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RESUMEN,

La mayoria de fos esfuerzos en terapia génica se han basado en métodos
indirectos para la infroduccion de nueva informacion genética dentro de tejidos.
En la actudlidad existen diversas formas de introducir nueva intormacion genética
a un organismo a fravés del uso de retovirus, veclores de adenovirus,
microproyecliles cubiertos de ADN o ADN encapsulado en liposomas. Para
algunas aplicaciones la introduccion directa de genes sin la necesidad de ulilizar
veclores virales, como es el caso de la electroporacion, ha sido una heramienta
Oft para el estudio de la participacion de ciertos genes en algunos fipos de
cancer.

Los genes ras codifican proteinas homologas de 21-kD, asociadas intemamente
ala membrana, donde participan en la transduccion de sefales de crecimiento y
diferenciacion celular  a través de la unién con GIP. En los mamiferos Ras
constituye una familia de tres proto-oncogenes, H-ras, K-ras y N-ras cada uno de ios
cuales puede adquirir propiedades oncogénicas, con tan solo tener una mutacion
puntudl. Las formas mutadas de los genes ras son prevalentes en muchos tumores
tanto humanos como de roedores, fambién han sido implicados en transtormacion
in vitro, asi como en la generacion de tumoros in vivo,

En este trabajo se estudio el efecto de la transfeccion del gen H-ras sobre la
morfologia celular, nimero cromosémico y alteraciones del ciclo celular en células
Hela.

Los resultados muestran que tanto la electroporacion del gen H-ras normal ,
como el mutado {presenta una mutacion en el codon 12 {val/gly)}, dteran ia
morfdogia de estas células. observandose dlgunas célulos gigantes  y
multinucleadas. Por lo que respecta al numero cromosomico, se encontrd que la
transteccion de H-ras {ambas versiones) provoca un aumento en la media de
cromosomas de estas células a las 42 y 72 horas de cultivo, estos picos
correlacionan con la aparicion de las céiutas gigantes y multinucleadas, El andiists
del cicio celular redlizado mediante la técnica de citoflucrometria mostré que ia
transfeccion ditera los tiempos de coda fase con respecto a las células no
fransfectodas y ocaclono un arresto en G2/M, Estos diteraciones son
caracteristicas de un fendmeno conocido como muerte mitélica,

e - -



INTRODUCCION.
GENERALIDADES SOBRE CANCER

El cancer a nivel mundial esta reconocido como un problema
importante de salud piblica, debido a las frecuencias tan elevadas que
ha alcanzado, a su impacte econdmico y frascendencia social (Registro
Nacional del Cancer). Por ello se ha dado especial atencidén dl
problema en los programas de atencion médica, de investigacion,
prevencion y epidemiolégicos. Algunos estudios epidemiolégicos han
indicado que entre las causas que pueden desencadenar un proceso
carcinogénico se encueniran factores fisicos (radiacién gamma, UV
elc.}), gquimicos {ciertas drogas y compuestos carcindgenos) vy bloldgicos
{virus, hormonas)

El cancer es una enfermedad gue tiene mulliples etapas,
probablemente de la acumulacién de errores producidos por la
alteraciéon de los genes, resultado del dafio al DNA de diverso fipo.
Algunas evidencias que apoyan la idea anterior son las siguientes:

o Predisposicion hereditaria af cancer

s incapacidad de la célula para reparar DNA dafiado

» relacion entre potencial mutagénico de algunas sustancias y
carcinogenicidad

» asi como la presencia de oncogenes que estén en tumores
humanos y que al introducirlos en células normales pueden

causar cancer (Hunter, 1991},

Frente a este problema de salud publica, la ciencia dispone
clasicamente de tres medios para tratar de combatirlo, la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia. De aqui la importancia de la busqueda



de nuevas estrategias que ayuden de alguna manera en su control y/o
prevencion,

a fravés de millones de aflos de evolucion, la célula ha
adguirido y perfeccionado una memoria genética donde estd
registrada toda la informacion necesaria para fabricar, con un riguroso
control de calidad, todas las proteinas requeridas para sus procesos
vitales. Los dcidos nucleicos son el material que contiene esta memoria
genéticaq, sin embargo en ocasiones esta memoria puede ser danada o
alterada por los factores ya antes mencionados que conllevan al
desarrollo del céncer. A la vez, el conocimiento de esta memoria
genética mediante la aplicacion de técnicas de secuenciacion,
clonacién y transferencia de DNA, han tenido un gran impacto en la
biologia y la medicina, ya que las modificaciones en el DNA producen
cambios en la estructura de algunas proteinas afectando su funcidn
(Lewin, 1994). El tratar de corregir estas modificaciones en el DNA ha
propiciado el disefio de nuevas estrategias basadas en la biologia
molecular que permitan el diagnéstico, prondstico y tratamiento de
enfermedades genéticas, infecciosas y de algunos tipos de cancer,
convirtiendo a la terapia génica en un nuevo medio para el combate
de enfermedades que como el cdncer es producida por la alteracién
de los genes.



TRANSFERENCIA DE GENES

La idea de crear una forma de terapia en la que el uso de
genes terapéuticamente valiosos se convierta en una herramienta para
el combate o control de algunas enfermedades, no es reciente ya que
desde hace mucho tiempo la naturaleza ha desarrollado métodos para
intfroducir establemente DNA externo, dentro de células animales por
medio de virus y dentro de células vegetales en forma de virus o a
través de plasmidos bacleranos., Estas formas de transferencia de
material genético han existido aun antes de que la tecnologia moderna
permitiera la clonacién y manipulacion de genes in vitro. Cuando se
comprendieron los mecanismos de funcionomiento e integracién viral y
evolucionaron los métodos de clonacién y manipulacion in vitro, la
terapia génica se comenzd a ver de manera mas tangible. (Weissman,
1992).

El tratamiento de enfermedades humanas por medio de
transferencia de genes, ya es una redlidad. La primera vez que se
intenté una terapia génica en humanos fue a fines de 1990, se transfirid
el gen de la adenosina desaminasa (ADA) en linfocitos de una paciente
que tenia una defecto en el funcionamiento normal de esta enzima lo
que le producia una deficiencia inmunoldgica severa (Anderson, 1992).
Este acontecimiento permitié que se desarrollaran nuevos protocolos
para el tralamiento con genes.

La mayoria de los esfuerzos en terapia génica se han basado
en métodos indirectos para la introduccion de nueva informacion
genélica dentro de tejidos. Las células blanco se sacan del cuerpo, se
infectan con vectores virales que contienen la nueva informacion y se

vuelven a reimplantar. Estos vectores son muy eficientes para terapia

Y



génica en células que se estdn replicando, pero no infectan a las
células gue no se dividen, ofro problema es el sitio de integracién de la
nueva secuencia en el génoma, ya que puede ocasionar mutagénesis
por insercién.(Anderson, 1992)

En la actualidad existen muchas otras maneras de Introducir
nueva informacion genética a un organismo vivo, incluyendo retrovirus,
vectores de adenovirus, microproyecliles cubierfos de DNA {William,
etl.al, 1991}, DNA encapsulado en liposomas, DNA coprecipitado en
fosfato de calcio o DNA unido a un complejo de polilisinaglicoproteina
(Wolf, et al, 1990}.

Para algunas aplicaciones, la infroduccidén direcia de los
genes, como por ejemplo es el caso de la electroporacién, sin la
necesidad de ufilizar vectores virales es muy Uil y evila algunos
problemas que surgen al estar trabajando con virus, ya que al replicar la
célula su genoma, también el vius estaria replicando. Con los
conocimientos, que se tienen hoy dig, sobre este tema; en varias partes
del mundo se han disefflado protocolos de investigacién, que intentan
ver efectos positivos con la fransferencia de genes en algunas
enfermedades neoplésicas. Dentro de este fipo de enfermedades la
mdas frecuente en la poblacién femenina de fos paises subdesarrollados
es el cancer cérvico-uterino, (Registro Nacional del Cdancet}, v en
nuestro pais es la primer causa de muerte por céncer, de aqul la
importancia de la busqueda de nuevas estrategias para su tratamiento.

