pares de bases, para asi

poder comprobar el resultado con lo esperado.

5.~ Marcado del pldsmido p-NP1l

El siguiente procedimiento se 1llevo a cabo con las
debidas precauciones para el manejo de radiactividad.

La enzima ADN polimerasa I de E. coli afade residuos
nucleotidicos en el extremo 3' que se crea cuando una de las
dos cadenas de la molécula de ADN es abierta. Ademds, la

enzima por medio de su actividad exonucleasa, puede remover a
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los nucleotidos del extremo 5' de la apertura.

La eliminacidn de los nucleotidos del extremo 3' da como
resultado el movimiento de rompimiento y sustitucion a lo
largo de las cadenas de ADN.

Con el reemplazo de los nucleotidos preexistentes con
nucleotiodos altamente radiactivos es posible preparar ADN
marcado con p32 con una alta actividad especifica.( Wensink y
Maniatis).

Para realizar la accidén se contd con un equipo para el
marcado, proveido por 1la casa Amersham, lo mismo que el
isotopo

1.Se disolvio el pldsmido por marcar en el regulador TE
a una concentracion de 200 ug/ml.

2.En un microtubo de 1.5 ml se llevo a cabo la reaccion
a 4°C, ( en hielo) poniendo la solucion de ADN, solucidn de
nucleotidos, ANTP marcado radiactivamente, agua bidestilada
esteril y solucion enzimdtica.

3.E1 tubo se tapo y se mezclo suavemente por inversion.

4. Se colocd en un bafio a 15°C durante 3 horas. Es muy
importante que la temperatura permanezca constante.

5.Se agrego EDTA 10 mM para preparar la reaccion.

6 Cromatografia del plasmido a través de una columna
de Sephadex G-50.
Para separar el ADN plasmidico marcado, del resto de los
nucleotidos libres, se utilizo la t€cnica de cromatografia en

columna de Sephadex G-50.
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Despues de preparar el Sephadex con agua estéril, y de
empagquetarlo en la columna, se equilibro la misma pasando en
ella el regulador en el que se encontraba suspendido el
plasmido, y después se le paso el mismo regulador con
glicerol al 10% para separar las fracciones.

El ADN marcado se deposité en la columna y se
dejo introducir en ella, despues se agrego mas regulador a
manera de pequenos lavados para que se introdujera la muestra
de ADN. Se permitid un flujo de 0.5 ml por minuto aproxima-
damente.

Se colectaron de 12 a 15 fracciones de 0.5 a 1 ml, cada
una, en microtubos. La separacidn puede seguirse con un
monitor geiger.

Un pl de cada una de las alicuotas se colococ en un
filtro de papel Wattman 3MM y se contd la radiactividad en un
contador de centelleo liquido.

De los dos picos obtenidos, el primero correspondid a la
sonda de ADN con nucleotiodos incorporados, y el segundo, mas
pequefio, correspondioc a los nucleotidos no incorporados.
(Grafica 4 2).

El plasmido marcado se guardo =20 C, cubierto con plomo

7.- Homogenizacidn del tejido Tumoral y Normal .

Extraccion del ADN.

El tejido se homogenizo en una solucidn de NaCl al 0.9%

en un volumen de aproximadamente un mililitro, con un
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GRAFICA 2

DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE a-dCTP
RADIACTIVA EN EL PLASMIDO pNP 1 POR EL METODO
DE ROMPIMIENTO Y SUSTITUCION
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GRAFICA 3

DETERMINACION DEL ADN DE TEJIDO NORMAL
b'4 TUMORAL POR DENSITOMETRIA PARA
CORROBORAR SU PUREZA.

LECTURAS DE 236 A 300 NM EN LUZ U.V.
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homogenizador Daunce. Se lavaron las celulas tres veces con
la solucidn anterior, centrifugando para empaquetar despues
de cada lavada a 3 000 rpm durante 10 min.

