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RESUMEN

El céncer en todas sus formas es una enfermedad donde su patogénesis se
conoce poco, pero que es de gran importancia por su alto indice de
morbi/mortalidad a nivel mundial. Entender los mecanismos que llevan a su
desarrollo es importante para mejorar el diagndstico y tratamiento. Actualmente se
sabe que el cincer es resultado de una acumulacién de dafios a genes celulares
clave que regulan la proliferacién, el crecimiento, la diferenciacin y la muerte
celular.

La identificacién de los genes involucrados en el desarrollo de cincer viene
de estudios donde se encontrd que algunos virus (que producian cdncer en las aves)
poseian una version alterada (oncogenes), pero altamente homdloga a la de ciertos
genes celulares. De aqui se obtuvo la conclusion de que la alteracién de genes
celulares especificos {(protooncogenes) podia contribuir al proceso de
carcinogénesis.

Posteriormente se encontrd también que la pérdida de cierta informacion
genética podia participar en el desarrollo del cdncer. De esta forma se identificd
a los denominados genes supresores, responsables de regular negativamente el
crecimiento celular.

Asi, el crecimiento celular normal es regulado por el equilibrio entre las
sefiales promotoras del crecimiento (protooncogenes) y las inhibitorias (genes
supresores). La pérdida de estos controles por alteraciones a ambos grupos de
genes son eventos criticos en la carcinogénesis. Otro evento de relevancia para el
cdncer es la infeccién con virus oncogénicos como los papilomavirus humanos
(HPV). Estos pasticipan importantemente en el desarrollo del cancer anogenital
como ¢l de cérvix, y al parecer también juegan algin papel en el cincer de piel y
de las vias aerodigestivas superiores.

El objetivo de este trabajo fue el conocer la frecuencia con la que se
encuentran alterados los genes ras y p53 en diversas lineas celulares derivadas de
céncer humano. Esto con 1a finalidad de establecer la importancia que juegan las
alteraciones a estos genes en el desarrollo de algunos tumores. También se hizo la
deteccion de genomas de HPV y se tratd de establecer la posible relacién con los
eventos mutacionales en los genes mencionados. En el trabajo se realizd la
estandarizacién de una metodologia para detectar alteraciones minimas en la
secuencia de DNA, en forma répida y con una alta sensibilidad.

Los resultados obtenidos son que: los genes ras y p53 se encuentran alterados
con una muy alta frecuencia en las lineas celulares analizadas; la presencia de HPV
se correlaciona con la ausencia de alteraciones en p53; al parecer puede haber una
correlacién entre las mutaciones en p53 y ras para el proceso de carcinogénesis.



I. INTRODUCCION.

El cdncer es una enfermedad multifactorial producida fundamentalmente por
la acumulacion de dafios en genes claves que regulan procesos celulares vitales
como son: el crecimiento, la proliferacidn, la diferenciacion y la muerte celular.

Los primeros estudios que sugirieron alteraciones genéticas en las células
cancerosas vinieron del anélisis de los cromosomas. En 1914 el zo6logo Theodor
Boveri observd anormalidades cromosdémicas (como translocaciones) en las células
tumorales y propuso que estas alteraciones pedrian ser importantes para el
desarrolllo del cincer. Sin embargo no fue hasta 1960 que se descubrieron por
primera vez cainbios no azarosos en las células malignas (ver Schawb, 1989).

La definicién molecular de los genes alterados en las células cancerosas
comenzé alrededor de 1976. En ese afio se descubrid que las células eucari6tas
acarrean genes homdlogos (protooncogenes celulares) a los oncogenes de los
retrovirus (para revisiones ver Bishop, 1985; Varmus, 1984).

Los protooncogenes son versiones celulares normales que codifican para
factores de crecimiento, receptores, transductores de sefiales y factores de
transcripcion. De esta forma participan en la regulacion de los procesos de
crecimiento y proliferacién celular.

Los protoocogenes se convierten en oncogenes por alteraciones que
involucran mecanismos como: inserci6n viral, amplificacion, mutacién y/o
translocacién cromosémica, entre otros. Estas alteraciones los activan porque
provocan la desregulacion de su actividad normal. Los oncogenes son dominantes
ya que la alteracién de uno solo de los alelos es suficiente para inducir la
transformacion celular (Bishop, 1985). La importancia de los protooncogenes en

12 carcinogénesis humana se refleja en la alta frecuencia con la que se encuentran



alterados en muchos tipos de tumores.

Ademds de las alteraciones cromosémicas que activan a los oncogenes,
también se ha observado la pérdida de regiones' cromosémicas en diferentes tipos
de tumores. Sin embargo, la entidad molecular que es eliminada no fue definida
sino hasta recientemente, cuando se encontré que los oncogenes no estin
involucrados en estas pérdidas de informacidn sino un grupo de genes distintos,
actualmente conocidos como genes supresores. La existencia de los genes
supresores ha sido apoyada a través de varias lineas de investigacién. Una de ellas
estd fundamentada en el hallazgo de pérdida de regiones cromosdmicas en algunos
canceres hereditarios. En particular, el retinoblastoma estd asociado a 1a pérdida
de la region 13ql4. Esta region fue precisada por Cavanee y col (1983, 1985)
usando los polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLPs). Ellos mostraron
que varios marcadores de la regién 13q se encontraban en forma heterocigota en
las células normales de los pacientes, mientras gue en los tumores de estos mismos
individuos se encontraban en forma homocigota. A este suceso se le denomind
"pérdida de heterocigocidad”, y se le relacioné con la pérdida de un gen
responsable de a supresion del fenotipo maligno.

Debido a la importancia de este hallazgo se buscé el mismo fenémeno en
otros tipos tumorales. El estudio mostr6 que la pérdida de informacién se
presentaba en muchos locus cromosémicos, en va;ios de los cuales se ha ya
identificado a los genes supresores involucrados (para revision ver Stanbridge,
1990). Asi pues, se reporta una frecuente pérdida de heterocigocidad en marcadores
del brazo corto del cromosoma 11 en varios tipos tumorales (Fearon et al, 1985;
Ali et al, 1987; Atkin & Baker, 1988; Wang & Rogler, 1988), y particularmente
de un alelo del gen Ha-ras en la region 11pl5.5 en canceres de mama (Theillet et

al, 1986). Esto refleja posiblemente la inestabilidad genética de esta region,



3
producida por la presencia de sitios frigiles entre las regiones cromosémicas 11pl3
y 11p15.1 (Yunis & Soreng, 1984).

La pérdida somdtica de heterocigocidad ha sido considerada como el segundo
evento necesario para la inactivacion de los genes supresores. Es decir, de acuerdo
a la hipétesis de Knudson, se requeririan dos eventos para la inactivacién de un gen
supresor: el primero seria la mutacién de uno de los alelos {evento germinal en los
cdnceres hereditarios y somético en los cdnceres esporidicos), y el segundo evento
podria ser la mutacién del alelo normal restante (evento mis probable en los
canceres hereditarios), o bien la pérdida del alelo normal con o sin duplicacién del
alelo mutado (mds frecuente en los cénceres esporddicos). Esta pérdida del alelo
normal se manifiesta como una pérdida de heterocigocidad de las regiones
adyacentes al gen supresor.

El estudio sobre la formacion de hibridos celulares también apoyd
fuertemente la existencia de los genes supresores. Harris, Klein y colaboradores
(1969, 1971) inicialmente formaron hibridos entre fibroblastos normales de ratén
y células tumorigénicas de humano, y demostraron que las células resultantes tenfan
supresion total del fenotipo tumorigénico. La tumorigenicidad celular ecra
recuperada por la segregacion de cromosomar particulares. Sin embargo, debido
a la inestabilidad de esas fusiones los datos no fueron concluyentes hasta después
de la obtencién de hibridos no tumorigénicos derivados de la cruza de células
humanas transformadas y normales. Con estos hibridos se confirmé que la
supresién de la tumorigenicidad era el resultado de la introduccién de cierta
informaci6n genética de las células normales a las malignas, con lo que se suplia
una funcidn ausente en éstas tiltimas, escencial para la tumorigenicidad (Stanbridge,
1990). Los estudios fueron fortalecidos finalmente al observar que la introduccién

de cromosomas tinicos especificos, como el cromosoma 11 a células de carcinoma
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cérvico-uterino y de rabdomiosarcoma (Srivatsan et al, 1986; Saxon et al, 1986),
suprimian la tumorigenicidad de estas células malignas.

Las funciones hasta ahora atribuibles a los genes supresores de tumores son:
la de reguladores negativos de la proliferacion normal de las células, a de proveer
la capacidad de responder a un estimulo adecuado inductor de diferenciacion, y 1a
de reguladores de la apoptosis y el ciclo celular. Los genes supresores, a diferencia
de los oncogenes, son recesivos ya que se requiere de la inactivacion de ambos
alelos por mecanismos como eliminaciones, rearregios, o mutaciones. Sin embargo,
existen alteraciones que tienen un fenotipo dominante negativo que solo requieren,
al igual que para los oncogenes, de un solo evento mutacional para la
transformacion.

Para la mayoria de los cdnceres, tanto hereditarios como esporadicos, los
genes mds frecuentemente mutados son los genes supresores. La mayoria de los
cinceres hereditarios dominantes son atribuibles a mutaciones germinales
heterocigotas, que en la mayoria de los casos pueden encontrarse en los genes

supresores.

I.1. RAS: UN PROTOONCOGEN CLASICO.

Las proteinas ras forman parte de una gran superfamilia de GTPasas que
juegan papeles criticos en el crecimiento normal y transformado, razén por lo cual
han sido de las proteinas mds estudiadas desde la década pasada. Participan en el
control de una extraordinaria variedad de procesos celulares como son: el flujo de
sefiales de crecimiento y protiferacion, la regulacién del trifico de moléculas a

través de membranas entre varios compartimentos, y el control del citoesqueleto.
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Con base en las secuencias nucleotidicas, la superfamilia ha sido dividida en
tres grandes grupos cuyos miembros tienen caracteristicas funcionales semejantes:
Familia ras, que incluye a las verdaderas proteinas ras, participan en la
transduccion de seilales; Familia Rho/ Rag, involucradas en la orga'nizacién del
citoesqueleto y Familia Rab, proteinas que regulan el tréfico membranal, es decir,
el transporte de vesiculas entre diferentes compartimentos intracelulares (Boguski
& McCormick, 1993).

