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Resumen. 

El desarrollo y generación de metástasis conlleva una serie de cambios en las células 

neoplásicas, entre los que se encuentran un aumento en la proliferación celular, aumento en la 

movilidad, incremento en Ja seccreción de enzimas, pérdida de la inhibición por contacto, así 

como cambios en la expresión de genes supresores y oncogenes. El gen nm23 es 

considerado un gen supresor de metástasis, ya que se ha observado que su ausencia en 

diferentes tumores humanos correlaciona con una mayor probabilidad de desarrollar 

metástasis, mientras que su presencia es un factor protector. La proteína Nm23 posee 

actividad de nucleosido difosfato cinasa, regulando Jos niveles de nucleósidos trifosfatados, y 

toda reacción celular que requiera de éstos, como son la síntesis de proteínas, Ja síntesis de 

ADN, polimerización de proteínas de citoesqueleto, y en Ja transducción de señales. A pesar 

de ello, no se sabe como es que suprime el comportamiento metastásico en las células 

tumorales. Por otro lado, el encogen ras se le ha relacionado de manera muy estrecha con Ja 

capacidad metastásica de las células tumorales. Sin embargo, la relación entre nm23 y ras es 

poco clara. Diversos trabajos demuestran una relación inversa en Ja expresión de ambos 

genes. Estudios in vitro en células transformadas con ras presentan una disminución en Ja 

presencia de Nm23, así como un aumento en Ja capacidad metastásica, Ja pérdida de Ras 

con un concomitante aumento del gen supresor. Estudios in vivo empleando ratones también 

se observa esta relación invessa. ya que la región de control de nm23 presenta dos sitos 

AP1, y diversos datos in vitro e in vivo indican Por ello, el objetivo del presente trabajo fue 

determinar la presencia y expresión de rm23 en fibroblastos murinos (NIH 3T3) 

transfectados con el gen ras, tanto en su forma normal como en su forma oncogénica. De 

estas células se obtuvieron diferentes clonas donde fueron evaluados los siguientes 

parámetros de transformación: independencia de anclaje, velocidad de proliferación, 

capacidad de atravesar membranas basales sintéticas (Matrigel), secreción de 

metaloproteasas y se realizaron ensayos in vivo empleando ratones nu/nu (atímicos), 

ratones NIH y ratones et/et (hipotímicos) para generar tumores primarios y metástasis, 

valorando en éstos la secreción de proteasas y la expresión de Nm23 por 

inmunohistoquímica. Los resultados mostraron que la expresión de gelatinasas cambia al 

trasformarse las células, aumentando ésta de manera estadísticamente significativa. Al 
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comparar la expresión de éstas enzimas con la secreción producida por los tumores en los 

ratones, se observo que ésta aumenta en las células que generan tumores. Estos resultados 

correlacionaron con una mayor proliferación, un aumento en el paso de las células al ser 

retadas con matrigel, aunque no se encontró una diferencia clara con la independencia de 

anclaje. Al determinar inmunohistoqufmicamente la presencia de Nm23, ésta disminuye en las 

células metástásicas en comparación con los tumores primarios. Por lo que podemos concluir 

por los resultados en nuestro modelo, que Nm23 al parecer correlaciona con la presencia de 

Ras, pero se pierde con la agresividad tumoral, lo que indica que nm23 es un gen supresor 

metastásico. 
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Abstract. 

The nm23 gene was recently identified as a tumor metastasis suppressor gene. Alteration 

of expression levels of the nm23 has been correlated with metastalic development. Decrease 

levels of nm23 protein or RNAm in breast cancer, hepatocellular carcinoma, melanoma, 

neuroblastoma and gastric carcinoma correlated with an increase in the tumoral metastasis. 

However, these same tumors shown controversia! results. The ras oncogene expression is 

related with metastatic ability of the tumoral cells. For elucidate the relation between nm23 and ras 

in the tumoral progression, we transtectad the c-H-ras wild type or c-H-rasval12 genes in NIH 

3T3 cells, and we analyzed different parameters that are considerad importan! for determining 

biological aggressiveness of the tumoral cells, such as tumor growth, soft-agar colonization, 

metalloproteinases expression, in vitro and in vivo invasion, tumor latency and metastasis 

generation in atimic, NIH and hypotimic mices. The Nm23 expression was analyzed by 

immunohistochemical assay. The rasval12 transfection resultad in increased tumorigenesis and 

morphologically transformed NIH 3T3 cells, this it was assoc:iated with shortened tumoral latency 

and doubling times, and increased anchorage independent, in vitro Matrigel invasiveness, 

metalloproteinases expression (72 and 92 kDa) and experimental metastasis. A significan! 

difference was showad in the total gelatinases expression between rasNt clones and rasval12 

clones (p< 0.005). The wlld type or pSV2 neo (control transfection) clones expresses Nm23 

protein. Besides, both the rasNt or rasval12 transfected cell clones as subdermical tumors 

express markedly increases of Nm23 protein. However, protein reducad levels of nm23, it was 

observad in the lung-metastasis generated. Our data shown that c-H-ras gene modulate the 

nm23 gene expression, but the development of metastatic potential is directly correlated with a 

reduction in Nm23-H1 immunohistochemical detection. lt was not observed correlation between 

biological aggressiveness parameters and nm23 expression. 

These data support a model of H-ras-induced metastasis in NIH 3T3 transfected cells, that 

involves the modulation the expression of nm23 gene in this cells, but only in tumoral cells with 

reduced levels of Nm23 were capable of generate metastasis, this it indicate that the cell 

populations with higher metastatic potential, they have a down-regulation or not expresses this 

protein, the reduction in nm23 expression is involved in metastasis. These suggest the 

suppressive role of nm23. 
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Introducción. 

Generalidades 

El desarrollo tumoral involucra una secuencia de pasos en los cuales la células 
cancerosas se independizan del huésped, invaden los tejidos adyacentes y colonizan otros 
lugares a distancia (Nlcolson, 1979; Feldman et al., 1968; Welnberg, 1996). Durante este proceso ocurren 
múltiples alteraciones genéticas que tienen un efecto acumulativo sobre la perdida del control 
de la diferenciación de la célula, la división celular y el crecimiento (Nlcolson, 1967). Esta serie de 
cambios modifican en gran manera tanto la morfología como la conducta biológica tumoral, por 
lo que las células que constituyen un tumor, en comparación con una célula normal, exhiben 
múltiples diferencias en inmunogenicidad, cariotipo, producción de diferentes compuestos de 
exportación, contenido de receptores, rango de crecimiento, entre otros (Ossowskl et al., 1960). 

Esto es resultado de la perdida del balance entre genes inhibidores y genes estimuladores 
del desarrollo tumoral. Los genes transformantes o estimuladores son colectivamente 
llamados oncogenes, y sus productos son efectores positivos de la transformación ya que 
originan una ganancia de funciones. Dominan la actividad en la célula y dan como resultado el 
fenotipo transformado, favoreciendo el desarrollo y proliferación celular (Buckley. 1991; Evans, 

1991; Cooper, 1995). Los productos de los genes supresores son reguladores negativos del 

crecimiento y la perdida de su función resulta en la expresión del fenotipo transformado 

(Marshall, 1991bl. En general, son recesivos y para que sobrevenga la transformación celular es 

necesario que ocurra perdida de heterocigocidad (levine. 1992). 

El resultado de los eventos que propician la activación de los oncogenes y la perdida 
de la función de los genes supresores es la aparición de un significativo número de células las 
cuales poseen características únicas para la diseminación, implantación, invasión, 
sobrevivencia y desarrollo en sitios secundarios al tumor primario (Nlcolson. 1979; Feldman el al., 

1968). Estas células con capacidad de invasión a distancia, o metástasis, más que el tumor 
inicial, constituyen la gran amenaza del cáncer, ya que en general, se ha considerado este 
comportamiento como la característica principal de un tumor maligno biológicamente agresivo 
y son la principal causa de muerte de los pacientes con ésta enfermedad (Nlcolson, 1979; 

Nlcolson. 1987; Ruoslahtl.1996). La metástasis esta conceptualizada como un proceso no azaroso, 
que involucra la selección y sobrevivencia de subpoblaciones celulares específicas que 
surgen por diversos eventos durante el desarrollo tumoral (Fodstad el al .• 1994; Price. 1994). 

La aparición de colonias metastásicas depende de la interacción entre las células 
tumorales y múltiples factores del huésped. Durante el proceso metastásico. las células 
neoplásicas proliferan de manera incontrolada; invaden los tejidos adyacentes desarrollando 
nuevos vasos sanguíneos; penetran y viajan a través de vasos linfáticos y sanguíneos; y 
finalmente se extravasan e invaden un nuevo órgano blanco para formar nuevas colonias 
(Ruoslahtl. 1996; Weinberg. 1996; Shlngh el al., 1996). Para que ocurra toda la cascada anterior, las células 
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metastásicas deben pasar inadvertidas por el sistema inmune del huésped, aumentar su 
movilidad, independizarse de factores de crecimiento, presentar nuevos receptores a nivel 
de membrana y secretar proteasas para invadir los tejidos adyacentes (Nlcotson et al., 1967; Uotta 

et al., 1969). Ello lleva a que las células presenten una serie de cambios, tanto fenotípicos como 
genéticos para poder formar las metástasis (Ossowskt et al., 1980; Ecctes,1985; Needham, 1991). 

Existen ejemplos claros de genes que astan involucrados en el desarrollo tumoral (Hm et 

al., 19BB: Bishop, 1991) y genes que suprimen el desarrollo neoplásico (Patterson, 1992). Sin 
embargo, son pocos los estudios que analizan los genes involucrados en la adquisición de la 
conducta metastásica (Patterson, 1992). Recientemente, se a puesto atención sobre el control 
genético de las metástasis por vía de la activación y/o desactivación de genes específicos, 
denominados como genes moduladores (Sobet, 1990). Estos influyen sobre las propiedades 
tumorales como la invasividad, susceptibilidad a metastatizar, en la habilidad de generar una 
respuesta inmune, e incluye tanto genes que favorecen el fenotipo metastásico como genes 
que lo suprimen (Sobet, 1990). Los genes que participan de manera directa en la adquisición del 
comportamiento metastásico o "metastagenes", aumentan la posibilidad de que las células 
tumorales adquieran las características para ser invasivas. Ejemplos de este tipo de genes 
son LM59 y GM21, los cuales se han descrito en modelos murinos (Evans,1991; Patterson, 1992). 

En el caso del control genético de las metástasis por vía de la desactivación de genes 
específicos, se han reportado la presencia de genes supresores de metástasis. Este tipo de 
genes son diferentes a los genes supresores de tumor, ya que en particular, inhiben el 
desarrollo de las metástasis (Sot>et, 1990). Entre estos genes se encuentran receptores de 

membrana (como el de la laminina) (Wewer et al., 1967), proteínas de adhesión, inhibldores de 
proteasas (TIMPs), factores de movilidad autócrinos, genes involucrados en el 
reconocimiento inmune (MHC) y genes involucrados directamente en el comportamiento 
metastásico como WDNM1 y WDNM2 en ratones (Evans,1991: Sobet, 1990), o en humanos 
kai1 o nmb (Oong et al., 1995; Weterman el al., 1995). 

A pesar de la importancia clínica de las metástasis tumorales, este proceso ha sido poco 
elucidado a nivel molecular, debido probablemente, a que se trata de un fenómeno in vivo 
per se y el cual es resultado del descontrol de varios productos génicos. El estudio de genes 
que promuevan o inhiban el proceso metastásico abre la posibilidad de plantear no solo 
nuevas alternativas de marcadores que den luz acerca del complejo proceso metastásico, 
sino además si éstos pueden jugar un papel en la predicción sobre el posible 
comportamiento biológico de un tumor y el desarrollo de nuevos enfoques de terapia de ésta 
enfermedad, lo cual justifica su estudio por dos razones: a) es poco lo que se conoce acerca 
del papel de los genes supresores en el proceso metastásico, y b) pese a el avance del 
manejo clínico de los tumores neoplásicos, la mayoría de los pacientes que mueren de esta 
enfermedad es a causa de las metástasis generadas por el tumor primario (Ntcotson et al., 1979). 
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Características generales de la familia de genes nm23 

Entre los genes supresores de metástasis se encuentra nm23, el cual fue aislado 
originalmente por sondeo diferencial de una biblioteca genómica de cDNA (Steeg et at., 1988al. 

El gen pertenece a una familia de genes que se expresan diferencialmente en diversos 
modelos metastásicos, de tal forma que en tumores que sobre-expresan dicho gen, 
presentan una disminución en el desarrollo de las metástasis, y viceversa, es decir, a menor 
expresión una mayor capacidad de generar colonias en sitios distantes. 

La familia se encuentra constituida hasta el momento por 6 genes: nm23-H1 (Steeg et at., 

19BBa), nm23-H2 (Stahl et al., 1991), Dr-nm23 (Martlnez et al., 1997), nm23-H4 (Milon et al., 1997), 

nm23-H5 (Mun~r et at., 1998), nm23-H6 (Tsuikl et al., 1999) y otro probable miembro el cual se 

une a la chaperona constitutiva de 70 kDa (Heat shock cognate protein, Hcp 70) (Leung et al., 

1997). También se han descrito otras proteínas semejantes asociadas a membrana 

citoplásmlca (Klmura et al .. 1983; Klmura et al., 19BB). Las proteínas Nm23-H1, Dr-Nm23, Nm23-H5 

y la asociada a Hcp 70 se localizan en el citoplasma celular (Martlnez et at., 1997; Leung et at., 1997); 

mientras que Nm23-H4 y Nm23-H6 (Milon et al., 1997; Tsuikl et al., 1999) se localizan en la 

mitocondria, y Nm23-H2 en el núcleo celular (Milon et at., 1997). Al parecer, todas (a excepción 
de HS) poseen actividad de nucleosido difosfato cinasa (NDPk, Nucleoside Diphosphate 
kinase), es decir, transfieren el fosfato de nucleósidos trifosfatados a nucleósido difosfatados, 
mediante una reacción de piog-pong (Gllles et at., 1991): 

N 1 TP + NDPk .. ... NDPk-P + N1 DP 

N2DP + NDPk-P .. ... NDPk + N2TP 

(1) 

(2) 

Donde N1TP y N2TP son dos nucleósidos trifosfatados diferentes y NDPk es la enzima 

sin fosforilar y NDPk-P es la enzima fosforilada. 

Entre estas proteínas existe una homología que va del 27% al 80% (Slahl et at .. 1991; Milon 

et al, 1997; Munler et al .. 1998), y sus pesos molécula res oscilan entre 16 y 20 kDa (Milon et al., 1997), 

Su localización en el genoma humano es diverso: nm23-H1 y nm23-H2en el cromosoma 17 
q21-22 (Varesco et al .• 1992), Dr-nm23 en el cromosoma 16q13 (Martlnez et al., 1997), nm23-H4 en 

el cromosoma 16p13.3 (Milon et at .. 1997) y nm23-H5 en el cromosoma 5q23-31 (Munier et at .. 

199Bl. Todos los genes nm23 se encuentran altamente conservados a lo largo de la escala 

filogenética (Troll et at., 1993), siendo similar la NDPk de humano en un 78% al gen awd de 

Drosophi/a (Blggs etat .. 1990), un 77% al gen gip17 de Dictyostelium (wa11e1etat .. 1990) y un 40% 
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a la NDPk de Escherichia ooli (Engel et al., 1998), lo cual sugiere que las funciones que llevan a 

cabo son de vital importancia (Blggs et al., 1990). 

Por su actividad de nucleosido difosfato cinasa, Nm23 participa en el mantenimiento del 
nivel celular de nudeósidos trifosfatados, asl como de interaccionar con cualquier proteína que 
requiera de nucleósidos trifosfatados, particularmente con proteínas dependientes de GTP, 
como son las proteínas G (Klrrura et al., 1983; Uotta et al., 1990; Bomlnaar et al., 1993); en la síntesis y 
elongación de proteínas; en la polimerizaciónde microtubulos como una proteína MAP 
(proteína asociada a microtubulos)<Wa11e1 et al., 1990), y como una probable proteína GAP 

(proteína activadora de GTPasa)CHackesteln et al., 1992). La pérdida o disminución de la actividad 
de estas proteínas causarla severos daños en la función celular. 

De la familia nm23, particularmente nm23-H1 y nm23-H2 son los mejor estudiados y 
descritos. De la información obtenida de este par de genes se sugiere que podrian participar 
en supresión del comportamiento metastásico. 

a) El gen nm23-H1 (NDPk A) y su protefna. Este codifica a una proteína citoplásmica 
de 17 kD constituida de 152 aminoácidos (Leona et al., 1991b), es acídica, y posee un punto 

isoeléctrico de 6.0 CKlmura eta/., 1968). La manera en que se encuentra normalmente es en forma 
hexamérica, la cual puede estar constituida únicamente por monómeros Nm23-H1, o 
formando heterohexámeros con Nm23-H2 en las siguientes combinaciones: 5:1, 4:2, 3:3, 
2:4, ó 1 :5, respectivamente. Como ya se menciono, posee actividad de nucleosido 
difosfato cinasa (EC2.7.4.6) y es en forma hexamérica como lleva a cabo esta función CEngel et 

al., 1998). 