El paquete celular se resuspendio en un regulador que
contienia 0.2% de SDS y 500 pg/ml de proteinasa . Esta solu-
cion se incubd a 37°C de 9 a 12 horas en agitacidn constante.

La solucidn se centrifugd y el paquete celular se lavo
tres veces con fenol saturado con TE, con centrifugaciones de
10 min a 3 000 rpm, recuperandose el ADN siempre en la fase
acuosa.

Después se extrajo una Vvez mas con una solucion de
fenol-cloroformo (1:0.5).

Se lavo con una solucidn de cloroformo-alcohol isoami-
lico (24:1)

La fase acuosa se mezcld con etanol absoluto frio para
precipitar al ADN celular.

Se incubo a -70 C durante 30 min.

Se centrifugo a 6 000 rpm durante una hora y la
pastilla obtenida se dejo secar al vacio en un desecador.

El ADN se resuspendio en TE pH 7.5.

La concentracion se determind leyendo en el espectrofo-
tometro a 260-280 nm.

Una vez obtenido el ADN, aislado y purificado, se
digiric con la enzima de restriccion Eco Rl, la cual origina
un fragmento de 9.2 y otro de 7.0 Kpb que contienen a 1los
exones 1 y 2; y a los exones 3 y 4 del gene N ras respectiva-

mente.
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8.- Electroforesis en geles de agarosa

El ADN vya digerido facilita que este mismo penetre en
el gel de agarosa al 0.9% y puedan los fragmentos generados
de la digestion ser separados por medio de la aplicacidn de
corriente electrica.

La agarosa se preparo en regulador TPE ( 0.08 M de Tris
fosfato, 0.008 M de EDTA pH 7.8) a ebullicion, una vez
disuelta, se dejo enfriar y a los 50°C se le agrega bromuro
de etidio a una concentracidn final de 0.01 pg/ml.

La agarosa se deposité en la columna de electroforeésis y
se coloco el peine para la formacion de pozos a una distancia
igual para ambos lados de la camara, dejandose gelificar.

-E1 amortiguador TPE se agreg6 sobre el gel y se
quitdé el peine, observandose 1los pozos en el gel, en donde
se depositaron las muestras del ADN, con una micropiopeta.

Se aplic6 corriente de 40-50 volts durante 16 horas a
temperatura ambiente.

El gel de agarosa se observo en un transiluminador de
luz ultravioleta y posteriormente se fotografio con una

pelicula 57 asa 3 000, polaroid.(Figura # 5).

9.- Transferencia tipo Southern

Esta teécnica se basa principalmente en el empuje hacia
arriba de las moléculas de ADN por capilaridad y alta

concentracidn de sales, provocando que las moléculas de ADN
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FIGURA 5

FOTOGRAFIA DEL GEL DE AGAROSA AL 0.9%

DESPUES DE LA FORMACION ELECTROFORETICA
Y TINCION CON BROMURO DE ETIDIO.

CARRIL 1 MARCADOR DE PESO MOLECULAR

(FAGO LAMBDA) DIGERIDO CON LA ENZIMA DE
RESTRICCION HIND III

T TEJIDO TUMORAL

N TEJIDO NORMAL
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queden en el papel de nitrocelulosa.

El gel se lavd durante una hora en agitacidn con una
solucidn desnaturalizadora que contiene 0.5 N de NaOH y 1.5 M
de cloruro de sodio.

La solucion anterior se desecho y el gel se lavd dos
veces en agua bidestilada esteril.

El gel se sumergioc en una solucidn neutralizadora a
temperatura ambiente en agitacién constante que contenia
Tris-HC1 1M pH8.0 y NaCl 1.5 M.

El gel se lavd tres veces con agua bidestilada.

Para la transferencia del ADN al papel, se colocd un
recipiente con regulador SSC 20 X que contienia Cloruro de
sodio y Citrato de sodio. ( 175.3 gr de NaCl y 88.2 gr de
Citrato de Sodio).