Y
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CANCER CERVICO-UTERINO |Ca()ll‘b

En México el CaCu ocupa el primer lugar con un 17% en
frecuencia de los casos tolales de cancer y 27% de los tipos de cancer
gue se presentan en la mujer (Registro nacional det Cancer 1991)

Los cambios morfoldgicos que conllevan cancer cervico-
uterino, presentan tres etapas. Las lesiones preinvasoras e invasoras del
cuello uterino, que se presentan como una serie de cambios que
generalmente comienzan con una lesidon bien diferenciada como
displasia leve o lesion precancerosa (NIC 1), pasa por una fase menos
diferenciada (NIC Il o displasiac moderada), luego a una lesidn
intraepitelial indiferenciada (NIC Hli, displasia severa o carcinoma in situ)
y finaimente termina en cancer invasor cuando las células neopldsicas
del epitelio cervical han atravesado la membrana basal e invadido el
tejido subyacente (Nelson, et al, 1984). ComUnmente esta variedad de
lesiones presentan alteraciones del fenotipo celular como: alargamiento
nuclear, hipercromatismo, pleomorfismo, pérdida del relieve celular,
cromatina gruesa o burda y principaimente mitosis  anormales
(aneuploidias), siendo mayaores las alteraciones conforme avanzan las
etapas (Reid, et al, 1984), Las lesiones se inician en la unidn
escamocolumnar del cuello uterino, generalmente con lesiones
unifocales y permanecen confinadas a ese sitio durante la fase
intraepitelial (Burghardt, et al, 1986}, aunque la invasion puede ocurrir en
cudlquier fase del NIC, se cree que se da en el NIC lIl, considerada unha
lesion més avanzada y agresiva, sin embargo el riesgo inmediato de
invasion aun no se puede predecir (Nelson, et al, 1984; Franceschi, et al,
1986). La transicion a lesiones invasoras no es inevitable incluso algunas

lesiones regresan o permanecen preinvasoras durante toda la vida, y



solo un porcentaje pequefo progresan a CaCu; 7.5% del NIC 1, 15% de
NIC Il y 25% de NIC Il {Reid, et al, 1984). El tiempo de evolucién de las
lesiones que progresan de NIC | a NIC Il es muy variable, generaimente
de 10 a 20 afos.

Ya desde hace mds de diez afos Harald zur Hausen sugirio el
posible papel de los papilomavirus en la induccién del cdncer cetrvical.
Hoy se sabe que algunos papilomas participan de manera importante
en el desarrollo de este tipo de cdncer. El DNA de los papilomavirus
tipos 16, 18 y 33 se encuentra integrado en aproximadamente 90% de
los carcinomas genitales (Zur Hausen, et al, 1987).

En aigunos tumores el virus del papiloma humano {HPV) se ha
encontrado insertado cerca de algun oncogen celuiar (c-myc, c-ras o
c-src) {Durst, et al, 1987). Por otra parte en otra serie de CaCu que
presentan el HPV se han encontrado amplificados los oncogenes myc y
h-ras, por lo que en estos tumores ia activacién de estos oncogenes
celuiares pareciera ser importante en algin paso de la progresion
tumoral {Taya, et al. 1984). De igual manera podemos encontrar
diferentes lineas celulares transformadas, que por tener integrado en su
genoma el HPV, son inmortales y podemos cuitivarlas facilmente, como

sucede con la linea ceiular Hel.a.



CELULAS HELA: UNA LINEA CELULAR DERIVADA DE UN CaCll

En la mayor parte de los carcinomas de las vias genitales y en
lineas celulares como Hela, es evidente la integracién del DNA de
papilomavirus en una o mds regiones de los cromosomas.

Las células Hela son células tumorigénicas e inmortales
derivadas en 1951 de un carcinoma epiteliode cervical de una
paciente de 31 afos lamada Henrietta Lacks. Hela fue la primer célula
aneuploide epitelial derivada de tejidos humanos que se mantuvo
continuamente en cultivo, fue aislada por G.O. Gey, W.D. Coffman vy
M.T. Kubicek en febrero de 1951. Desde su origen ha sido una de las
lineas celulares ampliamente estudiadas. Estudios previos han
demostrado que el estado tumorigénico estd  asociado
especificamente a la pérdida de una copia de los cromosomas 11 y 14
(Redpath, et al 1984}, tiene un cariotipo muy inestable, al observarse
rearreglos cromosémicos en una gran variedad de sublineas celulares
Hela (Rees, et al 1980). Se ha observado que los cromosomas 1 y 5 son
extracopiados, otros cromosomas que pueden ser extracopiados son 7,
9,12, 16y 17 (Mamaera, et al, 1984).

Una desventaja para realizar estudios genéticos con lineas
establecidas es su inestabilidad cariotipica, las células Hela son
extensivamente heteroploides, tienen un rango de cromosomas que va
de 38 a 106 con una moda de 71 (Lewin, 1980}). Estas células contienen
DNA integrado del papiloma virus tipo 18 en forma no productiva,
generalmente amplificados en unas 5-200 coplas por célula (Schneider,
et al. 1987}. De este tipo de papilomas los oncogenes Eé y E7 se
trascriben activamente,(Schwart, et al. 1985), Sus productos estan

involucrados en la induccién y mantenimiento del estado inmortalizado



de las células que contienen la secuencia del HPV; dichos genes se
expresan selectivamente en tumores celulares y lineas celulares
derivadas de tumores humanos y se conservan intactos durante la
integracidon del DNA viral al genoma celular. (Schwarz,E. et al. 1985,
Smotkin,D. et al, 1986}, siendo evidente la integracion del papiloma en
una o mds regiones de los cromosomas del huésped a menudo con una
disposicion en tandem (Broker and Botchan, 1984).

Una caracteristica significativa de estas células es que cuando
se fusionan con fibroblastos normales, las células hibridas resultantes ya
no presentan el fenotipo maligno (Atkin,N.B.,1988; Srivastava,S. et
al,1986).

Se sabe que aigunos genes celulares estdn implicados en el
desarrollo del cdncer, a éstos genes se les conoce como oncogenes,
que son versiones alteradas de genes normales {los proto-oncoges)
{Bishop,1983). Un oncogen es un gen viral o celular que cuando se
introduce a células por infeccidén o transfeccion puede inducir
transformacion neopldsica y tumores, son llamados v-onc cuando son
acarreados por virus ¥ c-onc cuando pertenecen a una célula .

En diversos tumores humanos encontramos alteraciones en
oncogenes, como c-myc, c-myb, c-abl, 0 c-ras, entre ofros. Los
mecanismos moleculares que se presentan con mayor frecuencia en
este tipo de alteraciones son franslocaciones cromosémicas,
amplificacién génica o mutaciones puntuales (Gariglio, 1987).



ONCOGEN RAS:

Las proteinas ras forman una superfamilia que incluyen mdas de 50
miembros {Bokoch and Der, 1993, Barbicid, 1987) Con base en las
secuencias nucleotidicas, la superfamilia ha sido subdividida en tres
grandes grupos cuyos miembros lienen caracteristicas funcionales
semejantes: familia Ras que Incluye a las verdaderas proteinas ras,
participan en la transduccion de sefiales; familia Rho/Rac involucradas en
la organizacién del citoesqueleto v las proteinas Rab, proteinas que
regulan el trafico membranal, es decir el transporte de vesiculas entre
diferentes compartimentos intracelulares {Bogusky,M y McCormick,F. 1993},

En los mamiferos la familia Ras esta constituida por tres proto-
oncogenes, H-ras, K-ras y N-ras {Der, et al, 1982) cada uno de los cuales
puede adquirir propiedades oncogénicas, con tan solo tener una
mutacion puntual, cominmente esta se produce en el codon 12 0 en
el codon 61.[{Shimizu, et al. 1983}. Las formas mutadas de los genes ras
son prevalentes en muchos {umores tanto humanos como de roedores,
también han sido implicados en transformacion in vitro, asi como en la
generacion de tumores in vivo (Slomon, et al,1982).