La Familia ras (con miembros clasificados como protooncogenes) estd
conformada, entre otros, por los tres genes verdaderos funcionales: N-ras
(cromosoma 1), H-ras! (cromosoma 11, regién p15.5), y K-ras2 (cromosoma 12},
y dos pseudogenes: H-ras2 y K-ras1 (Marshall, 1985). Estos genes contienen 4
exones con baja similitud en su secuencia, pero que codifican para una proteina
altamente homéloga de 21 kd conocida como p21. La region carboxilo es a menos
conservada entre estas proteinas por lo que se cree que podria ser la que esté
involucrada en determinar sus especificidades funcionales (para revisiones ver
Barbacid, 1987; Marshall, 1988)

Las proteinas ras se encuentran ancladas en el lado interno de la membrana
plasmatica donde participan en la transduccién de sefiales de crecimiento y
diferenciacion celular (para revisién ver Barbacid, 1987). Unen GTP o GDP con
alta afinidad (Scholnick et al, 1979), lo que las hace oscilar entre los estados
activo e inactivo respectivamente. Presentan ademds una baja actividad de GTPasa
(Manne et al, 1985). La tasa de hidrolisis del GTP es incrementada en casi cien
veces por la proteina activadora de la GTPasa "GAP" (Trahey & McCormick,
1987). Se postula que la hidrdlisis del GTP por p21 participa en el paso de las

sefiales celulares (para revisién ver Feig, 1993). (Ver Fig.1)



RAS NORMAL

GTP Sofial de

Inacti / entrada
(c)

GDP
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Transmision de
sefial

FiG. 1. Funcionamiento de la protaina RAS normal.

Ras(p21) oscila entre los estados activo e inactivo por
su unibn a GTP 6 GDP, respectivamente.

Cuando ciertos raceptores son activados, transmiten
una seiial de entrada que causa {a transicién de ras

a su estado unido a GTP.

La transmision de la sefial se lieva a cabo através de
la hidrdlisis del GTP umido a p21. Esto es mediado por
la protelina GAP que incrementa la actividad de GTPasa
de p21.

Do esta forma ras regresa a su estado inactivo unido
a GDP
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La actividad de las proteinas ras es regulada por dos mecanismos: 1) por un
incremento en su actividad intrinseca de GTPasa produciendo la forma inactiva
unida a GDP, y 2) por un incremento, posterior a un estimulo, en la tasa de’
recambio del GDP que produce la forma activa unida a GTP. El ciclamiento entre
la forma activa y la inactiva es influenciado por tres diferentes clases de proteinas:
las que activan a ras, es decir, que promueven el intercambio de los nucledtidos de
guanina de GDP a GTP, las que inhiben este intercambio (inhibidores de Ia
disociacién de nucleétidos de guanina), y las que estimulan la actividad intrinseca
de GTPasa (GAP, proteinas activadoras de la GTPasa). Entre estas ultimas se
encuentran GAP y NF1, que profnueven el aumento en la velocidad de la a;:tividad
intrinseca de GTPasa de ras. Cada una de estas proteinas regulatorias median a su
vez una variedad de otras funciones, algunas.de las cuales afectan a otras GTPasas
involucradas en otras vias regulatorias.

La velocidad de intercambio del nucleétido de guanina GDP es regulada por
al menos tres familas diferentes de proteinas: GRF, mSOS, y GDS. Las proteinas
mSOS son ubicuas y pueden activar a las tres proteinas ras. GRF también actiia en
todas las proteinas ras, pero sélo se encuentra en extractos de cerebro. GDS actita
en Ki-ras y otras proteinas relacionadas con ras, pero no afecta a
Ha-ras ni a N-ras.

El flujo de informacién desde un receptor tirosin cinasa hacia ras es llevado
acabo por interacciones especificas proteina-proteina. La activacién de un receptor,
por ejemplo ¢l de EGF (receptor al factor de crecimiento epidermal), es llevada a
cabo por la unidn de un factor de crecimiento, que enciende su actividad enzimatica
produciendo su autofosforilacion. La fosforilacién hace accesible un segmento
interno del receptor con el que se une a la primera de la proteinas de esta via de

transduccion, Grb2 (a través del dominio SH2), que sirve como adaptador para la
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siguiente proteina, mSos (por su dominio SH3). mSos es el activador de ras que
induce el intercambio del GDP a GTP, transformando a ras del estado inactivo al
activo (Fig.2).

Algunas proteinas con dominios homélogos a la proteina src (SH2 y SH3)
tienen la capacidad de interaccionar con muchas otras a través de regiones
conservadas. Asi mismo, la existencia de proteinas adaptadoras, como Grb2,
permite entender como una variedad de tirosin cinasas (receptores y no) y
posiblemente otros activadores, tales como receptores- acoplados a proteinas G,
puedan converger todos al mismo camino de transduccion por ras (McCormick,
1993; Marx, 1993; Moodie & Wolfman, 1994).

La funcién de las proteinas ras es conservada en diferentes niveles de
evolucién. En una gran variedad de células eucariotas las proteinas ras regulan
diferenciacién, proliferacion y respuestas inmunoldgicas. En todos estos sistemas
las proteinas ras son reguladas por los homélogos de las proteinas GAP/NFI1 y de
las mSOS de mamiferos. La conservacion evolutiva de la regulacidn arriba de ras
sugiere que la seiializacién hacia abajo de ras-GTP también podria estar
conservada.

El flujo de la informacién posterior a la proteina ras ha sido muy cstudiado
en los tltimos afios. Ahora se tiene un esquema que involucra la activacién de
algiin miembro de Ia familia de proteinas Raf, {serin/treonin cinasas). Este al ser
activado enciende a su vez una cascada de cinasas de la familia MAP (proteinas
activadas por mitégenos): MEKK y MAPK, cuya sefial puede ser translocada al
niicleo y regular la actividad de factores de transcripcion a través de ciclinas,

cinasas dependientes de ciclinas, etc. (Ver Fig 2)



Gene Activity

FIGURA 2. CASCADA DE TRANSMISION DE SENALES A TRAVES
DE RAS,

Las sefiales de crecimiento son transmitidas inicialmente por la interaccidn directa
del receptor y las proteinas Grb2 y sos. Posteriormente la proteina ras es activada,
conduciendo ahora las sefiales a través de una cascada de fosforilaciones. Los
blances finales de esta sefializacién son factares de transcripcion especifices, cuya
actividad es modulada por la fosforilacion, trayendo como consecuencia cambios
en {a expresion genética.
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Parece ser que la mayoria de los eventos de sefializacién de ras fluyen a
través de alglin miembro especifico de las tres proteinas ras, de las tres protefnas
Raf y de las diferentes isoformas de los miembros de la familia de las cinasas
MAP, con las combinaciones que puedan existir. Mds atn, parece ser que existen
vias alternas que son independientes de Raf o que utilizan otras proteinas en lugar
de Grb2 y mSos para activar a ras. Una posible explicacién de que haya multiples
sistemas de sefalizacion dependientes de ras podria ser que en diferentes estadios
del ciclo celular fueran requeridas diferentes sefiales generadas por sistemas
efectores especificos (Marx, 1993; Moodie & Wolfman, 1994).

Dada la importancia de los eventos que son regulados por los miembros de
la familia ras, es ficil entender que alteraciones en estos genes tienen un papel
importante en la carcinogénesis humana. La alta frecuencia de mutaciones en estos
genes, presentes en una gran proporcién de tumores humanos, confirma esta
hipotesis. Las alteraciones mis frecuentemente observadas en estos genes son las
mutaciones puntuales localizadas principalmente en los codones especificos 12, 13
y 61 (Bos, 1988). Los aminodcidos de estas posiciones se encuentran localizados
en la regién de interaccién de los nucledtidos de guanina (para revisién ver
Marshall, 1988). Casi cualquier aminoacido, excepto [a prolina, que sea sustituido
por la glicina 12 6 13 transforma en oncogénica a la proteina. Varias sustituciones
de la glutamina 61 activan a la proteina, de las cuales los cambios a arginina,
histidina o leucina parecen ser los mds prevalentes. El efecto de estas mutaciones
es una disminucién en su actividad catalitica intrinseca de GTPasa, aunque por
distintos mecanismos (McGrath et al, 1984), manteniendo a 1a proteina en su estado
unido a GTP. Algunas mutaciones en la glicina 12 interfieren con la configuracion
activa, por ejemplo, tomando el lugar del H,O necesaria para la hidrélisis del GTP
(Krengel et al, 1990).
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A pesar de que la mayoria de las proteinas mutadas se unen con una mayor
aﬁnidad a la proteina GAP no son, sin embargo, convertidas en su forma unida a
GDP. Esta insensibilidad a la estimulacién. de la hidrlisis de GTP, es
probablemente otra de las causas de que permanezcan activas en forma permanente
(Trahey M & McCormick F 1987) Ver figura 3.

RaplA, también conocido como K-revl, ¢s miembro de una subfamilia de
las proteinas ras verdaderas, con un 53% de identidad con ellas. K-rev1 se localiza
en el cromosoma 1pl3.3, y probablemente este sea el gen responsable de la
actividad supresora asociada al cromosoma 1 humano. K-rev fue descubierto como
un gen cuyo producto inducia la reversién de la tumorigenicidad a células NIH3T3
transformadas con v-Ki-ras. Tres observaciones adicionales del antagonismo de k-
rev a la accidn de ras son: la maduracion de ovocitos de Xenopus sp inducida por
ras es inhibida por la co-microinyeccién de rap 1B; la sobreregulacion de genes
endogenos inducida por la transfeccion de ras activado a células NIH3T3 es
inhibida por la sobreexpresion de K-revl; la mutacidn activante del gen RAS2 o
la introduccion del gen Ha-ras a células de Saccharomyces sp les confiere respuesta
de estrés térmico, que es disminuida por la entrada de K-revl. Sin embargo, la
sobreexpresion de la proteina rap 1B en células swiss 3T3, al igual que k-ras
activado, provoca la induccién de la sintesis de DNA, o que sugiere que hay vias
entrecruzadas. La alta conservacién de varios residuos de aminodcidos entre los
miembros de la familia ras y rap sugiere funciones comunes para estas proteinas.
Esto llama mucho la atencién ya que como hemos mencionado, ambas tienen
funciones opuestas. Al parecer la regién de Ha-ras involucrada en la actividad de
hidrélisis del GTP (residuos del 59 al 65) es la misma region involucrada en la
actividad biolégica de K-rev. El dominio de mas alta homologia entre K-rev y ras

se encuentra entre los residuos 32-40, conocido como dominio efector.