Sobre este se coloco una placa de lucita y sobre ella se
coloco un puente de papel Wattman 3MM perpendicular a 1la
placa, de manera que atravesara la misma por encima y sus
extremos permitieran el contacto con el regulador y por lo
tanto existiera un flujo del mismo.

El gel de agarosa se colocd sobre el papel Wattman 3MM vy
se eliminaron las posibles burbujas con ayuda de una pipeta.

El filtro de nitrocelulosa se humedecio en regulador 2 y
SSC y se colocd sobre el gel, eliminando las burbujas.

Se humedecieron dos pedazos de papel Wattman 1 MM del
mismo tamano del gel y del papel de nitrocelulosa y se

colocaron enzima del papel ( despuéds de humedecerse).
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Sobre todo esto se colocaron toallas de papel absorbente
hasta alcanzar una altura de aproximadamente 7 cm y sobre
esta se coloco un peso de aproximadamente 500 gr ( que
quedara distribuido homogeneamente) .

La transferencia se dejo de 20 a 24 horas para permitir
que los fragmentos del ADN eluyeran del gel hacia el filtro
de nitrocelulosa y permanecieran en el.

El filtro de nitrocelulosa se sumergio en una solucion
de 6X de regulador SSC durante 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se horneo entre dos papeles Wattman
1MM durante 2 horas a 80 C y al vacio.

El papel se introdujo en una bolsa de plastico y se

sello hasta su posterior uso.

10.-Prehibridizacion e Hibridizacidn

El filtro de nitrocelulosa se sumerg16 en regulador SSC
6X durante 2 min y posteriormente se colocd en una bolsa de
plastico especial para resistir altas temperaturas, tipo
Sears o Seal-n-save. La bolsa se sello por todos los lados,
menos en una de sus esquinas, en donde se introdujo la
solucion prehibridizadora que contenila : 50% de formamida,
5X de solucion Denhard's, 5X de SSPE, 10 ug/ml de ADN de
esperma de salmdn previamente colocado en ebullicion por 10
min y enfriado directamente en hielo y 10X de SDS.

La bolsa se sello completamente, tratando de sacar todas
las burbujas de aire, y se sumergid en un bafio a 42°C

durante 24 horas.
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Se desechd la solucion prehibridizadora y se agregaron
50 pl de solucion hibridizadora por cada cm2 de papel. La
solucion contenia 480 pl de EDTA 0.50 M. 0.25 M de ADN
marcado radiactivamente, (previamente calentado a ebullicion
y colocado en hielo ), SSPE 5X, SDS 5X, solucion Denhard's 5X
y ADN de esperma de Salmon desnaturalizado en ebulliciodn
durante 10 min y colocado hielo.

La bolsa se sello perfectamente y se dejo incubando 24
horas a 42° C.

La sonda se deposito en un tubo y se deja cubierta con
plomo.

El papel se saco de entre 1los plasticos y se lavo 3
veces con una solucion SSC 2X a 50 C durante 15 min.

Se llevaron a cabo 2 lavados mas con una solucidn SSC
G.1% y SDS 0.1 &.

El filtro se dejo secar a temperatura ambiente sobre un
papel Wattman 3MM.

El filtro bien seco se colocd en plastico Egapac y se
dejo exponer en un cassette para autorradiograffa entre dos
placas de rayos X-omat AR. El cassette tenia pantallas
amplificadoras para cada lado.

La exposicidn es variable dependiendo del tiempo de
decaimiento de la sonda.

Para el revelado de las placas, se coloco en revelador
Kodak durante 1.5 min, 30 segundos en la solucion de paro y 3
min en solucidn fijadora. Se dejo durante 10 min en agua y

se secaron sin que la placa tocara ninguna superficie.
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Las placas se fotografiaron vy se leyeron en el
espectrofotdmetro a 560 nm ( densitometria para observar el

grado de amplificacion con respecto al control).
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RESULTADOS.