Los genes ras codifican proteinas homologas de 21-kD,
unidas internamente a la membrana, donde participan en la
transduccidn de sefiales de crecimiento y diferenciacion celular a
fravés de la unidén a GTP, para estar en forma activa {Bogusky, and
McCormick, 1993; Zarbl, et al,1985), viendose incrementada casi en un
100% por la proteina activadora de la GTPasa "GAP" {Trahey, and
McCormick, 1987). Quedando en forma inactiva con la hidrélisis del GTP
{Bogusky, and McCormick, 1993; Zarbl, et al,1985; Prendergast and
Gibbs, 1993) que es converlido a GDP. La proteina ras funciona como



un switch binario, estando apagado ras esta unido a GDP, esta union
esta localizada en la superficie interna de la membrana, aguardando
una sefal extracelular que active el sistema para quedar encendido, es
decir ras unido a GTP, regresando a un estado inactivo al darse la
hidrolisis de esta molécula (Bogusky, and McCormick, 1993},

En la célula hay tres clases de activadores que controlan tanto
la uniébn como la hidrélisis de GTP a la proteina ras. Estos factores
reguladores incluyen activadores de GTPasa (GAPs), y dos clases de
factores de intercambio de nucledtidos de guanina [(GEFs), los
nucledtidos estimuladores de disociacion (GDSs} y los nucledtidos
inhibidores de disociacion (GDls) (Prendergast and Gibbs, 1993).

La velocidad de intercambio del nucledtido de guanina GDP
es regulada por al menos tres familias diferentes de proteinas: mSOS,
GRF, y GDS {factores intercambiadores de nucledtidos). Las proteinas
mSOS son ubicuas y pueden activar alas res proteinas ras, GRF también
actia en todas las proteinas ras aunque solo se encuenira en extracto
de cerebro, GDS actla en Ki-ras y ofras proteinas relacionadas con ras,
pero no afecta a H-ras ni tampoco a N-ras.(Moodie and Wolfman, 1994)

Ras estd invoiucrado y juega un papel muy importante dentro de
una gran cascada de senales de fosforilacion, sin embargo antes de pasar
la sefal por ras primero tiene que pasar por factores intercambiadores de
nucledtidos como Grb/SemS, unidos a grupos fosfato de receptores tirosin-
cinasa al ser activados por factores de crecimiento; y por proteinas como
Sos que llevan a cabo la activacion de ras. Esta sorprendente conexion ha
sido hecha dawn stream (después de haber pasado primero la sefial por
ras), una vez que ha sido activada, ras pasa la sefial a la proteina raf, ésta
a su vez fosforila una segunda cinasa conocida como MAP cinasa (MAPK),

esla cinasa y quizd ofra no bien identificada mandan senales hacia el
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ndcleo celular, a través de la fosforilacion de factores de transcripcién que
entre otros, incluyen productos de oncogenes (Egan and Weinberg, 1993).

Fa crecimiento

Ras Ras
lnactivo Activo

' ' \ Otros efectores
(GAPS)

Otros Ofros efectofes <uipmm

efectores

Otros efeclores <uipmm

>U>P0020
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FIGURA 1: Via Ral. S¢ activa con b unidn de un
factor de crecimiento a su seceptor tisosin-cinasa,
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Recientes trabajos indican que deniro de la cascada de
sefidlizacion ras participa en la regulacién de dos sefiales por dos vias;
una descrita anteriormente que tiene que ver con procesos de
tfransduccién, transcripcion v ciclo celular, involucra la actividad

mitogénica de las proteinas-cinasas {MAPK), por via raf, La otra via se

-



refiere al confrol de la organizacion del citoesqueleto con la
parlicipacién de las proteinas Rho/Rac que controlan la organizacion
de la actina en la céjula. Esta via para ser activada tarﬁbiéq necesita
ser estimulada por factores de crecimiento, de esta manera las
proteinas Rho y Rac pasan de un estado inactivo unido a GDP a un
estado activo unido a GTP con la ayuda de factores intercambiadores
de nucledlidos de guanina, especificos para cada una de ellas. Formas
activas de ras inducen cambios en citocesqueleto atraves de los
miembros de la familia Rho. La conexion entre ras activado y la via
Rho/Rac es impartante por que puede representar una caracteristica
critica que puede diferir entre las funciones de ras normal y su forma
oncogénica (Prendergast and Gibbs, 1993}, figura 2

ENTRADA DE SENAL
(Factores de crecimicnta, Ras-G’l‘l’)
\ ENTRADA DE SL‘NAL
Glil’sRac
Gﬂ s-Rho
()1 P-Rac (W Grl’ Rho
GAPs~Rnc
GADs- Rhu
's.\l IDA SALmA
DE SERAL DE SENAL
Plegamiento Deficiente fonnacion
de membrana de fibros de acting

FIGURA 2: VIA Rho-Rac. Se refiere al control de la organizacion del citocsqueleto . Ras aclivo,
uctua sobre faciores intercambindores de nucledlidos sctivando a Rae al unirlo a GTP, Rag activo pucde
actuar sobre factares d¢ intercambio de nucleotidas de Rbio para univlo w GTP y activarlo



En fibroblastos estimulados con factores de crecimiento, Rho
es necesaria para regular el ensamble de fioras de actina, asi como
para la adhesion focal (Ridley and Hall, 1992), y rac es requerida para la
formacion de plegamientos en la  membrana. La inyeccidon de
proteinas que blogquean a Rac impide que se de la formaciéon de fibras
de estres, por lo que se sugiere que en dgunos casos ras pueda
funcionar up stream de Rho {antes}, durante la cascada de sefales
producida por ras. {Prendergast and Gibbs 1993; Muller, 1993).

Las proteinas ras tienen una actividad intrinseca de GTPasa,
que se ve dafiada en los casos de la expresion de los genes una vez
que éstos han sido mutados.(Lacal.J. et al,1986). Se ha propuesto que la
reduccién en la actividad GTPasa, acompaiada por la activacién de
genes ras mutados, dafa la funcién reguladora de las proteinas de ras,
ademds tiene repercuciones de intervenciéon en las senales que
controlan la proliferacién celular.(Bar-Sagi and Feramisco, 1984).

Formas mutadas de ras las cuales tienen reducida su actividad
de GTPasa se han encontrado en aproximadamente un 25% de tumores
humanos. Estas formas oncogénicas ademds tienen reducida
grandemente su actividad de GTPasa intracelular y de permanecen
siempre encendidos. (Bos, 1990},

Las funciones bioquimicas especificas de las proteinas ras
todavia no han sido identificadas. Sin embargo diversos estudios indican
que participan en eventos moleculares iniciados por factores de
crecimiento (Kamata and Feramisco, 1984}, Se sabe que en
Saccharomyces cerevisiae, ras tiene funciones de sensar las condiciones
de nutrientes en el medio y del control del ciclo celular. (Broach, 1991;
Powers, 1992). En Schizosaccharomyces pompe de ciertas hormonas
para el apareamiento asi como la meiosis, la esporulacidn y la forma de

la célula, en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, los genes de



ras controlan el desarrollo del ojo. En el nematodo Caenorhabditis
elegans participan en el proceso de desarrollo de la vulva {Egan and
Weiberg, 1993).

La importancia de los proto-oncogenes se pone de manifiesto
al haber sido conservados en el transcurso de la evolucion, asi por
ejemplo sabemos que el gen ras lo encontramos tanto en la levadura
como en el hombre (Muller et al 1993). La conservacién evolutiva
implica que los proto-oncogenes redlizan funciones cruciales para la
célula. Una vez que un proto-oncogen se convierte en oncogen, puede
afectar funciones tan importantes como son los procesos de control,
regulacion de division y proliferacion celular, que se dan en el ciclo

celular.



CICLO CELULAR

Un modelo eucarionte donde se ha estudiado muy bien el
ciclo celular es en las levaduras [Alberts et al. 1989). En este modelo se
sabe que dentro del ciclo celular hay tres eventos perfectamente
coordinados, los ciclos citoplasmatico, cromosémico, y centrosdomico.
En el ciclo cromosémico el DNA es duplicado, al mismo tiempo que se
alterna con la mitosis, donde las copias duplicadas del genoma son
separadas. Mientras tanto en el ciclo citoplasmdtico, se lleva a cabo un
crecimiento celular, un incremento en el volumen celular, conforme se
va dando la progresion del ciclo celular, ademds de la sintesis de
muchos otros componentes proteicos, que tienen que ver con la
citocinests, para gue la célula pueda dividirse y dar origen a una célula
hija, finalmente en el ciclo centrosdmico se da la duplicacién del
aparato mitdtico (centriolo y huso acromatico) (Alberts et al, 1989). Estos
tres eventos estan coordinados dentro del propio ciclo celular, es decir
en las etapas de interfase y mitosis.