12

RAS MUTADO

Membrana
plasmética

Transmisidn de
sefial

FIG. 8. Las proteinas RAS mutadas transmiten
de manera continua las seliales

Las mutaciones en ias proteinas RAS producen la
pérdida de su capacidad de hidrolizar al GTP, ademas
de volverse insensibles a la accibén de GAP, Estos
eventos impiden que RAS regrese a su estado inactivo
por lo que se considera que permanece transmitiendo
continuamente las sefiales.
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Mutaciones en estos sitios para ambos grupos de proteinas acarrean pérdida de su
actividad. Este domino es necesario para la interaccion de GAP con ras y con K-
rev. Sin embargo, GAP no es capaz de estimular [a actividad intrinseca de GTPasa
de K-rev. Por esto se considera que K-rev sirve como un inhibidor competitivo de
la interaccidn entre ras-GTP y GAP y/o de otros efectores de ras, actuando como
un regulador negativo de la transmision de seiiales de ras.

Disminuciones en los niveles de K-rev fueron detectadas en varios tipos de
sarcomas, coincidiendo con la hipdtesis de que si K-rev estuviera involucrado en
la regulacién de la senalizacién mediada por ras, la inactivacion de K-rev podria
contribuir a la carcinogénesis. Se tienen varios sistemas experimentales de como
la sobreexpresion de K-rev en varias lineas celulares derivadas de diversos tumores
suprime su crecimiento y/o tumorigenicidad. (para revisién ver Noda, 1993).

La regi6n carboxilo hipervariable de las proteinas ras especifica a cada
miembro de las familias y probablemente juega un papel importante en determinar
sus especificidades funcionales. Lo que hasta ahora se sabe de esta regién es que
en ella se lleva a cabo la modificacién postranscripcional, Ia localizacién subcelular
y la interaccion con otras proteinas regulatorias. Estos fenémenos son importantes
para la actividad supresora, Parece ser que la modificaci6n de isoprenilacion en el
extremo carboxilo terminal, contribuye a determinar su localizacién subcelular;
mientras que la naturaleza de sus interacciones con otros componentes subcelulares

contribuye a la determinacion de su especificidad funcional.
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L.2. p53: UN EJEMPLO DE GEN SUPRESOR.

p53 es el gen supresor mis estudiado. Su producto fue identificado en 1979,
como una proteina asociada al ant{geno T en células de roedores transformadas por
el virus SV40 (Lane & Crawford, 1979; Kinzer & Lgvine, 1979). Se describié
inicialmente como una proteina oncogénica ya que podia inmortalizar cultivos
primarios (Jenkins et al, 1984), y cooperar con el oncogen ras para transformar
fibroblastos primarios de embrién de rata (Eliyahu et al, [984; Parada et al, 1984).
Posteriormente se comprobé que estas funciones eran propias de la forma mutante
de la proteina y que la protefna normal actuaba bloqueando la transformacién
celular mediada por oncogenes (Finlay, 1989; Baker et al, 1990). Otros datos que
mostraron el papel de la proteina normal fueron: que la sobreexpresién de p53
provocaba un arresto del crecimiento (citado en Michalovitz et al, 1991) y
disminufa la tumorigenicidad de lineas celulares humanas (Chen et al, 1990}, y que
también inducfa la diferenciacion celular. El resultado final observado dependia del
tipo celular y de los niveles de p53 (para revision ver Donehower & Bradley,
1993). '

El gen p53 parece estar restringido a las especies de vertebrados. La
organizacién génica de p53 (al menos en las especies en las que se ha secuenciado:
humano, ratén y X. laevis) consiste de 11 exones interrumpidos por 10 intrones.
La region promotora no contiene secuencias consenso como las presentes en [a
mayoria de los promotores cucariotes, tales como las cajas CAAT, TATA, y
secuencias ricas en G/C (Soussi et al, 1990).

Las funciones de la proteina p53 que se conocen hasta la fecha son las de
regular la replicacion del DNA, de ser un factor de transcripcion y de inducir

diferenciacion. También es un componente integral del control del ciclo celular
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(cuando hay dano al DNA o bajo c:ertas enales externas como: depnvaclon de,.v

nutrlentes). y de la Vla hacnav Ia ‘m Vrtebcelular programada (apoptosxs)
continuacién hablare mis en detalle de estas funciones. -

La proteina p53 es un factor de transcnpcxon que tiene la capaudad de
activar o suprimir la transcripcion de genes especificos. Estas actividades son
llevadas a cabo por mecanismos diferentes. pS3 suprime a una gran variedad de
genes que carecen de sitios especificos de unién a p53 como: c-fos, c-jun,
retinoblastoma, interleucina 6, PCNA y p53 mismo. La supresion es aparentemente
dependiente de la unién de p53 a la proteina TBP (TATA -binding protein) o a
otros factores de transcripciéon. Esto reduce la eficiencia de iniciacion
transcripcional por interferir con algin aspecto de ésta o por bloquear a otros
factores. El mecanismo de supresién no es generalizado, ya que la expresion de
muchos otros genes que carecen también de sitios especificos de unién pafa p53 no
es modificada. Ejemplos de esto son el promotor del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) y Ha-rasl. Las proteinas p53 mutadas no se unen a
TBP ni efectiian esta inhibicién de la expresién (Seto et al, 1992).

La activacion de genes por p33 es llevada a cabo a través de su union a una
secuencia especifica en el DNA, en la regién promotora de ciertos genes como el
de la creatin cinasa muscular, GADD45, MDM2 y WAFIL/Cipl.

El producto de p53 participa en la respuesta al dafio celular. Las células de
mamiferos que han sufrido daiio al DNA inician una rdpida inhibicion del curso del
ciclo celular, tanto en la fase Gl como en la G2. Varios experimentos han
demostrado que p53 estd involucrado en la interrupcién al ciclo en la fase Gl1,
como respuesta a dafios al DNA causados por la exposicién a agentes como las
radiaciones gamma, las UV, la actinomicina D, etc. Estos agentes producen un

incremento en los niveles de la proteina pS3 y de su actividad de unidn al DNA.
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que coincide con la inhibicién del ciclo en G1 y Ia consiguiente inhibicién de la
sintesis de DNA. Estos fenémenos no son observados cuando las células tienen p53
mutado, ni cuando los tratamientos son con agentes que no dafian al DNA, como
el arabindsido de citosina (que es un antimetabolito). La interrupcién del ciclo
celular le da tiempo a la célula para reparar el dafio antes de iniciar la replicacion
del DNA.. Por consiguiente las células con p53 inactivo (que han perdido el punto
de control en Gl), al no detener su ciclo celular, replican su DNA dafiado y
permiten de esta forma la transmisién de los dafios que se incorporan al genoma
y que resultan en un incremento de eventos potenciales para la transformacién
celular. La capacidad de pS3 para sensar los danos al DNA y prevenir su
transmision son la base por la cual ha sido denominado "el guardian del genoma"
(Kastan et al, 1991; Lane, 1992).

El incremento en los niveles de p53 en respuesta al dafio parece ser un efecto
postranscripcional por incremento en su vida media, aungue no se descarta que se
requiera sintesis de novo de p53 o que se requiera la sintesis de otro producto
involucrado en la induccién o estabilizacion de p53 através de fosforilaciones,
unién a otras proteinas u oligomerizacién de pS3 (Kastan et al, 1991; Price &
Calderwoed, 1993, Fritsche et al, 1993).

La inhibicidn del ciclo celular en la fase G1 inducida por p53, puede resultar
de la activacion de genes que detengan el crecimiento y/o de la represion de genes
promotores del ciclo celular. Los blancos potenciales para el primer caso incluyen
los genes GADD45, WAF-1/CIP-1, y MDM2.

El gen Cipl/WAF], localizado en el cromosoma 6p21.2, codifica para una
proteina de 21 kd. Esta proteina participa como mediador de 1a interrupcién al ciclo

celular inducida por p53 como respuesta al dafio en el genoma.
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La transcripcién de Cipl/WAFL es inducida, posterior al dafio celular, por
el producto de p53 normal, al unirse a una secuencia especifica en la region
promotora de Cipl.

La protefna Cipl forma complejos con las ciclinas y las CDKs (cinasas
dependientes de ciclinas), fundamentales para el progreso y regulacion del ciclo
celular. Cipl se une e inhibe 1a actividad de las CDXKs. Esto evita 1a fosforilacion
de sustratos criticos para el ciclo celular, con el consiguiente bloqueo de éste. Las
células con p53 inactivo carecen de esta via, y presentan por tanto un crecimiento
desregulado (El-Deiry et al, 1993). La pérdida de funcién de Cipl, por mutacién
o por expresién alterada, podria contribuir a la proliferacién celular en presencia
de sefiales de crecimiento negativas (Xiong et al, 1993; Harper et al, 1993).

El gen MDM2 codifica para una fosfoproteina nuclear de 54 KDa que es
sobreexpresada en un 30-40% de los sarcomas. Su producto forma complejos con
la forma normal y mutada de la proteina p53, inhibiendo asi su funcién como
factor de transcripcion, y su unién especifica al DNA. La proteina MDM2, por lo
tanto, se comporta como un modulador negativo de la actividad transcripcional de
p53. Al igual que para Cipl, el producto de p53 produce la activacién
transcripcional de MDM2, posterior al dafio celular, a través de un sitio de
reconocimiento especifico en la regién promotora. Esto'sugiere que el incremento
de los niveles de MDM2, seguido del dafio al DNA, puede ser parte de un sistema
regulatorio negativo designado para terminar la respuesta de inhibicién del curso
del ciclo celular mediada por p53 (Price & Park, 1994).

En las células normales de los pacientes con la enfermedad autosémica
conocida como ataxia telangiactasia no se observa aumento en los niveles de p53
normal como respuesta a la irradiacién, asi como tampoco hay un aumento en los
niveles de MDM2 o GADD4S5. Esto refleja una falta de respuesta al dafio celular



18
en estos pacientes que puede ser una de las explicaciones de su elevada sensibilidad
al desarrollo de cdncer en edades tempranas (Kastan et al, 1992).

La inhibicién del curso del ciclo celular en GI, inducida por p53, se ve
también asociada con una disminucién en los niveles de los transcritos de Iz histona
H3 asociada a la fase S, de PCNA (componente de la maquinaria de replicacién),
B-myb, y 1a DNA pol alfa. Pero no se sabe si es un efecto directo represivo de p53
o un efecto indirecto debido al bloqueo del ciclo celular. Esta implicacién de p53
en la expresion de componentes de la replicacion, asi como la interaccién directa
con sus proteinas, sugieren su participacién en la duplicacion del DNA (para
revision ver Donehower & Bradley, 1993).

Actualmente se ha descrito [a participacion de p53 en una de las vias hacia
la apoptosis, que es inducida por radiacién o por tratamiento con agentes
quimioterapéuticos o agentes que daiian al DMNA, entre otros.