En la primera parte de este trabajo, se llevo a cabo
al aislamiento, caracterizacion y purificacion del plasmido
p-NP1 construido a partir del vehiculo de clonacion p-K5 que
mide 5.8 kb, mas el fragmento de 1.0 Kb que contiene la
secuencia Hind III-Hind III del primer exon del gene N-ras
(Figura # 6A)

El crecimiento de 1la bacteria fue positivo en medio
Luria con ampicilina, y negativo con tetraciclina, es decir,
la cepa es resistente a 1la ampicilina y sensible a la
tetraciclina. Mediante algunas de las técnicas mencionadas en
la metodologia, se obtuvo el plasmido p-NP1 que se encuentra
libre de proteinas, como puede observarse en la Grafica # 1
obtenida por espectrometria.

Una vez purificado el plasmido, fue digerido con
diferentes enzimas de restriccion. Estas enzimas fueron Eco
R1,Bgl 1 y Hind III, y 1los fragmentos que resultaron con la
digestion de cada una de ellas fueron migrados en un gel de
agarosa al 9%, tefiido con bromuro de etidio; pueden
observarse en la Figura # 6B en donde para cada una de las
enzimas se obtuvieron los siguientes fragmentos: Con Eco R1,
dos de 5.3 ¥ 1.5 EKb; con Bal 1, cinco de 2.9,1.9; 1:0,0.5 ¥
0.2 Kb; y para Hind III, dos bandas de 5.8 y 1.0 Kb, en donde
se encuentra el primer exon del oncogene N-ras. ( Estos
fragmentos fueron correlacionados con los reportados en la
literatura). En el carril del plasmido sin cortar, (s.c.) se

pueden observar las bandas esperadas para las tres formas del
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FIGURA 6A

MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO p NP 1

EN DONDE SE OBSERVA EL VEHICULO DE

CLONACION PK5 ( DERIVADO DEL PLASMIDO

PBR 322 MAS EL GENE SUP F ). LA REGION

H-H CORRESPONDE AL FRAGMENTO DEL PRIMER
EXON DEL GENE N-ras.

ADEMAS SE OBSERVAN ALGUNOS SITIOS DE
RESTRICCION DE LAS SIGUIENTES ENZIMAS:

E ECO R1
B BGL 1
H HIND III
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FIGURA 6B
MIGRACION ELECTROFORETICA DE LOS FRAGMENTOS
RESULTANTES DE LA DIGESTION DEL PLASMIDO

p-NP1 CON TRES DIFERENTES ENZIMAS DE

RESTRICCION.
E ECO R1l
B BGL 1
H HIND III
M.P.M. MARCADOR DE PESO MOLECULAR.

EN ESTE CASO EL FAGO LAMBDA
DIGERIDO CON LA ENZIMA DE
RESRICCION HIND III.

S.C. PLASMIDC SIN CORTAR.
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ADN, circular, lineal y superenrrollada. Se uso como marcador
de peso molecular, al fago lamda digerido con la enzima de
restriccion Hind III ( m.p.m.).

Estos fragmnentos del pldsmido, derivados de la
digestién con las anteriores enzimas, comprueban que este
realmente, es el p-NPl.

Una vez realizado lo anterior, se procedio a marcar el
plasmido mediante la técnica de " rompimiento y sustitucion"
( ver metodologia). En la grafica # 2 puede verse la
cinética de incorporacidn del d-CTP al plasmido.

l El plasmido marcado se utilizd como sonda de deteccién
del gene N-ras en el ADN de neoplasia de cerebro humano,
digerido con la enzima de restriccion Eco R1.

Las muestras analizadas fueron donadas por el departa-
mento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia de la S.S.A., de las que 8 fueron Astrocitomas,
8 Adenomas, 7 Meningiomas, 2 Meduloblastomas, 2 Glioblasto-
mas, 1 Germinoma, 1 Craneofaringeoma y 1 Oligodendroglioma
( Ver Tabla 5), asi como 8 muestras de tejido normal de
cerebro (obtenido de autopsias).

