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RESUMEN

Los genes de la familia ras son algunos de los mas frecuentemente alterados en cancer.
La funcidn de sus productos proteicos es la de mediar la seflalizaciéon de estimulos
extracclulares desencadenando varias respucstas, entre las que destaca la promocion de la
proliferacion. El blanco de la sefializacién por Ras en la regulacion del ciclo celular es la
inactivacion de Rb. Sin embargo, en ailos recientes se ha acumulado cvidencias de que Ras
puede regular el ciclo celular por vias alternas, independientemente de Rb. En ¢l presente
trabajo se encontré que la sobre-expresion de H-ras puede inducir un incremento en la
proliferacién en células Hela, donde se sabe la funcion de Rb esta disminuida por la
presencia de protefnas de papilomavirus. El aumento en la proliferacién de células Hel.a por
la sobre-expresion de fH-ras se debe a un acortamiento en ¢l ciclo celular, especificamente
cn la fase G1, como s¢ encontrd ¢n ensiayos con tratamicnto con farmacos, que inducen un
freno en puntos cspecificos del ciclo celular, y ¢l andlisis con citometria de flujo de las
poblaciones celulares. La sobre-expresion de H-ras, no produce alteraciones adicionales en
las fases tardias del ciclo celular. Los reguladores tardios del ciclo celutar como ciclina B,
ticnen un patrén de expresion mas temprano en células que sobre-expresan /H-ras, aunque
este patrén podria solamente reflejar ¢l desfusamiento ocasionado por el acortamiento de
G, pero no sc puede descartar que ras pucda participar en la modulacion de factores que
regulan eventos tardios del ciclo celular.

Por otra parte en ensayos de salida de arresto en Gl, por tratamiento prolongado con
timidina, las células que sobre-expresan #/-ras avanzan primero en la salida de este arresto,
lo que implica que quiza sc arresten en un momento mas tardio de la fase Gl 6 que sc
sinteticen algunos de los factores implicados en la replicacién, atin con desequilibrio en las
concentraciones de nucledtidos. Aunque se ha seilalado que los efectores de Ras que
participan cn la induccion de la proliferacion son las vias de Raf y PI3K. En el presente
trabajo, la inhibicién de la via de Raf o la inhibicién de la via de PI3K no disminuyen el
efecto observado de aceleraciéon de la proliferacion, por lo que quizd Ras utilice otra via
ademads de Raf y PI3K (probablemente a través de Rho), que regula la transiciéon a través de
G1, independientemente de Rb.
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1. INTRODUCCION

e

En las ultimas décadas, ¢l cincer sc ha convertido ¢n una de las enfermedades mas importantes
én i(:;dd ¢l mundo. En Ja década de los novc‘mas mas de 6 millones de personas muricron cada ailo
dcbido al céncer, segiin los registros de la Organizacion Mundial de la Salud (Weinberg, 1996). En
Meéxico, ¢l cancer constituye la segunda causa de mortalidad y tan sélo en 1999, ¢l nimero de
mucrtes atribuidas a esta cnfcmu:dgd fuc de 53,662 personas (SSA, 2000). La alta incidencia de
tumores cn la poblacién mexicana, genecra un gran gasto en atencién y tratamicnto médico para las
instituciones de salud. Ademas, los enfermos de cancer sufren un importante deterioro en su calidad
dc vida.

Bajo ¢l nombre de cdncer sc agrupan una gran cantidad de enfermedades, que solo tienen en
connin un crecimicento celular descontrolado. Estas células pueden formar ciumulos, denominados
tumorces, los cuales puceden ser benignos o malignos. Los tumores denominados benignos sc
cncucntran estrictamente localizados y encapsulados dentro de una capa de tcjido conectivo y son
incapaces de invadir ¢l tejido circundante. Este tipo dc tumores muy rara vez constituye una
amenaza para la vida. Por otro lado, los tumores malignos son capaces de invadir ¢l tcjido
circundantc y diseminarse a partir de su lugar de origen a través de torrente sanguineo y ¢l sistema
linfatico hacia nuevas ubicaciones en ¢l organismo, donde pueden originar tumorces secundarios. La
capacidad de un tumor para invadir otros tejidos y formar tumores secundarios ¢s conocida como
metastasis.

Dentro de cualquier tejido normal, existe un balance finamente regulado entre la promocién y
Ia inhibicion del crecimiento celular. De esta manera, en un individuo adulto la proliferacion celular

ocurre tnicamentc en cventos cstrictamente controlados, como en la restauracion de un tejido




dafiado o durante el rccambio cclular normal que sc lleva a cabo en un tejido (McDonald y Ford,
1997). Ademads dc la rcgulaclén dc la proliferacién, la apoptosis o mucrte celular programada

mantienc la homcostasns cl dcsarrollo y mmuﬁo de un tcjido. Por consiguicnte, ¢l cincer es

ocasionado por. unu acumul" lén c nltcmc;oncs en los genes que manticnen la regulacién de Ia

proliferacién cclular yla to s(McConmck, 19?9).
Ciclo celular G

Debido a la imbo‘ﬁahéin'f dc'}f los mecanismos que regulan la multiplicacién celular en ¢l
desarrollo de un tumor, muqhos cic los csfucrzdé cn iﬁvcstigacién sc han centrado cn estudiar In
regulacion del ciclo de divisién de la célula. El ciclo celular, comprende la secuencia ordenada de
cventos que concluyen con la divisién de una célula. Tradicionalmente, cl ciclo celular se ha
dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M (ﬁé. 1). La fase G! es gencralmente la de mayor duraciéon
en ¢l ciclo cclular y durante ésta fase (dependiendo de las condiciones de su entomo), la célula
puede optar por la progresién del ciclo celular, diferenciarse o permanccer en un estado de latencia
o quiescencia, quc se conoce como GO (Zetterberg et al., 1995). En la fuse G1 también sucede ¢l
mayor aumento de tamaiio de la célula, que la prepara para la duplicacidén.de su material genético.
La fase siguiente a G1 es la de sintesis de DNA o fase S, donde como su nombre lo indica se lleva a
cabo 1a replicacién del DNA. Una vez terminadu la sintesis de DNA sc inicia la fase G2, cn la cual
la célula se prepara para la fase de divisidon éélulnr o fase de mitosis (M). Finalmente, durante 1a
mitosis sc realiza la segregacién cromosémic.ﬁky la divisién cclular, obteniendo dos célula hijas
idénticas entre si.

La transicidn a lo largo del ciclo cclular estd finamente reguiada por una scric de mecanismos,
que aseguran la adecuada secuencia e integridad de cada cvento. De esta forna, existen puntos de

control cn diferentes momentos a lo largo del ciclo celular, donde 1a célula puede llevar a cabo la




revision de cada proceso. Uno de los principales puntos de control en mamiferos, es conocido como
~punto de restriccion (R).» el cual sc encuentra situado en la parte final de G1. Durante la primem
parte de la fase G1, hngt.a anbtqs de llegar al punto de restriccién se requiere 1a presencia continua de
factores de crecimiento para la progresion a través del ciclo celular, De esta forma, ante la ausencia
de nutrientes durante esta ctapa, ¢l ciclo celular se detendrd en la fase G1. Sin embargo, una vez
que la célula ha atravesado ‘el punto de restriccion, la presencia de nutrientes ya no cs requerida
para la progresién del ciclo cclular (chtckbcrg, .1995). Por otro lado, también existen puntos de
control en la transicién de las féscsl GlaSyG2a Mk; asi como durante la fasc S y de mitosis, los
cuales se encargan de preservar la intcgridad del material genético. De csta manera, si ¢l DNA cs
dafiado durantc las fases de G1 o S, se inhibira el inicio de la replicacion del DNA o su progresién,
respectivamente. Micntras la célula permancce arrestada diversos mecanismos cclulares sc
encargan de reparar ¢l dafio en ¢l DNA. De manera similar, la célula se arrestard en G2 o mitosis si

¢l daiio al DNA ocurre cn alguna de ¢stas fases (Rhind y Russcll, 2000).

Ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (Cdk)

Los principales componentes dec la maquinaria que regula ¢l ciclo celular son las ciclinas y las
cinasas dependientes de ciclinas (cdk), las cuales sc asocian para formar un complejo catalitico
ciclina-cdk, donde la cdk posce actividad catalitica y la ciclina es la parte reguladora (Morgan
1997).

Las ciclinas reciben su nombre debido a la expresidn y degradacién oscilante que presentan
estas protcinas a lo largo del ciclo cclular en ovocitos de cquinodernmo, donde originalmente fucron
descubiertas. En mamiferos se conocen mis de 10 tipos difercntes de ciclinas (tabla 1), las cuales
han sido agrupadas segin su homologia estructural. Sin embargo, algunas de las ciclinas

descubicrtas hasta ahora, tienen funciones distintas a la regulaciéon del ciclo celular (tabla 1)



(Mﬁﬁ"ay A. Y Marks D.. 2001). Las proteinas que conforman a la familia dec las ciclinas oscilan
“entre’los 357y 90 'k'd. brcscmando la mayor homologia en una regién de aproximadamente 100
aminéfxéidois, conocida como la caja ciclina. Esta regi6n de la proteina es necesaria para la unién y

activacién de la cdk.