La interfase se divide en tres fases G1, S y G2, mientras que la
etapa de division solo comprende la fase M (mitosis). Se ha demostrado
gue las célutas con un volumen post-mitdtico pequenio requieren mayor
tiempo de estancia en Gl para entrar a S, que las que alcanzan un
tamano normal, esto sugiere que el tamano celular es crucial {Alberts et
al,1989)

En la fase de G1 la actividad bicsintética de factores proteicos
necesarios para la fase § se encuentra en un rango muy elevado. Al
final de la fase Gl hay un punto conocido como punto de restriccion {R)
gue condiciona el progreso hacia ta siguiente etapa del ciclo celutar,
pudiendo ser uno de los multiples controles que intervienen



directamente en el control de la proliferacién celular.(Alberts et.al. ,
1989). Este punto llamado R o Z {si se trata de células eucariontes) la
célula no requiere de mitdgenos para la progresiéon o través del ciclo y
es menos sensible a los inhibidores de sintesis de proteinas, Lo anterior
hace pensar que este punto juega un papel clave, al ser un punto de
control en la progresion del ciclo celular en mamiferos, {Muller, et al,
1993)

Son muchos los factores y las condiciones que necesita una
célula para que crezca y se divida, asi por ejemplo, si de un cuitivo
celular, privamos de! medio uno de sus componentes principales como
lo es el suero, normaimente las céiulas no pasaran el punto de
restriccion de G1 ya que se sabe que las células, requieren diferentes
proteinas contenidas en el suero y que estdn directa y especificamente
involucradas en el estimulo de la division celular. A estas proteinas se les
conoce como factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
derivado de plaguetas {PDGF), el factor de crecimiento epidérmico
{EGF), el factor de crecimiento neuronal {NGF) entre ofros {Alberts et.dl.,
1989).

La estimulacién de las células por medioc de mitégenos
induce una multitud de cambios rdpidos que son mediados por diversas
sefiales a fravés de las cuales muchos genes se vuelven
transcripcionalmente activos, a la vez que ofros quedan reprimidos
{Pardee,1989). Los mecanismos moleculares por medio de los cuales se
regula el crecimiento celular y el metabolismo, en respuesta al estimulo
de mitégenos no son muy bien conocidos. {(Muller, et al. 1993). Aungue
los mecanismos de transduccién de sefdales no son completamente
entendidos, algunas de estas vias han sido parcialmente mapeadas en
los Glimos afios. Este progreso ha sido postble debido al descubrimiento
de gue muchos productos de proto-oncogenes desempefian una



funcidén crucial dentro de toda esta red de senales. (Williams, 1989;
Leevers,S.J. and Marshall, 1992).

Més de la mitad de los proto-oncogenes conocidos codifican
para enzimas o subunidades de estas, que estan directamente
involucradas en la transduccién de sefales desde ia membrana
citoplasmdtica hacla el nicieo celular mediada en la mayoria de los
casos por proteinas tirosin-cinasa y menos frecuente por serina/treoinina-
kinasas unidas a GTP {Muiier, et al. 1993).

Algunas profeinas fransmembranales que siven como
receptores de mitégenos han sido ya identificadas (Uliich, and
Schlessinger, 1990). Muchos de estos receptores son proteinas tirosin-
cinasas que actlan en eventos de fosforifacion que juegan un papel
Importante en lo transduccion de sefiadles mitogénicas hacia el interior
de la célulo, se sabe muy bien que el receptor inicial que media la
fostorilacién de una tirosin-cinasa especifica dispara una cascada de
eventos de fostorilacion (Muller, et af 1993; Moodie and Wolfman, 1994).

Las sefiales extraceiulares son reguladas por cinasa (ERKs) o MAP
kinasas, estas enzimas constituyen una familia de proteipos serina/treonina
que son activadas por diferentes estimuios extraceiulares llevando a la
célula a la profiferacion, diferenciacion o activacion de funciones celulares
especificas, la actividad de ias MAPKs estd reguiada por eventos de
fostorilacion y desfosforilacion (Mulier, et al 1993; Egan and Weiberg, 1993).

La fase S comienza cuando la céfula da inicio con la replicacion
de su DNA y termina cuando cada cromosoma tiene su cromatida
hermana, durante esta fase el contenido de DNA del nicleo debe ser
replicado completamente. El nicleo es inducido a enirar a esta fase del
ciclo a fravés de sefiales citopiasmaticas. La replicacion es bidireccional,
se lleva a cabo en muitiples puntos def DNA , conocidos como replicones,
en cada uno de los cromosomas. (Laskey 1989).



Durante la fase M los cromosomas duplicados se condensan vy
son facilmente vistos con la ayuda de un microscopio optico, las
cromdtidas hermanas se separan para formar cada una parte del nicleo
de la célula progenitora y de la célula hija. La mitosis es el proceso
mediante el cual las células eucariontes aseguran la segregacion de sus
cromosomas en la division celular. Los eventos clave en fa mitosis son 4. a)
Profase: Condensacion de los cromosomas duplicados, desde un estado
disperso y activo hasta una condicidon compacta adecuada para el
transporte.  b)Metafase: Una vez que los cromosomas han sido
condensados son alineados en el plano ecuatorial en el huso acromatico.
c)Anafase: €5 aqui donde se lleva a cabo la separacién de los
cromosomas en dos partes idénticas, las cromatidas hermanas. djTelofase:
Se da la cariocinesis, vuelve a aparecer la envollura nuclear y la
descondenzacion de los cromosomas, para restablecer las condiciones de
interfase (Mcintosh,J.R and Koonce, 1989).

Los mecanismos de control que ponen en marcha la mitosis, son
comunes en todas las células eucarionies, ya que evolutivamente han sido
conservados. Estos mecanismos fienen que ver con la formacién de
complejos especificos protein-cinasa/ciclina {cdk/cdc) (O'farell,P. 1989;
Nurse,P. 1989).

En el ciclo celular participan una amplia gama de genes, sin
embargo, los productos de dos de ellos son muy importantes ya que
tienen implicaciones en su regulacién asi como participaciéon en
procesos de proliferacién celular (Mercer, W.E..1992). Estos dos genes
conocidos como genes supresores de tumores son p53 {produce una
proteina de 53 kD) y pRb {proteina del retinoblastoma)
{Standbrige,E.J.,1991)

El gen p53 regula negativamente la division celular, no es
esencial para la progresion del ciclo celular pero funciona como



"checkpoint" bloqueando fa divisidn incontrolada de la célula {Levin,A.
1992). p53 tiene también la capacidad de regular ia expresidn de una
proteina de 21 kD conocida coma cip 6 WAF] que bloquea el complejo
cdk/cdc, y de esta manera bloquea la divisién celular {Marx, J. 1993).

Por ofra parte el producto de pRb tiene propiedades como
factor regulador del ciclo celular, dependiendo del estado de
fosforilacion o desfosforilacién en el que se encuentre (Buchkovich et al,
1989; DeCaprio et al, 1989; Mihara et al, 1989), actuando como
regulador negativo del crecimiento celular enla fase G0/G1; se inactiva
por fosforilacion en residuos treonina/serina en los limites G1/S,
disparando la progresién del ciclo para entrar a la fase § {MungerK. et
al, 1992).



RAS ¥ CICLO CELULAR

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que las
proteinas de ras participan en la transduccién de diversas sefiales
extracelulares, involucradas en procesos de proliferacion,
transformacién y diferenciacién terminal (Barbicid, 1987; Egan, and
Weinberg, 1993; Lowy, and Willumsen, 1993}, También se ha sugerido
que se requiere de las proteinas ras para la progresién del ciclo celular
en células epiteliales (Howe, et al 1993).