La apoptosis, inicialmente definida alrededor de 1'970, se describe como una
muerte celular fisioldgica. Es activada por un programa determinado
genéticamente, con la participacién de los productos de varios gehes celulares. Este
fendmeno es parie central en el desarrotlo normal de un individuo, ya que participa
en procesos tales como la organogénesis y la homeostasis tisular. Sin embargo, asi
como es inducida por procesos para el control del desarrollo, asi también puede ser
inducida por dafios a las células, en particular al DNA.

Se sugiere que la muerte celular inducida por p53 no representa un evento
secundario o una secuela de la inhibicién del crecimiento también inducida por p53,
sino que es una activacién directa de esta via. Esto significa que p53 puede
interactuar con blancos especificos en G1, que en cicrtas circunstancias generan un
bloqueo en la progresién del ciclo celular, y en otras activan el programa suicida

(cuando el dafio al genoma es muy grande para poder ser reparado) por la



19
activacién de genes requeridos para la inducci6n de la apoptosis, o por la represién
de genes (como bel-2) cuyos productos suprimen €l proceso apoptético (Yonish-
Rouach et al, 1993).

Lowe y otros investigadores estudiaron el papel de p53 "in vivo" en un
sistema cldsico: la induccién de la apoptosis en los timocitos. Las células T
inmaduras son de vida media muy corta y altamente susceptibles a la apoptosis.
Este fenémeno es estimulado por las radiaciones ionizantes y tratamientos con
agentes que dafian al DNA, entre otros. Los investigadores mostraron que p53 es
necesario para la apoptosis inducida por la radiacién, y no para todas las formas
de apoptosis (Lowe et al, 1993).

Merrit, et al. han reportado recientemente que p353 estd también involucrado
en la respuesta al dafio por radiacién en células epiteliales de intestino. Ellos
mostraron que en las células de colon, la radiacién no induce una elevacién muy
considerable en los niveles de p53, lo que coincide con una tasa de apoptosis baja
o nula. Este fenémeno explica en parte la mayor susceptibilidad de esta regién del
intestino para el desarrollo de céncer que con respecto al intestino delgado, donde
la apoptosis mediada por el incremento en los niveles de p53 es mds importante
(Merritt et al, 1994).

Por lo tanto vemos que la ausencia de p53 en las células las hace incapaces
de encender el programa de muerte en respuesta a sefiales ambientales. Estos
pueden ser agentes que causen dafio celular como: la privacién de mitGgenos, la
alta densidad celular, la limitacién de precursores para la sintesis de DNA o un
cambio en el microambiente celular. Por ejemplo, pS53 es necesario para la
respuesta de interrupcidn al ciclo celular inducido por condiciones de crecimiento
subdptimas para mantener la integridad cromosémica. Esto se demostré en

experimentos utilizando PALA (que reduce {os niveles intracelulares de UTP, CTP,

!
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dCTP, dGTP, y TTP) o en condiciones de carencia de factores de crecimiento
pardcrinos provenientes de las células vecinas en cultivos celulares (para revisién
ver Donehower & Bradley, 1993).

De esta forma, la inactivacion de p53 favorece la tumorigenesis bor permitir
la acumulacion de mutaciones oncogénicas (debido a Ia pérdida del punto de control
en Gl), y por fallar en la eliminacién de células que han sido daiadas
importantemente en su DNA. Asi, permite la seleccion de células con ventajas para
la transformacion neopldsica (Lane, 1993).

1L.a ausencia de p53 ademds lleva a un incremento dramitico en la resistencia
celular a agentes quimioterapetiticos. Esta puede ser la explicacion molecular de al
menos algunas de las resistencias tumorales a los tratamientos contra el cincer
(Lowex* et al, 1993),

Parece también ser que el estado de p53 es un buen indicador prendstico.
Formas alteradas de la proteina correlacionan con una mayor agresividad de los
tumores, metdstasis y una sobrevida de menos de 5 afios.

La inactivacién de p53 parece también estar asociada con la inestabilidad
gendmica que puede generar alteraciones genéticas muiltiples conducentes al
desarrollo de céancer.

Sin embargo, p53 no sdlo participa en la regulacion negativa del crecimiento,
sino también promueve el crecimiento celular en ciertos contextos, como la
estimulacién por suero. Esto es congruente con el hallazgo de niveles elevados de
p53 en células no diferenciadas o con altos indices de proliferacién (para revisién
ver Mercer, 1992).

En base a las diferentes funciones ejercidas por p53, Donehower (1993)
propuso un modelo en el que p53 estaria oscilando en tres estados; uno inactivo,

caracterizado por multimeros grandes de p53 sin modificaciones en la regién
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carboxilo terminal; y dos activos: uno de supresor que mediaria la inhibicién del
curso del ciclo celular en Gl, y otro de promotor que estimularia el crecimiento.
De acuerdo a este modelo, las células ciclarfan-en forma normal cuando p53 estd
en el estado inactivo. En respuesta a un esteés por dafio al DNA, las cinasas
activarian el estado de supresor de p53 al fosforilarlo, induciendo asi la inhibicién
en el ciclo celular en Gl. Cuando el estrés hubiera sido removido o el daifo
reparado, las fosfatasas removerian el fosfato C-terminal y junto con otros
componentes, activarian el estado promotor de crecimiento de p53, caracteristico
de las proteinas mutantes oncogénicas.

Los andlisis de la estructura secundaria potencial y de la distribucién de
carga revelan que la proteina de p53 puede ser dividida en tres regiones (ver Fig
4): la amino termiinal, acidica, que contiene la regidn activadora de la
transcripeién; la regién central, hidrofébica, que contiene dominios altamente
conservados en la evolucién (del II al V) y que estin involucrados en la
conformacién de la proteina; y 1a regién carhoxilo terminal, hidrofilica, basica
con una alta densidad de carga, que contiene las secuencias de oligomerizacién y
localizacidon nuclear (Soussi et al, 1990; para revisién ver Prives & Manfredi,
1993).

El gen p53 estd altamente mutado (Nigro et al, 1989; Hollstein et al, 1991).
Se estima que de los 6.5 millones de personas diagnosticadas con cdncer cada afio
en el mundo, cerca del 50% tienen mutaciones en p53 (Harris, 1993).

Aproximadamente el 90% de las mutaciones en p53 encontradas en los
tumores humanos se localizan en la region central de la proteina (ver Fig 4). Las
alteraciones en esta zona modifican su conformacién e incrementan la estabilidad
de la proteina, lo que hace comprensible el que la funcién de p33 como factor de

transcripcion, su unidn secuencia especifica, y la interaccidn con proteinas celulares
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y virales, se vean afectadas. (Soussi et al, 1990, Harris, 1993). La unién al DNA
de p53 parece ser regulada por su capacidad de adoptar distintas conformaciones.
De esta forma, las mutaciones podrian tener cualquiera de los siguientes efectos:
alterar su estructura terciaria modificando totalmente su funcién, o bien, estabilizar
a la proteina en uno solo de los dos estados conformacionales que fisiolégicamente
podria adoptar, sin permitir los cambios de conformacién y por tanto anulando su

actividad (Halazonetis et al, 1993).
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FIGURA 4. REPRESENTACION DE LA PROTEINA p53 Y DE LOS
SITIOS DE MAYOR FRECUENCIA DE MUTACIONES.

Se muestra un esquema de la proteina p53 indicando algunas caracteristicas de los
dominios funcionales, asi como los sitios de fosforilacion. Se encuentran
marcados con niimeros romanos las regiones conservadas a través de Ia evolucién.
Los asteriscos representan los sitios donde las mutaciones detectadas en los tumores
humanos se encuentran con mayor frecuencia y cuales son los codones de mds alta
incidencia.
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En los tumores humanos se encuentra con frecuencia mutaciones en uno de
los alelos de p53, mientras que el otro es eliminado o rearreglado. Sin embargo,
existe una mayor tendencia a la coexpresién del alelo mutado junto con ¢l normal.
Esto se explica por la caracteristica de dominarncia negativa de la proteina mutante
que puede bloquear la funcién de la proteina normal.

Se reporta que més del 90% de las alteraciones que afectan a p53 son
mutaciones que cambian el aminodcido en vez de crear codones de término. El
hecho de que exista una presion selectiva en los cdnceres humanos a la expresion
de protefnas mutantes mis que a la ausencia de expresion por mutaciones
inactivantes (como en el caso de Rb y el de APC), lleva a postular la hipotesis de
que las mutaciones contribuyen a la ganancia de alguna funcién que potencie la
destegulacion del crecimiento, y no sélo sean una mera inactivacién de la actividad
normal (para revision ver Prives & Manfredi, 1993).

Junto con los mecanismos de inactivacion de p53 de los que hemos hablado
(mutacidn, eliminacién o rearreglo), la proteina también puede ser inactivada por
el producto del gen mdm2 (que regula negativamente su actividad), por la
incapacidad para ser transportada al nicleo y por la degradacién inducida por la
oncoproteina viral E6 de los papilomavirus humanos de alto
riesgo.

La inactivacién de p53 por cualquiera de los mecanismos anteriores produce
la pérdida celular del mecanismo que evita la divisién cuando ha habido dafios en
el DNA. Esto vuelve a las células menos estables genéticamente y permite la
acumulacionde alteraciones y rearreglos cromosomicos en una elevada tasa, lo cual
lleva a la seleccién de clonas malignas. Estos fenémenos explican ficilmente el
porqué los ratones que carecen de pS3 desarrollan tumores a temprana edad y con
una alta frecuencia (Donehower et al, 1992). También explica la inestabilidad
genética de las células no cancerosas de los pacientes con sindrome de Li-
Fraumeni (Lane, 1992). Esta es una enfermedad genética autosémica dominante,
con desarrollo de diversas neoplasias mesenguimales y epiteliales en multiples
sitios. La enfermedad se caracteriza por una alta predisposicion al desarrollo de
céncer que puede ser resultado de las mutaciones heterocigotas heredadas en p53,
que representan alteraciones genéticas tempranas (Srivastava et al, 1990).
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L3. PAPILOMAVIRUS: UN FACTOR MAS EN EL DESARROLLO DE
ALGUNOS CANCERES HUMANOS

Pese a las importantes funciones que se han revisado de los genes ras y pS3,
en el desarrollo del cancer no sélo participan alteraciones a genes celulares, sino
que también hay una contribucion viral como es el caso de la infeccién con los
papilomavirus humanos.

Estudios in vitro han demostrado que el DNA de los papilomavirus
humanos (HPV) coopera con los oncogenes ras para transformar algunos tipos
celulares en cultivos primarios (Matlashewski et al, 1987).