Mitosis: la
Inicio det
cdtula se divide —\
La céiula se La céiuta
prepara para permanece en
dividirse reposo
La céiuta
aumenta de
tamafo
Se lleva a cabo la sintesis A\ Punto de restncadn: se
de DNA e toma 1 decisién de
proseguir con ef cdo

Figura 1. Esquema general del ciclo celular y 1a duracion tipica de cada fase. Ademds se seflala el punto principal de
control en las células de mamiferos, el punto de restriccidn.

La familia de las cdk’s en mamiferos sc encuentra formada por varios miembros, los cuales
presentan una homologia estructural mas conservada que la observada en las ciclinas. Las proteinas
que constituyen a la familia de las cdk’s gencralmente conticnen alrededor de 300 residuos de
aminodcidos y presentan aproximadamente un 35-65% de identidad al prototipo Ced2/cdkl. La
unidén de la edk con la ciclina provoca un cambio conformacional, que permite al nicleo catalitico
de la cdk unirse con una alta especificidad a los dos sustratos, el ATP y la protcina blanco que sera
fosforilada. La activacion sccuencial de los distintos miembros dc la familia de las cdk’s, al unirse

con su respectiva ciclina, llevan a cabo la principal regulacién de la transicién a lo largo del ciclo

cclular.



Tabla 1. Caracterfsticas principales de la familia de las ciclinas de eucariontes superiores. Las caracteristicas principales
de las ciclinas son compartir una sccuencia de aminodcidos conocida como la caja ciclina y tener una actividad
oscilante a lo largo del ciclo celular. La clasificacién es provisional parn aquellas proteinas a las que no se les ha
encontrado proteina asociada. Se han nombrado a algunas cinasas de acuerdo a la region de secuencia PSTAIRE que se
encuentra muy conservada en las Cdk. Adaptado de Murray y Marks, 2001,

Ciclina Cdk Funcién
Clclo Celular
E1,2 Cdk2, Cdk3 Involucrada en la replicacion del DNA y la duplicaciéon del centrosoma. E!
papel y los blancos de la Cdk3 estan poco definidos.
A1,2 Cdc2, Cdk2 Papel poco definldo en |a replicacidon del DNA y la entrada a mitosis
B1,2 Cdc2 Esencial para mitosis
B3 ? A diferencia de la ciclinas B1 y B2, entra al nicleo durante la interfase
01,2,3 Cdk4, Cdk6 Requerida para la salida de! freno en G1 del ciclo celular
F ?

Se ha reportado su unién a ciclina B. Fluctiua durante el ciclo celular.
Restringida a vertebrados?

J Cdk2 Aparentemente restringida a Drosop/i/3. Regula la entrada a mitosis.
H Cdk7

Provee la fosforilacién activadora para otros complejos Clclina/Cdk, modifica
la maquinaria de transcripcién

Transcripcion

[ Cdk8 Fosforila la regién C-terminal de la subunidad larga de la RNA polimerasa 11

Ti1,2a,2b Cdk9 Factor de elongacién de la transcripcidén (Tef-2b). La unidn de la ciclina Tt a
HIV Tat es requerida para una eficiente unién del elemento Tar del HIV RNA.

K ? Enriquecida en células germinales. Se asocia con la actividad cinasa a través
de ta regidn C-terminal de la subunidad larga de la RNA polimerasa 11
Otras
P3S CdkS Encontrada en neuronas postmitdticas. Requerida durante 1a diferenciacién
neural. La protedlisis de p35 se asocia de enfermedades neurodegenerativas
? Cdk10 Desconocida
? PCTAIRE Desconocida
) PFTAIRE Desconocida
o ? PITSLRE Desconocida, posible papel en induccion de apoptosis.
- G1,2 ? Inducida en agresiones que estimulan apoptosis. Se ha reportado asociacion
con CdkS. ¢Restringida a vertebrados?
7 I ? Desconocida, relacionada a ciclina G
11,2 ? Desconocida. Homologia con ciclinas transcripcionales. Inducida por
estimulacion dopaminérgica
h M ? Homologia con ciclinas transcripcionales.
o ? Descrita como uracil-DNA glicosilasa. Homologia con ciclinas.
P ? Relativa distancia con ciclinas del tipo A y B. Funcién desconocida.

éRestringida a vertebrados?




) Adcmas dc la- agrupncnén scgun su homologin cstructural, las ciclinas y las cdk’s pueden
cldslfcnrsc scgun o fnsc dcl c:clo cclular que regulan (Tabla 1"y Fig. 2). El primer complcjo cn
activarsc ¢s el formudo por la cnclma D y las cinasas cdk4 6 cdk6, ¢l cual regula la progresién a
través de G1 y sc inactiva al final de la misma fasc. La principal funcién de éste complcjo cs
fosforilar al producto prolcico’dcl gen supresor de tumores Rb (Beijersbergen y Bernards, 1996).
La proteina Rb cn su estado hipofosforilado se encucntra unida al factor de transcripcion E2F y a
las proteinas HDAC y SWIF1/2, para formar un complejo represor de la transcripcién por cl
secuestro de E2F y la compactacion de la cromatina por parte de HDAC y SWIF (Sticgler et al.,
1998; Klochendler er al., 2002). Al formar parte de éste complejo, Rb reprime 1a transcripeion de
genes implicados en la progresion de la fase G1 a S del ciclo celular. Entre los genes activados por
E2F se encuentran la ciclina E y diversos genes implicados en la sintesis de DNA. La fosforilacién
de Rb por el complejo ciclina D/Cdk4 6 6 promueve ia liberacién de E2F del complejo represor de
la transcripeién. Una vez libre, E2F cs capaz de activar al promotor de la cilina E y promover la
acumulacién de su proteina en la fase final de G1.

Posteriormente, la ciclina E se asocia con Cdk2, y una vez activo ¢l complcjo promucve ¢l
paso de la fase Gl a S del ciclo celular. Hasta el momento sc han caracterizado tres blancos
principales del complejo ciclina E/Cdk2: Rb, NPAT y Cdc6 (Zhao er al., 2000; Furstenthal ef al.,
2001).

El complejo ciclina E/Cdk2 es capaz de fosforilar a Rb cn sitios distintos a los fosforilados por
¢l complejo D/edk4-6. Aunque la fosforilacién de Rb por ¢l complejo ciclina D/cdk4 6 6 promueve
la liberacion de E2F, no parcce afectar la unidén de las proteinas HDAC y SWIF1/2. Estc complejo
todavin es capaz dc inhibir la transcripcién del promotor de la ciclina A. Sin cmbargo, la
fosforilacidn de Rb realizada por el complejo ciclina E/Cdk2 produce la liberacion del HDAC,

permitiendo la transcripeion del gen de la ciclina A y la posterior sintesis dc la proteina. Por otro



: lado. cl complcjo ciclina E/Cdk2 u\mblén cnc como blnncos a NPAT, proteina involucrada cn la
"blosmtcsns de histonas (Zhno cl aI.. 2000) y a Cdc6 ln cual dcscmpcﬁn un importante papel en ¢l

inicio de In smlcsns dc DNA (Furstcnlhal el al.. 2001)

Daflo al DNA
TGFp Matriz
p53 Extracelular?
pz 1 Transcripcidn

pi6 de Ciclina A
Proteolists de Proteolisis de
//p B l ciclina € exciina A + B
lcictina o [cncnna E‘J [cictina a] / {cictina o 42
@ Transcripclén Cdk2 @
de genes de
\ _l_ sintesis de L/
Rb |

\ Cdc25A Cdc25A

E2F

Suero

G1 R S G2 Mltosis

Figura 2. Principales complejos cicline/Cdk implicados en la regulacidon del ciclo celular, La ncu\ldad de cada
complcjo csta definida a la respectiva fase del ciclo en la que participa. Ademds sc
de estos complejos. Adaptado de Pines, 1995.

an los principal hibid

1

Una vez iniciada la fase de sintesis del DNA, la ciclina A reecmplaza a la ciclina E en la
formacion del complejo con Cdk2. Estc nuevo complcjo formado e¢s necesario para la cficiente
replicacion del DNA y 1a progresién hacia la fase G2. Aunque se desconocen aiin la mayoria de los
bluncos de este complejo, se sabe que puede fosforilar a Rb y E2F, inhibiendo la actividad de
ambas proteinas (Krew et al., 1994). Otra proteina blanco del complejo ciclina A/cdk2 es Ila
helicasa RF-A, la cual forma parte de la maquinaria de replicacion (Gibbs ct al., 1996). En ¢l inicio
de la fase G2, Ia ciclina A forma otro complejo con Cdc2, promoviendo cl paso a través de G2, en

un proceso que involucra los cfectos de este complejo en el sistema de microtibulos (Pincs, 1995).