La estimulaciéon con suero de células confluentes en GO, en
cultivo; da como resultado un incremento en los niveles de ras unido a
GTP, asi como la activacién de la cascada de sefiales de las MAP
cinasas {Howe, et al, 1993; ver figura 3}. Existen datos que sugieren que
por 10 menos ras estd involucrado en tres diferentes puntos del ciclo
celular, uno ubicado en ios limites Go/G1, ofro ala entrada de ia fase S
y el tercero en la diferenciacion terminal a la salida del ciclo celular
{Moodie and Wolfman 1994} ver figura 3.
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Hasta aqui es importante reconsiderar algunos puntos

importantes donde ras esta directamente involucrado, y que ya se

conocen.

- La proteina Ras normal ha demostrado jugar un papel

importante en la transduccidn de diversas sefiales extracelulares

involucrados en procesos que controlan la proliferacion, transformacion

y diferenciacion. (Barbicid, 1987: Egan, and Weinberg, 1993; Lowy and

Willumsen, 1993)



- La proteina oncogénica de Ras tiene la capacidad de
alterar rGpidamente la morfologia celular, por medio de la via Rho/Rac,
{Prendergast and Gibbs, 1993)

- Trabajos recienfes indican que ras puede regular el ciclo
celular, asi como también estar involucrado en la organizacion del
citoesquelefo, (Prendergast and Gibbs, 1993).

Con base en lo anterior el objetivo general de este trabdjo fue:

Determinar sila transfeccion de los genes ras normal y mutado
a células Hela altera el ciclo celular y observar si estas céjuias sufren
cambios en su morfologia.

Los primeros resultados, durante el desarrollo de este frabajo
nos llevaron al planteamiento de dos objetivos parficulares:

1.- Ver si existe una correlacidn entre el ciclo celular y la
morfologia.

2.- Redlizar el conteo de metafases con su respectivo numero
de cromosomas para determinar la probable existencia de diteraciones
en cuanto a nimero de cromosomas y si es posible ver una generacién
de células con mayor nimero de cromosomas a través del tiempo.
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METODOS PARA MEDIR CICLO CELULAR

La cuantificacion de informacion de las caracteristicas
proliferativas o citocinéticas de células o poblaciones celulares es
esencial para una gran variedad de estudios biologicos y biomédicos. El
conocimiento de esta informacion es de gran importancia en el campo
de la oncologia para la medicion de actividad proliferativa de células
malignas y células normales, de aqui la importancia de la mediciéon del
ciclo celular en este tipo de estudios,

Entre 1949-1950 se hicieron las primeras determinaciones para
medir ciclo celular utilizando un microespectrofotémetro, instrumento
que podia medir cantidades de luz especificas, absorbidas por una
muestra examinada bajo microscopio. Dependiendo de la cantidad de
DNA contenida en el nicleo de la célula, existia un patrén de
absorbancia para cada una de las fases del ciclo. (Karp, 1987).

Por oftro lado el método clasicamente usado es el de la
incorporacién de timidina ftriiada, un precursor radioactivo que
emplean las células para la sintesis de DNA al incorporario en lugar de
la timina {Alberts et al. 1989).

Otro método es el uso de la Bromo-dioxiuridina (Brdu). andlogo
de la timidida a la cual se le ha reemplazado un grupo metil por un
atomo de bromo para formar la Brdu . Diversos estudios han
demostrado que la Brdu es incorporada a! DNA con la misma eficiencia
que la timidina, (Melamed et al. 1991). La unién de la Brdu a una
sustancia fluorescente como el Hoescht (HOS8), conforma la base para
una técnica que permite estimar el ciclo celular celular en células que
han incorporado Brdu en su DNA.
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Otro método para evaluar el ciclo celular es por medio de la
citofluorometria que ha tenido impacto en varios campos de la biologia
y la medicina, con una amplia aplicacién en estudios del ciclo celular,
inmunologia, cancerologia, estudios de pardmetros celulares como pH
intracelular y concentraciones de caicio etc. (Melamed, et al. 1991}.

El citofluorometro hoy dia es un instrumento fascinante desde
el punto de vista técnico; ya que emplea la tecnologia mds avanzada
que incluyen sistemas Oépficos, lasers, equipo electronico digital,
computadoras y programas especificos, que en conjunto pueden medir
diferentes pardmetros de las células que pasan a través de su cdmara
de flujo, para determinar tamario, estructura y el contenido preciso de
varios constituyentes celulares, como por ejemplo el DNA. Su
funcionamiento basico es sencillo (figura 4). La sensibilidad de este
aparato es suficiente como para poder detectar 108 gr, de una
sustancia especifica por célula, contando miles de células por minuto.
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citofluorometro. La  muestra  celular s
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corriente de flujo libre de particulas, que
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) #ﬁ\*" \\ﬁ . amplificados, procesados por un analizador de

‘ A multicanales y almacenados para su posterior
colector de cé- despliegue y anilisis.

Para hacer mediclones de ciclo celular por citofluorometriaq, el
ADN de las células es tefido con moléculas fluorescentes especificas
como el propidio de iodo o 2-4-diamidino-2-fenilindole (DAPI). Las
células que se encuentran en suspension, cruzan una a una un intenso
haz de luz, cada célula produce un resplandor fluorescente, esta
intensidad es proporcional al contenido de ADN celular. Los haces
resplandecientes son colectados por un sistema 6ptico apropiado que
a su vez enfoca la luz a un detector muy sensible, el detector transforma
los resplandores de luz en pulsos eléctricos que son medidos y
registrados por una computadora.
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La ventaja de ia citofluorometria es que mide gran nimero de
células individualmente, al mismo tiempo que va graficando cada una
de ellas colocandolas en alguna fase del ciclo celular dependiendo de
su contenido de DNA,
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MATERIAL Y METODOS

Se cultivaron cuatro clonas de células de la linea celular Hela,
células transfectadas con el pldsmido Ec neo que contiene el gen ras
narmal unido al gen de resistencia a la neomicina, células transfectadas
can el pldsmido Ej neo que contiene el gen ras mutado unido al gen de
resistencia a la neomicing; ambos fueron obtenidas a partir de los
plasmidos Ec y Ej e insertados en el plamido pSV2neo (contiene el gen
de resistencia a la neomicina) el cual fue utilizado como contral, {ver
figura 5) y células Hela sin tranfectar; hasta tener suficiente ndmero de
células, esto es tres o cuatro dias después de haber sido sembradas.

Se realizd un andlisis de ciclo celular por citoflucrometria, para
lo cuai se sembraron 11 cajas con 500 000 células para cada uno de los
cuatro tipos celulares {44 cajas en total), y se estudio e} ciclo durante 90
haras, cada 6 o 12 horas. Se leyd el ciclo celular de las 44 muestras en
un citofluorometro "Partec CAR’ (Germany)

Con cultivos paralelos se prepararon laminillas para hacer
conteo de cromosomas, siguiendo los mismas tiempos, como se hizo
para el andlisis de citoflourometria. Al concluir las 90 horas de ambaos
experimentos con un hemocitometro, se contd el ndmero final de
células de cada una de las cuatio clonas.

27



MANTENIMIENTO DE UN CULTIVO DE CELULAS HELA

Las células Hela fueron las primeras células humanas de
origen tumoral que lograron cultivarse continuamente. La linea celular
crece en monocapa en una soporte artificial. Se usaron cajas de cultivo
de poliestireno que proveen un soporte simple. Las células se mantienen
en condiciones completamente estériles incubadas a 37°C en una
atmésfera de CO; al 5%. Se ulilizb el medio de cultivo modificado por
Duibecco (DMEM), suplementado con 10% de suero neonato bovino y
antibidticos adecuados (Peniciina y estreptomicina, 5 U/ml. y 0.2
par./ml. respectivamente).