Se han descrito en la proteína de nm23 varios sitios de fosforilación: la histidina 118 
involucrada en la actividad de nucleosido difosfato cinasa (MacDonald et al .• 1993; Bomlnaar et al., 1994; 

Engel et al., 1998); la serina 44, involucrada en la modulación de la capacidad metastásica 
(MacDonald el al.. 1993; Engel et al., 1998); asl como la serina 120 (WBgner et al .• 1997). Otro sitio 

importante es la prolina 96, la cual al mutarse en el gen awdkpn de Drosophila genera 
anormalidades durante el desarrollo embrionario de este organismo. 

Datos recientes sugieren que esta proteína es capaz de tener una actividad de 
serin/lreonin fosfo-transferasa, por lo cual presentaría una tercera reacción CEngel et al .. 1998): 

Prot-Serrrhr + Nm23-His-P __.... Nm23 + Prot-Serfrhr-P (3) 

Prot-Serfrhr: proteína con aminoácidos serina y treonina 
Prot-Serrrhr-P: proteína con aminoácidos serina y treonina fosforilada 
Al parecer la forma en que se lleva a cabo esta reacción es formando un complejo con 
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la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa en una estequiometría de 1 :1 (con un 
peso sumado de 37 kDa) (Engel et at., 1998). Las implicaciones biológicas todavía no son 
determinadas, pero se sugiere que esta proteína (Nm23-H1) podría estar involucrada 
en la fosforilación de aquellas proteínas que para su función requieren ser fosforiladas en 
estos aminoácidos, como son las proteínas involucradas en la señalización (Engel et al., 1996; 

Frelje et al .• 1997). lnteresantemente, Nm23-H1 es blanco de AMPc, compitiendo éste por el 

sitio de unión a ATP (Anciaux et al. 1997); y citocinas como PGE2 , TNF-a y INF-y reducen su 

expresión, dependiendo del tipo celular (Parhar et al .• 1995; Shl et al., 1994). También algunos 

ácidos grasos polinsaturados pueden generar que se incremente su expresión (Jlang et at., 

1998). 

La proteína Nm23-H1 se ha localizado en diferentes órganos como cerebro, bazo, 
corazón, pulmón, hígado, riñón, testículo, y músculo esquelético (Kimura et al., 1990), así como en 

eritrocitos y linfocitos (CaliQO et al., 1995). Nm23 se expresa en etapa fetal temprana en ratón a 

los 8 días en todos los tejidos y luego va decayendo (Shl et al., 1994). 

También se ha sugerido que la proteína Nm23 ésta involucrada en el control del ciclo 
celular, ya que se ha observado que se mantiene en baja concentración durante Go/G1 y 

aumenta en fase S, encontrandose que su expresión se relaciona claramente con la actividad 
proliferativa (CaliQO et a1 .. 1995). Otros datos que apoyan este hecho es que anticuerpos dirigidos 
contra Nm23 son capaces de inhibir la división celular al ser microinyectados en células en 
proliferación (Sorscher et at., 1993). También se ha observado que esta involicrada en la 
modulación del huso mitótico, por lo que se le ha relacionado con la estabilidad génica de las 
células metastásicas (Blggs et al .• 1990: Steeg et at., 1991a). 

Por su capacidad de NDP cinasa, Nm23-H1 al parecer modula la movilidad celular 
inhibiendola (Kantor et al .• 1993). Los aminoácidos Prol 96 y Ser 120 al ser mutados ocasionan 
que la proteína no inhiba el desplazamiento celular, lo que sugiere que está involucrada en 
este proceso (MacDonald et al .. 1996). 

También se le ha identificado como un factor involucrado en la supresión de la 
diferenciación de células mieloides (Okabe-Kado et at .. 1992) y este efecto es independiente de la 

actividad de NDPk de esta proteína (Okabe-Kado et at .• 1995). 

b) El gen nm23-H2 (NDPk B) y su protefna. La proteína Nm23-H2 posee un peso 
de 17-18 kDa con un punto isoeléctrico básico (De La Rosa et al .• 1995). Se localiza en el núcleo 

celular y al parecer actúa como factor de transcripción del oncoglln c-myc (Kraett et al., 1996). La 
His 118 involucrada en la actividad de nucleosido difosfato cinasa de Nm23-H1 y Nm23-H2 

no esta involucrada en su papel como factor de transcripción de ésta última (Pastel et at .• 1994). 
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Se ha propuesto que Nm23-H2 se une a otros sitios promotores, como los de la 
ribonucleoproteína heterogénea K, los del EGF, TGF-rh, y el inhibidor del activador de 

plasminógeno (Pal-1)(Postel, 1996b). Inicialmente se pensó que la forma en que interactuaba la 

NDPk B con el DNA era formando zippers de leucina (Steeg et at., 1991a). Hoy se sabe que no 
es así, ya que al parecer dicha interacción, aunque si es dimérica, no es formando formas 
conocidas de asociación proteína-DNA (Postal et al., 1996a). También se ha observado que en 
núcleo se asocia a la telomerasa, aunque no genera cambios en la actividad de esta enzima, 
por lo que no se sabe el papel biológico de esta interacción (Nosaka etat .. 1996). 

El encogen ras 

a) Caracterfsticas del gen ras y su protefna. El proto-oncogen ras pertenece a la familia 

de proteínas G (Macara et al., 1996), la cuál está constituida por varios genes: H-ras, localizado 
en el cromosoma 12; K-ras, localizado en el cromosoma 13; N-ras, localizado en el 
cromosoma 1 y A-ras. Los tres primeros genes (N, H y K) presentan una estructura común 
constituida por 5 axones (Lowy et al., 1993). En general, se expresan en todos los tejidos tanto 
adultos como fetales, aunque es en mayor proporción en estos últimos. La regulación 
transcripcional de los tres es tejido específico: K-ras en tejidos de origen epitelial, H-ras en 
tejidos de origen epitelial y mesenquimatoso, y N-ras en tejido nervioso (Maher el al., 1995). No 

poseen caja TATA y presentan promotores ricos en nucleótidos GC (Lowy et al., 1993). 

Las proteínas Ras estan constituidas por 189 aminoácidos, a excepción de K-ras, que 
por splicing alternativo puede generar dos tipos diferentes: K-ras-A de 188 aminoácidos y K­
ras-B de 189 (Lowy et al., 1993). Los tres sintetizan una proteína de 21 kDa con actividad de 

GTPasa denominada p21ras {Cooper. 1995). Las proteínas generadas por los tres genes son 

homólogas en los primeros 164 aminoácidos, y presentan diferencias en los últimos 25 
aminoácidos, región llamada heterogénea, con excepción de una cisteína en la posición 186 
que es similar en estos genes (figura 1) (Lowy et al., 1993). 

p21 ras se sintetiza en el citoplasma celular en ribosomas libres como pro-p21 ras y su 

vida media es de 24 hrs (Gutlérrez et al., 1990; Lowy et al., 1991). La forma madura de la proteína 
Ras es resultado de modificaciones postraduccionales en el extremo carboxilo terminal, lo cual 
aumenta su hldrofobicidad en esta región. Ello logra que la proteína se una a la cara interna de 

la membrana citoplasmática, localización vital para la función de p21ras (Hancock et al .. 1990; Lowy 

el al., 1993; Miller el al., 1995). 
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Figura 1. Reglones de la protelna p21ras. 
La región CAAX, conservada en todas las proteínas Ras, esta constituida por una cisterna 
(C) seguida de dos aminoácidos alifáticos o no polares (A) y a continuación cualquier otro 
aminoácido (X). La región heterogénea ( llillh es una secuencia de aminoácidos que varía entre 
los tres genes ras. Sitios de mutaciones frecuentes que activan las funciones de Ras ( 1 ). 
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b) Función y regulación de las vfas de señalización por Ras. La proteína p21 ras esta 
involucrada en la transducción de señales provenientes de receptores transmembranales 
(Macara, 1996), participando como interruptor fisiológico que modula la actividad de una serie de 
enzimas blanco en respuesta a una variedad de señales. Su función es regulada por un ciclo 
de unión e hidrólisis de GTP (Cooper, 1995). Normalmente, el proceso de transducción de 
señales por parte de Ras inicia cuando un receptor de membrana es estimulado por algún 
factor de crecimiento, lo cual lleva a que dicho receptor se autofosforile (Cantley et al., 1991)(figura 

2). Dicha fosforilación es reconocida por proteínas adaptadoras (Grb2-SOS, figura2)(Egan et al .• 

1993; Chardln et al., 1993; (Ollvler et al., 1993; Pawson, 1994). Estas comunican la señal a Ras, 
favoreciendo la liberación del GDP y la unión a GTP, lo que genera que Ras pase de su 
forma inactiva (Ras-GDP) a la activa (Ras-GTP)(Vendettls eta/., 1994; Marshall, 1996). 

Posteriormente, p21 ras transduce la señal a diferentes moléculas denominadas efectores 

de Ras (Marshall, 1996). La activación de la vía de señalización de Ras puede ser de forma 

directa, interaccionando explícitamente p21ras con el efector; o por reclutamiento, ya sea por 
la activación de componentes de membrana plasmática o por asociación con sustratos en 
membrana plasmática (Marshall, 1996). Entre las múltiples vías de señalización de Ras se 
encuentran: a) la cascada de serirvtreonin cinasas activadas por Raf (MAPklMEKk-ERk), los 
cuales a su vez encienden una cascada de proteínas cinasas que transmiten la señal al núdeo 
(Trelsman, 1996) (figura 2); b) también Ras media la señal a través de la fosfatidil inositol 3-cinasa 

(Pl3-k) (Siólander el al., 1991; Kiss et al., 1995); c) a través de factor intercambiador de guanina 

Ral/GDS, d) y por medio de PKC (MOiiar et al., 1993). La forma en que Ras controla estas vlas 

todavía es incierto (Maruta et al .. 1994; Macara et al., 1996). Las señales transmitidas a través de Ras 
pueden mediar la diferenciación o proliferación dependiendo del tipo de célula y del receptor 
transmembranal. 

Una vez que Ras ha transducido la señal, p21 ras es capaz de hidrolizar el GTP al cual se 

halla unido y pasar a la forma inactiva o unida a GDP. Esto se lleva a cabo gracias a que 
intrinsecamente Ras presenta la actividad de GTPasa y a la participación de proteínas 
denominadas activadoras de GTPasa o GAPs (GTPase activating proteins), las cuales 
aceleran la hidrólisis del GTP por parte de Ras, los cuales son reguladores negativos de Ras 

(Lowy e1 al., 1991). Cabe señalar, que en particular, la vía MAPk/MEKk-ERk transmite las señales 
mediante fosforilaciones en serina y treonina de la cascada de proteínas Raf, Ral, MEK1 y 2, 
MAPK1, MAPK2 y RSK, hasta llegar al núcleo (Maruta el al., 1994) (figura 2). Al término de 
esta cascada se activan algunas proteínas nucleares entre las cuales se encuentran factores de 
transcripción como Jun y Myc (figura 2), permitiendo el encendido de genes cuyos sitios de 
control poseen sitios de unión a proteínas AP1 /ets ( MOiiar et al., 1993; Maruta et al., 1994; Macara et al., 

1996; Trelsman, 1996). 
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b) Función y regulación de /as vías de señalización por Ras. La proteína p21 ras esta 
involucrada en la transducción de señales provenientes de receptores transmembranales 
(Macara, 1996), participando como interruptor fisiológico que modula la actividad de una serie de 
enzimas blanco en respuesta a una variedad de señales. Su función es regulada por un ciclo 
de unión e hidrólisis de GTP (Cooper, 1995). Normalmente, el proceso de transducción de 
señales por parte de Ras inicia cuando un receptor de membrana es estimulado por algún 
factor de crecimiento, lo cual lleva a que dicho receptor se autofosforile (Cantley et al., 1991)(figura 

2). Dicha fosforilación es reconocida por proteínas adaptadoras (Grb2-SOS, figura2)!Egan et al., 

1993; Chardln et al., 1993; (Ollvler et al., 1993; Pawson, 1994). Estas comunican la señal a Ras, 
favoreciendo la liberación del GDP y la unión a GTP, lo que genera que Ras pase de su 
forma inactiva (Ras-GDP) a la activa (Ras-GTP)!Vendetlis et al., 1994; Marshall, 1996). 

Posteriormente, p21 ras transduce la señal a diferentes moléculas denominadas efectores 

de Ras (Marshall, 1996). La activación de la vía de señalización de Ras puede ser de forma 

directa, interaccionando explícitamente p21ras con el efector; o por reclutamiento, ya sea por 
la activación de componentes de membrana plasmática o por asociación con sustratos en 
membrana plasmática (Marshall, 1996). Entre las múltiples vías de señalización de Ras se 
encuentran: a) la cascada de serinltreonin cinasas activadas por Raf (MAPklMEKk-ERk), los 
cuales a su vez encienden una cascada de proteínas cinasas que transmiten la señal al núcleo 
(Trelsman, 1996) (figura 2); b) también Ras media la señal a través de la fosfatidil inositol 3-cinasa 

(Pl3-k) (SJOlander et al., 1991; Kiss et al., 1995); c) a través de factor intercambiador de guanina 

Ral/GDS, d) y por medio de PKC (MOiiar et al., 1993). La forma en que Ras controla estas vlas 

todavía es incierto (Maruta et al., 1994; Macara et al., 1996). Las señales transmitidas a través de Ras 
pueden mediar la diferenciación o proliferación dependiendo del tipo de célula y del receptor 
transmembranal. 

Una vez que Ras ha transducido la señal, p21 ras es capaz de hidrolizar el GTP al cual se 
halla unido y pasar a la forma inactiva o unida a GDP. Esto se lleva a cabo gracias a que 
intrínsecamente Ras presenta la actividad de GTPasa y a la participación de proteínas 
denominadas activadoras de GTPasa o GAPs (GTPase activating proteins), las cuales 
aceleran la hidrólisis del GTP por parte de Ras, los cuales son reguladores negativos de Ras 

(Lowy et al .. 1991). Cabe señalar, que en particular, la vía MAPk/MEKk-ERk transmite las señales 
mediante fosforilaciones en serina y treonina de la cascada de proteínas Raf, Ral, MEK1 y 2, 
MAPK1, MAPK2 y RSK, hasta llegar al núcleo (Maruta et al., 1994) (figura 2). Al término de 
esta cascada se activan algunas proteínas nucleares entre las cuales se encuentran factores de 
transcripción como Jun y Myc (figura 2), permitiendo el encendido de genes cuyos sitios de 
control poseen sitios de unión a proteínas AP1 /ets < MOiiar et al., 1993; Maruta et al., 1994; Macara et al .. 

1996; Trelsman, 1996). 
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Figura 2. Vla de señallzaclón de Ras. 

En la figura se muestra algunas de las rutas más importantes de la vía de señalización de Ras, así como sus 
integrantes (tomadoTreisman et al., 1996 y Xing et al., 1997; con modificaciones). 



Metaloproteasas 

Las metaloproteasas (MMP) comprenden una familia multigénica, cuyas proteínas se 
caracterizan por tener la capacidad de degradar componentes de membrana basal y de 
matriz extracelular. Estas enzimas son secretadas o son exportadas en forma de proteínas 
transmembranales como proenzimas y requieren ser activadas para ejercer su acción. Su 
actividad es regulada en tres formas: a) A nivel de expresión, siendo estimuladas por TGF-B, 
IL-1, TNF-a o PDGF (Matrislan, 1992; Mauviel, 1993); b) en su activación, ya que requieren de se 
cortadas (zimógeno) con otras enzimas (Seiki, 1996); y/oc) liberandose de su correspondiente 
inhibidor tisular (lissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs)(Matrislan, 1990; Selkl, 1996; Baker et 
al., 1998). Poseen en sus sitios activos un ion de Zinc, requiriendo como cofactor Calcio (Murphy 
eta/., 1991;Powelela/., 1996). 

La familia de MMPs esta dividida en tres clases de acuerdo a la especificidad de su 
substrato: a) colagenasas, que degradan colágenas fibrilares; b) gelatlnasas, las cuales 
degradan colágenas de membrana basal y c) estromellslnas, que degradan proteoglicanos 
y glicoproteínas (Ray et al., 1994). 

La función normal de estas enzimas es la reparación y remodelación tisular (Matrlslan, 1990; 
Sreenath et al., 1992). Las metaloproteasas se han encontrado frecuentemente sobreexpresadas 
en una gran variedad de tumores (Selkl, 1996). En particular, la gelatinasa A de 72 kDa o MMP-2 
y la gelatinasa B de 92 KDa o MMP-9 son de las más ampliamente estudiadas. Ambas 
degradan gelatina, colágena IV, V, y elastina, aunque la gelatinasa A puede degradar además 
colágena VII, X y fibronectina. Las proenzimas o formas inmaduras cambian su peso 
molecular al activarse de 92 a 82-83 kDa en el caso de la gelatinasa B, y de 72 a 62-52 kDa 
en el de la gelatinasa A (Matrlslan, 1992). 

La activación de ambas enzimas es importante en al invasión tumoral y metástasis. La 
aparición de la forma activa de la gelatinasa A y B en los tejidos tumorales se ha asociado con 
estados avanzados de diferentes carcinomas humanos (Seikl, 1996). El desbalance entre 
niveles de secreción de metaloproteasas y TIMPs, y una mayor activación de las enzimas 
puede llevar al desarrollo tumoral y angiogénesis (lokeshwar et al, 1993; Ray et al .. 1994; Baker et al., 

1998). 
La secreción de estas enzimas en tumores humanos se ha asociado a un 

comportamiento biológico tumoral agresivo (Lokeshwar et al. 1993; Sugiura et al .. 1998), así como un 
marcador del comportamiento tumoral (Garbisa et al., 1992; Meses et al., 1998). Particularmente, la 
expresión de este tipo de proteasas se ha relacionado con tumores con mayor invasividad y 
mayor capacidad metastásica (Sreenath et al., 1992; Sato et al., 1993; Ray et at., 1994; Théret et al .. 1997; 
Sugiura et al .. 1998). 