La decisidn de entrar a rﬁiiosis estd regulada estrictamente cn el punto de control de G2 y cn csta

transiciéon juega un p'npé'l"‘muy importante el estado de activacidn del complejo ciclina Bl/ede2. Al

final de G2 ¢ inicio dc la mi 6sis, 1a ciclina B sc transloca del citoplasma al ntcleo, donde forma un
complejo cdn Cdcyz,k qu ,_'cdr»;'{:skpondc al primer complgjo ciclina/Cdk que fue aislado, denominado
inicialmckmc‘ Faqlor‘bpronv-‘z;)té'r de ln"Madumcién (MPF por sus siglas cn inglés) (Masui, 1996).
Ahora se sabe que cl compblcjd ciclina B/éch pucde unirse a centrosomas y centriolos, controlando
de cste modo la progresién durante la mitosis (Ookata et al., 1997). Por otra parte, ¢l complejo
ciclina B/Cdc2 también participa en la’ rcorganizacién de microtitbulos y los cambios cn el
comportamicnto y arquitectura celular durante ésta fasc. Otro papel importante del complejo ciclina
B/Cdc2 es cl de fosforilar a la histona H1 y favorccer la compactacién de la cromatina y los eventos

tempranos de la mitosis (Swank e? al., 1997).

Regulacién de ciclinas y Cdk

La actividad de los complgjos ciclina/Cdk, a lo largo dcl ciclo celular esti regulada
principalmente por la disponibilidad dc las ciclinas, las cuales son sintetizadas y degradadas en
periodos cspecificos del ciclo celular. De ésta fémia. la sintesis proporciona niveles miximos de las
ciclinas durante la fase del ciclo cclular en la que participa, mientras que su degradacion
proteolitica ascgura cl desarrollo secuencial de los cventos descncadenados por los complejos
cicline/Cdk.

Los promotores de las diversas ciclinas sc encuentran regulados de manera dependicnte del
ciclo celular. De esta forma sc garantiza que una determinada ciclina solo se exprese en la fase del
ciclo cclular donde se requicere su presencia. Por otro lado. las ciclinas son degradadas por el
protecosoma a través de una via dependiente de ubiquitinacion (Pines, 1995; Hershko, 1997). La

degradacién de las ciclinas presenta diferencias cn el tipo de ubiquitina-ligasa que emplcan. Las



ciclinas dec la fase G1 (D y E) ticnen una vida media corta (30 minutos), y su degradacién se
encuentra aéocindn'a las sccuencias PEST que se localizan hacia la region carboxilo terminal de ta
,prdtcinz;, dentro de la denominada caja F, quc es reconocida por ¢l complcjo ubiquitina-ligasa
Skpl—CchB/Cullin—-F—Box (SCF), quicn lleva a cabo la ubiquitinacién de estas ciclinas. Por otro
lado, las ciclinas mitSticas. (A yk B) son degradadas en funcién de la presencia de un dominio
conocido coma la caja de destruccién (caja D) y la ubiquitinacidn la lleva a cabo cl complejo
promotor de la anafase (APC/C) (Tyers y Jorgensen, 2000).

La actividad de los complcjos ciclina/Cdk también puede scr regulada a través de eventos de
fosforilacién y desfosforilacién dec la subunidad Cdk. Una vez formado el complejo ciclina/Cdk, se
requicre de la fosforilacién de un residuo conservado de treonina en la posicién 160/161 de la Cdk
para su activacion. La fosforilacién de este residuo conservado, 1a realiza e complejo formado por
ciclina H/Cdk7, conocido como complcjo activador dec cinasas (CAK) (Morgan 1997). La
fosforilacion del residuo de treonina 160/161 cn la Cdk, induce un cambio conformacional de la
proteina, pcrmiticndo la exposicién de los residuos de trconina y tirosina localizados en las
posiciones 14 y 15 respectivamente, y su posterior fosforilacién por una familia de cinasas cuyo
prototipo cs la protcina Wecl. Estas dos ltimas fosforilaciones inhiben la actividad del complejo
ciclina/Cdk. Por lo tanto, es necesario la presencia de una fosfatasa para desfosforilar los residuos
I4 y 15 de la cinasa y permitir la funcién del complejo. Diversos reportes han demostrado que la
familia dc fosfatasas duales Cdc25 son los responsables de desfosforilar los residuos 14 y 15 de la
subunidad Cdk. Esta seric de fosforilaciones y desfosforilaciones permiten regular finamente la
actividad dec los diversos complejos ciclinas/Cdk. En ¢l caso del complejo formado por ciclina

B/Cdc2, su actividad regula negativamente a su inhibidor Wecel y positivamente a su activador

Cdc25 (Ekhlom y Red, 2000).



Las’proleinas inhibidoras dc Ix); cdk’s (CKI), proporcionan la tercer via de rcgulacién de los
qomplcjos ciclina/Cdk. Hasta clkmoxrnrex"uq' se’ han identificndo dos familias de CKI en célulis de
nmmifcrés: Cip/Kip ¢ INKA. La ;fm"nil»ia‘ Cip/Kipl cstd compuesta por tres miembros: p21 P!
p27kirt y p57“i”2; micntras que la ftﬁnilin INK4 incluye a pl16, p18 y p19. Aunque ambas familias
protéicas inhiben la actividud’ de ’los complejos ciclinas/Cdk, cada una lo hace de manera diferente
(Vidal ‘y Koff, 2000). Los micmbros-de Ia familia Cip/Kip son capaces de inhibir a todos los
complejos ciclina/Cdk, uniéndose dircctamente al complejo ya formado e impidiendo su funcion.
En cl caso de la familia INK4, sus integrantes unicamente inhiben la actividad de cinasa asociada a
la ciclina D, al impedir la unién de la ciclina con la Cdk. Recientemente s¢ ha determinado que para
la completa activacidn del complejo ciclina D/Cdk4-6 ¢s necesaria la presencia de p21%! a una
concentracién baja; sin embargo, concentraciones altas de pZi1€™' producen la inactivacién del
complejo, ademids de que la regién que promueve la activacidn cs distinta a la que participa en la
inactivacion del complcjo (Welcker er al., 1998).

La sintesis, degradacion y disponibilidad de los CKI, constituyen una via importante de
regulacion det ciclo celular. Uno de los casos mds concretos ¢s la regulacién de la expresién de p21
por pS3, que es uno de los principales sensores a dafo al DNA y funciona como transactivador.
Cuando cxiste un daiio cn ¢l DNA, la proteina p53 se acumula en cl nucleo y a través de su funcién
como transactivador promueve la expresion de p21 (Macleod et al,, 1995). De esta forma, como
respucsta al dafio en ¢l DNA, sc incrementan los niveles de p21€®! para inhibir la actividad del
complejo ciclina/Cdk y provocar un arresto cn el ciclo celular. Por otro lado, la degradacion de los
CKI también sc encuentra finamente regulada. En el caso particular de p27%"®', su degradacién se
encuentra regulada por el complejo ciclina E/Cdk2. Durante la fase tardia de G1, al incrementarse
la actividad del complejo ciclina E/Cdk2, p27*"®! es fosforilado por éste complejo, marcéndolo para

su degradacidn a través de la via de la ubiquitina (Vlach er al., 1997). Por otro lado, se ha reportado
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E/Cdk2. Dc 'csbtzi'i‘fgﬁhn u

promucv'ckcl séctlx_c‘s‘u"
('raku'w:Q y ;I"a’l’(uw.:'l‘,' 199 : S

I';inz‘xlnac.x;tc. sc":’h‘n‘xcblc'rﬁoslmdo'quc IQ actividad de los cqmpiejos ciclina/Cdk también puede ser
regulada por su localizacién inlkrnckcvlubl;r. En clkéasd pnr’ticul'ar del complejo ciclina B/Cdc2, tanto la
ciclina como la Cdk presentan u4na localizacién citosélica durante las primeras fases dcl ciclo
cclular donde no se necesita de su actividad, Sin embargo, poco antes de la transcicién de G2 hacia
mitosis, que ¢s la fasc del ciclo celular regulado por ¢l complejo ciclina B/Cdc2, la ciclina B y
Cdc2 sc translocan hacia el nicleo (Kishimoto y Okumura, 1997). Por otro lado, a lo largo del ciclo
celular, Weel (el regulador negativo del complcjo ciclina B/Cdc2) sc encuentra en el niicleo
micntras que Cdc25c (el regulador positivo del mismo complcjo), permanece en ¢l citoplasma
durante la interfase, para trasladarse al nticlco hasta el final de G2 junto con el complejo ciclina
B/Cdc2, permitiendo de esta mancra, la completa activacién del complejo (Pines, 1995).

Los complicjos ciclinas/Cdk constituyen la maquinaria principal del ciclo celular y de su
regulacion depende la transicién adecuada a lo largo de cada una de las fases. Por tal motivo, en
enfermedades como el cancer, donde ocurre una desregulacién de la proliferacién, es frecuente
encontrar diversas alteraciones en la regulacién de los complejos ciclinas/Cdk.