Los papilomavirus son virus pequeiios de DNA que pertenecen a la familia
papovaviridae. Son epiteliotrdpicos e infectan a una gran variedad de especies de
mamiferos, incluyendo al hombre (para revision ver Schlegel, 1990). Su genoma,
de aproximadamente 8 kb, contiene una regién contrel y una codificadora. Esta
dltima contiene la informacién para proteinas estructurales de cdpside y para
proteinas involucradas en la replicacién, la regulacion de la transcripcion viral y
la inmortalizacién celular.

Los HPV son clasificados en dos grupos: los que infectan los epitelios secos
(piel) y los que infectan las mucosas (orales y genitales). Estos Gltimos pueden ser
nuevamente divididos en los de bajo riesgo de conversién maligna y los de alto
riesgo (para revisién ver Schlegel, 1990). La clasificacién estd basada en el
potencial que tenga el DNA de los HPV de inducir inmortalizacién, aneuploidias
y reduccién de requerimientos a factores de crecimiento en cultivos celulares
primarios, (Schlegel et al, 1988; Pecoraro et al, 1989; Storey et al, 1988), entre
otras caracteristicas.

Actualmente los HPV han sido reconocidos como agentes implicados en la
génesis de diversos canceres en humanos, particularmente los del cérvix, la regién
anogenital, algunos de la piel, las vias respiratorias altas y el tracto digestivo (para
revisiones ver Arends et al, 1990; zur Hausen, 1991). Sin embargo, sélo en el
cincer de cérvix existe una sdlida relacién entre su desarrollo y la presencia de
ciertos tipos de HPVs,

En general, los HPV tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 y 56 se
encuentran en casos de displasia severa y moderada de cérvix y en carcinomas
invasivos, por lo que constituyen los tipos de alto riesgo (para revision ver
Vousden, 1989). Especificamente los HPV 16 y 18 se encuentran en una frecuencia
muy alta en estos tumores (mis del 90%) y en las lineas celulares derivadas de
ellos (Reid et al, 1984; Kurman et al, 1983).
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Los genes virales implicados en la inmortalizacion y transformacién celular
son E6 y E7, y por ésto es que son clasificados como oncogenes (Miinger et al,
1989). En las células tumorales el DNA viral se encuentra integrado al genoma de
forma tal que E6 y E7 se expresan activamente, debido con frecuencia, a la pérdida
de genes virales reguladores de su expresidn tales como E2 y E1 (Diirst et al 1985;
Lehn et al, 1985; Choo et al, 1987; Schwarz et al, 1985). Las proteinas expresadas
por los genes E6 y E7 de los HPV de alto riesgo interactiian con los productos de
dos genes celulares supresores de tumores; E6 sc une a la proteina p33 y
promueve su degradacién, mientras que E7 se une a la proteina de
retinoblastoma (Rb) y forma un complejo inactivo con ella (Werness et al, 1990;
Dyson et al, 1989; Gage et al, 1990; Scheffner et al, 1990; Miinger* et al, 1989;
Schiegel, 1990; Miinger et al, 1992). Con esto se argumenta que la interaccién
especifica de las oncoproteinas virales con proteinas reguladoras criticas de la
célula tiene efectos clave en el desarrollo de ciertos tipos de cancer.

Existen dos lineas de evidencia para el papel de p53 en el desarrollo del
carcinoma cervical. La primera, basada en el anilisis de los especimenes de
cancer cervical que muestran frecuentes anormalidades (Atkin & Baker, 1988) en
el brazo corto det cromosoma 17 (donde se encuentra localizado p53). La segunda,
basada en que la proteina E6 transformante de los papilomavirus oncogénicos se
une y promueve la degradacidén de p53 (Scheffner et al, 1990; Werness et al,
1990}, eliminando su funcién (Mietz et al, 1992). De esta forma, la inactivacion
de p53 en el cdncer del cérvix puede ocurrir, ya sea por mutaciones en el gen de
pS3 o por unidn de la proteina con E6 y consecuente degradacion.

Sin embargo, cuando se analizan los datos de varios estudios con tumores de
cancer cervical, se observa que la proporcién total de mutaciones de pS3 en
carcinomas positivos para HPV es de 3% tnicamente; mientras que es del 15%
para los tumores HPV negativos. Esta proporcion es mucho mds baja que la
hipotetizada por Crook T, et al (1992), donde se sugeria que todos los canceres
HPV negativos eran provocados por la disfuncidn de p53 debido a mutaciones. De
este estudio se sugiere que otros factores y mecanismos debieran estar implicados
en la génesis del cdncer cervical (Park et al, 1994).
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II. PUNTOS DE PARTIDA DEL TRABAJO.

Resumiendo la informacién cntada, tenemos algunos puntos importantes a
resaltar para este trabajo:

1) Los productos de los genes ras son claves en la transduccién de sefiales y por
lo tanto, en el control del crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular. Las
alteraciones en estos genes son eventos importantes para el desarrollo del cincer
humano. Estos se encuentran alterados con muy alta incidencia en diferentes tipos
de tumores.

2) La proteina p53 juega papeles cruciales en la vigilancia y control del dario al
genoma al inhibir el curso del ciclo celular hasta la reparacién de los dafios para
evitar su transmision. Ademds induce la muerte celular cuando los dafios son muy
extensos o en condiciones de privacién de nutrientes. Debido a estas importantes
funciones, se puede entender que la inactivacion de p53 es un evento fundamental
en el proceso de carcinogénesis, porque implica la pérdida de un punto de control
celular clave. p53 es el gen mas frecuentemvnte alterado en todos los tipos de
tumores humanos.

3) Los papilomavirus humanos son también un factor relevante para el desarrollo
de ciertos canceres. Participa, fundamentalmente, inactivando el producto de dos
genes celulares supresores con funciones escenciales para la célula, entre los que
se encuentra p53. Por esto, [a presencia de los HPV constituye, efitre otras cosas,
uno de los mecanismos de inactivacién de p53.

4) Los oncogenes ras cooperan, al igual que p53, con HPV para transformar
células en cultivo. Esto podria reflejar la posible interrelacién de estos factores en
la génesis de ciertos tipos de tumores.

HIPOTESIS

La frecuencia de alteraciones en los genes ras y p53 se espera sea elevada
en lineas celulares, asi como sucede en los tumores de las que se derivan.

Se espera que el gen p53 este alterado en las células sin secuencias de HPV,
ya que su producto no es inactivado por la degradacién inducida por la proteina EG
de los HPVs de alto riesgo.
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III. OBJETIVOS

-GENERALES

Establecer la frecuencia con que se presentan alteraciones en los genes ras
y p53 en algunas de las lineas celulares derivadas de diversos tumores humanos
mds utilizadas.

Establecer si existe alguna relacion entre las mutaciones en estos genes y la
presencia de HPV.

-PARTICULARES

Estandarizar Ia metodologia de polimorfismos conformacionales de cadena
sencilla de 4dcidos nucléicos (SSCP), para la deteccién de alteraciones puntuales
(mutaciones) en genes humanos.

Caracterizar molecularmente el estado de los genes ras y p53 en algunas de
las lineas celulares més utilizadas en los estudios de céncer.

IV. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 14 lineas celulares, de las cuales, 6 son de origen cervical. Se
enlistan a continuacion en la tabla I junto con algunas de sus caracteristicas.

Las células utilizadas en este estudio fueron cultivadas basicamente en tres
tipos de medios: Medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM), medio RPMI,
y medio McCoy, suplemenlados con suero fetal (SF) o suero neonato (SN).

Las condiciones particulares para cada linea celular son:

Hela (DMEM, 10% SN), MS751 (DMEM, 10% SF), SiHa (DMEM, 10% SF),
CaSki (DMEM, 10% SF), MRH-I-186 (RPMI, 10% SF), C33-A (DMEM, 10%
SF), SW13 (DMEM, 10% SF), A-204 (McCOY, 10% SPF), Sk-MEL-2 (DMEM,
10% SF), HepG2 (DMEM, 10% SF), SW480 (RPMI, 10% SF). Para cada una se
crecieron hasta confluencia aproximadamente 10 cajas de 100 mm?.



TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS LINEAS CELULARES

UTILIZADAS
ORIGEN TIPO No. DE CATALOGO
EN EL ATCC
MS751 CERVIX CARCINOMA EPIDERMCIDE HTB34
SiHa CERVIX CARCINOMA ESCAMOSO HTB35
HeLa CERVIX ADENOCARCINOMA CCL2

CaSki CERVIX CARCINOMA EPIDERMOIDE CRL1550
MRH-I-186 CERVIX CARCINOMA
C-33A CERVIX CARCINOMA INDIFERENCIADO HTB31

SWi3 CORTEZA ADENOCARCINOMA " CCL.105
ADRENAL

A-204 MUSCULO SARCOMA HTB82
LISO

Sk-mel-28 PIEL MELANOMA HTB72

HepG2 HIGADO ADENOCARCINOMA HB8065

SW480 COLON  ADENOCARCINOMA CCL228

BL113 NODULOS BURKITT
LINFOIDES

DAUDI NODULOS BURKITT CCL213
LINFOIDES

MC116 NODULOS INDIFERENCIADO CRL1650

LINFOIDES
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EXTRACCION DNA

La metodologia empleada es una modificacion de la técnica descrita-por
Bowtell en 1987.

Las cajas de cultivo se colocan en una charola con hielo. E! medio de cultivo
se retira por decantaci6n, y 1a monocapa celular se enjuaga con TD pH 7.5 (NaCl
137.9 mM, KCl 5.1 mM, Na,HPO, 0.7 mM, Tris base 24.8 mM) a temperatura
ambiente para eliminar el medio de cultivo residual. Se adiciona 2 ml de TD frio
y las células se raspan con una espétula. La suspensién celular se recupera con una
pipeta y se coloca en tubos falcén previamente enfriados. Se centrifuga por 2
minutos a 2500 rpm para empastillar las células desechando el sobrenadante.
Posteriormente se adiciona de 2 a 5 m] de PBS ( NaCl, 137 mM; KCl, 3 mM;
Na,HPO, 8 mM; KH,PO,, 2 mM) a temperatura ambieme, dependiendo de la
cantidad de pastilla celular. Se resuspende perfectamente y se cuentan las células
en una cdmara de Neubauer. Posteriormente, se vuelve a centrifugar por 2 minutos

- a 2500 rpm para empastillar las células y se decanta nuevamente el sobrenadante.