El ADN de los tumores y tejido normal fue digerido con
la endonucleasa de restriccion Eco R1l, dando, para el gene
N-ras de tejido normal, dos fragmentos, uno de 9.2 y otro de
7.0 Kb, que fueron migrados por electroforésis en un gel de
agarosa al 0.9% y tenido con bromuro de etidio (Figura # 5) y
mas tarde fueron transferidos a papel de nitrocelulosa por la

tecnica de Southern e hibridado con la sonda p-NPl.
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TABLA NO.5

DIAG. HISTOPAT.

MENINGIOMA
MENINGIOMA
ASTROCITOMA
MENINGIOMA
MENINGIOMA
ASTROCITOMA
ADENOMA
MEDULOBLASTOMA
ASTROCITOMA
GLIOBLASTOMA
GLIOBLASTOMA

ADENOMA

OLIGODENDROGLIOMA

ADENOMA
ADENCMA
ADENOMA
ADENOMA

ADENOMA
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PROCEDENCIA

EDO. DE MEX.
D.F.
EDO. DE MEX.
D.F.
D.F.
GUERRERO

EDO. DE MEX.
D.F.
D.F.
OAXACA
HIDALGO
D.F.
B.C.N.
D.F.
D.F.
PUEBLA
VERACRUZ

EDO. DE MEX.



EVOLUCION

2 ANOS
4 ANOS
15 ANOS
3 ANOS
3 ANOS
5 MESES
6 ANOS
2 MESES
3 MESES
3 MESES
6 MESES
4 ANOS
9 MESES
6 ANOS
40 ANOS
2 ANOS
5 ANOS

7 ANOS

11X
32X
18X
4X
1X
17X
1X
1X
1X
4X

1X

C-myc
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N-myc

5X
1X
5X
3X
1X
5X
1X
1X
1X
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6X

N-ras



Como puede observarse en las Figuras 4 7 y 8, el
fragmento de 9.2 Kb del Gene N-ras fue detectado, y en esta
banda no se observa ninguna alteracion para ninguno de los
tumores estudiados.

Ademas de esta, se detecto un fragmento de aproximada-
mente 6.7 Kb que corresponde a un homélogo del N-ras, que
pensamos pueda ser posiblemente el K-ras ya que este al ser
digerido con 1la enzima Eco Rl da varios fragmentos, uno de
los cuales es de 6.7 Kb (41) en donde se encuentra el primer
exon, que presenta el 93% de homologia con el primer exon del
gene N-ras (9) para el cual se encuentra dirigida la sonda.
Ademds se observa una banda adicional de 6.0 Kb que no se
observa en el ADN del tejido normal y que se ha reportado

tambien como una homologia con el gene N-ras (31).

En 1la Figura # 8, para las muestras tumorales T31, T35,
T36 y T40 se observa una amplificacion en la banda de 6.7 Kb,
no siendo asi para las demas mnuestras tumorales; estas
amplificaciones son de 4 a 7 veces con respecto al ADN del
tejido normal, y las 4 muestras corresponden al mismo tipo de
neoplasia: Adenoma (Ver Tabla # 5). Es por ello que en el
laboratorio se 1llevaran a cabo trabajos posteriores de
hibridacion del ADN de estos tumores con una sonda especifica
para el K-ras, con el fin de corroborar los datos anteriores.

La Tabla # 5 resume los estudios histologicos vy
moleculares de las neoplasias intracraneales para el N-ras y
en algunos de los casos para los oncogenes N-myc y c-myc, en

donde se senalan las principales alteraciones de 1los
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FIGURA 7

AUTORRADIOGRAFIA DEL ADN TUMORES DE CEREBRO

DE HUMANO Y DE TEJIDO NORMAL DIGERIDO CON LA

ENZIMA DE RESTRICCION ECO R1, E HIBRIDIZADO
CON UN SEGMENTO DE 1 KB DEL GENE N-ras.