La evaluación de la expresión de estas proteasas ha correlacionado con el potencial 
invasivo y metastásico de las células tumorales (Kolkhorst et al .. 1999¡ y por ello se ha empleado 
como un factor discriminador de potencial invasor (Kolkhorst et al .. 1998). 
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Antecedentes. 

Particjpacjón de nm23 y ras en el proceso metastásjco 

a) Papel de nm23. La capacidad supresiva del desarrollo metastásico de nm23 se 

sugirió al encontrarse tanto en modelos in vivo como in vitro reducciones de la expresión de 

este gen en tumores que presentaban una capacidad metastásica alta, de tal forma que al 

parecer su presencia inhibe el desarrollo metastásico (Steeg et al .. 1986; Rosengard et el., 1969; 

L.acoiroe et al., 1991; De La Rosa et al .• 1995). Cabe aclarar, que Nm23 no es capaz de inhibir el 

potencial celular de generar tumores primarios (Leone et el., 1991b). La transfección del cDNA de 

nm23 en líneas celulares metastásicas de melaooma (816-FO) reduce significativamente su 

potencial metastásico (Leona et al .. 1991 b). 

Diversas evidencias sugieren que la forma en que nm23 suprime la formación de 

metástasis podría ser alterando la comunicación celular, alterando el huso acromático durante la 

mitosis (Blggs et al., 1990; Evans, 1991), generando cambios en el citoesqueleto e Inhibiendo la 

movilidad celular (Kantor et el .. 1993). Por ser una nucleósido difosfato cinasa, podría estar 

involucrada en mantener el nivel de nucleósidos trilosfatados, particularmente GTP, activando 

proteínas G así como microtubulos (Bomlnaar et el .. 1993; De La Rosa et al., 1995), lo cual estarla 

implicado en la transducción de señales así como en la división celular. Se ha observado que 

la sobreexpresión de nm23 en las células genera una disminución a la respuesta a factores de 

crecimiento como TGF-B (DeLaRosa etel., 1995). Por su semejanza con awdy gip17, se sugiere 

que puede estar involucrada en el desarrollo y diferenciación celular (Biggs et al., 1990; Waltet et al .. 

1990), y participar en el ciclo celular (Sorscher el al .. 1993; ca11go et al .. 1995). 

El papel in vivo de nm23 en tumores humanos ha sido analizado después del 

seguimiento de pacientes con cáncer, al correlacionar la presencia de esta proteína con un 

mayor tiempo libre de enfermedad y presentar una conducta biológica tumoral menos 

agresiva. En el caso de nm23-H1, la disminución de su expresión se ha asociado con el 

desarrollo de metástasis y/o pobre curso clínico de pacientes con tumores de mama 

(Bevilacqua el al., 1989; Waltet el al., 1990; Slamon, 1991; Henessy et al., 1991; Hirayama el al .. 1991), carcinoma 

16 



ovárico (Mandal et al., 1994), carcinoma cérvico uterino (Marone et al., 1996), de tiroides (Aral et al., 1993), 

carcinoma gástrico (Kodera et al., 1994), carcinoma hepatcx:elular y melanoma (Fl01enes et al., 1992; De 

La Rosa et al., 1995). Sin embargo, existen reportes en estos mismos tumores que muestran 

resultados controversiales (Lacombe eta/., 1991; Haut et al., 1991; Sastre-Garau et al., 1992; Luo et al., 1993; 

Myeroff et al .• 1993; Sawan et al., 1994; Krlstensen et at., 1996). En otras neoplasias como en carcinoma 

de pulmón (Hlgashiyama et al., 1992; Engel et al., 1993), de colon, de próstata (lgawa et al., 1994; Flshman 

eta/., 1994), de tiroides (Zou et al., 1993ly de riñón, no se ha encontrado relación entre la presencia 

de nm23 y el desarrollo metastásico (De La Rosa et al., 1995; FrelJe et al., 1996); mientras que en 

tumores de páncreas, neuroblastomas y oligodendrogliomas su presencia correlaciona con 

una mayor agresividad metastásica (De La Rosa et al .• 1995). 

En el caso de Nm23-H2, su presencia se ha correlacionado menos con la supresión de 

metástasis en comparación con Nm23-H1, aunque en algunos estudios tanto in vitro como in 

vivo se ha encontrado cierta relación entre la presencia de ésta proteína y una menor 

capacidad metastásica (Henderson, 1993; Marone et at., 1995; Flshman et al., 1994; Mandal et at., 1994; JI et al., 

1995). 

b) Participación de ras en la transformación celular. La activación y sobreexpresión de ras 

no sólo son pasos críticos en la carcinogénesis, sino también podrían ser en parte, 

responsable de la adquisición de algunas de las características de invasividad y de formar 

metástasis por parte de las células tumorales. El hecho de que cerca del 15 al 30 % de los 

tumores humanos presentan a ras mutado y que su activación favorece el desarrollo del 

fenotipo metastásico <Cooper, 1995), sugiere que su participación es preponderante en el 

progreso tumoral, por lo que se le ha propuesto como un elemento trascendental en el 

desarrollo metastásico (Nicolson, 1987; Sobel, 1990). 

Mutaciones puntuales en rasen los codones 12,13, 59, 61, 63, 116, 117, 119 y 146 

generan la forma oncogénica o activa del gen (Coopcr, 1995). Como ya se explico 

anteriormente, la proteína producto del proto-oncogen lleva a cabo la hidrólisis de GTP y 
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queda en su estado inactivo. Sin embargo, las formas mutadas u oncogénicas de ras generan 

una proteína que no es capaz de hidrolizar al GTP, quedando unido este nucteósido 

trifosfatado a la proteína por mucho más tiempo, y por ello transduciendo la señal 

continuamente (Marshall, 1991 a). El papel destacado que juega ras en la transformación celular se 

debe en gran medida por encontrarse en el inicio de las vías de señalización de las que forma 

parte (Hunter, 1997), así como las múltiples funciones que posee (Whlte et at .. 1995). La forma en 

que ras contribuye al progreso tumoral es aumentando la invasividad celular, tanto por el 

incremento en la secreción de proteasas (Splnuccl et at .. 1968; etiarmers et at .. 1993a; Meade-Totlln et at., 

1998), como por una disminución de sus inhibidores (TIMPs)(Chambers et al., 1993al; favorece el 

movimiento celular, por la secreción de factores autócrinos de movilidad y cambios a nivel de 

citoesqueleto (actina)(Selkl et al., 1991; Hunter, 1997); promueve la independencia de anclaje y 

disminuye la afinidad de receptores a adhesinas (Hunter, 1997; HaJnat et al., 1993; Hughes et al .. 1997); 

regula negativamente la apoptosis, tanto por disminución de receptores como Fas (Arends et 

al .. 1993; Jlménez et al .. 1995; Fenton et al., 1998), como mediante el secuestro de Bad por Rsk (Bonnl el 

al., 1999); favorece la generación de metástasis, aumentando el anclaje de las células a la 

membrana basal de los endotelios (Sobet, 1990; Chambers et al., 1993bl; y finalmente, aumenta la 

expresión de oncogenes que participan como factores de transcripción como jun. fos y 

NFKB (Chambers el al., 1993a; Koang el al., 1994; Cooper, 1995). 

Cabe señalar, que la transformación celular generada por ras requiere de la cooperación 

de otros oncogenes como myc (Lu et al .• 1992; Greene et al .. 1995) o erbB (Husaln et al., 1989¡, o de 

la perdida de genes supresores como p16ink4a o p53 (Levlne, 1992; Serrano etal., 1997). 

e) Relación entre ras y nm23. Existen varios trabajos en donde se relaciona la expresión 

de nm23 con la presencia de Ras. Uno de los primeros reportes en donde se asoció a nm23 

como supresor metastásico fue en fibroblastos embrionarios de rata (células REF) 

transfectados con ras. Al cotransfectar éstas células con el gen E1a de adenovirus se 

observó un aumento de la expresión de nm23 y una disminución en la capacidad 
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metastásica (Sleeg et at., 1988). Esta observación también fue corroborada por Su y col. (1993), 

los cuales al transfectar fibroblastos de rata (células CREF) con ras, observaron un aumento 

del RNAm de varios genes relacionados con un comportiamiento tumoral agresivo, como la 

gelatinasa de 92 kDa, Osteopontina, transina, tenascina y cripto, junto con la disminución de 

nm23-H1 y TIMP-1 (en comparación con las células silvestres). Estos resultados 

correlacionaron con un incremento en la capacidad metastásica, mayor independencia de 

andaje y una disminución de la inhibición por contacto (Su et at .• 1993). 

Sin embargo, otros reportes han dado resultados contradictorios. Honoki y col. (1993) 

empleando células derivadas de osteosarcomas (células SOS) encuentran un aumento de 

los transcritos de ras y NDP cinasa (nm23); concomitantemente con la capacidad metastásica 

de dichas células, lo cual no ocurre con otro oncogen como c-myc (Honokl et al., 1993). Chambers 

(1993), en un artículo de revisión comenta que en células NIH 3T3 transfectadas con ras, 

encuentran que nm23 aumenta en células metastásicas (Charroers et al .. 1993). Cabe señalar, 

que ya se ha identificado y caracterizado la región promotora de nm23-H1, encontrandose 

que esta posee sitios AP-1, TFIID, TIS, CTF/NF1, ACAAAG y Ets (Chen et al., 1994; De la Rosa 

et at., 1996), comprobandose que los sitios CTF/NF1 pueden controlar la expresión de éste 

gen (De la Rosa et al., 1996), así como este promotor puede unir proteínas AP-1 (Chen et al., 1994). 

Estos datos sugieren, que nm23 podría ser regulado por la vía de señalización de ras. 

También este gen supresor se le ha relacionado con otros oncogenes, particularmente a 

nm23-H2 como factor de transcripción del oncogen c-myc (Kraett et at .• 1996), uniendose a -

142 y -115 pares de bases del sitio de inicio de transcripción (Poste! et al., 1991). Dicho sitio es 

hipersensible a nucJeasas (Berbench et at., 1995) y la proteína interactua con una región 

polipirimídica GGGTGGG (Hildebrandt et al .. 1995; Poslel et al .. 1996aJ. Sin embargo, no se ha 

encontrado correlación entre la presencia de ambos genes y el desarrollo tumoral (Honokl et al., 

1993). 

A pesar de que se conoce bastante acerca de Nm23-H1 y Nm23-H2, no es claro su 

posible papel en el desarrollo tumoral (Rosengard et al .. 1989; Coligo et al., 1992; Onheda et al .• 1994); y 

los estudios en pacientes presentan resultados contradictorios, en los cuales se ha reportado 
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a Nm23 como supresor metastásico, o se asocia su presencia con un comportamiento 

tumoral agresivo (Slamon, 1991; Lacombe el al., 1991; Haut el al., 1991; Sastre-Garau X el al., 1992; Wang el al., 

1993; Myeroll et al., 1993; Florenes et al., 1992). 

Dado que no se ha determinado como la expresión del gen nm23 inhibe la capacidad 

de invasión de las células metastásicas y como podría interaccionar con el gen ras, se 

propone el estudio de estos genes en un modelo in vitro, transformando fibroblastos 

normales de ratón NIH 3T3 con el encogen ras. Una vez obtenidas éstas células evaluar 

mediante ensayos de invasión in vitro e in vivo como se modifica la capacidad de invasión 

de éstas y correlacionarlo con la presencia de Nm23. 
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Hipótesis. 

Dado que el producto del gen nm23 se ha considerado como un supresor de 

metástasis y que el oncogen ras induce de manera activa éste proceso, se esperaría que la 

presencia de ambas proteínas antagonizáran en el comportamiento metastásico. 

Objetivo. 

Determinar la presencia de nm23 en células 3T3 NIH transformadas con el oncogen Ha­

ras, y correlacionarlo con el comportamiento biológico tumoral. 

Objetivos particulares. 

a.- Determinar la expresión de metaloproteasas, independencia de anclaje y la capacidad de 

invasión en las células transfectadas mediante ensayos de invasión in vitro. 

b.- Determinar la capacidad de generar tumores primarios así como metástasis de las células 

transfectadas in vivo. 

c.- Determinar la expresión de proteasas de los tumores generados in vivo. 

d.- Analizar inmunohistoquímicamente la presencia de Nm23 en las células transfectadas y en 

los tumores generados por éstas. 

e.- Correlacionar las células transfectadas con c-H-ras g1y12 (ras normal) o c-H-ras va112 (ras 

mutado) y la presencia de Nm23 con los hallazgos obtenidos tanto in vitro como in vivo. 
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Material y Métodos. 

Obtención de las células transformadas 

a) Células y cultivo celular: Se emplearon las siguientes líneas celulares: libroblastos de 

ratón NIH 3T3, células de cáncer de vejiga T24, y células epiteliales de carcinoma mamario 

humano MCF7, ambas obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC). Se 

cultivaron en monocapa en Medio Mínimo Esencial Dulbeco F12 (DMEM-F12, GIBCO), 

suplementado con 10% de suero letal bovino (SFB, GIBCO) y complementado con 

penicilina 100 U/mi y estreptomicina 100 µg/ml (GIBCO). Para cosechar las células se 

empleó solución de tripsina·EDTA (0.25% tripsina y 1mM EDTA, Sigma Chemical Co, St. 

Luis, MO) en solución amortiguadora de fosfatos (PBS), deteniendo la reacción con solución 

amortiguadora de fosfatos adicionada con albúmina al 1% (albúmina Fracción V, Sigma). El 

conteó y la verificación de la viabilidad celular se realizó empleando azul tripán al 0.05% en 

PBS. 

b) Plásmidos recombinantes conteniendo los genes de neo y c-H·ras. Para la 

transfección de H-ras humano, se emplearon dos diferentes construcciones: con el gen normal 

(RASwt/neo) o mutado (RASmut/neo). Ambas fueron obtenidas en el laboratorio del Dr. 

Alejandro García Carrancá (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM)(ligura 3). Dicha 

construcción se realizó empleando los plásmidos pEC (c·H· ras gly12) o pEJ (c·H·ras va112), 

los cuales tienen insertado el DNA genómico de ras en el vector pBR322. Ambos 

plásmidos fueron donados por la Dra. Chang (Chang et al., 1982; Tabin et at., 1982). Dichos 

plásmidos fueron digeridos con BamH 1, aislando posteriormente al encogen y el proto­

oncogen ras. Los fragmentos de BamH 1, fueron su vez clonados en pSV2neo (Guido et at., 

1992). Ambas construcciones fueron secuenciadas, comprobando que su secuencia fuera la 
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correcta y estubiera en la dirección correcta (Capon et al., 1983). Para la transfeoción, las 

construcciones se linearizaron oortando con la enzima con EcoR I (Amersham), y a pSV2neo 

con BamH I (Amersham). Una vez lineales se emplearon para la transfección de células NIH 

3T3. 

e) Ensayos de transfección : La transfecclón de las células NIH 3T3 se realizó mediante 

electroporación, de acuerdo a lo descrito por Guido, et al (1992). 2 x 1()6 células en 250 µI de 

solución de HEBS (NaCI 137 mM. KCI 5 mM, Na2HP04 0.7 mM, Glucosa 6 mM, HEPES 

20 nM, pH 7.05) más 10 µg del plásmido linearizado y 240 µg de ADN de esperma de 

salmón (Sigma). Se electroporó con un pulso de 5 seg de 400 volts a 250 µF (Bio-Rad, 

Gene pulsar). Tres experimentos de transfección se realizaron: 1) con la construcción del gen 

ras normal (RASwttneo); 2) con el gen ras mutado (RASmuuneo); 3) y oomo control con el gen 

pSV2neo unicamente (figura. 3). Dos dias después de la electroporación se adicionarón al 

medio de cultivo 800 µg/ml del antibiótico G418 (geneticina, GIBCO) para seleccionar las 

células transfectadas. 

d) Selección y aislamiento de las clonas: Las células cultivadas en presencia de G418 

fueron clonadas mediante el método de dilución (Chambers et a1 .. 1993), el cual oonsistió en colocar 

las células transfectadas a muy baja densidad en placas de 96 pozos, oon el objetivo de 

dejar una célula por pozo, lo cual se verificó mediante la observación al microscopio. Las 

clonas obtenidas se seleccionaron nuevamente con G418 para corroborar la expresión del 

plásmido transfectado. Se les nombró y numeró de acuerdo al tipo de plásmido 

electroporado: N# para aquellas transfectadas con pSV2neo • J# aquellas electroporadas con 

ras mutado y C# para aquellas inoculadas con ras normal. Las células silvestres, sin 

transfectar, y empleadas como testigo se les denomino T. 
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A 

B 

SV40 
(ori) 

Hlnd 111 

Bglll 

Plásmldo 
pECneo 

pEJneo 

Gen ras 
normal 

mutado 

Eco RI 

pECneo /pEJneo 

Xm~I 

Posición 

c:··'1a-rm1 
(1.(') l<b 

7 8 9 10 11 12 13 188 189 
Val Val Val Gly Ala Gly Gly Leu Ser 

GTG GTG GTG GGC GCC GGC GGT ......... CTC TCC 

• Val Val Val Gly Ala Val Gly Leu Ser 
GTG GTG GTG GGC GCC GTC GGT ........ CTC TCC 

Figura 3. Esquema de los plásmldos empleados para la transfecclón de las células. 