Para obtener células de las cajas de cultivo se siguid el

siguiente procedimiento:
Se retiré el medio, se lavd 2 veces con PBS, enseguida se adiciond 1 ml.
de tripsina durante aproximadamente 5 minutos, para después colocar
5 ml, de medio (DMEM + 10% de suero neonato para inaclivar la
tripsina), se centrifugé durante 5 min. a 2500 rpm., se retird el
sobrenadante y finalmente se adicioné una cantidad conocida de
medio para posteriormente hacer un conteo celuiar,
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TRANSFECCION POR ELECTROPORACION

Para llevar a cabo la transfeccidn de las células se hizo lo
siguiente:
Se tripsinizaren cajas confluentes con células Hela, las cuales fueron
centrifugadas a 2500 rom. con | mi. de suero neonato, se retiro el
sobrenadante y se agregd 5 ml. de solucion Hebs (Solucién:  NaCl 137
MM, KCl 5mM, Na2HPO4 0.7 mM, dextrosa 6 mM, hepes 20 mM, pH 7.05)
para centrifugar 5 min a 2500 rom, estos dos Ultimos pasos se repitieron
en dos ocasiones. Se resuspendio la muestra en Hebs, de esta muestra
se tomaron 250 pl. y se pusieron en una celda de eiéctroporocién la
cual se mezcld con 10 ugr. de DNA gendmico (plasmidos Ec, Ej o
SV2neo) mas 200 ugr. de DNA de salmén en 250 pl. de hebs frio, se agité
10 seg en vortex. La celda se colocd a 4°C durante 10 minutos,
transcurrido este tiempo se dio un choque eléctrico de 250 V y 960 mcF
con un electroporador (Bio Rad), después del choque se volvio a
colocar a 4°C durante 10 minutos y finalmente se sembraron en una
caja p100 con 5 ml. de medio con 10% de suero neonato
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SELECCION Y CLONACION

24 horas después de la electroporacion se cambié el medio y
se adicionaron 800 pg/ml de G418 (Gentamicina), para obtener céluias
que han integrado el plasmido en su genoma, ya sea el pldsmido con la
version normal del genras (EC neo) o el plasmido con la version mutada
del gen ras (Ej neo), asi como las células con el pldsmido que contiene
solo el gen de resistencia a la neomicina (Sv2neo), usado como control.

Una vez que obtuvimos estas tres clonas, se procedié a hacer
el proceso de clonacion, el cual se basa en la aplicacién de la dilucion
limitante, que consiste en hacer diluciones sucesivas de las células, para
asi obtener células provenientes de una sola progenitora.
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PREPARACION DE MUESTRAS PARA ANALISIS POR CITOFLUOROMETRIA

Para leer las muestras en el citofluorometro se obtienen las
células de las cajas de cultivo con el procedimiento mencionado con
anterioridad. El botén celular se resuspendié en 3 ml. de solucion
fiadora {etanol al 70%) con la ayuda de un vortex y las muestras se
almacenaron a 4°C.

Al momento de lectura de las muestras, se centrifugaron a
1200 rpm y se retird el sobrenadante. A cada tubo se le adicionaron 3ml.
de solucién de detergentes (solucién 1; Partec Alemania); con una
pipeta Pasteur se resuspendid el botén durante 5 min. La muestra se
transfirié (1.5 ml. aproximadamente) a tubos especiales de lectura para
citofluorometro, agregando a estos mismos tubos 2.5 ml. de DAPI (2.5
ng/ml); fluorocromo que tifie el DNA (solucidn nimero 2). Ef tubo con la
muestra celular resuspendida en las dos soluciones se colocd en un
citofluorometro Partec CAll para hacer el andiisis del ciclo celular a 20
000 nucleos. Esta medicion se hizo para cada una de las 44 muestras del

experimento con los cuatro tipos de la linea celular,
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PREPARACION DE LAMINILLAS

De la misma manera antes mencionada se obtuvieron las
células de las cajas de cultivo. Se adicionaron 200 pl. de colcemid dos
horas antes de sacar y fijar las células para detener aquellas células que
se encuentran en metafase. Se adicionaron 8 ml. de una solucion
hipoténica de cloruro de potasio (KCI) 0.075M. Se dejoé 20 minutos en
incubacién a 37°C, Después de haber franscurido este tiempo, se saco
el tubo con el contenido celular, centrifugandolo 10 minutos a 2500 rpom;
se desechd el sobrenadante y agregamos aproximadamente 8ml de
una solucion fijadora 3 a | de metanol-dcido acético, respectivamente;
al mismo tiempo, agitamos en un vortex. Esta misma operacién de
centrifugacion, agitacién y adicion de solucion fijadora se repitid en dos
ocasiones dejando las muestras en la solucion fjadora a 4°C.

Se centrifugaron las muestras a 1200 rpm para obtener un
botén nuclear. Se desechd la mayor cantidad de este sobrenadante
pero se dejé una pequefia cantidad de para resuspender el contenido
nuclear. Dos horas antes de hacer esta resuspension se colocaron
portaobjetos en un frasco con alcohol de 94° a 49C, asegurdndose que
el alcohol las cubriera totalmente.

Se hicieron dos laminillas por muestra de la siguiente manera;
se fomd una laminila del frasco y a una altura aproximada de 1.5
metros se dejé caer algunas gotas de las muesiras con el fin de que al
caer los nucleos sobre la laminilla estos se rompieran y se expandieran
los cromosomas de células que al momento de ser fijadas se
encontraban en metafase. Las laminillas se secaron al mechero

{flameando} y se observaron al microscopio en contraste de fases,
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Ya listas las laminillas de cada una de las diferentes muestras
se tifieron durante 5 minutos en una solucién de Giemsa (Sigma) al 4%
para poder contar de células en metafases el nimero de cromosomas.

El experimento comenzd con la siembra de las 11 cajas. Seis
horas después, tiempo suficiente para que las células se anclaran a la
caja de cultivo se sacd la primer muestra; es decir, se sacé una caja de
células Ec, una de Ej, una de SV2 y ofra de célula Hela, que
representaron el tiempo 0. Con intervalos de 6 horas durante el diay 12
durante la noche (después de haber sacado el tiempo 0) se sacaron el
resto de las cajas hasta completar ias 90 horas.

Para ver si las células tenian mayor nUmero de cromosomas
hicimos un conteo del nimero de estos, sacando el promedic de 50
metafases para cada una de las diferentes muestras de las cuatro
clonas.
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RESULTADOS

Al hacer un andlisis de células tfransfectadas con ia ayuda de
un microscopio invertido, se enconiraron alteraciones morfoldgicas
evidenles, las células fransfectadas con el proto-oncogen asi como
también las células fransfectadas con el oncogen, muestran un famafio
varias veces mds grande al de las células transfectadas con el pldsmido
control o al de las células Hela sin transfectar,

Aproximadamente 30 horas después de la resiembra se
comienzan a ver la aparicién de células gigantes y multinucleadas,
siendo visto el mayor nimero de ellas alas 72 horas de haber iniciado el
experimento. La presencia de células gigantes indica, que Ia
morfologia de las células Hela es alterada por la tranfeccion del gen
ras normal, asi como también por la version mutada del mismo gen.
Observamos cambios morfologicos en aproximadamente un 30% de la
poblacién contenida en la caja de cullivo para el caso de las células
Ec y un poco mds del 30% para las células E. Cambios morfologicos
como lo son el incremento en el tamafio celular junto con un
incremento en el tamafio nuclear , alteraciones en la membrana
plasmatica de una forma no comuin en las céluias Hela; presencia de
vacuolas y efectos en la estructura del contenido nuclear, asi como
también se observa la presencia de micronUcleos. En la figura 6 se
presentan los cambios morfolégicos que se observan al comparar
células transfectadas con el gen ras normal (Ec), células transfectadas
con el gen ras mutado (Ej) y las células control transfectadas con el gen
de la resistencia a la neomicing; asi como las células Hel.a normales {sin
transfeccion).
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FIGURA 6A: Cambios morfolégicos en células Hela inducidos por la transfeccion del protoncogen y
oncogen ras. Célula IleLa sin transfectar (A), células transfectadas con el plismido control (B), células
transfectadas con ¢l gen ras normal (C) y células transfectadas con ¢l gen ras mutado (D).