T TEJIDO TUMORAL

N TEJIDO NORMAL
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FIGURA 8

AUTORRADIOGRAFIA DEL ADN DE TUMORES DE CEREBRO

DE HUMANO Y TEJIDO NORMAL DIGERIDO CON LA

ENZIMA DE RESTRICCION ECO R1l, HIBRIDADO CON UN
SEGMENTO DE 1 KB DEL GENE N-ras.

N TEJIDO NORMAL

T TEJIDO TUMORAL
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oncogenes mencionados, asi como datos adicionales de cada
caso, como lo son la edad, sexo y procedencia.

Dichas alteraciones para el caso del c-myc pueden ser
observadas en las Figuras # 9 y 10, resultado del trabajo
realizado por 1los alumnos , R. Ocadiz y R. Sauceda en el

laboratorio del Dr. Patricio Gariglio en el CINVESTAV.
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FIGURA 9 Y 10

AUTORRADIOGRAFIAS DEL ADN DE TEJIDO TUMORAL Y

NORMAL DE CEREBRO DE HUMANO DIGERIDO CON

IAS ENZIMAS DE RESTRICCION ECO R1(E) Y

HIND III(H), SEPARADO MEDIANTE ELECTROFORESIS,

TENIDO CON BROMURO DE ETIDIO E HIBRIDIZADO

CON LA SONDA ESPECIFICA PARA EL GENE C-MYC
(HLM-XBA) .

ESTE TRABAJO FUE REALIZADO POR LOS

ALUMNOS RENE SAUCEDA LOPEZ Y RODOLFO OCADIZ
EN EL LABORATORIO DEL DR. PATRICIO GARIGLIO.
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DISCUSION

l.- La cepa de E. coli que contiene al plasmido p-NP1,
crecié en medios de cultivo con ampicilina, mientras que el
crecimiento en tetraciclina fue negativo. Con esto se detecta
la presencia del plésmido resistente a ampicilina y sensible
a tetraciclina. Cuando dicho plasmido se aisld , purificd y
restringi&, las bandas obtenidas con las diferentes enzimas
comprueban que este es realmente el p-NPl que posee el primer
exon del gene N-ras. Despuéé de lo anterior, el plésmido se
marco con a-dCTP ( ver Metodologia)_ para su posterior
utilizacidn como sonda con la cual detectar al oncogene N-ras

en tumores de cerebro de humano.

2.-El gene N-ras detectado en las muestras de neoplasias
intracraneales analizadas, no presento ningﬁn tipo de 1las
alteraciones comunes en la familia ras, y especificamente en
el proto-oncogene N-ras, como 1lo son las amplificaciones y/o
rearreglos (8,10,45) o mutaciones puntuales (41,42,45) que
alteraran, al menos, los sitios de corte para la enzima
Eco R1l, que fue la utilizada en este trabajo.

Existen varios estudios sobre algunas de las alteracio-
nes del proto-oncogene N-ras, reportadas principalmente en
lineas celulares ( 8,9,10,41,42,45), mientras que en este
trabajo, el ADN analizado se obtuvo a partir de muestras
tumorales frescas de personas sin ningﬁn tratamiento
radioldgico y/o quimioterapéutico.

De todas las muestras estudiadas, trece de ellas fueron
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analizadas para detectar a los oncogenes c-myc y N-myc, en un
trabajo realizado anteriormente en el 1laboratorio, por
los alumnos R. Sauceda y R. Ocadiz, de los cuales el 70 % de
los tumores benignos presento amplificaciéh, rearreglo o
ambas, para el gene c-myc; mientras que en los tumores
malignos, el 57 ¥ de ellos presento ambas alteraciones. El
porcentaje de alteracion para el N-myc fue del 45% (ver Tabla
# 5). Las demas muestras fueron por primera vez analizadas
para la realizacion del estudio molecular.