En la figura A se muestran la base de los plásmldos pECneo (RASwttneo) o pEJneo 

(RASmut tneo) que contienen el gen ram1y12 y rasva112, respectivamente, así como los sitios de 

corte por diversas enzimas de restricción. También se esquematizan el sitio de origen y 

promotor del plásmido SV40, el gen de resistencia a neomicina (neo ) adyacente a ras. 

• Ambos genes se encuentran en el vector pBR322. Los números del 1 al 4 corresponden a 

los exones de ras. En la figura B se muestran la diferencia entre el gen ras normal y el mutado. 
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caracterización de las clonas: 

a) Western blot: La presencia de la proteína p21 ras se detecto mediante Western blot 

por el método descrito por Hill et al. (1988). Las células de cada clona fueron lisadas 

empleando solución amortiguadora de lisis (Tris-HCI 28 mM, pH 7. 1; NaCI 100 mM, MgCl2 

5 mM, NP-40 1%, deoxicolato de Sodio al 0.5%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM). Se cuantifico la 

concentración de proteína por el método de Bradford (1976) y se corrieron 50 µg de proteína 

de cada lisado en geles de poliacrilamida-SDS al 10 % a 15 mA durante 1 hr. Las proteínas 

se transfirieron a papel PVDF (Millipore) por 2 hrs a 200 mA a 4ºC, empleando buffer de 

transferencia (Tris 25 mM, glicina 150 mM, metanol 20%, pH 8.3). La proteína Ras se 

detectó con el anticuerpo monoclonal pan-ras lgG2b (Oncogene) en una dilución 1 :1000. Se 

reveló la presencia de las proteínas por quimioluminicencia empleando peUcula X-Omat y el 

sistema ECL (Amersham). Para evaluar la especificidad del anticuerpo empleado, se goteo 

en cada membrana ya transferida 1µg/µI de péptido pan-rasva1 12 y 1µg/µI pan-ras91Y 12 

(Oncogen). 

b) Ensayos de colonización en agar semisó/ido: Para evaluar la independencia de 

anclaje celular se deteminó Ja formación de colonias en agar blando (Steeg et al., 1988). Se 

resuspendieron 3 x 103 células en 0.5 mi de medio conteniendo 10 % SFB, 4.5 g/I glucosa, 

100 U/mi de penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 0.5 % de agarosa de bajo punto de 

fusión (Sigma) ó 0.3 % de agar noble (p/\l}(Difco). La mezcla se coloco sobre 0.5 mi de 

medio sólido constituido de DMEM con 0.7 % de agarosa en cajas de 24 pozos. Las 

colonias se contaron 15 días más tarde. El ensayo se realizó por triplicado. 

c) Obtención de medio condicionado: 0.25X106 fibroblastos NIH 3T3 silvestres fueron 

colocados en botellas de cultivo de 25 cm2 (COSTAR) con medio DMEM con rojo fenal ó 

en RPMI 1640 sin rojo fenol, ambos suplementados con 10 % SFB. Al encontrarse las 

células en semiconfluencia (90-95%) se les cambio con los mismos medios pero sin SFB, y 

se dejaron a 37 ºC durante 24 hrs. Pasado este tiempo se colecto el medio el cual se 
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centrifugó a 1500 rpm durante 10 min (Sorvall, rotor HS). Se obtuvo el sobrenadante en 

condiciones estériles y se filtro con membranas de 0.22 µm (COSTAR). El medio filtrado fue 

empleado como medio condicionado quimioatrayente para la quimionvasión. 

d) Ensayo de quimioinvasión: Se utilizaron cámaras de microquimiotáxis Neuro Probe 

de 48 pozos, empleado como separación entre la cámara superior e inferior una membrana 

de Nucleopore de 8-12 µm de diámetro de poro (Alblnl et al., 1987; Bonfll et al., 1994). La 

membrana fue previamente cubierta con 50 µg/ml de matrigel (Collaborative Prod.). El 

matrigei se diluyó a la concentración deseada con agua bidestilada, aplicada a los filtros y 

secada bajo campana durante 24 hrs. Media hora antes de iniciar el ensayo la membrana fue 

reconstituida rehidratandoia con 100 µI de DMEM libre de suero. 

En la parte superior de la cámara Neuro Probe se colocaron 17500 células por pozo en 

medio DMEM sin suero fetal. En la cámara inferior se colocó como quimioatrayente medio 

condicionado o medio con 10% de suero. Se incubaron por 24 hrs a 37 ºC. Transcurrido este 

tiempo, las membranas se fijaron en metano! y se tiñeron con Eosina-Azure, contado las 

células que atravesaron la membrana; 10 campos por pozo a 100 X de aumento. Las células 

que no pasaron el matrigel se eliminaron limpiando la cara superior de la membrana con un 

hisopo húmedo. 

e) Doble reto de quimioinvasión. Se empleó cámaras de Transwell (Costar) de 24.5 

mm de diámetro. En la parte superior de la cámara se colocaron 0.5 X106 células/pozo en 

medio sin suero. En la cámara inferior se adiciono como quimioatrayente medio condicionado 

o DMEM con 10 % de SFB. Inicialmente, las células se retaron con 50 µg/ml de matrigel 

sobre una membrana de a,,m de diámetro de poro < Krarner et al .. 1966; Albinl et al., 1987; Siega\ et al .. 

1993). A las 48 hrs las células que atravesaron la membrana cubierta con matrigel, y que se 

encontraban en el pozo inferior, fueron contadas y propagadas. Posteriormente, las células se 

volvieron a retar con 100 µg/ml de dicha matriz extracelular sintética. Las células que se 

encontraron en el pozo inferior fueron contadas. Todos los ensayos se realizaron por 

triplicado. 
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Caracterización de la tumorigenicidad de las clonas celulares. 

a) Animales empleados: Para evaluar la capacidad de las clonas transfectadas para 

generar tumores subdérmicos, se emplearon 15 ratones atimicos Balb/C nu/nu, 36 ratones 

NIH y 12 ratones hipotimicos et/et. Para evaluar la capacidad metastásica de las clonas 

obtenidas, se emplearon 36 ratones et/et inoculados intravenosamente por la vena de la cola. 

b) Ensayos de tumorigenicldad: La generación de tumores en los ratones se realizo de 

acuerdo a lo descrito por Muschel et a/(1985). Se inyectaron subdérmicamente 1x106 células 

de las clonas transfectadas a los ratones atimicos nu/nu Balb/C, NIH y et/el El volumen 

tumoral fue determinado de acuerdo a la siguiente fórmula: Vt= axb2xpl6, donde Vt es el 

volumen tumoral, a es el diámetro mayor y bes el diámetro menor (K0nnlksen el al .. 1989; Olea et 

al., 1992). Los diámetros se determinaron midiendo con un escalímetro cada tercer día el largo y 

ancho tumoral. Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical al presentar disfunción y 

cada ensayo se realizó por triplicado. La autopsia de los animales, consistió del examen 

anatomopatológico de los pulmones, hígado, cerebro y bazo; así como del tumor 

desarrollado subdérmicamente. Se hicieron cortes histológicos y se contrastaron con 

hematoxilina-eosina o tinción tricromica de Masson para su análisis histopatológico. Otro 

fragmento de tumor se empleó para analizar la secreción se proteasas mediante zimogramas. 

e) Desarrollo de metástasis: Se inyectaron intravenosamente (por la vena de la cola) 5 

x1 os células de las clonas transfectadas a ratones hipotimicos et/et (Muschel et al., 1985; Hill el al., 

1988). Los ratones se sacrificaron por sobredosis de anestésico (Anestesal, 100 µI por animal, 

Lab. Smith-Kline) al presentar disfunción respiratoria o a un tiempo determinado (70 o 90 

días). La autopsia de los animales consistió del examen anatomopatológico de los 

pulmones, hígado, cerebro y bazo. Se hicieron cortes histológicos y se tiñeron con 

hematoxilina-eosina. El volumen tumoral fue determinado de acuerdo a la fórmula ya descrita 

de Vt= axb2xpl6 y cada ensayo se realizó por triplicado. Los bazos de cada animal fueron 

medidos y pesados para determinar·esplecnomegalia. 



d) Detennlnación de actividad gelatinolftica (zimogramas): Se determinó la actividad 

gelatinolítica de las líneas celulares in vitro y de los tumores desarrollados por éstas, de 

acuerdo a lo descrito por Montgomery (1993). 1 x106 células se cultivaron en cajas de cultivo 

de 150 cm 2. Al llegar los cultivos al 70-80% de confluencia, se dejaron por 48 hrs en medio 

sin suero fetal y sin rojo fenol. De los tumores se cultivó un fragmento de 1 cm3 sobre un cojln 

estéril de Gelfoam y se sembró en medio DMEM en las mismas condiciones que las células. 

El medio se colectó y se concentró mediante ultrafiltración con celdas de Amicon de 1 O kDa. 

La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (1976). 

Dos µg de protelna de los sobrenadantes de las células y de los tumores se corrieron 

electroforéticamente en minigeles de poliacrilamida al 8% copolimerizada con gelatina tipo A 

1 %. La gelatina empleada como sustrato para las enzimas se disolvió junto con la 

poliacrilamida antes de polimerizar. La corrida se realizó a 15 mA durante 1 hr. Al término de la 

corrida, se lavó el gel en Tritón X-100 (Merck) al 2.5% y se incubaron en solución de TNC 

(Tris 50 mM, NaCI 150 mM y CaCl2 20 mM; pH 7.4) durante 4 hrs a 42 ºC. Se revelaron 

las bandas de degradación tiñendo en solución de azul de Coomasie al 0.1 % durante 20 min 

a temperatura ambiente. Se cuantificó la actividad gelatinolítica en cada gel por densitometría 

(Beckman DU 650). 

Para determinar la naturaleza de metaloproteasa de las gelatinasas en los 

sobrenadantes, éstos se incubaron con 20 mM de EDTA, con el fin de inhibir la actividad de 

las enzimas al quelar el Mg2+ y el ca2+ necesarios para su actividad. Para corroborar la 

presencia de las formas inactivas en cada gelatinasa, los sobrenadantes fueron incubados con 

1 mM APMA (aminophen-mercury acetate, Sigma), el cual favorece el rompimiento de la 

proenzima, permitiendo solo la observación de formas activas de menor peso. 

e) Análisis inmunohistoquímico de Nm23: Se determinó la presencia de Nm23 en los 

tumores y en las células transfectadas mediante inmunohistoquímica. Se emplearon tanto 

cortes en fresco como cortes en parafina y se usaron dos anticuerpos primarios anti-nm23 

(Oncogene y Dako). 2.5 X 105 células cultivadas sobre laminillas y los cortes de criostato ó en 
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parafina se incubaron con uno de los anticuerpos primarios (dilución 1 :50) durante 1 B horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron con un segundo anticuerpo biotinilado 

revelando con 3-3-diaminobencidina ó con fosfatasa alcalina marcada con avidin-biotina 

LSAB2 (dilución 1 :100, Dako), durante 1 hr a 37 ºC. De acuerdo al compuesto de revelado, 

se observó como reacción positiva para el anticuerpo biotinilado una tinción de color café, 

contrastado con Hematoxilina de Harris; o para el LSAB2 la reacción positiva fue una tinción 

de color azul contrastada con Fast red. 

Como control se adicionó de cada laminilla un corte sin anticuerpo primario, para 

determinar la inmunoreacción no específica por la peroxiclasa o por la fosfatasa alcalina 

endógena. Como control positivo se incluyeron cortes de tumor mamario humano y células 

MCF7 de cáncer de mama humano. Para todos los tejidos, se evaluó la presencia de 

Vimetina (Dako) para identificar que los tejidos se encontraran en buen estado. 

f) Evaluación de los resultados de inmunohistoquímica. Se evaluó la intensidad 

inmunoreactiva en las células y en los tejidos de forma semicuantitativa, definiendo 

arbitrariamente una escala de cuatro puntos de la siguiente manera: 

(+++) = inmunoreactividad fuerte, aquella cuya intensidad fue equivalente o mayor a la del 

control positivo; 

(++) = inmunoreactividad moderada, aquella que fue menor que la observada en el control 

positivo; 

(+) = inmunoreactividad baja, aquella menor que la inmunoreactividad moderada pero que si 

presento señal y no era negativa; 

(-) = inmunoreactividad negativa, aquella que no se observo inmunoreactividad y de forma 

equivalente a lo observado en el control interno negativo. 

También se evaluó el patrón de distribución de las células inmunoreactivas para nm23, 

denominando como Homogéneo, el tejido que mostró tener en todas sus células una 

inmunoreactividad uniforme; mientras que se clasifico como Heterogéneo, aquel tejido que 

mostró en el mismo corte una mezcla de intensidad de inmunoreactividad. Además, se 

adiciono la estimación del porcentaje de tejido inmunoreactivo, de tal forma que el tejido que 

presente un valor de 100% en todas las células mostraron inmunoreactividad. Cada ensayo 
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se realizo por triplicado y los resultados obtenidos fueron analizados por tres diferentes 

observadores. 

g) Análisis histopatológico. Se realizaron cortes histológicos de 4 micrómetros y se 

tiñeron con hematoxilina-eosina. El diagnóstico y análisis morfológico fue realizado por dos 

diferentes observadores: el Dr. Ricardo Delgado Chávez y el Dr. Roberto Herrera Goepfert, 

ambos del Servicio de Patología del Instituto Nacional de Cancerología. Los cortes se tiñeron 

con Hematoxilina-eosina evaluandose la morfología celular, pleomorfismo, número de mitosis, 

vascularización y grado de diferenciación; y también se contrastaron con tinción tricromica de 

Masson para evaluar la colágena intersticial. 

Análisis estadístico 

Se realizaron pruebas de Sheffe's, para comparar la actividad total de las gelatinasas 

entre los cultivos celulares y los explantes tumorales de los datos obtenidos de tres 

ensayos mediante zimogramas. 
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Resultados. 

Caracterjzacjón de las clonas obtenidas: 

a) Morfologfa celular: Las células transfectadas con los genes Ha-ras normal y mutado, 

así como con el vector pSV2neo, fueron clonadas por dilución con el fin de obtener una 

población celular homogénea de cada transfección. De cada plásmido transfectado se 

obtuvieron el siguiente número de clonas: 16 para pS V2neo, 17 para pECneo, y 20 para 

pEJneo. Se emplearon únicamente aquellas clonas que mostraron una mayor resistencia a la 

geneticina: T1: células silvestres, NS: transfectadas con pS V2neo, C4 y C1 O, electroporadas 

con ras normal, y J3 y J20, con ras mutado. 

Al analizar la morfología de las diferentes clonas transfectadas se observó una clara 

diferencia entre las células que contenían ras normal o mutado, en comparación a las clonas 

testigo. En general, las células transfectadas solamente con el vector pS V 2neo presentaron 

una forma típica de los fibroblastos silvestres, es decir, en forma de huso, de orillas 

anguladas, manteniendo proporcional la relación núcleo/citoplasma y formando una monocapa 

al cubrir toda la caja de cultivo (figura 4A y 48). Sin embargo, las clonas transfectadas con ras 

normal (p21gly12), aunque presentaron una morfología similar a las clonas testigos, llegaron a 

aparecer células en donde se perdía la relación núcleo citoplasma, es decir, se encontraron 

células de un tamaño mucho mayor que las normales, con núcleos muy grandes o 

multinucleadas, y en algunos casos llegaron a formar focos, las cuales son colonias de células 

que crecen unas sobre otras (figura 4C y 40). Con respecto a las clonas transfectadas con ras 

mutado (p21 va112), estas mostraron clonas donde las células pierden la relación 

núcleo/citoplasma, particularmente células muy grandes y multinucleadas. Al comparar la 

formación de focos entre las células transfectadas con Rasmutlneo, con respecto a las células 
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con Raswtfneo se observó que las primeras presentaban una mayor cantidad de éstos (figura 

4E). Cabe aclarar que, en general, la formación de focos en estas clonas sólo se presentó 

cuando la superficie de la caja de cultivo se encontraba completamente cubierta de células. 

Una clona en particular, a la cual se le denominó J20, fue la que presentó el cambio 

morfológico más marcado con respecto al resto de las clonas, ya que ésta no requer!a cubrir la 

caja de cultivo para presentar la aparición de focos. Como puede observarse en la figura 4F, 

esta clona presenta células que se alinean una con otra , formado columnas que unen un foco 

con otro. 

b) Determinación de la expresión de ras por Western blot: Para comprobar la 

expresión de los plásmidos transfectados en las diferentes clonas, se realizaron ensayos de 

Western blot. Como puede observarse en la figura 5, la clonas con ras mutado, J3 y J20, 

mostraron la presencia de p21 va112, la cual fue 6 veces más que la expresión que T1, de 

acuerdo al análisis densitométrico. También se adicionó la inmunodetección de un péptido 

testigo que presento la mutación de glicina por valina en el codón 12 y que es reconocido por 

el anticuerpo pan-ras, así como a la línea celular T24, como control positivo. De esta manera 

se corroboró la especificidad de los anticuerpos empleados. Al comparar la expresión de 

p21 ras normal entre las células C4 y C1 O, con respecto a las testigo, no se observó ninguna 

diferencia. 
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Figura 4. Morfologla de las células transfectadas. 