Ras

Una de las primeras familias génicas en scr relacionadas con ¢l céncer, fue la integrada por los
tres genes ras: H-ras. K-ras y N-ras. Inicialmentc, los genes H-ras y K-ras fucron descubiertos
como la regidn génica responsable de la actividad transformante de los virus de sarcoma murino de
Harvey y Kirsten, respectivamente. Posteriormente, un tercer gen altamente relacionado, N-ras se

caracterizé en una linea celular de neuroblastoma. Poco tiempo despuds, se determind la presencia



de los lrcs gcncs ras cn forma dc proto oncogcncs cn cl gcnomn de células cucaridticas. Finalmente

S dctcrmmé quc los lrcs gcncs ras _)ucgan un papcl muy importante en la regulacion de la

prohfcmcx n y dlfcrcncmcuSn dc célulns normnlcs. Sm embargo, su alteracién oncogénica los

. convncnc cn ‘uno* dc los pnncnpnlcs clcmcnlos cn cl desarrollo de un tumor. Las vcrsiones
: g Qngpgénlcus dc ras dlﬁcrcn de lus nomwlcs unicamente cn una mutuacién puntual, la cual produce
éué(itu‘(':ioncs de alguno de los nmihoécl:fgdos localizados cn las posiciones 12, 13, 59, 61 6 63 de la
:pfbtciha (Malumbrcs y Pellicer, I998).

" Ras es cl oncogen més frecucntemente mutado cn diversos tumores, presentando una
frecuencia de alrededor del 30% cn todos los tumores sélidos (Bos, 1989). Sin embargo, en algunos
tipos de¢ céncer su frecuencia es casi del 100%, como cn ¢l caso del carcinoma exécrino de
pédncreas. Las protcinas Ras son el prototipo de un grupo de proteinas que unen ¢ hidrolizan
nucleétidos de guanina: la familia de las pequeitas GTPasas. Dicha familia se encuentra constituida
por proteinas de 20-25 kd con gran homologia estructural. La familia de las pequefias GTPasas cstd
formada por varias subfamilias: Ras, Rho, Rab, Raf, Ran y Rad/Gem. La subfamilia de Ras
comprende a las proteinas Ras (H-Ras, K-Ras y N-Ras), Rap (1A,IB,2A y 2B), R-Ras (R-Ras, R-
Ras2/TC21, R-Ras3/M-Ras), Ral (A4 y B), Rheb y las rccicntemente descubiertas Rin y Rir (Reuther
y Der, 2000). B

Las proteinas Ras prcscntnn un ampho grado de conservacidn cn cspecies muy scparadas
cevolutivamente. De hecho puedcn funcxonar en' sistemas heterdlogos, de tal mancra que
construcciones dec ras dec levadura son’fcapaccs de transformar células de ratén NIH3T3, lo que
indica un papel clave de éstas proteinas en la actividad celular (Malumbres y Pellicer, 1998). Las
células de mamiferos codifican tres genes ras funcionales: H-ras, K-ras y N-ras, los cuales sc
encuentran cn distintos cromosomas y muestran una cstructura y funcién muy similar. Se

componen de cuatro cxones y una regién 5° no codificante. Los genes ras difieren ampliamente en
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cl tamafio y secuencia de intrones. Las secuencias genémicas abarcan 3 kb en H-ras, 7 kb en N-ras
y mas de 35 kb en ¢l caso de K-ras. Estos tres genes tienen promotores caracteristicos de genes
constitutivos, con altos contenidos de GC y carccen de caja TATA. La expresion de los tres genes
ras sc manticne constante en la célula y la regulacién de su actividad sucede basicomente por cl
estado de unién a nuclcétidos de guanina (Rebollo y Mqﬁincz-A. 1999). Los tres genes ras se
expresan cn todos los 6rganos y tipo celulares, nunqu§ vl:‘lk expresién de cada gen puede variar en
cada tejido, asi como su requerimicnto durante cl dqsarrollo cmbrionario. Diversos estudios han
demostrado que H-ras y N-ras n'o son indispcnsablc# en cl desarrollo embrionario del ratdn;

mientras que K-ras si parcce scrlo (Esteban et al., 2001).

1 85 165 188

Unién GTP/GDP I ] A e N
Dominio efector [ ]
Unién a GAP [ ]
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Anclaje 3 membrana [}
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Figura 3. Estructura de las proteinas Ras. La regién de maxima homologia se presenta en los primeros 85 aminoicidos.
La regién lupx.rvnnblc corresponde a los dltimos 25 aminoicidos de la regioén carboxllo terminal, al final de la cual se
encuentra la secuencia CAANX, donde sc presentan modificaciones postrad fes para cl lajec a la b

También sc muestra la distribucién de los dominios importantes en 1a actividad de Ras.




Los genes ras c_oc‘lriﬁc;\nj: px;étcinas dec aproximadamente 21 kd, que constan dc 188
aminodcidos, en cl caso'(}é' H-Ras 'y N-Ras. Por otro lado, K-Ras presenta un procesamiento
alternativo, dando como rcsullaé§ do‘s‘ proteinas isomérficas, K-RasA y K-RasB de 188 y 189
aminodcidos, rcspcclivamch\c. Las cuatro proteinas Ras presentan un alto grado de identidad en sus
sccuencias (Fig. 3), la cual es del 100% cn los primeros 85 aminoécidos a partir de la regién amino
terminal. Dcl aminodcido 86 al 165 cstas proteinas presentan una homologia del 85%. Sin embargo,
a partir del aminodcido186, las protcinas presentan una gran divergencia cxcepto en los ultimos
cuatro aminodcidos, conscrvando tunicamente una homologia del 4%. Esta altima region
comprende ¢! dominio hipervariable y la sccuencia CAAX (donde C. cistcina; A, cualquier
aminoacido; X, serina o metionina), de gran importancia e¢n la unién de las proteinas Ras a la
membrana celular (Bar-Sagui, 2000).

La capacidad de unién de Ras a nucleétidos de guanina depende de al menos cuatro motivos
distribuidos a lo largo dc toda la proteina, con excepcidn dc la regién hipervariable (Fig. 3). Por
otro lado, ¢l dominio a través del cual Ras interactia con sus cfectores, corresponde a los
aminodcidos 32-40. El dominio efcctor de Ras sc sobrelapa con ¢l dominio de unién a las proteinas
activadoras de la funciéon GTPasa de Ras (GAP).

Las proteinas Ras son sintetizadas inicialmente como proteinas citoplismicas. Sin embargo,
para ser funcionales requicren de su localizacién en la cara interna de la membrana plasmatica. El
trafico hacia la membrana y el postc;iqr "anclajc a la misma, se dcbe a modificaciones
postraduccionales de la proteina (Fig. 4). La secuencia’ CAAX dcetermina ¢l reconocimicnto de
diversas famesil-transferasas citoplﬁsmiéas, que ée encargan dc catalizar la adicién covalente del
lipido isoprenoide famesilo de 15 carbonos en cl residuo de cisteina de la secuencia CAAX. A
continuacién se lleva a cabo la eliminacién proteolitica de los residuos AAX y la mectilacién del

recién formado residuo carboxilo terminal de cisteina famesilado por un grupo de enzimas
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- asociadas al reticulo (Reuther y Der, 2000). Posteriormente, sc lleva a cabo la adicién de grupo
pnlmitilb cn los residuos de cisteina de la regién hipervariable cercanos al residuo cisteina terminal
de H-Rés, N-Ras y K-RasA. En el caso de K-RasB no sc lleva a cabo ¢l proceso de palmitonacion
debido ab la ausencia de residuos de cisteina. Sin embargo, K-RasB presenta sccuencias ricas en
lisina quc permiten se complete su localizacion final en la cara interna de la membrana, donde lleva

a cabo su funcién (Ellis'y Crak, 2000).
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Figura 4. Procesamiento postrad

ional y transporte de Ras a la membrana plasmitica. Posterior a la sintesis de las
proteinas Ras, sc lleva a cabo la adicién de grupos lipidicos de Famesilo (F), que proporcionan la primera seiial de
anclaje a la membrana. Una vez en reticulo sucede una degradacion proteolitica de los residuos CAAX y una
metilacion del residuo carboxilo termiinal de cisteina. La adicién de grupos de palmitilo o la regidn de polilisinas

determina la segunda seilal para la completa localizacién en la cara intema de la membrana. Adaptado de Ruther y Der,
2000,

Regulacion de la actividad de Ras

La actividad de Ras estd determinada por la union a nucledtidos de guanina. La forma inactiva

de Ras se encuentra unida a GDP, mientras quc ¢l estado activo de Ras succde cuando se encuentra
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unido a GTP. Una vez activo Ras participa en la transduccién de diversas scilales de proliferacién y

- difc‘rcnciacién cclular (Rebollo y Martinez-A, 1999) (Fig. 5).
La activacién dc Ras cs propiciada por los ’faclorcs dc intercambio de nucleétidos de guanina
(GEF), también conocidos como factores dc estimulacién de la disociacion de GDP (GDS). Estos
factores reconocen la forma mactlva dc Ras umda a GDP y favorceen su disociacién al inducir un

cambio conformacional cn la protcinn Ras. Una vez libre Ras se une a GTP, cl cual s¢ encuentra

una mayor concentracién ;nlmcclu!ar que cl;GDl‘, qucdando de csta manera en su estado activo

(Feig, 1994).