Se agrega 1.5 ml de hidrocloruro de guanidina 6M por cada 107 células, y
se ajusta la concentracion final de acetato de sodio 3M, pH 5.5 para que sea 0.1
M, y el volumen de buffer EN (10 mM EDTA y 10 mM NaCl) sea una décima
parte del volumen finai (es decir el total del volumen de guanidina y de acetato de
sodio). Se incuba con rotacién durante 1 hr a temperatura ambiente y se adiciona
proteinasa K (10mg/ml) y sarkosyl (10%) de forma tal que la concentracion final
sea de 100 ug/ml y de 1%, respectivamente. Se incuba toda la noche con agitacién
a 37°C. El DNA se precipita con la adicion de 2.5 ml de etanol absoluto (-20°C).
Se mezcla suavemente para formar la malla de DNA, la que se recupera con la
ayuda de una varilla de vidrio. Se deja secar un poco y se le hacen lavados

exhaustivos con etanol al 70% frio para finalmente resuspender en TE 1X pH 7.5
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( Tris-HCl ultrapuro 10 mM, pH 7.5; EDTA imM). Posteriormente el DNA se
extrae con fenol, fenol:cloroformo-isoamilico y cloroformo:fsbamilico y ‘se
reprecipita con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M y 2.5 vol. de etanol
absoluto frio, Con la extraccién se observa una mayor eﬁcieﬁcia en las

amplificaciones con PCR.
DETECCION DE HPV EN LOS TUMORES

La deteccion de HPV en los tumores humanos se llevé a cabo con la técnica
de PCR y el uso de los oligonucledtidos universales, GP5 y GP6, descritos por Van
den Brule (1990). Estos reconocen un fragmento de la regién L1 de todos los
papilomavirus  humanos. GP5, TTTGTTACTGTGGTAGATAC; GP6,
GAAAAATAAACTGTAAATCA.

Los productos obtenidos de 1a PCR se analizan en geles de agarosa al 2%
tefiidos con bromuro de etidio. Estos tienen un tamafio entre’ 139 a 154 pb

dependiendo de! tipo dependiendo del tipo de HPV de que trate.
DETECCION DE MUTACIONES EN p53 Y RAS POR SSCP-PCR.

El andlisis de las mutaciones puntuales se llevé a cabo con la técnica de
SSCP-PCR, descrita por Orita, et al (1989) y modificada por Gaidano, et al
(1991).

La técnica de SSCP permite la deteccién de cambtos en la secuencia de DNA
como son las ntutaciones puntuales, las eliminaciones y adiciones. La deteccién
tiene su fundamento en que las variaciones en 1a secuencia nucledtidica cambian la

conformacidn de las moléculas de cadena sencilla de DNA. Esto produce distintas
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movilidades de las moléculas al ser migradas en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes. La conformacién adquirida por las cadenas
sencillas de DNA es dependiente de las interacciones intracadena establecidas, y
por consiguiente es el resultado de la secuencia nucleotidica. De esta forma,
cambios en la secuencia de nucledtidos resultan en la modificacion de la
conformacion de la molécula, lo que produce migraciones diferentes.

Para esta metodologia se amplifican por PCR regiones discretas (100 a 300
pb) de los genes a analizar, usando oligonucleétidos especificos (ver Fig 5). Se
usan 2 uCi de dCTP marcado con ¥ P, para cada reaccién. Las concentraciones
de DNA, oligonucledtidos y enzima que se emplean son constantes para todos los
fragmentos analizados: 600 ng, 10 pmoles, y 1.5 U, respectivamente; se adiciona
una décima del volumen final de reaccion del buffer 10X Taq [BSA 1mg/ml;
Triton X-100 1%; Tris 700 mM, pH 8.8; (NH,),SO, 200 mM] en un volumen final
de 10 ul.
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Fig 6. DETECCION DE MUTACIONES PUNTUALES MEDIANTE
POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES DE PRODUCTOS DE PCR

AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS GENOMICOS FOR PCR
CON NUCLEOTIDOS MARCADOS RADIDACTIVAMENTE
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El programa de PCR que se corre es: 95 ° C para la desnaturahzacxon 63*°C
para la alineacién y 72 ° C para la extensxon, por 1. 30 1 y 1 mmutos
respectivamente; 28 ciclos de desnaturallzamon alineacién y extensnoh porO 5:0. 5 :
y 1 minutos respectivamente; y un’ cxclo de desnamraIIZacxon, alineacion y
extensién por 0.5, 0.5 y 5 minutos. ’

Al final de la reaccién de PCR; una alicuota de cada muestra se desnaturaliza
de acuerdo al siguiente brocedimiento: Se diluyen 2ul del producto de PCR en 48
ul de SE (SDS 0.1 %, EDTA 10 mM). Se toman 2 ul de esta mezcla y se
adicionan 2 ul de solucién colorante (Formamida 95%, Xilencianol FF, 0.05%;
‘Azul de bromofenol, 0.05%; EDTA 20mM, pH 8.0). Se mezcla y hierve por 15
minutos. Las muestras se colocan inmediatameite en hielo y se cargan 2 ul en geles
de poliacrilamida de un determinado porcentaje dependiendo del fragmento a
analizar. El gel se migra a no mas de 10 W a temperatura ambiente y a no mas
de 18 W a 4°C para evitar que se caliente y se pierda la conformacién de las
moléculas de cadena sencilla de DNA. Esto es para evitar el calentamiento de los
geles que traeria como consecuencia la pérdida de la conformacién adquirida por
las moléculas. La distancia de migraci6n se establece experimentalmente para hacer
més evidentes los cambios en la movilidad de los fragmentos y poder detectar las
alteraciones.

Las migraciones a 4 *C se realizan en un tiempo aproximado de 3 a 8 horas,
mientras que las de temperatura ambiente toman de 12 a 18 6 24 hirs, dependiendo
del tamaiio de los fragmentos. Esta diferencia se debe a que a 4 * C las migraciones
se pueden realizar a mas watts sin que haya calientamiento de los geles. El gel se
seca y se autorradiografia, usando pantalla intensificadora, a -70°C, por un periodo
variable de tiempo. Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién decada

fragmento y la longitud de estos iltimos se muestran en las tablas Il y III.
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TABLA II.- OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA AMPLIFICAR
FRAGMENTOS DE LOS TRES GENES RAS HUMANOS.

FRAGMENTO AMPLIFICADO™—  OLIGONUCLEOTIDO ™
CODONES TAMAGO (pb) NOMBRE — ~ ~ SECUENCIA™

{SuzuKi et al, [990; Nert et al, 1988)

5.3

Ha-rasl 12y 13 108 ras CAGGCCCCTGAGGAGCGATG
ras2 CGTCCACAAAATGGTTCIGG

Ha-rasl 61 194 ras3 TCCTGCAGGATTCCTACCGG
rasd GGTTCACCTGTACTGGTGGA

Ki-ras3 .1_2i¥ 13 162 K1A GGCCTGCTGAAAATGACTGA
AT KIB GTCCTGCACCAGTAATATGC
‘Kiras2 61 128 K24 TTCCTACAGGAAGCAAGTAG
K2B CACAAAGAAAGCCCTCCCCA

Neras 12y13 18’ N1A GACTGAGTACAAACTGGTGG
NIB GGGCCTCACCTCTATGGIG

N-ras 61 103 N2A GGTGAAACCCTGTTTIGTTGG
N2B ATACACAGAGGAAGCTTCG
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TABLA IIIL.- OLIGONUCLEOTIDOS USADOS PARA AMPLIFICAR
ALGUNOS EXONES DEL GEN p53 HUMANO.,

FRAGMENTO AMPLIFICADO

OLIGONUCLEOTIDOS

EXONES TAMANO

NOMBRE SECUENCIA

5. 3"

5 T 245
6 184
7 188
8 213

p53,5,3"
p53,5,5'
p53,6,3'
p53,6,5'
p53,7,3"
p53,7,5'
p53,8,3'
p53,8,5'

ACCCTGGGCAACCAGCCCTGT
TTCCTCTTCCTGCAGTACTC

~ AGTTGCAAACCAGACCTCAG

ACAGGGCTGGTTGCCCAGGGT
GTCAGAGGCAAGCAGAGGCT
GTGTTGTCTCCTAGGTTGGC
AGGTGAATCTGAGGCATAAC
TATCCTGAGTAGTGGTAATC

(Gaidano et al, 1991)
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SECUENCIACION DIRECTA

Las muestras que mostraron un patrén compatible de mutacién en el andlisis
de SSCP, se secuenciaron para confirmar la mutacién y determinar el tipo de
alteracién.

La secuenciaci6n se realiza directamente de los productos de amplificaciones
sin marca radioactiva. Los fragmentos se purifican migrandolos en geles de agarosa
tefiidos con bromuro de etidio. Estos se electrotransfieren a membranas de DEAE
y se recuperan con una solucién con alta concentracién de sal. Se extraen con
fenol, y fenol-cloroformo. Los fragmentos se precipitan con 10 ug de tRNA de
levadura como acarreador, y con 2.5 volimenes de etanol frio. Se utiliza el kit
Amplitaq de secuencia de Perkin Eln®r. Bl oligonucledtido se marca en el extremo
5' con gama *?P-ATP. La secuencia se realiza por una reaccién ciclica en presencia
de desoxinucledtidos (ANTPs) y el dideoxinucledtido (ddNTP) particular. Las

reacciones se migran en geles de poliacrilamida al 8% con 7 M deureay TBE 1X.
V. RESULTADOS

El andlisis de las alteraciones en los genes Ha-ras y p53 se realizé por la
técnica de polimorfimos conformacionales de cadena sencitla de moléculas de DNA
(Single-Strand Conformational Polymorphisms, SSCP), desarrollada por Orita, et
al (1989) y modificada por Gaidano, et ai (1991).

La alta sensibilidad, especificidad y sencillez de esta metodologia la hacen
ideal para el andlisis de alteraciones genéticas en un gran niimero de muestras y
permite la deteccién de cambios pequefios en el DNA, como son las mutaciones

puntuales.
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Gaidano, et al (1991) reportan que el método de SSCP tiene una sensibilidad
que permite detectar menos del 1% de moléculas con mutaciones. Igualmente,
Hayashi (1991) reporta que la sensibilidad del -PCR-SSCP es del 99 y del 89%,
cuando los fragmentos estdn comprendidos entre los 100 y 300pb y entre 300 a 400
pb, respectivamente. ) '

Para la utilizacién de esta metodologia se requirid la estandarizacién de todas
las condiciones de las reacciones de amplificacion y de migracién electroforética,
de forma tal que los cambios en la movilidad pudieran ser mis evidentes.