A) Células testigo T1; B) células transfectadas con el vector pSV2neo (clona NS); C) y O) células 

transfectadas con el plásmido pECneo (C4 y C10); E) y F) células trasfectadas con el plásmido 

pEJneo (J3 y J20). Las flechas indican la formación de locos en (El y la Intercomunicación entre 

estos mediante redes de células en F. Aumento 160 X. 
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Figura 5. Western blot de la proterna Ras mutada en los Usados celulares de 
algunas clonas. 

Se adicionaron 50 µg de proteína de los lisados de las donas por carril a geles de poliacrllamlda­

SDS al 10 %. 1) NS (clona con el plásmldo pSV2neo); 2) clona C4 y 3) clona C10 (clonas con ras 

normal); 4) clona J3 y 5) clona J20 (clonas con ras mutado); 6) línea celular T24; 7) fibroblastos 3T3 

NIH silvestres (T1); y 8) péptido testigo para H-Ras (val 12). Las proteínas se transfirieron a papel 

PVDF (Millipore) por 2 hrs a 200 mA a 4ºC. Se empleo el sistema de qulmllumlnlcencla ECL 

(Amersham) mediante luminol para revelar la presencia de la proteína. 
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c) Ensayos de colonización en agar semisólido: Una medida de transformación 

ampliamente utilizada es la independencia de anclaje de una célula in vitro . Para ello, 3000 

células de cada clona se sembraron en un colchón de agar de bajo punto de fusión al 0.5% y 

en agar noble al 3% en cajas de 24 pozos, dejandolas crecer durante 15 días y contando el 

número de clonas por pozo. Se emplearon dos diferentes tipo de agar para poder comparar 

y discernir más facilmente la independencia a anclaje (Steeg et a1 .. 1988! En la tabla 1 se muestra 

el número de colonias formadas en agar blando por las diferentes clonas transfectadas. En 

general, las clonas crecieron mejor en agar de bajo punto de fusión (BPF) que en agar noble, 

debido a que éste último es menos firme y selectiv:>. Cabe destacar que a los 15 días se 

observó que las clonas que se transfectaron con el gen ras mutado presentaron un mayor 

número de colonias (mediana de 9.7 y 2 colonias para agar de bajo punto de fusión y agar 

noble, respectivamente) en comparación con el resto de las clonas sin importar el tipo de agar 

(mediana de colonias para la clona testigo= o y O; clonas con :eo= 4.5 y 0.9; y clonas con ras 

normal= 2.15 y O para agar bpf y agar noble, respectivamente). 

La clona silvestre (T1) genero algunas colonias en agar BPF (1.3 colonias). La clona 

transfectada con pSV2neo (NS) generó en promedio 4 colonias en agar de BPF. Las clonas 

transfectadas con ras normal (C4 y C10), formaron un máximo de 5 colonias, solamente con 

agar de BPF. Sin embargo, las clonas transfectada con ras mutado (J20 y J3) presentaron 

de 4y 50 colonias en agar de BPF; y 2 y 17 colonias en agar noble (respectivamente)(tabla 

1 ). La variación interexperimental fue muy amplia, lo cual se observó por el amplio rango de 

desviación estándar (mayor al 10 %), aunque la tendencia fue muy evidente, ya que la 

mayoría de las clonas transfectadas con el oncogen ras exhibieron un mayor número de 

colonias en promedio con respecto al resto de las clonas. 
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Tabla 1. Número de colonias en agar para determinar Independencia de anclaje 

(promedio de tres experimentos por trlpllcado). 

Clona 

T1 

NS 

C4 

C10 

J3 

J20 

Promedio de colonias 

en agar bpf (±O.E.). 

1.3 ± 2.3 

4.4± 13.8 

1.0±1.7 

4.6 ±6.4 

50.7 ± 2.5 

4.0 ± 1.7 

bpf: Agar de bajo punto de fusión. 

O.E: Desviación estandar. 
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Promedio de colonias 

en agar noble (± O.E.). 

0.3 ± 0.6 

0.3 ±0.6 

0.0±0.0 

0.0±0.0 

17.0± 12.5 

2.0± o.o 



d) Ensayo de qulmioinvasión: Para determinar si las células de las diferentes clonas son 

capaces de invadir matrices extracelulares in vitro, se realizaron ensayos de quimioinvasión 

empleando como barrera matrigel, el cual contiene muchos de los componentes de matriz 
extracelular, como es colágena IV, fibronectina y laminina (Vukicevlc, eral, 1992). Como se puede 

observar en la figura 6, la respuesta al matrigel, es diferente dependiendo del medio 

quimioatrayente que se emplee, ya que en general, la respuesta obtenida al medio 

condicionado (MC), es mucho mayor que al medio con 10% de suero fetal de bovino (SFB). 

La respuesta al MC, es muy similar entre las clonas testigo (T1= 130.7±19.1 células) ó 

transfectadas con ras normal (C4= 135.5±13.4; C1 O= 113.0%26.9 células) ó con el plásmido 

neo (N5=123.0±21.7 células). Al compararlas con las clonas que poseen ras mutado, se 

observa una ligera tendencia a ser mayor (J3= 168.0±29.2 y J20= 134.0±45. 

Cuando se comparó la respuesta al medio con suero, la tendencia es diferente, pues no 

se observo una clara correlación entre la transfección y la capacidad de invasión in vitro. 

Algunas clonas como C4 y J3, presentaron una mayor capacidad de invasión (103.7±35.0 y 

88.5±12.5 células por clona, respectivamente) en comparación al resto de las clonas (T1 = 
27.0±13.4, NS= 39.7±7.4, C10= 35.0±39.7±7.4 y J20= 3.0±4.3 células). Cabe resaltar 

que la clona J20 que fue capaz de atravesar el matrigel con MC, con el medio con suero fetal 

presentó una respuesta mucho menor que el resto de las clonas (3.0±4.3 células) y mucho 

menor que las células sin plásmido o testigo (T1= 27.0±13.4) (figura 7). 

En la figura 7 se pueden observar los resultados de la evaluación de la capacidad de 

quimioinvasión con las cámaras de transwell y el reto a las clonas celulares con dos diferentes 

concentraciones de matrigel. Las clonas fueron Inicialmente retadas con 50 µg ml-1/pozo de 

matrigel y contadas las que pasaron a la cámara inferior despues de 48 hrs. Posteriormente, 

se propagaron éstas mismas células y se retaron con 100 µg de matrigel por pozo. En 

general, en el primer ensayo no pasaron más de 100 células, independientemente del medio 

quimioatrayente y de la clona empleada, lo cual concuerda con el experimento anteriormente 

descrito. Sin embargo, al retar éstas mismas células con el doble de concentración de 

matrigel, se observó que solo las transfectadas con Rasmut/neo fueron capaces de pasar. Al 

comparar el número de células que pasaron los 100 µg de matrigel, la clona J3 paso 7 veces 

más (700%) y J20 25 veces más (2500%) a ésta última concentración. Con respecto al resto 

de las donas el número de células que pasaron en ambas concentraciones fue muy similar 

(con un rango de O a 52 células y una mediana de 11 células). 
37 



= 1:1: .... c::i :e N = = z a. 
.,;, ... .... C/'I 
Q e 

= ~ = Q ~ .... .... u :e 
'"' = Q 1:1: 

a. 

200 

100 

o 

CLONAS. 

• SFB 
Ea MC 

Figura. 6. Ensayo de qulmlolnvaslón empleando como barrera Matrlgel. 

Se midió la capacidad de invasión de las clonas transfectadas retandolas a pasar a través de 50 µg 
de matrigel. En cámaras de mlcroquimiotáxis Neuro Probe de 48 pozos se empleo como separación 
entre la cámara superior e inferior una membrana de Nucleopore de 8-12 µm de diámetro de poro 

cubierta con matrlgel. 17.5 x103 células se colocaron en la cámara superior, mientras que en la 
inferior como quimioatrayente se adiciono medio condicionado (MC) o medio con 1 O % de suero fetal 
bovino (SFB). Pasadas 24 hrs las células se contaron en 10 campos a 100 X de aumento 
(inmersión fuerte). En la gráfica se muestra el promedio más la desviación estándar del ensayo por 
triplicado. Notese el mayor número de células con medio condicionado. 
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Figura 7. Ensayo de qulmlolnvaslón retando a las clonas con 50 y 100 µg de 
Matrlgel. 

En la gráfica se muestra el número de células de dos diferentes experimentos que pasaron 50 y 100 

µg de matrigel en cámaras de transwell. 0.5 X1 os las células se retaron con 50µg de matrigel. 
Pasadas 24 hrs, se elimino la cámara superior con las células que no lograron pasar y se dejo que 
en la cámara inferior se propagaran las células que habían pasado. Estas mismas células se 
volvieron a retar pero con 100 µg de matrigel. En ambos casos se contaron las células que pasaron 
a las 24 hrs. Las figuras en cfrculos(experimento 1 O y 2 e ) muestran el número de células que 
pasaron 50 µg; y en triángulos se muestra las células que pasaron 100µg de matrigel (experimento 
1 6. y 2 _. ) Como qulmioatrayente se empleó medio condicionado (MC) y medio con 1 O % de 
suero fetal bovino (SFB). • P< 0.05. 
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Caracterización de la tumodgenicldad de las clonas 

a) Evaluación de la capacidad tumorigénica de /as células transfectadas en ratones: Para 

evaluar la capacidad tumorigénica de las células transfectadas se inocularon subdérmicamente 

sólo 5 clonas (testigo NS; C4 y C10 con ras normal; y J3 y J20 con ras mutado) en 15 

ratones de la cepa Balb/C nu/nu atfmicos, en 36 ratones NIH y en 24 ratones et/et 

hipotímicos. Los volúmenes tumorales se expresaron en cm3, como se describe en 

materiales y métodos. En la figura 8, se muestra un ejemplo del desarrollo tumoral alcanzado 

por tres diferentes clonas, en donde el tumor formado por J3 presenta de manera 

macroscópica zonas extensas de necrosis y gran formación de vasos (angiogénesis), a 

diferencia de lo observado con los tumores generados por C10 ó NS. Como se observa en 

la figura 9, los ratones inoculados con las clonas transfectadas con ras mutado (J3 y J20) 

formaron tumores en 6 de 6 ratones, presentando neoplasias biológicamente más agresivas, 

con un tiempo de aparición más corto (6 días en los ratones nu/nu y et/et) y una evolución 

más rápida (máximo volumen alcanzado entre los 15 y 32 días)(tabla 2). De las clonas 

transfectadas con ras normal, sólo C1 O fue capaz de formar tumor en 1 de 3 ratones, de un 

tamaño menor a los ya descritos para J3 y J20 (tiempo de aparición 28 días). La clona NS 

que tiene sólo el vector, también fue capaz de formar tumor en 1 de 3 ratones, pero de muy 

lento crecimiento y largo tiempo de aparición (tiempo de aparición 11 y 42 días, y máximo 

crecimiento a los 46 días)(figura 9). 

En la tabla 2, se resumen los datos de desarrollo tumoral en los ratones nu/nu inoculados 

subdérmicamente. Como puede observarse, el tiempo de aparición de los tumores 

formados por las células transfectadas con ras mutado (J3 y J20), fue muy similar (alrededor 

de 6 días). Al comparar el volumen tumoral en éstos mismos ratones se presentó una 

variabilidad alta (de 5.12±3.99 cm3 para J3 y de 4.2±3.8 cm3 para J20). Sin embargo, son 

los de mayor tamaño en comparación con el resto de las clonas (alrededor de un 300% mas). 

Los tumores desarrollados por las células transfectadas con ras normal, presentan largos 

tiempos de aparición (28 y 96 días para C10 y C4 respectivamente), con una incidencia 

menor, sólo en 2 de 5 ratones. La clona testigo NS, presentó también la formación de tumor 

con un volumen pequeño (0.47 cm3). Cabe destacar, que C4 fue menos agresiva que el 
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resto de las clonas y de hecho, menos que la clona testigo NS. 

También se evalúo la capacidad tumorigénica de las mismas clonas en ratones et/et 

hipotímicos y NIH. Observandose que en los ratones et/et solo tres clonas generaron 

tumores subdérmicos: la clona J20 en 2 de 2 ratones, con un tiempo de aparición de 4.5±-0.7 

días, desarrollando un volumen máximo de 1.36±0.05 cm3 a los 21 y 25 días. Las otras deis 

clonas, ambas testigo desarrollaron tumor en un solo ratón, la clona T1 desarrollo un tumor a 

los 50 días de 0.07 cm3 y la clona NS, que genero un tumor cuya aparición fue a los 11 días 

y el volumen máximo que alcanzó fue de 1.6 cm3 a los 40 días. El resto de las clonas no 

fueron capaces de generar tumor, sacrificandolos hasta los 80 días. (Tabla 2) 

En el caso de los ratones NIH se inocularon subdérmicamente las mismas clonas. Se 

emplearon 6 ratones por clona. En este caso, sólo las células transfectadas oon ras mutado 

formaron tumores: 1 de 6 ratones para J3 {tiempo de aparición a los 35 días) y 1 de 6 

ratones para J20 {tiempo de aparición 30 días)(Tabla 2). 

Para poder explicar la diferencia en el número y tamaño tumoral entre los diferentes 

clonas celulares y en las cepas de ratones inmunocompetentes {NlH), se procedio a 

determinar si presentaban los ratones aumento en el tamaño del bazo {esplenomegália), 

como evidencia de rechazo hacia las células inoculadas. Al medir el volumen y peso del vaso, 

se observó que las los ratones inoculados con las clonas T1, NS, C4 y C10 presentaban un 

ligero aumento en el tamaño de este órgano (Figura 1 O) con respecto a los animales 

inyectados con J3 y J20, aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa. 
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Figura 8. Formación de tumores en ratones nu/nu. 

Ejemplos del desarrollo tumoral observado en los ratones nu/nu Inoculados con 1x106 células de 
cada clona subdérmicamente. A) testigo, B) clona C1 O, la flecha delgada indica el tumor en este 
ratón; y C) clona J3, observe la zona obscura indicada por la flecha ancha que es una reglón del 
tumor con necrosis y la flecha delgada indica zonas de vascularización en el tumor. 
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Figura 9. Curva de fa determinación del volumen tumoral a fo largo del tiempo. 

Desarrollo de los tumores subdérmicos en los ratones nufnu. El volumen tumoral fue 

determinado de acuerdo a la fórmula: Vt= axb2xitf6, donde Vt es el volumen tumoral, a es 

el diámetro mayor y b es el diámetro menor. Cada ratón fue examinado cada tercer día, y 

medido el largo y ancho tumoral con un vernier. las figuras representan: ( J.i) dona NS, (O) 

dona C4, (ti) clona C1 O, (.Á) clona J3 y (CI) clona J20. Los ratones se sacrificaron al 

presentar disfunción o sangrado en el tumor. 
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Tabla 2. 
Desarrollo tumoral en los ratones Inoculados subdérmlcamente . 
Clona No de ratones Tiempo de aparición Volumen tumoral 

con tumor. (días) máximo (cm3) 

Ratones Balb/C nu/nu 
N5 1fJ 
C4 1fJ 
C10 1fJ 
J3 3fJ 

J20 3fJ 

Ratones eVet 

T1 112 

N5 1/2 

J20 2/2 

Ratones NIH 

J3 1/6 

J20 1/6 

42 
96 
28 
6 
6 
6 
6 
6 
8 

50 

11 

4 
5 
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35 

30 

0.47 
0.06 
3.53 
5.00 
1.19 
9.18 
5.25 
0.39 
7.34 

0.07 

1.60 

1.31 
1.41 

1.13 

5.32 
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Figura 10. Aumento en el volumen o peso del bazo en los anlmales Inoculados con 

las diferentes clonas celulares. 

La presencia de esplecnomegalia en los animales inoculados con las diferentes clonas fue 

analizada. Para ello se midió la longitud mayor del bazo, así como su peso en una balanza, 

después del sacrificio. Las barras cerradas (• ) muestran el promedio de la longitud de dicho 

órgano, y las barras sombreadas ( lillilll ) el peso en gramos. 
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b) Desarrollo de metástasis por las células transfectadas en los ratones et/et. En los 

ratones et/et se probo la capacidad metastásica de las diferentes clonas empleadas en los 

tumores subclérmicos. Se inocularon 5 x1 os células por la vena de la cola de cinco ratones en 

dos diferentes experimentos. En la tabla 3 se resumen los hallazgos anatomopatológicos, 

cuya única variación fue el número de días en que los ratones murieron por problemas 

respiratorios o se sacrificaron a un número determinado de días (23,76 y 96 días). Las dos 

clonas transfEictadas con ras mutado generaron las metástasis más grandes en volumen (J3= 

0.36±0.37 cma y J20= 0.70±0.5 cm3), aunque cabe aclarar que la clona J20 presento 

desarrollo tanto de macrometástasis como de micrometástasis (ver la amplitud de el error 

estándar del volumen tumoral de dicha clona en la tabla 3 y la figura 11 ). En general, J20 

generó metástasis en un tiempo más corto (23 días), en un mayor número de nódulos y 

ratones (3/S ratones), así como las metástasis más grandes (la más grande llego a medir 1.9 

cm3, la cual invadía la totalidad del pulmón). Sólo hasta los 96 días todas las clonas llegaron a 

presentar metástasis. La clona NS, la cual esta transfectada con neo genero metástasis en 215 

ratones, pero en comparación con el resto de las clonas, estos nódulos eran pequeños 

(0.0084 cm3) y poco abundantes. La clona C10, fue la única clona transfectada con ras normal 

capaz de formar nódulos metastásicos en el pulmón, presentando un volumen de 0.033 cm3, 

4 veces mayor los presentados en los ratones inoculados con NS, pero menor que J3 (10 

veces menor) y J20 (21 veces menor, ver tabla 3). Las clonas T1 y C4 no fueron capaces 

de generar macro ni micrometástasis en los pulmones de los ratones inoculados. Cabe 

señalar, que no se encontraron metástasis en otros órganos. 
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Tabla 3. 
Desarrollo de metástasis en los ratones balb/C eVet Inoculados por vla_ 
IDlllll!!mQliil, 

Clona No. Ratones No.Nódulos Máximo 
Inoculada con tumor pulmones volumen 

;1;EE ú;!IJ3l_ll 
Experimento 1 

TI 012 o o 
N5 0/2 o o 
C4 012 o o 
C10 012 o o 
J3 0/3 o o 
J20 112 8 0.001±0.0004 

Experimento 2 
TI 0/3 o o 
N5 2/3 2 0.0084±0.001 
C4 0/3 o o 
C10 2/3 2 0.0034 
J3 1/3 2 0.369±0.034 

J202/3 3.5±0.7 0.701±0.516 75.5±1.8 

EE: Error estándar. 

a : Máximo volumen promedio calculado para el nódulo metastásico. 