Estimulos extracelulares
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nucleotidos de Guanina(GEF):
Sos, RasGRF, RasGRF2, RasGRP,Ras, Vav,
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Figura 5. El ciclo dec activacion de Ras fluctiia entre la forma inactiva unida a GDP y la forma activa unida a GTP. La
activacién es promovida por los Factores de Inter bio dc ledtidos de Guani (GEF), mi
inactivacidn es facilitada por las Proteinas Activadoras de GTPasa (GAP).

as que la

Hasta el momento sc han caracterizado diversos factores intercambiadores dc nucledtidos de

as: Sos, RasGRF, RasGRF2, RasGRP, Vav, SmgGDS y C3G. Sos cs ¢l factor mis ampliamente




estudiado, s¢ encuentra rclacionado con el producto del gen Sos de Drosophila, ticne una amplia
distribucion en todos -los tejidos y es del que mejor se conoce su funcién. Este factor ha permitido
la integracién de I‘:.l sciializacién de factores de crecimiento con la activacién de Ras. Aunque Ras
pucde ser activado por’vdivcrs‘os receptores membranalces, ¢l cjemplo mdas representativo de csta
activacién es mcdinntg fecéptqrés vcyon funcién de tirosina cinasas. La unién del ligando al Receptor
Tirosina Cinasa (TKR) pfbvéca Ia dimcrizacién del receptor y su autofosforilacién cn residuos
tirosina, localizados cn la partc ci;oplxismica del receptor. Estos sitios fosforilados son reconocidos
por la molécula acopladora Grb2, a t.ravés del c_lominib dc homologia tipo Src2 (SH2). Por otro lado
Grb2 sc cncuentra gencralmente acoplado a Sos, a través de sus dominios de homologia tipo Src3
(SH3), los cuales sc pueden unir a la regidn rica cn prolina del dominio carboxilo terminal de Sos.
En esta forma Sos es reclutado a la membrana plasmadtica a través de Grb2, donde pucde llevar a
cabo la activacion de Ras (Fig. 6) (McConnicl;. 1993; Malumbres y Pcllicer, 1998).

Aunque Sos cs ¢l prototipo de los factores de intercambio de nucleétidos para Ras, sc han
identificado otros factores de intercambio. RasGRF sc identific6 como un homélogo del GEF dc
Ras CDC25 de Sacharomyces y sc cxpresa principalmente en cerebro. Recientemente se identificd
RasGRF2, que también ticne una funcidén de GEF de Ras y su regulacidén csta influenciada por
calcio. Otro factor de intercambio que recientemente se aislé cs RasGRP, que s¢ expresa en sistema
nervioso y la actividad de este factor parece estar mediada por cambios en diacilglicerol (DAC) y
concentraciones de calcio, ligando estas vias con las cascadas moduladas por Ras (Ebinu ef al.,
1998). Por otro lado SmgGDS es capaz de catalizar ¢l intercambio dc nucleétidos de K-RasB, pero
no de las otras protcinas Ras. En tanto que Vav, sélo se expresa en tcjido hematopoyético y existe
controversia sobre ¢l papel de esta proteina como GEF de Ras, pues micentras existen reportes que
scilalan a Vav como un factor de intercambio de nucleétidos de Ras, que se activa por receptores de

células T, otros trabajos sefialan que este factor de intercambio actia preferentemente sobre Rac.
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Por otra parte, nunqﬁé C3G posce los dominios de homologia a CDC25 que poseen los demiés GEF

de Ras; su funcién cs; especifica para Rapl y no para Ras (Quilliam et al 1995).
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Figura 6. Activacion de Ras por el factor de crecimiento epidermal (EGF). La unién del ligando al receptor provoca la
dimerizacion y autofosforilacion del receptor. Una vez activo ¢l recey puecde r i acopladoras con
dominios SH2, como Grb2, que a su vez pueden unir factores de intercambio de nuclcéhdos. como Sos, que activan a
Ras.

Por otra parte la regulacion negativa de Ras esta dada por las proteinas activadoras de GTPasa
(GAP). La actividad de GTPasa intrinseca de Ras e¢s muy reducida, con lo que la hidrédlisis de GTP
a GDP sc lleva a cabo a una tasa muy baja. Las proteinas GAP sélo reconocen la forma activa de

Ras, unida a GTP, aumentando en un factor de 10,000 veces la velocidad de hidrélisis del GTP,



prbmovignd_o la for,mz‘icikénf‘c:!cl csmdo ,1;{n‘c‘ti'v0~vdc “Ras. VUnido a GDP (Boguski M y McCormick,

1993).

Se co'hocen al mcnbs_séis :va"bt.‘c_i»ri;’\’;;nc{ivuidomé dc GTPasa para Ras: p120-GAP, la protcina
'dé ncuréﬁéromnlosis tipo 1 (Nl'l), G}(I%lnf. GAPiiI’4BP. IQGAPL y SyndAP. Estas protcinas se
uncn a Ras a través del dominio cfe’ctor‘dc‘ Ras (Malumbres y Pellicer, 1998).

Existe un tercer grupo de proteinas que participan en la regulacion de proteinas con funcién de
pequefias GTPasas, los Factores Inhibidores de la disociacion de nucledtidos de guanina (GDI), que

han mostrado inhibir a los GEF de Rab y Rho. Hasta ¢l momento no se han reportado algiin GD1

para proteinas Ras.

Efectores de Ras

El ciclo de activacion de Ras, le permite actuar como un interruptor molecular, fluctuando
entre la forma inactiva unida a GDP y la forma activa unida a GTP, regulando varias rutas de
scfializacién a través de sus cfectores. Las vias activadas por Ras tienen influencia en varios
procesos celulares como la proliferacion, la diferencincion ¢ incluso la apoptosis (Downward,
1998). La respuesta de 1a célula depende de varios factores como son cl tipo celular, 1a duracién de
la activacion de las distintas vias, la influencia de otras vias cooperativas o antagédnicas (Frame y
Balmain, 2000)

Se han identificado varios efectores de Ras y la lista de candidatos contintia creciendo (Fig. 7)
(Vaojtek y Der, 1998). Estos cfectores tienen la caracteristica comun de ser capaces de unirse a la
forma activada de Ras, a través del dominio efector (Fig.3). De los efectores de Ras s¢  han
identificado a Raf, PI3K, RalGDS, MEKKI, Norel, Rinl, AF6, GAP, PKC-§ (Marshall, 1996). La

union de Ras con su efector provoca la activacidn de una cascada de sefializacion regulada por éste

cfector.
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Séﬁales extracelulares
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Figura 7. Efectores de Ras. La activacién de Ras influye en varias resy lulares, empleando una diversidad

creciente de efectores, mas alla de las vias cldsicas que involucran a Rafy a la PI3K.

Los micmbros de la familia de Raf, que son (una vez activos) cinasas cspecificas
scrina/treonina, destacan entre los cfectores de Ras por ser de los micjor caracterizados. Ras tiene la
capacidad dc unirsc a Raf y translocarlo a la membrana, donde sc lleva a cabo su activacién, en la
que participan otros factores ademas de Ras. Por otro lado se¢ ha obscrvado que existen diferencias
en los mecanismos de activacion de los distintos micmbro de la familia Raf (Feig y Schafthaunsen,
1994; Marais y Marshall, 1996; Campbell et al., 1998). La translocacion de B-Raf a la membrana
parece ser suficiente para su activacién, ademds de favorecer la activaciéon de Raf-1 (Mizutani et
al.. 2001). Ademas sc ha sefialado que Ras pucde formar dimeros en la membrana y favorecer la
activacion de Raf (Inouye et al., 2000). Por otra partc, se ha seialado la participacién de otros
fuctores citopldsmicos y a las proteinas 14-3-3 como facilitadoras de la activacion de Raf por Ras

(Rommel y Hafen, 1998). Otra protcina que podria estar involucrada cn esta via es la Cinasa
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Suprcsora de Ras (KSR), uunquc no se sabe si puede pamcnpar como otro cfcctor de Ras © como un
mtcrmcdlarlo de’ Ras' y Ruf( ‘ : ‘

La activacién dc Rnf dcscncadcna u cnc de osfonlac:ones dc los mlcmbros dc la via de las
.. cinasas de protcm’ls acuvndas por mnlégenos (MAPK) Rnl‘ acuvndo fosforila a la cinasa de¢
MAPK/ERK (MEK), quien a. su. -vez acuvuy a MAPK/ERK. Esta activacién provoca su
homodimerizacion y translocacién al nﬁclcd, donde puedc interactuar, fosforilar y activar varios
factores de transcripcion como Elkl y Ets, que regulan la expresién de diversos genes involucrados
cn la proliferacion (Wasyslyk, et al., ‘ 1998; Shacflfer y Weber, 1999).

Ademis de los factores de transcripcién, ERK tienc otros substratos citoplismicos como
RSK2, cI’LA2, PHAS-1, con lo que esta via pucdc entrelazarse con otras rutas de seflalizacion
(Vojtek y Der, 1998), ademas de que varias otras protcinas, con diferentes funciones celulares han
sido involucrados con la via Raf-MEK-ERK.