Claramente se ven cambios morfolégicos, entre células
transfectadas con ambas versiones del gen ras (normal & mutado) y
células contral (SV2 neo) asi como en Hela que no presentan las
alteraciones antes mencionadas. Esto indica indudablemente que los
cambios morfoldgicos observados se debieron a la tranfeccion de
cudlquier versién del gen ras,

Estos resultados nos sugerian que posiblemente las células
gigantes con la presencia de un gran nUcleo o varios ndcleos, tenian un
mayor contenidc de DNA y por lo tanto su nUmero de cromosomas
estaria aumentado, lo cual fue confimado al hacer el conteo y
comparar el nimero de cromosomas para cada clona (ver fig. éb). Hay
que hacer notar que en algunos casos las células Ec y Ef mostraron un
incremento en el nimero de cromosomas, y que en ocasiones este
incremento era de 200 & superior a los 200 cromosomas por metafase,
caso que ne ocurria para las células Hela ni tampoco para las células
SV2nec. Para esto se hizo un conteo en el nimero de cromosomas,
obteniendo los resultados que se muestran en la figura 7 donde
aparece la media de cromosomas a través del tiempo. En la figura 8
aparecen los porcentgjes de células con un contenido anormal de
cromosomas, considerando los reportes que existen y sefialan como
numero méximo de cromosomas por metafase para células Hela de 106
con una moda de 70 (Lewin, 1980)

En los resultados de la media de cromosomas (figura 7) se
observan dos puntos a las 42 horas que pertenecen a las células Ec v Ej,
con diferencias significativas con respecto Hela y SV2neo. Después cae
la media de cromosomas a los niveles promedio entre los cuatro tipos
celulares, para luego irse incrementando nuevamente en el transcurso
del tiempo para los casos Ec y Ej, volviendo a alcanzar un maximo a las

72 horas, después de las cuales hay un decremento, La figura 8 muestra
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FIGURA 6B: Aumento del nimero de cromosomas en células tranfectadas con los genes ras. a) HeLa, b)
SV2 neo, ¢) Ec neo y d) Ej neo



el porcentaje de células con mds de 104 cromosomas, encontrando los
porcentajes mds altos en los mismos puntos en los cuales la media de los
cromosomas de ta grafica 2 son extremadamente significativos, es decir
alas 42y a las 72 horas, teniendo un 40% para Ec y un 38% para E alas
42 horas, mientras que para las 72 horas tenemos porcentajes de 35% y
40 respectivamente. Justamente en estos tiempos en las cajas de cultivo
se ven el mayor nimero de células gigantes con un gran ndcleo o
células gigantes multinucieadas., Tomando en cuenta ios tiempos mas
representativos de la figura 7 se sacaron los porcentajes del nimero de
cromosomas por célula. Estos puntos son: Para las 0 horas figura 9, 24
horas figura 10, 42 horas figura 11 y 72 horas figura 12, no existiendo
diferencias significativas entre células Hela y célutas SV2neo, pero si de
estas con respecto a las células Ec y £ Estas diferencias se pueden
apreciar mejor, viendo la figura 13 que muestra la media de
cromosomas para estos cuatro tiempos.

La figura 14 muestra el tipo de graficas que aparecen al hacer
un andlisis por citofluorometria, dando los porcentajes de distribucuion
que se encueniran en cada fase del ciclo celular (G1, §, y G2/M). Las
curvas A [Hela) y B {SV2neo) son curvas cldsicas que corresponden a
células que se encuentran ciclando normalmente, mientras que la
curvas C (Ec) y D (E)) no llevan el mismo patron. Son evidentes las
alteraciones en la fase G2/M y es muy probable que se frata de un
arresto en ésta fase. Esta figura comesponde a un solo punto de los
diferentes tiempos a los que se analizd el ciclo celular por
citofluorometria, en este caso al punto de las 42 horas.

Utllizando los porcentajes de células en la fase Gl del ciclo
celular a través del tiempo se realizd la figura 15 donde se pueden
observar diferencias entre células transfectadas y células sin fransfectar.

Estas diferencias son indicativas de ailteraciones en el ciclo celular. Por si
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solos estos datos de citofucrometria, a primera vista sugerian que las
células Ec y Ej permanecen estaticas durante varias horas, es decir,
como que se estuviera alargando el ciclo celular, que fas céluias Ec y Ej
que estdn en Gl permanecieran por varias horas en esta fase. Sin
embargo esta suposicidon queda descartada por los resultados de la
figura 16, ya que si fuera asi entonces encontrariamos un menor nimero
de células Ec y también un ndmero menor de céiulas Ej, o cual no
sucede.

Se realizé un andlisis estadistico utilizando el programa Tadpole
I, haciendo una prueba de T de student para cada uno de los puntos
de la figura 7 {media de cromosomas). Ver anexo A,

37



DISCUSION

En este trabajo se observd un praceso dindmico con la
aparicion y desaparicion de células gigantes a partir de una poblacién
de células pequerias, en cultivos de células Hela donde se introdujo el
gen H-ras. La presencia de células gigantes con un gran nulcleo,
ademds de células gigantes multinucleadas, o células gigantes con
nucleo grande y con micronucleos nos hizo pensar que estas podrian
tener un incremento importante en su nUmero de cromosomas
consecuencia de la transfeccidn de gen ras, no importanda la version
del gen, los mismos efectos se ven con la transfeccion del gen ras
normal o el gen ras mutado {ver fig. 9-12). La existencla de este proceso
aparicion-desaparicion hace que se incremente la media en el nimero
de cramosomas cuando hay muchas células gigantes y se da un
decremento cuando estas desaparecen.

Los resultados del andlisis por citotluarometria muestran que
hay alteraciones en el ciclo celular. Los patrones de andlisis para células
Hela sin transtectar y células SV2neo conservan valores casi iguales en
cuanto a los porcentajes de distribucidn para cada fase del ciclo
celular, Si comparamos estos valores con los valores que obtuvimos
para las células Ec vy B, podemos observar grandes diferenclas, ya que
los porcentajes de distribucion de cada fase difieren bastante, incluso;
se detecta un pico bastante pronunciado en G2/M a las 42 horas, lo
cual indica que las células se estan acumulando en esta etapa, es decir
hay un arresto en G2/M [ver fig. 14).

El mecanismo de aparicién-desapariciidn de células gigantes del
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cual hemos hablado se trata de un fendmeno conocido como muerte
mitética. Los eventos moleculares que controlan la muerte mitética aun se
desconocen. Sin embargo, es un proceso lento que depende de la
actividad mitética en donde las células después de dos o tres ciclos
mueren. Se caracteriza por tener un arresto inicial y transitorio en G2/M, la
subsecuente liberacion de dicho arresto trae como resultado la aparicién
de células multinucleadas, micronucleos y un aumento en el tamafo
celular. Este fendmeno se describidé por primera vez en células tratadas a
dosis bajas de radiacion ionizante y con células tratadas a
concentraciones bajas de agentes quimicos como la bleomicina (Lock
and Ross,1990; Chang and Little, 1991; Tounekti et. al. 1994).

Los mecanismos de generacién que pueden estar directamente
involucrados en la formacién de células gigantes multinucleadas, ain no
son claros. Se atribuye a fendmenos como a una posicién no adecuada
de los centriolos, defectos en la polimerizacién de la tubulina, alteraciones
en la reorganizacién de microfilamentos y microtubulos o problemas en la
polimerizacién de actina para la formacion del anillo contractil durante la
citosinesis (Rodilla, 1993). Hay ofros autores que sefialan que se puede
deber a un defecto en el Huso mitético, produciendo anormalidades en el
movimiento de cromosomas, inhibiendo la cariocinesis (Kung et. al. 1990).

Una explicacién de lo que quiza esta pasando con las células
transfectadas con los genes ras es que no se trata de un retraso en el
ciclo celular, como aparentemente muestran los resultados de andilisis
por citofluorometria, si esto fuera asi , entonces también se estaria
ocasionando un retraso en la proliferacion, es decir que el ciclo celular
de las células Ec neo y Ej neo no es mds largo en comparacién con las
células Hela o SV2neo sino mds bien pareciera que se esta dando una
alteracién en las fases del ciclo celular, donde se pierden los tiempos de
cada una de las fases que conforman el ciclo de estas clonas, con
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respecto a los controles sin que necesariamente se este afectando la
proliferacion celular,

Estos resultados parecen indicar que la modificacién en los
tiempos de fase o alteraciones en las fases del ciclo celular, de ias
cuales hemos hablado con anterioridad son causadas por la presencia
del gen ras. Practicamente el mismo nimero de células que salen de §
a la fase G2/M y pasan a G1, son las mismas que salen de G1 y pasan a
S, asi, observamos que estos porcentajes casi no varian en las células Ec
y Ej Por esta razon aparentemente vemos en la figura 15, que el ciclo
celular se esta alargando, al mantenerse por algin tiempo casi
constantes la fase G1.