- : Negativo. 
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Figura 11. Comparación de pulmones con y sin metástasis. 

En la fotografía se muestra dos ejemplos de pulmones de ratones et/et, inoculados con 
células T1 y J20 (izquierda y derecha, respectivamente). La flecha con la M indica una 
metástasis, y el círculo muestra la toda la extensión que abarca la neoplásla. 
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Análisis comparativo de la secreción de gelatinasas 

a) Zimogramas de los cultivos y de los tumores. En la figura 12, se muestran dos 

zimogramas representativos, donde se observan las bandas de degradación de las enzimas 

secretadas tanto por los cultivos celulares (figura 12A) como por los explantes tumorales 

(figura 128). Como se puede advertir, todas las clonas expresaron las formas activa e 

inactiva de las gelatinasas A y B, de 72 y 92 kDa. En la tabla 4 se muestran los resultados de 

la secreción de las gelatinasas MMP-2 y MMP-9. Al comparar las bandas de degradación 

entre las diferentes clonas se puede advertir la similitud en particular entre C 1 O y J3 (figLra 

12A y B, así como figura 13). También se realizó un zimograma de gelatina incubando las 

muestras con 20 mM de EDTA, un quelante de iones metálicos. En éste tipo de gel se 

observó una inhibición total de la actividad gelatinolltica, dando geles sin bandas (datos no 

presentados). 

Los resultados del análisis densitométrico de los zimogramas de tres experimentos 

diferentes se muestran en la tabla 4 y en la figura 13, en donde se comparan las actividades 

de la gelatinasa A (colagenasa tipo IV de 72 kDa/MMP-2) y de la gelatinasa B (colagenasa 

tipo IV de 92 kDa/MMP-9) entre las líneas celulares y los tumores desarrollados por éstas 

clonas. A estas proteasas se les ha relacionado con la capacidad de invasión y como puede 

observarse, a excepción de C4 y J3, todas las clonas cultivadas in vitro expresaron una 

cantidad muy similar de la gelatinasa A en su forma inactiva (un valor de alrededor de 1.26 

UD.) de igual forma que las células silvestres (T). La clona J3 presento casi el doble de esta 

enzima (2.31±0.008 UD.), mientras que C4 expreso casi la mitad (0.67±0.008 UD). En el 

caso de la forma activa de 62 kDa, solo las clonas C10 y J3 presentaron una mayor actividad 

(C10= 0.69±0.003 y J3= 0.039±0.008 UD). Al analizar la gelatinasa B, solo la clonas J3 y 

J20, capaces de generar los tumores de mayor tamaño, presentaron una ligera banda de 

degradación de la forma inactiva de 92 kDa (0.02±0.004 UD, ver tabla 4). 

En general, al analizar la actividad gelatinolítica de las clonas celulares con los tumores 

formados por éstas en los ratones nu/nu, se observó que la cantidad de gelatinasas era 

diferente entre los observados in vitro y los explantes tumorales. En el caso de la gelatinasa 

A, la dona NS presentó bandas de degradación muy similares in vitro y en los tumores, tanto 
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de la forma activa como inactiva (alrededor de 1.15 y 0.14 UD, formas inactiva y activa, 

respectivamente). En el caso de las clonas C1 O y J3, se observó una disminución en la 

secreción de los tumores de hasta un 50% comparados con lo secretado por las clonas in 

vitro. (tabla 4) Por el contrario, en el caso de la clona J20, se ve aumentada casi un 50% la 

actMdad en el tumor de ésta gelatinasa, tanto en su forma activa como inactiva en 

comparación con lo observado in vitro (de 1.23 UD. vs 2.49 UD. en la forma inactiva y 0.17 

UD. a 0.235 UD. en la forma activa). 

Al analizar la expresión de la gelatinasa B, se observó la tendencia a aumentar la 

secreción en los tumores en comparación con las clonas. Las células NS presentaron un 

aumento en ambas formas de la gelatinas (0.005 y 0.001 UD vs 0.023 y 0.026 UD, formas 

inactivas y activas, respectivamente). C 1 o presentó un aumento en 0.1 UD en la forma 

inactiva en los tumores, mientras que disminuyo un 50% en la forma activa. En el caso de las 

dos clonas transfectadas con rasva112 (J3 y J20) presentaron un incremento sólo en la forma 

activa de más de un 50"/o. Las otras dos clonas (T1 y C4) al no generar tumores no se pudo 

comparar. 

Al analizar la actividad de otras gelatinasas detectadas como las de 111 y 58 kDa, se 

observó que éstas se incrementaron en los explantes tumorales en comparación con las 

líneas celulares (figura 14). La banda de 111 kDa se incremento hasta el doble en los tumores 

formados por C10 con respecto a la línea celular (0.66±0 vs 0.35±0.01 UD, 

respectivamente), mientras que en el tumor generado por la clona J20 se incremento 8 veces 

más que en las líneas celulares (1.81±0.03 vs 0.23±0.004 UD, respectiva-mente)(figura 14). 

En el caso de J3 se mantuvo muy similar (células= 0.59±0.005 UD vs explante= 

0.68±0.005 UD). 

La banda de degradación de 58 kDa presento un aumento en los explantes con 

respecto a las líneas celulares. NS presentó un incremento de O a 0.286±0.008 UD y J20 de 

o a 0.4±0.008 UD en los tumores, mientras que el explante de C1 O se duplico la banda de 

degradación (línea celular= 0.28±0.006 vs tumor= 0.54±0 UD). Sin embargo, en estas dos 
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gelatinasas no se observo una tendencia clara. Cabe aclarar que las líneas celulares T1 y C4, 

que no fueron biológicamente agresivas, no presentaron esta banda de 58 kDa. La clona J3 

presento una pequeña disminución en los explantes con respecto a in vitro (célulaS= 

0.27±0.001 vs tumor= 0.24±0.009), aunque esta diferencia fue mínima. 

También se analizó si las bandas de degradación observadas eran formas activas o 

inactivas, y por ello se evaluó la aparición de las formas activas de las enzimas a partir de la 

desaparición de las formas latentes. Para ello, los sobrenadantes se incubaron con 1 mM de 

APMA (acetato de aminophen-mercurio), con el fin de activar dichas proteasas. Sólo en la 

clona J20 se observó un claro cambio de la gelatinasa de 92 kDa a la de 82 kDa cuando se 

incubó con APMA. En las clonas C10 y J3 se observaron las formas inactivas de estas 

enzimas, pero no cambio la expresión de éstas al estar en APMA. Contrariamente, C10 

presenta un claro cambio en la banda de degradación de 42 a 38 kDa y J3 de 72 a 62 kDa al 

ser activados con APMA. También se realizaron geles empleando sustrato de caserna en 

vez de gelatina para corroborar si la banda presente de 58 kDa era estromelisina, ya que 

este sustrato identifica a ésta enzima. No se observó en estos geles ninguna banda de 

degradación en éste peso molecular. 

Se comparó la actividad gelatinolftica total (es decir la sumatoria de la actividad 

gelatinolftica de todas las bandas) entre las clonas de las líneas celulares y entre las clonas de 

los explantes tumorales, observándose una similitud en el comportamiento gelatinolftico entre 

C4 y J20, y entre C1 O y J3 en las líneas celulares. Al comparar ambos grupos la diferencia 

fue estadísticamente significativa (p< 0.005). Al analizar los explantes tumorales, solo se 

encontró similitud entre NS y J3, siendo ambos diferentes a J20 (p< 0.05). 
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Figura 12. Patrón de gelatlnasas secretadas por las diferentes clonas celulares y por los 
tumores generados por éstas. 

Zlmogramas donde se muestran las bandas de degradación que corresponden a la gelatinasa B de 
92-82 kDa (MMP9) y a la gelatinasa A de 72-62 kDa (MMP2)(formas inactiva-activa, 
respectivamente). 2 µg de proteína de los sobrenadantes de las células y de los tumores se 
sometieron electroloréticamente en minigeles de poliacrilamida al 8% copolimerizada con gelatina tipo 
A 1 %. Se revelaron las bandas de degradación tiñendo en una solución de azul de Coomasie al 
o. 1 %. El gel A) muestra las gelatinasas secretadas por las diferentes clonas; el gel B) muestra las 
enzimas secretadas por los tumores generados por éstas clonas. Las clonas corresponden a: T1: 
células silvestres; NS: dona transfectada con vector; C4 y C10: clonas translectadas con ras 
normal; J3 y J20: clonas translectadas con ras mutado. PM: marcadores de peso molecular. 
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Figura 13. Actividad gelatlnolltlca de las gelatlnasas A y Ben las lineas celulares y 
tumores. 

Se determinó la actividad gelatlnolítlca en cada gel por densitometría de los zlmogramas realizados 
por triplicado de cada clona y el tumor generado por ésta (Beckman DU 650). Se gralicó el área bajo 
la curva de cada banda y se expresó en unidades densitométricas (U.O.). Se muestra la actividad 
gelatlnolítlca de la gelatinasa A o MMP2 (El forma inactiva de 72 kDa y li1 forma activa de 62 kDa) y 
la gelatlnasa 8 ó MMP9 ( l!I forma Inactiva de 92 kDa y O forma activa de 82 kDa), en sus formas 
Inactiva y activa (respectivamente). Los datos representan la media de las actividades de tres 
lecturas ± Error estándar. La clonas T y C4 no se presentan en los tumores ya que no fueron 
capaces de generar neoplasias en los ratones nu/nu~ 
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Tabla 4. Anállsls densltométrlco de tres experimentos de la secreción de la 
gelatlnasas en las clonas celulares como en los explantes tumorales. 

Gelatinasa B ~!illí11iWlliil 6 
92kDa 82kDa 72kDa 62kDa 

Clonas 
T1 O:t-O 0.01±0.002 1.18±0.030 0.26±0.003 
NS 0.01±0 O:i-O 1.2S±O.OOB 0.13±0.004 
C4 O:t-O O:i-O 0.67±0.00B 0.21±0.00B 
C10 O:t-O 0.02±0 1.38±0.060 0.69±0.003 
J3 0.02±0 0.01±0 2.31±0.00B 0.39±0.00B 
J20 0.02±0 0.01±0.001 1.23±0.00S 0.17±0.00S 

Explantes tumorales 
NS 0.02±0.007 0.03±0.008 1.09±0.006 0.1S±0.008 
C10 0.10±0 0.09±0 0.61±0 0.27±0 
J3 O:t-O 0.07±0.002 1.63±0.013 0.13±0.001 
J20 0.03±0.00S 0.02±0.004 2.49±0.022 0.24±0.008 

Datos expresados en unidades densitométricas (UD) ± Error estándar. 
Las UD son arbitrarias, tomando como cero el valor densitométrico obtenido de la tinción del 
azul de Coomasie en el gel de gelatina, y dandole valor a la zona no teñida de las bandas de 
degradación (programa del espectrofotómetro Beckman DU 650). 
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Figura 14. Actividad gelatlnolltlca de gelatlnasas de 111 kDa y 58 kDa en las lineas 
celulares y los tumores generados con ellas. 

En cada barra se muestra la media de las actividades de tres lecturas ± error estándar de la actividad 

gelatinolitica de las gelatinasas de 111 k Da (filiil) y 58 kDa (12'..d). Están expresadas en unidades 

densltométricas (UD.). 
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Análisis jnmunohlstOQuímjco de nm23 en las células transtec:tadas y en los tumores 

subdérmjcos y metastásjcos 

Al analizar inmunohistoquímicamente la expresión de Nm23 en las clonas cultivadas y 

compararla con la de los tumores generados por las mismas en los ratones nu/nu, se observo 

una tendencia similar: las clonas T1 y NS presentaron una inmunotinción entre baja y media 

para la proteína Nm23 (+/++)y un porcentaje de tinción de 80% y 20%, respectivamente. 

De las dos, solo NS generó tumor, que presentó un 10% de inmunotinción (figuras15A y B, y 

168; tabla 5). 

Por otra parte, las clonas transfectadas con ras normal (C4 y C1 O) presentaron in vitro e 

in vivo una expresión de Nm23 baja y media, de forma similar a las testigo, sin embargo, el 

porcentaje de células entre ambas fue muy diferente, siendo 10 veces mayor en C1 o con 

respecto a C4 (tabla 5). En los tumores generados por C1 O se observó una intensidad 

similar al observado in vitro, pero el porcentaje teñido del tumor fue mayor (del 80%)(Figura 

15C y D, 16C; tabla 5). 

Las clonas transfectadas con ras mutado, J3 y J20, fueron las que revelaron la mayor 

expresión de Nm23 con respecto al resto de las clonas (con una intensidad de entre media y 

alta (++/+++)y en un porcentaje de entre un 70 al 90%, que tamnbién se observó en los 

tumores (tabla 5, figuras 15E y F, 160 y E). 

La inmunotinción fue específica, lo cual se pudo corroborar por los controles empleados 

tanto positivos (línea celular MCF7 y un tumor de mama humano) como negativos (ensayo 

de inmunohistoqímica empleando sólo anticuerpo secundario). En estos últimos no se 

observaron tinción de fondo o unión inespecífica (figuras 15H y 16F). 

Cabe resaltar que en algunos casos pudo observarse inmunotincióo tanto citoplásmica 

como nuclear (tabla 5). En general, se observo la.tendencia de presentarse tinción únicamente 

citosólica y homogénea (inmunotinción similar en todo el tejido, sin zonas de contraste) en las 

clonas testigo y en la clona C4, tanto in vitro como en los tumores in vivo. Sin embargo, las 

clonas transfectadas con ras mutado, J3 y J20, presentaron inmunotinción en algunos casos 
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en ambos compartimentos celulares y de forma heterogénea, apareciendo zonas en las 

cuales las células no se teñian con cromógeno y otras con inmunotinción muy intensa (tabla 5). 

Un punto importante de mencionar es el caso de la clona C10, la que paradójicamente, 

presenta la tinción citoplásmica y nuclear in vitro, y únicamente citoplasmática en el tumor (tabla 

5). 

Al analizar inmunohistoquímicamente la expresión de Nm23 en los pulmones de los 

ratones expuestos a las clonas por vía intravenosa, se observó que los pulmones de los 

ratones testigo presentaban inmunotinción en el epitelio alveolar (figura 17 A). Sin embargo, 

en los pulmones en los cuales se encontraron lesiones metastáslcas, resaltaba el contraste 

entre la inmunotinción de Nm23 del epitelio alveolar con la tinción negativa de las metástasis 

(figura 178 a 17E). Cabe resaltar que en el caso de las metástasis generadas por N5, C10, 

J3 y J20 la inmunotinción tendió a ser negativa (figura17, tabla 5), resaltando que en éstas 

dos últimas clonas las metástasis presentaron una inmunotinción mucho más debil que los 

tumores subdérmicos, a tal grado que solo el epitelio de los vasos sanguíneos que irrigaban 

dentro de la metástasis presentaban una inmunotinción para Nm23, y el tejido tumoral fue 

negativo (figura17 E). Todas las metástasis mostraron un patrón heterogéneo, de alrededor 

del 10 % (tabla 5). 
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Figura 15. Análisis lnmunohlstoquimlco de Nm23 en las clonas transfectadas. 
2.5 X 1 os células de las clonas trans!ectadas se colocaron sobre laminillas estériles y se cultivaron 
durante 2-5 días a 37 ºC. Se fijaron con acetona Iría a -20 ºC y se Incubaron con el anticuerpo de 
nm23 por 17 horas a temperatura ambiente en una dilución 1 :50. Posteriormente se Incubaron con el 
anticuerpo secundarlo biotlnilado. La unión específica se revelo adicionando el complejo avidin­
blotlna con Diamlnobencldlna. A) clona T1, B) clona NS, C) clona C4 y O) clona C1 o. E) clona J3, F) 
clona J20, G) células MCF7 (control positivo para Nm23) y H) clona J20 control negativo. Notase la 
linción citosóllca mostrada en las figuras B y D y la diferencia entre una linción positiva y una 
negativa figura G y H. Aumento 400 X. 
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Figura 16. Análisis lnmunohlstoqufmlco de Nm23 en los tejidos tumorales 
generados por las clonas transfectadas. 