Otra via que ha recibido mucha atencién, por la gran cantidad dc cvidencias que se han
generado, cs la via de la cinasa de fosfatidil inositol (PI3K). Esta cinasa es activada por la
interaccion directa de su subunidad catalitica p110 con la forma activa de Ras unida a GTP y, al
parccer, solo se necesita de esta unién para que se lleve a cabo la activacion de la PI3K. Esta cinasu
provoca la fosforilacion del 4,5 bifosfato de Inositol 4,5 (Ptdins[4,5]1P2), quedando como 34,5
trifosfato de inositol (PtdIns[4,5]P3). Los productos de la PI3K directamente se unen a la cinasa
PKB/AKT provocando su translocacién a la membrana, posibilitando entonces su activacion por
otras cinasas y desencadenando varias cascadas de sefializacion que puceden regular distintas

respuestas celulares que incluyen a la sintesis de proteinas, la apoptosis y la diferenciacion a través

de la fosforilacion de varias proteinas como GSK3, p705e¥ y Bad (Fig. 6) (Rebollo y Martinez-A,
1999).
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'Ad;ﬁﬁIzis\ de las vias de sefalizacién a través de Raf y PI3K, las respuestas celulares que
: in\}oiuqfqn ia participacién de otros cfectores de Ras ain no se comprenden del todo, ademas de
qucrlrav,lislvz'\ de -cfectores continua creciendo. Se ha seflalado que las rutas de RalGDS y cl
Vcnlrccrkuzamricnto con la sefializacién por Rho pueden funcionar como reguladores positivos cn la
ktmnsfy‘oﬁnncién por Ras. Otro cfcctor que ha capsédo controversia son las proteinas activadoras de
GTPas;i (GAP), quc han mostrado una dualidad ch cuanto a su funcién, pucs micntras sc ha
seilalado que participa en la regulacién ncgativa de Ras (Fig.5), también sc ha sefialado como
cfector de Ras. El dominio de interaccidon con GAP sc sobrepone al dominio efector (Fig.3) y atn
no se conocen los detalles de la interregulacién de ambas proteinas (Tocque er al., 1997).
La contribucién dc otros cfectores a la funcidn de Ras ¢s menos clara y atin falta por definir la
precisa contribucion de las vias de sciializacién de cada efector cn la funcién de Ras y como cs

regulada la utilizacion de los multiples efectores (Shiclds er al.. 2000).

Ras y ciclo celular

La importancia dc Ras cn la transduccién de seilales extracelulares le confiere un papel crucial
cn la regulacion de varias respucstas celularcs, cntre ellas cl control de la proliferacién, al integrar
sciiales mitogénicas con la progresion a través dcel ciclo celular.

Desdc hace varios aftos sc sabe que ras puede inducir la sintesis de DNA en distintos tipos
cclulares en  reposo. Esta evidencia de la participacién de ras cn la transiciéon G1/S del ciclo
celular se refuerza por cl hecho de que se ha demostrado que ras cs indispensable para la entrada a
Ia fase S (Takuwa y Takuwa, 1997) y la contribucidn de sus cfectores cn la progresion a traveés de
1a fuse Gl (Gille y Downward, 1999). Otros estudios han scitalado que la sobre-expresion de ras

pucde inducir un acortamiento en la fasc Gl del ciclo cclular (Aktas er al, 1997). Este



acortamicnto de Gl y la acclcmcxén de la progrcstén a la ‘fase'S, estd asociada a In sobrc-cxprcsnén

de ciclina D, la cual ha moslrado ser mducxda por Ra.v (Llu et aI 1995).

La activacion de c:clmn D por ras parccc ser dcpcndlcnte de la ruta Rnf/MEK a través de las

sccuencias similares a AP-1 quc c cncucntmn cn ln rcglén del promotor de ciclina D (Lavoie et al.,

1996). En Ia ncuvacxén dc promolorcs con secuencias AP-1 sc ha demostrado también Ia

participacion de la via dc P13K (Trcmlcs et al., 1999). La activacién de ciclina D, permite una
mayor formacién del complejo cnclmn D/Cdk4-6 que al fosforilar al producto del gen supresor de
tumor Rb pucde inducir la ckprcsién dc genes regulados por E2F (pag. 6-7) y permitir la progresién
en ¢l ciclo cclular (Fig. 8).

Aunque la aceleracidn de la progresiéon de G1 por la activacién de ciclina D es uno dc los
principales cfectos de ras en el ciclo cclular, csta alteracion no explica todas las propicdades
transformantes de ras y de hecho no ¢s suficiente para llevar a cabo la transformacion en cultivos
primarios, a diferencia de lineas cstablecidas, lo que puede deberse a la cooperacién con otros
oncogenes, como lo han demostrado ensayos cn los que sc muestra un efecto sinérgico entre ras y
c-myc (Lloy et al., 1997).

Diversos reportes han seiialado la participacion de ras en la regulacién del ciclo celular en
fases distintas al inicio de la fasc S, mediante la induccién de ciclina D. Sc ha seialado que Ras
puede inducir, de una manera dependiente de suero, la expresion de ciclina A y E (Fan y Bertino,
1997; Blanchard, 2000). Ademas diversos trabajos han mostrado la capacidad de Raf para inducir
la expresion de cstas ciclinas, aunque a un nivel muy bajo. Por otra parte, se ha seitalado que la
induccion de actividad de los complcjos ciclina E-Cdk2 mediada por ras, sc deben principalimente a
la disminucién de los niveles de la proteina p27¥®!, pues sc ha demostrado que ras puede reducir la
sintesis y la vida media de p27%"®'. Por otro lado, p27*"*! puede ser fosforilado por MAPK y csta

fosforilacién disminuye la capacidad de inhibir a Cdk2. También se¢ ha propucsto que los niveles
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clevados del complcjo ciclina D/Cdk4-6 pueden sccuestrar a p27%"®' ¢ impedir su efecto inhibitorio
sobre ciclina E-Cdk2 (Cheng er al., 1998). Adcmas ¢l aumento cn la actividad de los complcjos
ciclina/Cdk y la inhibicién de p27*"™' son los responsables del crecimiento celular independiente del

anclaje, que sc sabe pucde scr inducido por ras (Carstens et al., 1996).

Can2/Cictina E

Figura 8. Influencia de Ras en el ciclo celular. La seializacion por Ras influye positiv en la regulacién det ciclo

celular promoviendo la actividad de los complejos de cinasas asociadas a ciclinas D y E, que directamente actian sobre
Rb, promoviendo la expresion de genes necesarios para la fase de sintesis. Por otra parte, la sedializacidon de Ras puede
regular negativamente ¢l ciclo celular a través de p53, pl6y plS.

Un aspecto que podria parccer contradictorio a la funcién de ras en la promocién de la
proliferacién, ¢s que ras puede conducir a un arresto cn la fase G2/M del ciclo celular y
alteraciones en cultivos primarios similares a la senescencia, a través de la induccién de proteinas
inhibitorias como p53, plG'NK‘ y p19ARF (Woods er al., 1997; Serrano et al.. 1997). Por otra partc,
la sobre-expresion de ras puede inducir un arresto en Gl y un aumento en apoptosis, asociados con
disminucién de los niveles de ciclina D en fibroblastos de rata (Shao er al.. 2000).

Al parccer la forma en que ras afecta el ciclo celular depende de la integridad de las vias de Rb

y pS3. Ras regula puede regular la expresién de p21€®!, ¢l cual inhibe a los complcjos ciclina

24



D/Cdk4-6 y ciclina E/Cdkz,k‘impiv&ichdokfabc’ ’csta h\ancm la fosforilacién de Rb y {a consccuente
inhibicién'en la progresién en cljk:_viclc_)”cc'h‘xklm.'v"(Fig‘. 8). La induccién de la expresion de p21€™* por
Ras pucde ser a través ;!c pS3 o dcmancra dependiente de la via de Raf. La intensidad y la duracién
dc la sefializacion por Raf cstA fc'ldciqh;:dx; con ¢l tipo de respucsta celular, ya sca 1a induccion de la
prolil’cracién' o un arresto cn clvéiclo cclular, pucs sc¢ ha rcportado que niveles clevados de la
actividad de Raf inducen la cxprcsiéﬁ de pZiC'“', lo que lleva a un arresto en ciclo celular, mientras
que una actividad baja cn la actividad de Raf induce la expresion de ciclina D, con la consiguiente
progresion en ¢l ciclo celular (Woods et al., 1997; Scwing ef al., 1997).

A pesar de que Ras afccta un gran nimero de proteinas reguladoras, el efccto principal de Ras
en cl ciclo celular parece ser la fosforilacién ¢ inactivacién de Rb (Frame y Balmain, 2000). Sin
cmbargo, algunos reportes sugieren que ras pucde emplear una via altema parn modular la
progresién cn ¢l ciclo celular (Leone ef al., 1997). De hecho, anticuerpos neutralizantes contra Ras,
no inhiben completamente la replicacién del DNA cn células de ratones a los cuales se les ha
climinado (knockout) ¢l gen rb (Peeper et al,, 1997). Por otra parte, ¢l arresto en ¢l ciclo celular
inducido por un r5 mutante constitutivamente activo, puede ser liberado por una coexpresiéon de
mye y ras (Leone et al., 1997). Estas cvidencias sugicren que la ruta de Rb no es la unica via a
través de la cual ras regula cl ciclo celular, Por este motivo, cn ¢l presente trabajo se analizé el
efecto de la sobre-expresion de H-ras en ¢l ciclo cclular de células Hela, donde las funciones de

Rb y p53 sc encucntran disminuidas por la cxpresidn de proteinas de papilomavirus.