En trabajos realizados en la 1linea celular HL60 ( ée
anemia promielocitica humana ) se ha encontrado activado al
oncogene N-ras, junto con una amplificacidh del c-myc
(22,23,45a) ( el N-ras no presenta amplificaciodn en dichas
celulas),pero, se asume que dicha cooperacion es requerida
para el desarrollo de carcinogénesis. De las alteraciones
observadas en el N-ras las mutaciones puntuales son las mas
frecuentemente observadas(41,42,45,45a,49), pero este tipo de
alteracion no puede ser detectado mediante 1las tecnicas
utilizadas en este trabajo, por lo que no se descarta la
posibilidad de que este tipo de alteracion exista, y en cuyo
caso se presente a nivel de la proteina (que se sabe tiene un
papel importante en 1la regulacion celular) y tenga algun
papel cooperador con el c-myc y/o el desarrollo de la
neoplasia.

La determinacion de los niveles de ARNm no siempre
puede correlacionarse con el grado de amplificacion de un

oncogene, ya gque se ha observado que puede existir un numero
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normal de copias de un ADN y una expresiéh aumentada; por
otro lado existen trabajos en donde no existe cooperacicn
alguna entre dos © mas oncogenes para la transformacion de
cultivos primarios de celulas, (5,5a,15a,22,23,32a,33a,).

Todo esto nos hace pensar que el N-ras, que
aparentemente no se encuentra alterado, puede estar
involucrado en el desarrollo de estas neoplasias, por 1lo que
podria ser interesante la continuacion de dichos trabajos.

En la mayoria de los ADN de las neoplasias estudiadas, y
en el ADN de 1los tejidos normales, se detecto una banda
adicional a 1la de 9.2 Kb, que corresponde al N-ras, de
aproximadamente 6.7 Kb, lo que podria sugerir que corresponde
a uno de los fragmentos del K-ras digerido con la enzima de
restriccion Eco-Rl , ya que dicho fragmento corresponde al
primer exon del gene K-ras que tiene un 93% de homologia con
el primer exon del N-ras para cuya deteccion esta dirigida 1la
sonda. (9,31,41).

El hecho de encontrar una banda amplificada con respecto
a la encontrada para el ADN de tejido normal, nos hace pensar
que este se encuentra amplificado, pero se requiere la
utilizacion de una sonda especifica para el K-ras ( de
preferencia dirigida hacia el exon III o IV que presenta la
zona de mayor divergencia entre ambos genes ) para poder
asegurar el or{gen de dicho fragmento, y de la banda de
6.0 Kb.

Estos resultados concuerdan con los trabajos realizados

por varios investigadores en laboratorios de otros paises, en
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los que tambien se detectan bandas adicionales a las
esperadas, tanto para el ADN de tejido normal como de tejido
tumoral, as{ como tambien en lineas celulares tumorales, y
que ellos sugieren son bandas detectadas por homologia con
algun gene de la familia ras. Tal es el caso de los trabajos
de Shimizu y col. 1983, en el gque el ADN de fibroblastos de
raton transformados con ADN de células SK-N-SH ( que
contienen al N-ras alterado), presentan ademas de las bandas
esperadas, bandas de 4.5, 10.5 y 15 Kpb y que concluyen son
secuencias homdlogas altamente conservadas en la evolucidn.
Otro ejemplo es el trabajo de Graham y col. 1985, en donde
se detecta al gene N-ras amplificado 20 veces en la 1linea
celular MCF-7 de cancer de mama de humano, y que ademas de la
banda de 9.2 Kb obtenida por hibridacidn con la sonda p-NP1
se obtienen bandas de aproximadamente 2.3, 4.0 y 6.0 Kb y que
reportan como homélogo al N-ras . Lo mismo ocurre en el
trabajo de Yoichi y col., 1984,en el que se detectan algunas
bandas no esperadas de aproximadamente 1los mismos pesos
moleculares que los trabajos anteriores. (En estos trabajos no
se da una explicacion mas amplia a cerca de la aparicién de
estas bandas homélogas detectadas con las sondas utilizadas).