A) Tumor generado por la clona NS, B) tumor generado por la clona C1 O, C) tumor generado por la 
clona J3, D) tumor generado por la clona J20, E) carcinoma de mama (control positivo para Nm23) y 
F) tumor generado por la clona J20 (control negativo de la técnica). Observase la diferencia de 
Unción entre las figuras B y C, así como hay zonas de los tejidos que presentan diferentes 
Intensidades de tlnclón. Aumento 400 X. 
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Figura 17. Análisis lnmunohlstoqulmlco de Nm23 en las metástasis generadas por 
las clonas transrectadas. 

A) Epitelio pulmonar de un ratón expuesto a las células testigo, B) metástasis generada por la 
clona NS, C) !metástasis generada por la clona CtO, D) metástasis generada por la clona J3, E) 
metástasis generada por la clona J20 y F) metástasis generada por la clona J20 (control negativo 
de la técnica). Observese la diferencia de lnmunotinclón entro el epitelio alveolar normal (EA) y la 
metástasis (M), siendo estas últimas negativas. La flecha Indica un vaso sanguíneo. 
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Tabla 5. Análisis de la inmunotinción para nm23 realizada en las clonas, en los tumores 
subdérmicos y en las metjstasls, 

CLONA INTENSIDAD DE PORCENTAJE OBSERVACIONES 
TINCION TEÑIDO 

T1 + 80% Tindón dtoplasmática 
homogénea 

NS + S·20% Tindón citoplasmática 
++ homogénea 

C4 + S 0/o Tindón citoplasmática 
homogénea 

C10 + 40·SO % Tindón citoplasmática 
++ heterogénea 

J3 ++ 70·90 % Tindón citoplasmática 
+++ heterogénea 

J20 ++ 70·90 % Tindón citoplasmática 
·+++ heterogénea 

TUMOR INTer.isiDAD DE PORCENTAJE OBSERVACIONES 
SUBDERMICO •TINCION TEl'llDO 

NS + 10% Tindón citoplasmática 
homogénea 

C10 .+ 80% Tindón dtoplasmática 
++ homogénea 

J3 ++ 80 % Tindón citoplasmática, 
+++ heterogénea 

J20 ++ 90% Tindón citoplasmátlca, 
+++ heterogénea 

METASTASIS INTENSIDAD DE PORCENTAJE OBSERVACIONES 
TINCION TEÑIDO 

NS + 10% Tindón citoplasmática 
heterogénea 

C10 + 10% Tindón citoplasmática 
heterogénea 

J3 + 10% Tinción citoplasmálica, 
heterogénea 

J20 + 10 % Tinción citoplasmática, 
heterogénea 

Intensidad de la tinción: ·nula;+ baja;++ media;+++ alta 
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Análisis hjstooatológjco de los tumores y metástasjs generados por las diferentes 

Al estudiar histopatológicamente los tumores se observó que todos eran 

librosarcomas. En la tabla 6, se muestra el análisis histológico en el que se evaluó varios 

parámetros indicativos del grado de tumorigenicidad de cada neoplasia. Como puede 

observarse, los tumores desarrollados por las clonas transfectadas con ras normal (C4 y 

C10), así como con el plásmido testigo (NS), presentaron células de morfología mixta; es 

decir, de células de aspecto epitelioide (células redondas) y células semejantes a 

fibroblastos. En general, estos tumores mostraron un grado similar de pleomorfismo y 

diferenciación, aunque C4 presento un menor número de mitosis (<10 en 10 campos), 

comparado con C10 (>10 en 10 campos). Al comparar éstas características con aquellos 

tumores formados por las donas con ras mutado (J3 y J20), se observó que éstas clonas 

presentaron tumores con un mayor número de mitosis (>10 a 20 en 10 campos), una mayor 

vascularización (vasos sanguíneos en neoformación o angiogéoesis) y su morfologia era 

predominantemente fusiforme. En el resto de los parámetros fueron muy similares. Cabe 

mencionar que al analizar a los animales anatomopatológicamente no se observaron 

metástasis en ningún órgano al realizar la autopsia de los mismos, sin importar la cepa del 

ratón, ya fuese NIH, nu/nu o et/et. 

Solo los ratones inoculados intravenosamente con las células NS, C1 o, J3 y J20 

generaron metástasis. Unicamente T1 y C4 no fueron capaces de generar estos tumores en 

los pulmones. En la figura 18 se muestran dos ejemplos de cortes histopatológicos de 

nódulos metastásicos en pulmón de ratones inoculados con J3 y J20, teñidos con 

hematoxilina-eosina. Se observaron tanto nódulos centrales como periféricos al pulmón, así 

como algunos perivasculares. En estos tumores se observaron características similares a los 

desarrollados subdérmicamente, de aspecto fibroblastoide, pleomórficos y de diversos 

tamaños. También se pudieron observar algunas figuras mitóticas. Las células metastásicas 

infiltraban e invadían el pulmón, llegando a observarse en los cortes histológicos múltiples 

nódulos pequeños, o nódulos únicos de gran tamaño (tabla 6) 
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Tabla 6. 

Caracterlstlcas hlstopatológlcas de los tumores desarrollados en los ratones. 

Clona Morfologla Pleomorffsmo No de Mitosis Vascularlzaclón Grado de 
celular por 10 diferenciación 

campos. 

N5 Mixta ++ <10 ++ ++ 

C4 Mixta ++I+++ <10 + ++ 

C10 Mixta +++ >10 + ++ 

J3yJ20 Fusiforme ++I+++ >10 a 20 +++ ++ 

+:bajo ++:medio +++:alto 
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Figura 18. Cortes Hlstológlcos de pulmones con metástasis teñidos con 
Hematoxlllna-Eoslna. 

Ejemplos de dos nódulos metastásicos: A) nódulo central, B) nódulo periférico. EA, espacio 
alveolar; TP, tumor periférico; PN, pulmón normal; V, vaso sanguíneo; T, nódulo tumoral; AV, 
alveolos; B, bronquiolos. Aumento 100X. 
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Discusión. 

La transfección del encogen ras es un procedimiento ampliamente usado para 

transformar un sin número de líneas celulares (Kaprlanou et al., 1990; Ochleng et al., 1991; Selkl et al .. 

1991; Gelman et al .. 1992; su et al .• 1993; Meade·Tollln et al .. 1998). Cabe señalar que en éste trabajo se 

encontró que la transfección tanto del gen ras normal como de mutado fue capaz de 

transformar a las células NIH 3T3, lo cual se evaluó tanto morfológicamente como en la 

formación de colonias en agar blando. Estos resultados ya han sido previamente 

demostrados en la literatura (Grelg et al .. 1985; Thorgelrsson et al., 1985). 

En general las clonas transfectadas con ras mutado, presentan un mayor grado de 

transformación en comparación con el resto de las clonas tanto testigo como las transfectadas 

con el vector (neo) o con ras normal. Se observaron claros cambios en la morfología celular, 

particularmente en la aparición de células multinudeadas de mayor tamaño a las silvestres, o 

con aspecto semejante a neurona. El comportamiento celular también se vio modificado, ya 

que se observó claramente la perdida de la inhibición por contacto en las células transfectadas 

con ras. lo cual ha sido previamente descrito (Lowy el al .• 1995). Particularmente, las células 

electroporadas con rasvai12 (J3, y J20), presentaron la formación de focos en las cajas de 

cultivo. con una mayor aparición de cúmulos celulares de mayor tamaño. Estos resultados 

correlacionaron con un mayor número de colonias en agar en dichas clonas, lo que indica que 

presentaron una menor dependencia de anclaje. Esto fue más evidente al emplear agar 

noble, ya que este tipo de agar es más selectivo por presentar una consistencia de mayor 

solidez, ya que en agar blando algunas células llegaron a crecer en el fondo de la caja. 

Las células transfectadas con el proto-oncogen ras (C4 y C1 O) también presentaron la 

formación de focos en algunos casos, aunque en general, éstos crecieron mucho menos en 

agar. Las células testigo y transfectadas con neo no presentan estas características 

morfológicas ni de comportamiento. En agar solo T1 fue capaz de generar algunas colonias 

(menos de 5 por pozo). Cabe señalar que la simple introducción del plásmido no es 

suficiente para obtener esta característica de transformación celular, ya que en nuestro modelo 
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la clona NS no presentó cambios morfológicos o de comportamiento, como los observados 

para las transfectadas con ras, ya fuera silvestre o mutado. Esta clona (con el vector neo), 

únicamente fue capaz de generar 4 colonias en agar de bajo punto de fusión, mientras que en 

agar noble no se observó ninguna. 

Por lo que, en general, la tendencia observada fue de una mayor capacidad de crecer en 

agar en las donas con ras mutado con respecto al resto. 

Al corroborar por Western blot la expresión de p21 va112 se encontró que las células 

trasfectadas con el encogen presentaban 7 veces más esta proteína que las células testigo o 

transfectadas con ras normal, de acuerdo al análisis densitométrico. Entre las clonas J3 y J20 

se observó que la expresión fue muy similar. El resto de las clonas no presentó la expresión 

de p21 mutada. La especificidad del anticuerpo fue corroborado mediante la inclusión en cada 

membrana de dos péptidos con el sitio del codón 12, uno con el aminoácido normal (glicina) y 

el otro con el mutado (valina). Al analizar la expresión de la proteína normal, no se observaron 

diferencias entre las células testigo y las transfectadas con pSV2neo (NS) o con pECneo 

(C4 y C1 O). En el caso de éstas últimas, se esperaría que las células transfectadas con 

Raswtineo sobre-expresaran dicha proteína. Aunque las clonas C4 y C1 O son capaces de 

sobrevivir a la selección con geneticina, ello no indica que la pEC/Raswt se este expresando. 

Ya que la vida media de la proteína Ras normal es menor que la de Ras mutado (Lowy o. et al, 

1993), puede dificultar su detección. Generalmente se recomienda el inmunoprecipitar la 

proteína normal para enriquecer la detección por Western blot. Sin embargo, bajo nuestras 

condiciones experimentales, no fue posible realizar este procedimiento. Otra posibilidad es 

ver incrementada la presencia de RNAm para ras en estas células, no obstante, ello solo 

sugeriría que podría existir un incremento de la proteína, pero no necesariamente. 

La caracterización de la invasividad in vitro dio resultados muy contrastantes. El 

menor índice de quimioinvasión por parte de las células al emplear como quimioatrayente 

medio con suero fetal de ternera es explicable, porque el suero contiene inhibidores de 

proteasas y otros factores capaces de reducir la degradación del Matrigel como son los 

TIMPs (inhibidores tisulares de metaloproteasas) o la u-2 macroglobulina (Woesner et al., 1991 ), 
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y por consecuencia disminuye el paso de las células a través de la barrera. Sin embargo, al 

usar medio condicionado de fibroblastos, las clonas T1 y C4 que no formaron tumores en los 

ratones, fueron capaces de atravesar el Matrigel. Este resultado sugerirla que éstas células 

también podrian generar tumores in vivo. Al retar las clonas con el doble de concentración de 

matrigel (de 50 a 100 µg), se evidenció que solo las clonas electroporadas con ras mutado 

(J3 y J20) fueron capaces de atravesar esta membrana basal sintética hasta 7 y 25 veces 

más, respectivamente, y el resto de las clonas lo hicieron en una cantidad menor o parecida a 

la observada empleando 50 µg de Matrigel. Es bien conocido que una característica de un 

tumor agresivo es su alta capacidad invasiva y tumorigénica. El método de quimioinvasión 

empleando Matrigel ha sido ampliamente utilizado y validado (Alblnl et at .. 1985; Ochieng et al., 1991; 

Casclarl et at., 1995). No obstante, también se ha establecido que dicho modelo no representa 

las condiciones que ocurren in vivo, así como en algunas líneas celulares no refleja su 

capacidad real de invasión y de generación de tumores en animales (Noél etat .. 1001; Vuklcevlc et 

at .. 1992). En nuestro caso, solo cuando se volvió a retar las clonas con el doble de 

concentración de Matrigel se evidenció a aquellas células con capacidad tumorigénica. Estos 

resultados sugieren que es muy importante la concentración empleada de esta matriz, para 

que realmente sea una barrera selectiva, aunque ello no sea un fiel reflejo de lo que sucede in 

vivo. Los resultados obtenidos del empleo de esta matriz por diversos autores depende de 

las condiciones experimentales empleadas, asi como el origen de ia línea celular empleada 

(Ochleng el at .• 1991; Noél el al., 1991; Vuklcevic el al .. 1992; Casciari et at., 1995). A pesar de que ya se 

había reportado el empleo de 50 µg de Matrigel (en una área similar de membrana de 

nudeopore a la utilizada por nosotros), como una concentración adecuada para discriminar 

células NIH 3T3 no transformadas de aquellas células transfectadas con H-ras va112 (Albinl et al., 

1985), en nuestras condiciones experimentales solo el doble de concentración fue capaz de 

d~erenciar a las células transfectadas con el oncogen ras del resto. Ello sugeriría que para 

determinar la capacidad de invasión de una línea celular es indispensable el realizar ensayos 

de invasión in vivo, ya que los estudios in vitro, solo son útiles en la caracterización de la 

tumorigenicidad de las células y nos permiten evaluar en cierta medida su conducta biológica 

tumoral, pero pese a ello, solo en condiciones in vivo podemos tener la evaluación real de su 
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capacidad neoplásica (NOOI et al., 1991), 

En cuanto a los tumores generados por las diferentes clonas estudiadas, se observó 

una clara diferencia entre las que contienen ras mutado o normal. Los tumores desarrollados 

por las clonas J3 y J20 son biológicamente más agresivos en comparación con los 

generados por el resto de las clonas, presentando un corto tiempo de aparición, un volumen 

tumoral mayor y una incidencia más alta, lo que correlaciona histopatológicamente con su alto 

pleomorfismo, mayor angiogénesis y alto número de mitosis. Dichas clonas fueron capaces 

de generar tumores subdérmicos, tanto en los ratones Balb/C nu/nu, como en los NIH y en 

los eVet; así como produjeron las metástasis de mayor tamaño en los ratones et/et, con un 

mayor número de nódulos pulmonares. Aunque dependiendo de la cepa de ratón, se pudo 

observar una mayor generación de tumores. Los ratones Balb/C nu/nu, los cuales son 

atfmicos, y por lo tanto están inmunocomprometidos, presentaron un mayor número de 

tumores; mientras que los Balb/C et/et y los NIH, hipotímicos e inmunocompetentes 

(respectivamente), presentaron una menor generación de tumores. Se pudo observar que 

en algunos de éstos animales mostraban esplecnomegalia, particularmente en aquellos 

animales inoculados con las clonas que no tenían transfectados a ras mutado. Sin embargo, 

esta diferencia no fue estadísticamente significativa. 

En la capacidad de generar metástasis, la clona J20 genero nódulos metastásicos en un 

menor tiempo y de un mayor tamaño, comparados con los desarrollados por la clona J3. Al 

comparar con las clonas transfectadas con ras normal, solo C1 O fue capaz de generar tumor. 

En previos estudios, se ha observado que las células transfectadas con ras normal pueden 

formar tumores, debido a la sobre-expresión de proto-oncogen, lo que permite su 

transformación; aunque no de igual manera que el encogen (Gre;¡¡ el el .. 1985: Bradley el al., 1986). 

Esto explica, porque la clona C1 O también formó tumor con un desarrollo menos agresivo. La 

clona C 4 no fue capaz de formar tumor a pesar de estar transfectada con ras normal, esto 

sugiere que otros factores en el proceso de invasividad son importantes. De hecho, esta 

clona es la línea que secreta menos enzimas con respecto a las demás, lo que explica su baja 

capacidad de invasión in vivo, aunque es capaz de atravesar matrigel in vitro. Ambas clonas 
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(C4 y C1 O), no generaron tumores en los ratones NIH ni en los et/et. 

Si ordenamos a las clonas de forma decreciente de acuerdo a la agresividad tumoral la 

disposición sería J20::J3>C10>N5>C4. Cabe señalar, que en el caso de éstas dos últimas 

esperábamos encontrar un comportamiento inverso, es decir, que C4 fuera más agresivo 

que NS. Sin embargo, el tumor generado por NS apareció en un menor tiempo y con mayor 

volumen tumoral que el tumor generado por la clona C4, además de presentar la generación 

de metástasis. Ello puede deberse a varios factores: a) se ha reportado que las células NIH 

3T3 silvestres son capaces de formar tumores en ratones nu/nu, pero su capacidad 

tumorigénica es muy baja (Grelg et el., 1985); b) por el método de transfección usado no es 

posible controlar el sitio de inserción del plásmido, por lo que no sabemos si en el caso de la 

clona NS se introdujo en un sitio del genoma celular que favoreciera este tipo de 

comportamiento; y c) En el caso de la clona C4, aunque tenga la resistencia a la geneticina se 

observó por el Western blot que no expresaba más la proteína Ras normal, lo cual nos 

indica que probablemente la expresión sea similar a la control. Una manera de resolver este 

problema sería determinando la expresión de RNAm de ras por Northern blot. 