2. OBJETIVOS

Gcncral g .
Analizar la mﬂucncm del oncogen' H-ras en la fase G1 del cnclo cclulnr de células HeLa

Particulares

. Dclcnmnnr Sl la sobrc cxprcsxén dcl oncogcn H-ras producc allcmc:oncs enla

prohfcracnén en cclul

e Evaluarla ihﬂgéhqihi d‘eljbhqovgcr'\ H-ras Acvn, la duracién del ciclo celular de células

HeLa.

e Analizar In pamc:pacnén de ln ﬁobrc-cxpresnén dcl oncogen H-ras enla unns:cxén G1-S

del cxclo celulnr cn células HcLa

e Determinar la participacién de las vias dependicntes de Ras, PI3K y Raf-MAPK, en la

progresion G1-S del ciclo celular de células HeLa
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3. MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar los objctivos cstablecidos, sc disciié una estrategia cxperimental que involucréd cl

andlisis de las alteraciones en la prolifcrncién cclulur.’ mcdiudns por #-ras, asi como la progresién a lo

largo dcl ciclo celular, mcdlnnlc lratnm:cntos con- firmacos quc producen arrestos transitorios cn

distintas fascs del cuclo cclular (l‘xg 9) :

Células Hela

trasfectadas con
H-rasv>12 & con el
vector vaco
Andlisis de Progresién a lo largo del Vias de
proliferacién celular: ciclo celutar: sefializacién:
« Evaluacion de la = Tratamiento con farmacos + Inhibidores de las
duplicacion celutar y analisis del ciclo celular vias MAPK y PI3K
« Andlisis de la fase S del por cictometria de flujo
ciclo celular por = Western biot

citometria de flujo « Inmunofluorescencia
« Ensayos de

incorporacion de Brdu

Fig. 9. Esquema gencral de 1a cstrategia experi t empleada cn esta trabajo’

)
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Cultivo celular

Sc emplearon células Hch ;ﬁﬁsééétnans_csthlil;:mcntc ‘c‘oknkcl plasmido SV2neco H-ras Val*?, que
conticne una version oncogénicu dcv’ ("a‘;si('l-lcyl‘:.a‘cj). o con ¢l vector vncié SV2neo (IHcLa neo) (Miranda,
et al., 1996). Ambas lincas cclul;rég ‘fb'lrxé»ron mamcnidns en medio de cultivo DMEM suplementado con
10% de sucro fetal, L-glutanjindtosé ,(2"‘1M)’ penicilina (100 U/ml) y cstreptomicina 100ug/ml, a 37 °C
en una atmosfera al 5% dd CAOL,‘.' Cbnio‘ factor de scleccion se utilizé cl fairmaco G418, Las células
fucron scmbradas a unﬁ'copccﬁlméi?ﬁn dc 0.5 y 0.3 X 10° células cn cajas petri de 60mm dc didmetro
para cl caso del contco ccl_u'ln’x;’ y ei;(mccién de proteinas para Western blot y a una concentracién de

0.25 x 10° células, cn cajas de 35mrh de didmetro, para ¢l caso de los cnsayos de citometria de flujo.

Conteo celular

Para determinar la tasa de proliferacién cclular de células Hela nco, asi como Hela cj, se
sembraron 0.3 x 10° células en cajas petri de 60mm de didmetro y se adicionaron 3ml de DMEM
suplementado. Las células se cosecharon a intervalos de 24 horas, utilizando tripsina para desprender
las células de la superficie de la caja de petri. El nimero de células s¢ determind empleando una
cimara de Neubaucr y azul de tripano para discriminar entre células vivas y muertas. Cada conteo se

realizéd por triplicado y se realizaron tres cxperimentos independientes.

Tratamientos con farmacos.

Los firmacos empleados ticnen influencia en el ciclo celular en distintas fases (Fig. 11). Estas
propicdades se emplearon para analizar la influencia de ras sobre: 1) la llegada a un arresto en mitosis,
cn el caso de un tratamicnto continuo con nocodazole; 2) la salida de un arresto transitorio de la fasc S,
en ¢l caso del tratamicnto con etopésido; 3) la salida de un arresto en la fase G1, producido por un

tratamiento continuo con timidina y; 4) la duracién de la fase G1 desde la salida de un arresto en

mitosis con nocodazole.



Timldina

|

| el [ S [Gz v ]

Nocodazole

Etopoésido

L

cn las fases del ciclo celular.

Figura 1 1. Influencia de los fir > pl

Timidina, -

La timidina cs cl fx’xmiaco mads ﬁtilizado cn la sincronizacién de cultivos celulares y sc emplea
desde mediados del siglo. pnsndé‘. ' Un exceso cn la concentracidn de este nucleédtido inhibe
alostéricamentc a la enzima dihidro-orotasa, que participa dircctamente ¢n la sintesis de nucleétidos de

‘purina, con lo que lleva a un desbalance de citidina que impide que sc lleve a cabo la sintesis de DNA,
f;rovoévimdo un arresto nl’ final de la fase G1, justo antes de iniciar Ia fasc de sintesis (Fig. 11).

Pﬁm arrestar a los cultivos en la fase G1/S del ciclo celular, células en proliferacion logaritmica, Hela
nco y Hela ¢j, recibicron un tratamiento con timidina 2mM (concentracidn final) durante 24 horas
Posteriormente se retird la timidina, los cultivos fucron lavados exhaustivamente con PBS y sc agregd

medio de cultivo DMEM suplementado fresco, para permitir su recuperacion y andlisis a distintos

ticmpos.

Nocodazole. )
El nocodazole cs un firmaco antineoplasico de gran utilidad en cl estudio del ciclo celular. Inhibe

la polimerizacion de la tubulina, lo que impide que se forme ¢l huso mitético provocando un arresto del

ciclo celular en metafase.



Encl [;rcscntc trullailjo:isé cmplearon tratamientos con noc;)dnzolc en dos tipos de ensayo distintos.
“En'el pi’imél} tipo ‘de cnsnyos, lés cﬁltivos celulares sc incubaron con nocodazole a una concentracién
de 10 pg/ml, durante los distintos tiempo de duracidn del ensayo. Al término» dcl periodo de incubacién
con nocodazole, se determiné ¢l porcentaje de metafascs por muestra. En ¢l segundo tipo dc ensayos,
los cultivos celulares fucron incubados por 24 horas con timidina 2 mM. Posteriornmente sc lavaron los
cultivos celulares con PBS, para climinar ¢l exceso de timidina y sec adicionéd medio de cultivo con
nocodazole a una concentracién de 0.1 pg/ml por 15 horas. Una vez transcurrido cste tratamicento, sc
recuperaron las células desprendidas de la superficic de la caja de petri, las cuales corvesponden a las
células en mitosis. Estas células fucron lavadas con PBS 5 veces y se resemibraron en cajas de petri de

35 mm de diametro. Sc agregd medio suplementado fresco y sc cosccharon las células a distintos

intervalos de ticmpo.

Etoposido.

El firmaco antincoplisico VP16, conocido comiinmente como ctopdsido, inhibe a la enzima
topoisomerasa 11, lo que provoca que la sintesis de DNA sec vea interrumpida y produzean daos cn ¢l
DNA, que provocan un arrcsto en la fase S y G2 del ciclo celular. Tratamicntos prolongados con este
farmaco, inducen apoptosis cn cultivos cclulares.

Para arrestar a las células en la fase G2 del ciclo celular se empled ¢l firmaco VP16 (ctopdsido),
2 una concentracion de 10 mM, durante 1 hora. Terminado el tiempo del tratamiento, las células fucron
lavadas, para eliminar el ctopdsido y se agregd medio de cultivo fresco para permitir su recuperacién y

la consiguicnte salida del arresto cn G2, ¢! cual fue analizado por citometria de flujo.

Analisis de metafases
Para el analisis de metafase las células fueron cosechadas con tripsina, después de un tratamiento

continuo con nocodazole. Las células fucron lavadas con PBS y postcriormente fucron incubadas con



solucién hipoténica de KCl 0.075M durnmé 15 minutqs a 37 °C, con la finalidad dc romper la
membrana plasmitica y obtener sélo niicleos. A continuacién se centrifugaron a 3000 r.p.m. y ¢! botén
celular se resuspendid en el fijador metanol:dcido acético (3:1 v/v) y se almaccnaron a —~20°C, hasta ¢l
momento de llevar a cabo cl analisis. Para determinar el indice de metafases, las muestras almacenadas
fucron colocadas cn portaobjctos mediante goteo a 50 cm de distancia, tefiidas con colorante de giemsa
durante 2 minutos y analizadas en microscopio éptico. El indice de mitosis se definié como ¢l nimero

de metafases observadas cntre cl total de micleos observados. Por cada muestra sc analizé un total de

1000 niicleos.