Al parecer la transfeccion estd alterando la secuencia de
eventos del ciclo cromosomico, desacoplandola de la secuencia de
eventos del ciclo citoplasmico {Alberts, et al, 1989)

Por ofra parte, ras también esta involucrado en la organizacion
del citoesqueleto, por lo tanto también tiene que ver con la
organizacion del aparato mitédtico (formacién de polos y huso mitbtico)
{Prendergast and Gibbs 1993).

El posible desacoplamiento podria ser debido a que ras esta
actuando sobre el ciclo cromosémico, fuera de fase en la sintesis y al
mismo tiempo podria estar actuando sobre el ciclo centrosémico
ocasionando un descontrol en la organizacion del aparato mitético. Al
no estar coordinados estos dos eventos; controlados en parte por ras,
con el ciclo citoplasmdatico se podria estar ocasionando una
inestabilidad dindmica entre los tres eventos que constituyen el ciclo
ceiular, trayendo como consecuencia que no se reprodujera con
fidelidad la segregaciéon de cromosomas {causando una inhibicidn de
cariocinesis por cromosomas rezagados) y/o impidiendo que los
cromosomas migraran hacia los polos o que este fendmeno fuera tan
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rapido que no se estuviera dando una citocinesis apropiada. Sino se
esta dando una citocinesis, las células tienden a portar una carga
cromosémica adicional, carga que al no soportarla después de algunas
divisiones sin  citocinesis se convierte en un impedimento para la
viabilidad y la supervivencia de la célula, llevando a la célula a una
catdastrofe mitdtica y la desaparicion de células gigantes ocasionada
por muerte mitética, como resultado de un proceso incompleto de
divisién celular donde se da una cariocinesis pero no una citocinesis.

El incremento importante en el nimero de cromosomas que se
detecta en las células transfectadas (Ec neo y Ej neo), sobre las cuales ras
induce muerte mitdtica, podria estar siendo regulada por dos vias: Una vez
que la sefal de fosforiiacion llega ras vy se activa, esta se bifurca y activa la
via de Raf, a través de una cascada de fosforilacién mediada por varias
proteinas-cinasas que fosforilan factores de transcripcidon que a su vez
activan la expresion de diferentes genes, entre los que quiza se encuentren
aquellos que tienen que ver con la sintesis de DNA. La otra via es Rho/Rac
que esta implicada en la organizacion del citoesqueleto; esta via estaria
involucrada en los problemas que se presentan e impiden lievar a cabo
una citocinesis apropiada, con lo cual ia célula solo estaria dividiendo su
DNA, dando origen a varios nucleos.

Estos resultados no quieren decir que el efecto solo sea a nivel
morfoldgico y contenido de DNA, que al parecer es practicamente el
mismo en ambas clonas (Ec y Ej}, también habria que tomar en cuenta
los niveles de regulacion en la expresion de los genes, debido a que
estos son diferentes entre un gen normal y uno mutado, no es lo mismo
tener un sistema encendido todo el tiempo que esta pasando una sefial
constantemente (ras mutado} a tener uno que se apaga cuando se
hidroliza el GTP {ras normal) y anula el paso de la sedal. Por lo tanto la
expresion de cada uno de los genes puede estar regulando ofras vias
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que no estamos andlizando y estos efectos tal vez sean diferentes y no
los podemaos apreciar. Sin embargo pareciera que ambos genes tienen
una via en comdn que los lleva a producir los mismos efectos que
hemos observado en este tfrabajo.
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CONCLUSION:

La transfeccién por electroporacion de cualquier forma del
gen ras ya sea su forma normal o mutada ocasiona grandes cambios
morfoldgicos, asi como cambios en el ciclo celuiar de las las células
Hela. Estos cambios morfolégicos tienen que ver con el contenido de
DNA ya que una célula gigante o multinucleada; contiene una mayor
cantidad DNA y por lo tanto un mayor nimero de cromosomas
ocasionando que estas células sean poliploides y mueran por un

fendmeno conocido como muerte mitdtica.
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FIGURA 7: Incremento en el nimero de cromosomas a través del tiempo en células transfectadas conlos genes ras. Los incrementos corresponden con la aparicion de
células gigantes y multinucleadas.
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FIGURA 8: Por ijes de células transfectadas que sobrepasan ¢l porcentaje “normal” de cromosomas. Se considera que las metafases de las céutas Hela tienen un
limite de 106 cromosomas, con base en esto se graficaron los porcentajes de células transfectadas que sobrepasan este limite.
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FIGURA 11: Porcentaje de metafases con diferente nimero de cromosomas después de 42 horas de cultivo.
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FIGURA 13: Comparacion del namero de cromosomas. Se muestra la media de cromosomas a diferentes tiempos para cada una de las cuatro clonas, se obsenvan
importantes incrementos en las clonas transfectadas con los genes ras normal (Ec) y ras mutado (Ej)
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FIGURA 14: Diferencias en ciclo celular detectadas por citofluorometria. Los histogramas muestran el
nimero de ntcleos analizados en funcién de su contenido de DNA. Esta figura representa el punto de las 42
horas para las células A) HeLa, B) SV2 neo, C) Ec neoy D) Ej neo. Se observa un arresto en la fase G2/M de
las células transfectadas con los genes ras,
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FIG 15: Cambios en el nimero de células en G1 a través del tiempo. Se muestran las alteraciones del ciclo celular de las células transfectadas en comparacién
con los controles. Esta figura se realizé tomando en cuenta los porcentajes de células en la fase Gl, sabiendo que cierto niimero de células que estan ciclando

" necesitan determinado tiempo para volver a alcanzar el porcentaje del cual partio, es asi que vemos altas y bajas para para las células HeLa y SV2nco,

mientras que para las clonas Ec y Ej pareciera que los porcentajes en G1 se manticnen casi constantes atraves del tiempo. :
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ANEXO A

TABLA DE DATOS:
MEDIA DE CROMOSOMAS +/- D.S.

Clona 0 lr. 24 hr. 30hr 42 hr 48 hr 66 hr 72 hr 90 hr

Hel.a 55.68 5380 | 5234 [53.66 56.10 55.58 59.58 55.54
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/a

15.68 t.3 10.02 |17.14 15.94 13.31 22.95 13.41

SV2neo | 504l 54.34 | 48.09 57.46 51.17 63.02 57.37 6129
+/- +/- +- +/- +/- +/- +/- +/-

10.98 15,0 ] 1931 11.64 18.20 17.83 23.77 3024

Ec 79.52 6294 | 59.04 90.02 58'.94. 80.78 83.48 50,15
+/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-

50.33 26.96| 42.92 4130 | 25.98 41.02 47.13 13.17

Ej 51.30 | 61.70 72.61 8192 51.84 53.36 85.92 64.40
+/- H- +/- +/- +- +/- - +/-

14.68 26.% | 3963 4727 13.70 12.16 39.60 | 3592




ANALISIS ESTADISTICO

ANEXO B:
0 horas SV2 neo Ec Ej
HeLa 0.0572 0.0019 * 0.1569
SV2neo 0.0001 * 0.7349
Ec 0.0002 *
24 horas
HeLa 0.0835 0* 0+
SV2neo 0.0460 * 0.0764
‘ 0.8135
42 horas
HeLa 0.2024 0* 0.0001*
SV2 neo 0* 0.0006*
Ec 0,3582
72 horas
HeLa 0,6408 0.0124* 0.0001 *
SV2 neo 0.0059* 0"
Ec 0.4860

Analisis estadistico correspondiente a 1 figura 7 (media de cromosmas). Se aplico una t de student para
cada uno de los puntos de la grafica con ayuda del programa TADPOLE III.
* Valores con diferencia significativa, comparados con una p<0.05
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