La determinación de la expresión de gelatinasas complementó los datos previamente 

recabados. Las enzimas observadas en los explantes tumorales y en las líneas celulares, 

fueron inhibidas por el EDTA, lo que sugiere que éstas enzimas son metaloproteasas, ya 

que este quelante secuestra al zinc y al calcio necesario para su función (McCawtey et al. 2000). Se 

pudo observar bandas de degradación que correspondían a la gelatinasa A o MMP-2 (de 

72-62 KDa) y a la gelatinasa B o MMP-9 (de 92-82 KDa). También, se observaron otras 

bandas de diferente peso molecular: 111 • 58. 42, y 32 KDa. Al tratar de caracterizar las 

proteasas secretadas, se emplearon geles que tuvieran como sustrato caseína para 

corroborar si la presencia de caseinasas de 58 KDa correspondían a la enzima estromelisina 

(Muskln et al .. 1981; Matr1s1an et al .• 1990b). Los resultados sugieren que esta proteasa no 

corresponde a dicha enzima ya que no se generaron bandas de degradación en este 

sustrato. En previos estudios se han reportado gelatinasas de mayor peso a la MMP-2 y 

MMP-9, que al parecer son formas oligoméricas de dichas enzimas (Koshlkawa eral .• 1992). Por lo 
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que también cabe la posibilidad que las gelatinasas de 111 kDa observadas aquí presentan 

el mismo comportamiento. Cabe recordar que la formación de los zimogramas para evaluar la 

secreción de gelatinasas es en condiciones semi-desnaturalizantes, ya que las proteínas al ser 

colocadas en el gel de poliacrilamida solo tienen SOS, no poseen 13-mercaptoetanol para 

reducirlas y tampoco son calentadas, por lo que es probable el que se formen oligómeros 

proteicos (Koshlkawa el al., 1992). 

Un punto importante de resaltar es el hecho que al parecer, a diferencia de otros autores 

que tratan de darle un peso mayor a la gelatinasa A ó a la B en la capacidad de invasión de 

una oélula tumoral (Matrislan 1992; woessner 1994; Rodgers 1999). Nuestros resultados sugieren que es 

necesario incluir a todas las gelatinasas secretadas por una oélula o tumor. En nuestro caso, no 

se observó una relación entre la capacidad tumoral y una proteasa en particular, pero sí una 

mayor expresión de proteasas totales en las células con mayor capacidad de formación de 

tumores, lo que correlacionó con aquellas transfectadas con el encogen ras (J3 y J20) y en 

menor medida con las clonas transfectadas con ras normal, C10. En el caso de la clona C4, 

ésta presento una expresión mucho menor que el resto de las clonas, lo cual correlaciona con 

su incapacidad de generar tumores. No obstante es de llamar la atención, que 

estadísticamente se encontró que la expresión del total de proteasas era muy semejante 

entre C4 y J20, y entre C1 O y J3 (y también entre T1 y NS). Si relacionamos la capacidad 

de generar tumores con la expresión de proteasas, parecería lógico que J3 y C1 O fueran 

capaces de generar tumores, ya que fueron las dos clonas con mayor expresión de 

gelatinasa A in vitro. Sin embargo, J20 es capaz de generar tumores y C4 no, por lo que, 

como se comento en la introducción del presente trabajo, para que una célula sea capaz de 

desarrollar el fenotipo metastásico, requiere presentar cambios a diferentes niveles, como es 

el aumento de secreción de proteasas, aumento en la movilidad, disminución en la unión a 

proteínas de matriz, etc !Nicolson el al .• 1987; McCawley el al. 2000). En otras palabras, el fenotipo 

metastásico no esta dado solo por un factor, sino que se requiere de la suma de una serie de 

eventos que capacitan a la célula para poder invadir y metastatizar (Nicolson el al .• 1987). Esto se 

ve de forma más clara al analizar la expresión de gelatinasas en los tumores, ya que si 

comparamos tanto C10 como J3, disminuye la expresión de estas, en particular de las 
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MMP-2. Sin embargo, aumenta la expresión de la gelatinasa B o MMP-9, lo que sugiere 

que bajo estas circunstancias, para estas dos clonas (y al igual que para NS) se requiere en la 

invasión in vivo de la participación de la otra enzima; y en el caso de J20 la expresión de 

estas gelatinasas aumenta en el tumor in vivo, hasta el doble en comparación a lo presentado 

in vitro. El hecho que la expresión de proteasas presentara variaciones en el tumor con 

respecto a la línea celular de origen, implica que al interaccionar la célula neoplásica con el 

huésped, la respuesta celular cambia, muy probablemente debido a diversos factores 

(comunicación intercelular, factores de crecimiento, etc.)(Ntcolson et at., 1902), a los que se 

encuentra expuesta la célula en el interior del animal. Es bien conocido que la interacción 

huesped-célula tumoral juega un papel primordial en el desarrollo tumorigénico (Fodstad et at .. 

1994; Price 1994). Cabe señalar, que no son cuantitativamente comparables la expresión in vitro 

con la expresión in vivo, por las diferentes condiciones de las células entre ambos sitios; 

cualitativamente, la comparación de ambas enzimas generadas entre las células en cultivo y 

en el tumor en el ratón permiten el relacionar los cambios de expresión que suceden entre 

ambas condiciones. Cada clona, a pesar de transfectarse en condiciones y con genes 

similares, responden de manera muy particular a las presiones de selección que ocurren en el 

interior del animal, y su capacidad tumorigénica no puede atribuirse solamente a cambios en la 

expresión de proteasas (Fodstad et al .• 1994; Prlce 1994). 

Con lo que respecta al análisis inmunohistoquímico de Nm23, se observó una clara 

tendencia a aumentar su expresión de esta proteína en las clonas que fueron transfectadas 

con ras mutado y los tumores subdérmicos generados por éstas, en comparaci:"n con el resto 

de las clonas. La inmunotinción fue observada principalmente en el citoplasma celular. Cabe 

señalar que el anticuerpo empleado para este ensayo, reconoce tanto a la proteína citosólica 

(Nm23-H1 ), como a la nuclear (Nm23-H2), por lo que se pudo observar inmunotinción en 

ambos compartimentos celulares. Las clonas T1 . NS y C4 presentaron muy bajo porcentaje 

de tinción en las células así como en los tumores generados por éstas (0-10%) de forma 

homogénea. Al comparar con las clonas C1 O, J3 y J20, las cuales generaron los tumores de 

más rápida aparición y crecimiento, éstas presentaron una inmunotinción para Nm23 mayor 

(del 50 % para C1 O y del casi 90 % para J3 y J20), así como una mayor heterogeneidad. La 
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poca homogeneidad de lnmunotinción en éstos tumores puede explicarse, particularmente 

por su mayor proliferación celular, lo cual se evidencia por un mayor volumen tumoral a lo largo 

del tiempo y mayor número de mitosis, en el caso de J3 y J20. Caligo y col. cea11go et al, 1993) 

demostraron que la expresión de nm23 se ve favorecida en la fase S del ciclo celular y 

disminuida en las otras, por lo que la expresión de Nm23 varia dependiendo de la etapa del 

ciclo celular en la que se encuentren las células. Es bien conocido, que un tumor esta 

constituido por múltiples clonas (Woodruff et at., 1986; Nica1san et al., 1987), que pueden generar 

distintas subpoblaciones con diferentes estadios del ciclo celular, ya que no hay una 

sincronización en todo el tumor. Ello aumenta la probabilidad de ver un mayor número de 

células en diferente fase del ciclo celular, lo que permitiría observar diversas zonas con una 

variada inmunotinción para Nm23 cea11go et al., 1993). También estos resultados concuerdan con 

el hecho de que el promotor de nm23-H1 posee sitios AP1 (De 1a Rosa e1 a1. 1996), los cuales 

son controlados por la vía de señalización de Ras ( Lowy et al. 1991; Lowy et al. 1993; Trelsman et al., 

1996; Xing et al., 1997; Malumbres et al., 1999), por lo que se esperaría que las clonas trasfectadas con 

ras, ya fuera normal o mutado, presentaran un aumento en la expresión de éste gen. Sin 

embargo, contrastan los resultados observados en las metástasis para NM23, ya que en 

estos la expresión de ésta proteína se observa en el 10% de las células metastásicas sin 

importar la transfección del gen ras realizada. Estos datos sugieren que en la generación de 

los tumores subdérmicos; así como en las clonas, existe cierta coexpresión de Nm23 con 

p21 ras en un porcentaje alto de células, lo cual correlaciona con un aumento de Nm23 con la 

transfección del gen activo de ras. No obstante, las células metastásicas no expresan a Nm23 

en una concentración que sea apreciable inmunohistoquímicamente, lo que sugiere que 

durante el proceso metastásico podrían seleccionarse solo aquellas células que expresan ras, 

que son capaces de generar metástasis, pero que no expresan una concentración alta de 

Nm23. Cabe resaltar que en las metástasis pulmonares, el tejido alveolar normal del ratón 

presenta inmunotinción para Nm23, contrastando con la metástasis. Estos resultados 

coinciden con el hecho de que el gen nm23-H1 es un gen supresor de metástasis (Stegg et al. 

1988; Rosengard et al, 1989; Lacombe el al. 1991, Stegg et al. 1991b; De la Rosa et al, 1995). 
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Son pocos los artículos donde relacionen la presencia de Ras con NM23. ras es un 

encogen que se le ha relacionado con el comportamiento metastásico (Chairoers et al., 1993), por 

lo que uno esperaría que Nm23, al ser un gen supresor de metástasis, correlacionara de 

forma inversa con la activación de éste encogen. Los primeros estudios realizados por Steeg 

demuestran que células REF (fibroblastos embrionarios de rata), transfectadas y 

transformadas con el oncogen ras, presentan una disminución en la expresión de RNAm para 

nm23 (Stegg et a1 .. 1988b). Estas mismas células al ser cotransfectadas con el gen E1a de 

adenovirus, presentaron una diminución en su capacidad metastásica, así como un aumento 

en la expresión de nm23 (Stegg et a1 .. 1988), lo que indicarla que este gen participa como un 

gen supresor de metástasis, o es un epifenómeno asociado a la disminución de la capacidad 

metastásica de éstas células. En este sentido, estudios realizados por el grupo de Zimmer 

(Gral1 el al., 1995; Su et al .• 1993) empleando dos diferentes formas de revertir la transformación 

celular generada por H-ras, como fue el cotransfectar a células CREF (clonas de células REF) 

con Krev-1, un gen 50% similar a ras (Su etª'· 1993); o cotransfectando con antisentidos del 

factor de iniciación de la traducción 4E (elF-4E) en células CREF (Gram et a1 .. 1995), se observa 

la misma tendencia, una disminución en la expresión de nm23-H1 asociada con un aumento 

en la capacidad metastásica; esto relacionado a otros factores de transformación, como es la 

disminución de TIMP-1 (inhibidor de metaloproteasa tisular-1), una alta expresión de la 

metaloproteasa de 92 kDa (MMP-9), un menor tiempo de latencia y una mayor velocidad de 

crecimiento en el volumen tumoral (Grafll et al .. 1995; su et al. 1993). 

En estudios clínicos en pacientes con carcinoma hepatocelular. también se ha encontrado 

esta correlación inversa de un aumento en la expresión de ras con una disminución de nm23-

H 1, y un concomitante aumento en la presencia de metástasis, asociado a un aumento de 

PCNA y en la angiogénesis (Zheng et al ... 1998). Estas observaciones apoyarían el papel de 

nm23 con un gen supresor de metástasis. 

Sin embargo, diferentes estudios encuentran una correlación entre la expresión de ras 

con nm23. Honoki y col, encuentran que en células SOS, derivadas de lesiones pulmonares 
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generadas por la línea celular COS, de osteosarcoma; presentan un incremento en el RNAm 

de e-Ha-ras junto con un incremento en la expresión de nm23 y una mayor capacidad 

metastásica (Honakl e1 at., 1993). En la revisión realizada por Chambers, menciona que obtiene 

resultados similares en células NIH 3T3 transfectadas con el encogen ras (Charroers el al., 1993), 

En tumores humanos del cérvix-uterino, se ha reportado una relación linear entre la expresión 

de Ras y Nm23, presentando éste último cierta correlación con una mayor sobrevida (Utrera­

Barlllas el al., 2000), Estos datos sugerirían que Nm23 correlaciona con un comportamiento 

tumoral agresivo y no como un gen supresor, como se ha propuesto en varios estudios en 

tumores humanos. 

Es controversia! el papel de Nm23 en el desarrollo metastásico. Mieroff en 1993 

propuso que dependiendo de la extirpe celular nm23 podría jugar o no el papel de gen 

supresor de metástasis. Diversos datos apoyan que nm23 es un supresor de metástasis en 

modelos animales y tumores humanos. La asociación de ras y este gen todavía no es claro. 

Sin embargo, se esperaría que la expresión de nm23 no correlacionara con la expresión de 

ras, ya que es un encogen que favorece el comportamiento metastásico. Nuestros resultados 

indican que la expresión de nm23 es modulada por encogen ras; pero durante el desarrollo 

tumoral. algunas clonas con una menor expresión de este gen son capaces de generar 

metástasis, hipótesis que es apoyada porque al analizar inmunohistoquímicamente la 

presencia de Nm23 en las clonas y en los tumores subdérmicos, se encontraron células o 

sitios con mayor expresión, así como células o zonas con menor o nula presencia de ésta 

proteína. En las metástasis, solo se seleccionan aquellas células que no expresan Nm23, y 

por ello no se detecta a esta proteína en el tejido tumoral, y solo se observa en el tejido 

pulmonar normal circundante. Ello concordaría con que la presencia de un ras activo promueve 

una mayor expresión de Nm23, pero que al generar las metástasis, se seleccionan clonas 

que no lo expresan. Esto es claramente factible, dada la alta inestabilidad genética que se 

presenta durante el desarrollo neoplásico, lo que permitiría la aparición de nuevas subclonas 

durante la tumorigénesis. Cabe señalar, que el aumento en la expresión de Nm23 en las 

clonas con ras (C1 O, J3 Y J20) concuerda por lo observado por Bominar. que propone que 

Ras al ser una proteína G que requiere GTP para su actividad y Nm23 al poseer función de 
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NDPK podría proveer de GTP a Ras, por lo que al aumentar la expresión de Ras, Nm23 

también aumentaría (Bomlnar etal., 1993). Recientemente, Zhu y col, han demostrado que rad, un 

gen perteneciente a la familia de ras, es regulado por Nm23, actuando éste como una 

proteína GTPasa activante, es decir, promueve la hidrólisis de GTP por parte de la proteína 

Rad, así como la unión de GTP a ésta proteína. A su vez, Rad regula la actividad de cinasa 

de Nm23, ya que la proteína es un nucleosido difosfato cinasa {Zhu et al., 2000). Lo más 

interesante, es que demuestran que Nm23 no es capaz de regular a Ras como GTPasa, ya 

que específicamente controla a Rad; pero si es capaz de favorecer el intercambio de Ras­

GDP por Ras-GTP, como una proteína GEF, por transfosforilación (Zhu et al., 2000). Esta 

asociación funcional específica entre Nm23 y Rad, sugiere que quizás Ras no participa o 

interacciona de manera directa con Nm23. No obstante, no queda claro el posible papel in 

vivo entre estas dos proteínas. 

Cabe señalar, finalmente, que los estudios in vitro empleados para caracterizar el 

probable comportamiento in vivo, sólo son una herramienta más para tratar de afrontar el 

estudio y caracterización del proceso tumoral. A pesar que los modelos in vitro son sólo una 

aproximación al fenómeno in vivo, abre la posibilidad de poder tomar más factores en cuenta 

para el estudio del fenómeno y que no es posible analizar en los pacientes, por las múltiples 

variables que están involucradas en el desarrollo neoplásico. Nm23 es una proteína 

multifuncional dentro de la célula, por lo que su papel durante el desarrollo tumoral 

probablemente es así de diverso y complejo. 
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Conclusiones. 

De acuerdo con los resultados obtenidos se pueden establecer las siguientes 

conclusiones: 

1) La transfección del gen mutado (val 12) transforman las células NIH 3T3, lo que se ve 

reflejado en un aumento en la secreción de proteasas y en la capacidad de invasión tanto in 

vitro como in vivo. 

2) Las clonas con ras mutado presentan un comportamiento biológicamente agresivo, en 

comparación con las clonas transfectadas con ras normal o con el plásmido testigo 

(pSV2neo). Esto se ve reflejado en que los tumores generados por las mismas presentan 

un mayor volumen tumoral, menor tiempo de aparición, e histopatológicamente un mayor 

número de mitosis y mayor capacidad angiogénica. 

3) La expresión del gen nm23 aumenta con la presencia de ras, tanto in vitro, en las células 

transfectadas; así como en los tumores subdérmicos generados por éstas. Sin embargo, la 

proteína Nm23 disminuye con la formación de metástasis, por lo que la expresión de ese 

gen es inverso a la capacidad metastásica celular. 

4) La presencia de Nm23 en las metástasis se ve disminuida sin importar el tipo de gen ras 

transfectado. Ello sugiere que las células que generan la metástasis en el pulmón son aquellas 

que no expresan a NM23, cuando menos en una concentración que sea apreciable 

inmunohistoquímicamente. 

5) No se pudo observar diferencias en la expresión de p21g1y12 en las células transfectadas 

con ras normal con respecto a las silvestres. Sin embargo, una de las clonas transfectada con 

ras normal, presento un comportamiento más agresivo a éstas últimas. 
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6) No se pudo diferenciar la participación de los dos genes de la familia de nm23: H1 y H2 en 

el comportamiento tumorigénico. Sin embargo, la inmunotinción citosólica sugiere que nm23-

H1, el cual posee sitios AP1, correlaciona con la expresión de ras. Sin embargo, en las 

células metastásicas no se observa la presencia de Nm23, lo que sugiere que solo se 

seleccionan aquellas células que por alguna razón expresan una baja, si no es que nula 

concentración de Nm23. 
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