Como ya se mencioné, el hecho de no haber encontrado
alteraciones mediante estas técnicas en el N-ras de tumores
de cerebro de humano, no significa que estas no existan, y
otro tipo de pruebas pueden ayudar a encontrar alguna posible

alteracidn a nivel de ARNm o proteinas en el gene N-ras.
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CONCLUSIONES

-E1 haber encontrado a 1la cepa E. coli ampicilina
resistente y tetraciclina negativa fue el primer paso para la
identifiacion del pldsmido, y su andlisis con las diferentes
enzimas de restriccién después de su aislamiento vy
purificacién nos corroboro que en realidad el plasmido
obtenido era el p-NPl.

- Una vez obtenido el p-NP1, Y marcado con
radiactividad, fue una buena sonda para la deteccion del gene
N-ras en tumores de cerebro de humano ya que pudo detectar
un gene individual de entre miles de genes que contiene el
genoma de una célula de mamifero, (5a,29). E1 hecho de
detectar un posible homologo del N-ras nos manifiesta que
mediante esta metodologia somos capaces de detectar
especificamente un gene, o familias de varios genes a partir
del genoma celular completo, usando algunas tecnicas de
Ingenieria Genética.

-La deteccion del oncogene N-ras, gue no presento ningﬁn
tipo de amplificacion o rearreglo, sugiere que este no se
encuentra fuertemente involucrado en el desarrollo de estas
neoplasias intracraneales, y solamente podria actuar como
agente causal en dichas muestras, pero el hecho de que
mediante las técnicas utilizadas no se detecten otro tipo de
alteraciones como por ejemplo las mutaciones puntuales,
comunes en los miembros activos de 1la familia ras y que se
encuentran involucrados con la aparicioh de transformacion

celular, asi como tampoco se detectan niveles alterados del

82



ARNm, nos hace pensar en una posible alteracidn no
detectable. (Trabajo de R. Ocadiz, comunicacion personal).

Con este trabajo se contribuye de cierta manera al
esclarecimiento de las causas moleculares del cancer, como es
la participacién de varios oncogenes en un solo tipo de
tumor, ( c-myc, N-myc y N-ras en el cerebro ). El hecho de
encontrar al gene c-myc alterado, pudiera sugerir que la
alteracion es debida a este oncogene, pero existen evidencias
en donde la transformacidn requiere de 1la participacion de
por lo menos dos oncogenes, uno gque tenga la caracteristica
de transformar, y el otro que tenga 1la caracteristica de
inmortalizar a 1las celulas, ( 5a,15a,23,33a ), por lo que
existe la posibilidad de que un segundo oncogene participara
en el desarrollo de estas neoplasias, que bien pudiera ser al
N-ras, pues existen evidencias de la cooperacion de estos dos
oncogenes en el desarrollo carcinogénico, o bien pudiera ser
el N-myc que se encuentra alterado tambieén. (5a,22,23,32a,33a)

-A pesar de que este trabajo es un analisis preeliminar,
este tipo de experimentos en los que se observan
modificaciones en los oncogenes ( en este caso, en el
oncogene c-myc ) a nivel de ADN que se relacionan con el
proceso tumoral , esta ayudando a un mejor entendimiento del
origen molecular del cancer y como consecuencia la definicion
de un posible camino con valor terapéutico para canceres de
muy baja probabilidad de sobrevivencia, que afecta
principalmente a personas en edad productiva ( que viven en

. L] ’ . . /
zonas de alta contaminacion ). (Comunicacion verbal Dr.H.

83



Figueroa del INNN, de la SSA).

-Debido a que el cancer despierta un gran interes y
atrae mucho apoyo financiero, 1los investigadores de esta
enfermedad se encuentran en la obligacion de poder anunciar
alguna novedad terapeutica trascendente, o a falta de ello,

v . y 7
algun proceso importante en la comprension de la enfermedad.
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