Las condiciones para la reaccién de PCR, para cada uno de los fragmentos
analizados, se determinaron primero con amplificaciones sin marca radioactiva y
andlisis de los productos en minigeles de acrilimida tefiidos con bromuro de etidio.
Se estandarizaron las concentraciones dptimas de cada componente de la reaccién:
DNA, oligonucledtidos, enzima, magnesio y dNTPs; para obtener mayor
especificidad y rendimiento. Para el caso del magnesio las concentraciones variaron
entre los limites de 0.5 y 3.5 mM. La concentracién final de dCTPs fue menor
para que posteriormente no compitiera con €l dCTP marcado en el anilisis de
SSCP. Estas estandarizaciones se realizaron haciendo curvas de concentracién para
cada componente, para después ir conjuntando las concentraciones éptimas de cada
uno.

De igual forma se estableci la temperatura dptima de alineacion para cada
par de oligonucledtidos (tomando como base su Tm), realizando las amplificaciones
a distintas temperaturas. Se eligié la condicidn en la que la especificidad y
rendimiento fueran mayores. En 1a tabla IV se resumen las condiciones éptimas
utilizadas para cada fragmento amplificado.

Las condiciones de migracidon dptimas para cada una de las muestras se

establecieron también experimentalmente. Se migraron las muestras en distintas
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concentraciones de poliacrilamida, con o sin de glicerol. Se realizaron migraciones
con distintos tiempos para cada fragmento a analizar, dependiendo de su tamaﬁb.
Esto se realizé con la finalidad de que las alteraciones se hicieran més evidentes

y pudiera detectarse la mayoria de ellas.

TABLA IV, CONDICIONES UTILIZADAS EN LASREACCIONES DE
AMPLIFICACION DE DIVERSOS EXONES DE LOS TRES
GENES RAS Y p53 HUMANOS

pf)j H-ras K-ras N-ras
EXONES 50738 1 2z I 2 12
Mg** (mM) 11511 2 15 2 2 1.5 2

dA,G, T (uM) 1002.52.525 10 100. . 100 100 100 100
dC (uM) 10 25 251010 10 10 10 10 10

Temperatura de 63 63 62 5860 61 60 58 60 59
alineacién (° C)
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V.1. DETECCION DE MUTACIONES EN LOS GENES RAS EN LINEAS
CELULARES DERIVADAS DE TUMORES HUMANOS.

La bisqueda de mutaciones en los genes ras se realizé unicamente en
fragmentos de los exones 1 y 2 para las 14 iineas celulares, ya que es en éstos
donde se encuentran los sitios de mayor frecuencia de alteraciones observadas en
los cdnceres humanos: codones 12, 13 y 61 (Bos, 1988).

Los codones 12 y 13 de H-ras (ex6n 1) fueron analizados utilizando los
oligonucleétidos ras 1 y 2; y el codén 61 (ex6n 2), con los oligonucleétidos ras 3
y ras 4.

De las catorce lineas celulares analizadas para H-ras, siete mostraron un
patrén compatible con mutaciones en los codones 12 y/o 13. El cambio en la
movilidad que muestran los alelos mutados se indica con flechas en la figura 6,

Cinco de las siete lineas celulares que mostraron mutacién en estos codones
son de origen cervical: HeLa, C-33A, MRH-I-186, SiHa y CasKi.

Sin embargo, los cambios observados para este fragmento no siempre
lograron ser tan contundentes, por lo que se buscé confirmarlos por secuenciacion.

Respecto del fragmento del exén 2 de H-ras, ninguna de las lineas celulares
analizadas mostraron alteraciones.

También fueron analizados fragmentos de los exones 1 y 2 en los genes K-
ras y N-ras usando los siguientes pares de oligonucledtidos para las
amplificaciones: K1A y KIB, K2A y K2B, N1A y N1B, N2A y N2B,

En el andlisis de exén 2 de K-ras (coddn 61) se detecté una mutacion en la
linea celular C33A. Para el exén | se confirmé la mutacién en el codén 12 de la
lirea SW480 que ya habia sido reportada anteriormente (Bos, 1988). Estos

resultados se observan en la figura 7.
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En el caso del gen N-ras se detect6 una mutacién en el ex6n 2 en la linea L
celular HepG2. Todas las otras lineas celulares presentaron un patron compéiiblé -
con los alelos normales para ambos exones. Los resultados se muestran enla figura
8. '
Los resultados obtenidos del anélisis de los tres genes ras se resumen en la
Tabla V.

V.2. DETECCION DE MUTACIONES EN p53 EN LINEAS CELULARES

DERIVADAS DE TUMORES HUMANOS.

Los exones 5 al 8 del gen p53 fueron examinados por el método de SSCP-
PCR, utilizando las condiciones optimas para cada fragmento reportadas por
Gaidano, et al (1991). Estos fragmentos fueron analizados porque en-ellos se
concentran el 90% de las mutaciones detectadas en los canceres humanos (Nigro
et al, 1989; Holistein et al, 1991). '

El uso de esta metodologia permitié la deteccién de ocho alteraciones en las
lineas celulares analizadas; cuatro de estas localizadas en el exon 6 y las restantes

distribuidas en los demis exones.
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FIGURA 6, ANALISIS DE PCR-SSCP DEL EXON 1 DEL. GEN
H-RAS.

Este fragmento incluye los codones 12 y 13. Los productos fueron separados
en geles de poliacrilamida A) al 8% sin glicerol migradoa 4 ° Cy B) al 6% con
glicerol migrado a temperatura ambiente. Se utilizaron estas dos condiciones para
tratar de hacer mds evidentes los cambios de movilidad entre los alelos normal y
mutado. Las flechas muestran las bandas que corresponden a los fragmentos de
DNA mutados.

EC y EJ se utilizaron como controles negativo y positivo de mutacion,
respectivamente, Estos son plasmidos poseen la version normal y mutada (Gly --
Val 12) del gen H-ras, respectivamente.
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FIGURA 7. ANALISIS DE LOS EXONES 1y 2 DEL GEN K-RAS.

En la figura A se muestra es patron de corrimiento de los fragmentos
correspondientes al exon | del gen K-ras que incluye los codones 12 y 13. La

. figura B muestra los fragmentos para el exén 2 que incluye al codén 61.

Los productos desnaturalizados se migraron en geles de poliacrilamida al 6% con

10% de glicerol y a temperatura ambiente.
Las bandas correspondientes a los alelos mutados se indican con flechas.

Control +: Control positivo de mutacién.
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FIGURA 8. ANALISIS DE LOS EXONES 1 y 2 DEL GEN N-RAS.

La figura A muestra los fragmentos del exén 1 del gen N-ras que incluye los
codones 12 y 13. Los productos se migraron en geles de poliacrilamida al 6% con
10% de glicerol y a temperatura ambiente. En Ia figura B se encuentran los
fragmentos del exén 2 que incluye al codén 61. En este caso las muestras se
migraron en un gel de poliacrilamida con 10% de glicerol, a temperatura ambiente.
Estas condiciones permitieron la mejor resolucion de las diferencias entre los alelos
normal y mutado.

ND: Muestra no desnaturalizada.

La flecha indica la banda correspondiente al alelo mutado.
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Cuatro de estas alteraciones no habfan sid6 reportadas anterior}néﬁte y se
trata de las mutaciones en el exén 6 de: C33A, A-204 y SW13; y ‘dela alteracmn
en el exén 5 de la linea Sk-mel-28. Las otras cuatro mutacxones confirman reportes
anteriores de alteraciones en el cxén 6 de la linea DAUDI, en el exén 7 de
MCI16, y en el ex6n 8 de BL113 y C-33A.

La figura 9 muestra algunos ejemplos de los patrones de movilidad obtenidos
para el exon 5 de p53. Las mutaciones fueron detectadas como cambios en la
migracion de las bandas y son indicadas por flechas. El exén 5 abarca los codones
126 al 186. Sk-mel-28 fue la Unica linea celular que mostré alteraciones en este
exon, y se trata de una mutacién homocigota. Ademis se muestra la mutacion
heterocigota ya reportada de la linea
ST486 que se usé como control positivo de mutacion.

En afigura 10 se muestran algunos patrones de migracién del fragmento que
comprende el exon 6 de p53, que incluye los codones 187 al 225. Cuatro de las
catorce lineas celulares estudiadas mostraron un patrén compatible con mutacién
en este exon, que corresponden a las lineas DAUDI, A-204, SW13 y C-33A. Las
mutaciones encontradas en las lineas SW13 y C-33A son homocigotas, en contraste
con las mutaciones heterocigotas de A-204 y DAUDI. La alteracion para esta
Gltima linea celular ya habia sido reportada anteriormente.

Las figuras 11 y 12 muestran algunos ejemplos de los anilisis para los
exones 7 y 8, respectivamente. El exén 7 abarca los codones 226 al 260 y el exén
8 del 261 al 306. Las lineas celulares que mostraron alteraciones en estas regiones
fueron MC116 (en el exdn 7) y C-33A y BL113, en el exdn 8. En estos casos se
trata de alteraciones anteriormente reportadas. La mutacién de MC116 es
homocigota, mientras que las de C33A y BL113 son heterocigotas. Ninguna de las

otras lineas celulares estudiadas presentaron alteraciones en los exones analizados.
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FIGURA 9. DETECCION DE MUTACIONES EN EL EXON 5 DE p53
. HUMANO.

El exdn 5 abarca los codones 126 al 186. En la figura se muestran dos geles
distintos con fragmentos normales y mutados para este exén. Los productos de
PCR fueron desnaturalizados y separados en geles de poliacrilamida al 6% con
10% de glicerol, a temperatura ambiente.

ND. Es la migracién de los fragmentos no desnaturalizados. Las flechas muestran
las bandas de los fragmentos mutados.
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FIGURA 11. ANALISIS DEL: EXON 7 DE p53.

Los productos de PCR desnaturalizados fueron separados en geles de poliacrilamida
al 6% con 10% de glicerol y migrados a temperatura ambiente. El ex6n 7 incluye
los codones 226 al 260.
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FIGURA 12. DETECCION DE MUTACIONES EN EL EXON 8 DEL
GEN p53.

Este exon abarca los codones 261 al 306. Los productos de amplificacién fueron
separados a temperatura ambiente en geles de poliacrilamida al 6% con 10% de
glicerot.

ND corresponde a la migracién de los productos sin desnaturalizar.

Las flechas sefialan las bandas correspondientes a las cadenas mutadas.
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Los resuttados obtenidos para los diferentes exones de p53 se encuentra en
la Tabla V, donde también se concentran los datos para jos distintos exones de los

tres genes ras.
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TABLA V. RESUMEN DE LAS ALTERACIONES DETECTADAS EN LOS

GENES RAS Y p53 EN LINEAS CELULARES DERIVADAS DE
DIVERSOS TUMORES HUMANOS

P53 H-tas K-Tas N-ras
EXONES 5 6 7 81 2 12 1 2

TIPO DE

HPV

MS751 18 e e e e e L.
HeLa 18 T - -
MRH-I-186 16 ) K U R,
SiHa 16 T
CaSki 16 T TS .
C-33A - AR S - 4 - -
A-204 - T T A ..
SW13 - T
Sk-mel-28 - e Lo
Hep@G2 - B T S . -+
SW480 - e e L L. P -
BLLI3 - e . L. o
MCll6 - <o 4kl . oo
DAUDI - SRl Lo L - .

- ALELO NORMAL

+ ALELO MUTADO

+* ALELO MUTADO (REPORTADO ANTERIORMENTE)
+/- DATOS NO CONCLUYENTES
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Con la finalidad de confirmar las mutaciones en los genes ras y p53
detectadas por SSCP, se realizé la secuenciacién directa de los productos de PCR,
usando el kit de secuenciacidn directa de Perkin Elmer.

La figura 13 presenta ejemplos de la secuencia obtenida por esta metodologia
para el exdn 6 de dos de las lineas celulares que mostraron un patrén de mutacion
en et andlisis de SSCP-PCR, A-204 y SW13. La secuencia confirmé la mutacion
detectada y ayudé a localizarla e identificarla. Para A-204 la mutacién ocurtié en
el codon 199 y para SW13 en el 194. En ambos casos la mutacién produjo un
cambio del aminodcido codificado; Glu por Gly para A-204 y His por Tyr para
SW13. :
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A 204 SW13

FIG 13. Naturaleza y iocalizacién de algunas mutaciones en el exon 6
del gen pb3.

Las mutaciones detectadas en el exon 6 de Ias lineas A-204 y SW13 fueron
confirmadas por secuenciacion diracta de los productos de PCR. En la figura
se muestran los cambios en los nuclebtidos y las posiciones en que se encuentran

encuentran,
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La tabla VI resume algunas de las mutaciones que pudieron ser detectadas
por secuenciacién, asi como la [ocalizacién y tipo de alteracién que se produjo.

TABLA VI MUTACIONES CONFIRMADAS POR SECUENCIACION

LINEA GEN CODON MUTACION AMINOACIDOSUSTITUIDO
HeLa H-ras/exén! 12 GGC -- GTC GLY -- VAL - -
SiHa H-rasfex6nl 12 GGC -- GTC GLY -- VAL "
C-33A H-rasfexénl 12 GGC -- GTC GLY -- VAL
A-204 p53/ex6n6 199 GAA -- GGA GLU --GLY
SWi13 p53/exén6 194 CAT -- TAT - HIS -- 'TYR

V.3. DETECCION DE HPV

Se realiz6 la deteccién de HPV mediante la amplificacién de la regién L1
conservada para todos los papilomavirus humanos. Se usaron los oligonucledtidos
descritos por Van den Brule (1990). Las muestras que se analizaron fueron aquellas
lineas celulares donde HPV no habia sido descrito.

En ninguna de las lineas analizadas (A-204, SW13, Sk-mel-28, HepG2,
SW480, BL113, MC116 y DAUDI) se detectaron secuencias de HPV. Esto
coincide con lo esperado debido al tipo de tejido del cual estas lineas son derivadas
que no pertenece al especifico del virus, es decir, los epitelios.
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VI. DISCUSION

Con este trabajo se logré la estandarizacion de la metodologfa de
polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) para detectar
mutaciones puntuales. Con esta finalidad se realiz6 la estandarizacion de diversos
pardmetros para la amplificacion de cada fragmento. Estos fueron: las
concentraciones Gptimas de DNA, magnesio, dNTPs, enzima, y oligonucledtidos,
as{ como las condiciones de migracién (la concentracién de poliacrilamida, la
adicién o no de glicerol y el tiempo de corrida).

El hecho de estandarizar una metodologia con la sensibilidad y especificidad
para detectar todo tipo de alteraciones en la secuencia del DNA, en particular,
mutaciones puntuales, y que sea, por su accesibilidad, una prueba tamiz que
permita la facil deteccién de alteraciones en un gran nimero de muestras, ha
permitido a otros investigadores (de este y otros campos) su emp]eo con resultados
muy satisfactorios.

Los resultados obtenidos en este trabajo se encuentran resumidos en la tabla
V. En las catorce lineas celulares analizadas se puede observar que la frecuencia
de alteraciones en el gen p53 es elevada (7/14). Esto coincide con lo reportado en
la literatura de ser un gen muy altamente alterado en los canceres humanos (Nigro
et al, 1989; Hollstein et al, 1991).

Se corroboraron los datos de la ausencia de mutaciones en el gen p53 en las
lineas celulares derivadas de cancer cérvico-uterino con secuencias' de HPV de alto
riesgo (Crook et al, 1991; Scheffner et al, 1991).

La proteina oncogénica E6 de estos HPV se une a p53 promoviendo su
degradacion. Como p33 es un gen con funciones claves para importanies procesos
de la regulacién celular, la inactivacion de éste, ya sea por mutacién o por
degradacion inducida por la proteina E6 de los HPV, es un paso critico para la
carcinogénesis. Esto sugiere que la presenciz. de HPV en una célula tendria el
mismo efecto anulador en la funcién de p53 que las mutaciones en el gen (Crook
et al, 1991; Scheffner et al, 1991). Por esta razén podrian ser excluyentes.

Siete de las ocho lineas celulares que no son de origen cervical y que no
muestran secuencias de HPV, tuvieron alteraciones en el gen p53. Esto apoya la
idea anterior y confirma la alta frecuencia de alteraciones para este gen en los
canceres humanos, y en las lineas celulares estudiadas. También apoya las hipdtesis
base de este trabajo.

De las ocho mutaciones detectadas en los diversos exones de p53, cuatro son
mutaciones no reportadas, aunque requieren de ser confirmadas por secuenciacion.
Una de ellas es la detectada en el exdn 6 de la linea C-33A; por lo que al parecer
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esta linea celular presenta alteraciones tanto en el exén 6 como en el 8, Las
restantes confirman los datos reportados anteriormente en la literatura,

El andlisis de los exones del 5 al 8 cubie la regién donde se encuentran el
90% de las alteraciones reportadas en los tumores humanos. Esto justifica el que
el estudio se haya restringido sélo a esta regién.

En relacion al gen H-ras, se pudo observar una frecuencia muy alta de
mutaciones en los codones 12 6 13 (7/14) en las lineas celulares analizadas, Para
los otros genes ras (K y N-ras) se detectaron tres mutaciones en las lineas celulares
estudiadas. Parecer ser que la linea celular C-33A presenta alteraciones en los
genes H-ras y K-ras; y 1a linea HepG2 en H y N-ras. La alteracién en e! codén 12
de K-ras de la linea SW480 ya habia sido reportada.

De estos resultados se pueden realizar dos anilisis interesantes. El primero
estd basado en Ia alta frecuencia de mutaciones en H-ras en las lineas derivadas de
céncer de cérvix que fue detectada en este trabajo. Cinco de seis presentaron un
patrén compatible con mutaciones en los codones 12 y/o 13 de Ha-ras. Llama
nuestra atenci6n la alta proporcion de alteraciones en un tipo de céncer donde se
reportaba que las mutaciones en este gen no eran importantes para su desarrollo.
A pesar de que los datos de alta frecuencia de alteraciones en las lineas celulares
no son ficilmente extrapolables a muestras tumorales (por que pueden ser el
resultado de alteraciones adquiridas durante el establecimiento de las lineas), este
hallazgo sugiere fuertemente que las alteraciones en el gen ras podrfan ser
importantes para la carcinogénesis del cérvix.

El segundo andlisis es en relacién a una hipétesis existente de que el gen Ha-
ras fuera un gen supresor. Esta se basa en los siguientes antecedentes:

*Se reporta una alta frecuencia de pérdida de heterocigocidad (LOH) en el brazo
corto del cromosoma 11 en algunos tumores tumores humanos (Fearon et al, 1985;
Alietal, 1987; Atkin & Baker, 1988; Wang & Rogler, 1988). Dc igual forma se
reporta este fendmeno, en el carcinoma de mama, en la regién cromosémica
11p15.5 que es donde se encuentra localizado Ha-ras (Theillet et al, 1986). Mis
ain, se tienen también reportes de la LOH de Ha-ras en varios tipos tumorales
(Santos et al 1984; Krontiris et al; 1985; Yokota et al; 1986). La pérdida de
heterocigocidad es un fenémeno que frecuemtemente se relaciona la posible
existencia de un gen supresor en esa region.

*E|] producto del gen Krev-1 tiene actividad de gen supresor. Este posee una alta
homologia (50%) con H-ras, principalmente en el dominio efector (Kitayama et al,
1989).
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*La expresion de la proteina normal Ha-ras puede suprimir el fenotipo
transformado y tumorigénico de las células transformadas con genes ras mutados
oncogénicos. Al parecer H-ras puede actuar como gen supresor o como oncogen
dependiendo del contexto celular (Spandidos & Wilkie, 1988),

En la tabla VII podemos ver que de las siete lineas celulares donde se habia
reportado pérdida de heterocigocidad en la regién cromosémica 11pl5.5
(Stanbridge, 1990; Santos et al, 1984), seis mostraron mutactones, por SSCP-PCR,
en los codones 12 6 13 del alelo residual de Ha-ras. La linea celular donde la
pérdida de heterocigocidad se presentaba en cualquier otro locus cromoesémico (Sk-
mel-28) no mostré alteraciones en el gen H-ras. De las siete lineas restantes, de las
cuales no existen reportes acerca de la pérdida de informacién en algin sitio,
unicamente dos casos mostraron alteraciones en el gen ras.

El hallazgo de que en el 85% de los casos donde se perdié uno de los alelos
de ras, el alelo restante esta alterado, puede constituir una evidencia mas en apoyo
a la hipdtesis de la identidad de Ha-ras como un gen supresor.

TABLA VII. REPORTE DEL ESTADO DEL GEN H-RAS EN
ALGUNAS DE LAS LINEAS CELULARES
CON ALTERACION REPORTADA EN LA REGION
CROMOSOMICA 11p15.

LINEA CELULAR Ha-rasl

MS751 NORMAL

SiHa MUTADO
Hela MUTADO
CaSki MUTADO
C-33A MUTADO
A-204 MUTADO
HepG2 MUTADO

(Citado en Stanbridge, 1990).
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Los resultados obtenidos en este trabajo aportan informacién relevante sobre

el estado de los genes ras y p53 {genes muy importantes en la carcinogénesis de
muchos tumores humanos) en algunas de las lineas celulares més utilizadas en los
estudios de cancer. Esto amplia el conocimiento de las caracteristicas de estas

lineas celulares, y sirve para enriquecer o interpretar resultados de estudios futuros.
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