Lisados celulares y Western blot

Para la obtencidn de cxtractos proteicos, los cultivos celulares fueron lisados con buffer RIPA
(1% Nodidet p-40, 0.5% dcsoxicolato de sodio, 0.1% SDS cn PBS pH 7.4) suplementado con
inhibidores de protcasas y fosfatasas (1mM PMSF, lmM ortovanadato de sodio y 2mM fluoruro de
sodio). Con la finalidad de aumentar la cficiencia cn la ruptura celular, se realizé un lisado mecanico
con jeringa de 1 ml. Los lisados celulares asi obtenidos fueron incubados durante 30 minutos a 4°C y
posteriormente los fueron centrifugados a 14000rpm por 10 minutos a 4°C. Las proteinas totales fueron
recuperadas del sobrenadante y se cuantificaron utilizando el Kit BioRad DC protein assay (BioRad,
Hercules, CA) y sc mezclaron con buffer de carga para ¢l posterior corrimicnto clectrofordtico.
Cantidades similares dc proteina se calentaron a ebullicién por 5 minutos y sc resolvicron en gel de
poliacrilamida-SDS, utilizando un amperaje constante de 23 mA por gel. A continuacién, las proteinas
separadas se transfiricron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham, MA), en una ciamara de
transferencia himeda. Posteriormente la membrana se bloqued con una solucién de leche libre de grasa
al 5% en PBS, por 90 minutos y, una vez bloqueada, se lavd la membrana con PBS-Tween 0.5%, dos
veees y se incubd con el anticuerpo policlonal de conejo anti-ciclina B (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA) durante toda la noche. Al dia siguicente se lavo la membrana con PBS-tween dos veces
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y sec mcubé con un nnucucrpo dc chivo anu lgG dc conc_jo acoplado a peroxidasa (Zymed, South San

v6 0 PBS twccn 2 veces y dos veces can PBS. Posteriormente sc
de’ lns protc(nas empleando el sistema de deteccidn  por

qmmxolummulos:sccncnn ECL (Amcrshnm, MA) y exposicion a placas XO-Mat (Kodak).

. C:tometria de flujo
““Para determinar las nltcmcnoncs producidas por ¢l oncogen //-ras en ciclo cclular, se empled la
mcdicion individual del co'n;cnido dc DNA por citometria dec flujo. Las células son tedlidas con un
fluorocromo que sc intercala cn ¢l DNA, la cantidad de fluorcscencia que emite cada célula, cuando cs
excitada con el laser del citémetro dc flujo, es dircctamente proporcional a la cantidad de DNA que
contiene dicha célula (Fig. 1 I’). En una poblacién celular hay células que no han replicado su DNA y la
intensidad de emision de ﬂuorcsccncm se designa como una unidad arbitraria; cstas células
corresponden a las células que s¢ encuentran en G1. Por otro lado existen células, en la poblacién
cclular, que ya han replicado su DNA y cuya intensidad de emisidén de fluorescencia corresponde a dos
unidades arbitrarias; estas células se encuentran en las fases G2 y M. Finalmente encontramos células
cuya intensidad de emision de ﬂuorcsccncia sc encucntra entre una y dos unidades arbitrarias; cstas
células corresponden a células en fase S, qué han empezado (y no han concluido) la replicacién del
DNA. El histograma rcsultante de la poblacion celular con respecto a la cantidad de DNA, sc analiza
por computadora para determinar la proporcion de células que se encuentran en las distintas fascs del
ciclo celular. El citdmetro ademds nos proporciona otras caracteristicas, como ¢! tamaiio y la

pranularidad de las células.
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Figura 11. Citometria de flujo. a) Esquema general un citémetro de flujo. Las células tedidas con un fluorocromo son
excitadas con un haz laser, produciendo la emisién la emisién de fluorescencia, que es captada por deu:clorcs para su
cuantificacion. b) En el presente trabajo se cuantificd el DNA individual de cada célula di la fluor

después de teflirse con yoduro de propidio b)Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo. Los luorocromos empleados
cn este caso se intercalan en el DNA, la emisién por tanto corresponde a la cantidad de DNA que posce cada célula.

Para cl anilisis del ciclo celular por citometrin de flujo, las células fucron cosechadas con
tripsina, lavadas con PBS y fijadas inmediatamente con ctanol frio al 80%. Las células fucron
almacenadas a -20°C por 24 horas Posteriormente las células fucron centrifugadas, para eliminar ¢l
ctanol y ¢l boton celular se resuspendié en 200 pl de solucidn de tincién (PBS, RNAsa 100 pg/ml y
voduro de propidio 50pug/ml) y se incubaron durante 60 minutos en oscuridad, a 4°C. Los datos de las
poblaciones celulares se adquirieron utilizando un citémetro de flujo FACSort (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA) y el andlisis de las fases del ciclo celular sc realizé

cmipleando el software CellQuest (BDIS) y ModFit (Verity Software House Topsham, ME).

Inmunofluorescencia
Células Hela nco y HeLa ¢j fueron cultivadas sobre cubreobjetos, en cajas de petri de 35 mm de
diametro, en las condiciones correspondientes a cada ensayo. Una vez transcurride el periodo del
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cnsayo, las células »fucrot\t ’la\k"adkkavs' dos véccs con PBS (después dcl tratamicnto respectivo) y fijadas
con metanol:acetona (1:1) a ‘—20 °C por l minuto. Las células fucron permeabilizadas con tritén X-100
0.25% cn PBS 'y bloquéadns éoh' zﬂbumina 1%, durantc | hora. Posteriormente, las células fueron
incubadés por 18 horas con un anticuerpo policlonal de congjo anti-ciclina B (Santa Cruz, CA), seguida
“dc 3 lavados con PBS-Twen 0.5% c incubacién con un anticuerpo sccundario biotinilado anti-IgG de
congjo (Zymed, South San Francisco, CA). Por ultimo, el complejo estreptavidina-fluoresceina fue

adicionado y las células fucron visualizadas con un microscopio de epifluorescencia (Leica Dinstar).

Incorporacién de Bromodesoxiuridina

Los cultivos cclulares sc incubaron con Bromodesoxiuridina (BrdU) 10 pM a los tiempos
indicados y las células fueron coscchadas y fijadas toda la noche con ctanol al 80 %, a -20 °C.
Posteriormente las células fucron incubadas con RNAsa 0.5 mg/n‘ﬂ por 10 minutos a 37 °C, scguidas
de 30 minutos con paraformaldehido, a temperatura ambicnte. Despudés las células fueron tratadas con
HC! 0.1M y tritén X-100 por 10 minutos a 4°C y bloquecadas 1 hora con albumina al 1%.
Posteriormente las células fueron incubadas con un anticuerpo acoplado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) anti-BrdU (Bcckton-Dickinson), toda la noche, para posteriormente contrateilirse con yoduro
de propidio 10 pg/ml por 1 hora. Las células asi telidas fueron analizadas por citometria de flujo con ¢l

citdmetro FACSort (Beckton Dickinson Inmunocytometry Systems, San Josc, CA).

Tratamiento con inhibidores

Para analizar la participacién de las vias de Raf y PI3K, las células fucron sincronizadas cn
mitosis mediante un doble bloqueo con timidina 2mM por 15 horas, scguido de un tratamicnto con
nocodazole O.1pg/mti por 15 horas. Dos horas después sc llevo a cabo el tratamiento con inhibidores, en
¢l caso de la inhibicién de la via de Raf se agregé a los cultivos celulares PD098059 (Sigma, St. Louis,

MOQ), un inhibidor cspecifico de MEK, a una concentracion final de 50uM de. Para la inhibicién de la



PI3K: se adicion6 un inhibidor especifico de esta enzima, la wortmanina, a una concentracion final de
50 nM (Sigma, St. Louis, MO), cada 3 horas. Postcriormente las células fucron cosechadas y fijadas
con etanol al 80%, a los tiempos indicados. Las muestras fucron tratadas con 100pg/ml RNAsa A y

teitidas con 50 pg/ml yoduro de propidio y analizadas por citometria dec flujo.
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4.RESULTADOS

. Efé_éio de la sobre-expresiéon de H-ras en la proliferacion de células Hel a

Dupﬁc‘aclén celular

En los ensayos dc prolifcracion celular, sc cultivaron células transfectadas con ¢l oncogen
H-ras (HclLa ¢j), asi como con el vector vacio (HelLa neo), bajo las mismas condiciones. En la

figura 12 sc muestra la grifica y la tabla de los resultados de estos ensayos. En ambos casos sc

observd un crecimicnto de tipo exponencial; sin embargo las células cstablemente HelLa ¢j

presentan una proliferaciéon mds acelerada, con diferencias significativas en el tamafo dc las

poblaciones cclularcs, a partir de las 72 horas. Estos rcsultados fucron consistentes en tres

ensayos independientes. Estos datos sugicren que ain en ausencia de Rb, ¢l oncogen #-ras cs

capaz de producir un aumento en la proliferacién celular.

Duplicacién celular
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Tiempo Hela neo Hela ej
(hrs) (#-ras)
0 1.5 1.5
12 1.52 1.98
24 4.48 3.86
48 7.13 6.85
72 11.2 12.18
94 11.2 22.56
120 16.7 36.36

Figura 12, Efecto de Ras ¢n la proliferacidn celular en células Hela. Las células Hela ¢f presentan una mayor
prolifcracién (®) que las células Hela neo ( 3 ). La grifica y la tabla muestran los promedios de los resultados de

tres ensayos independientes.
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Citometria de flujo -
Para verificar que cl aumcnto en: la msa dc prohfcmcnén producndo por H-ra: sc dcbc un
aumento en la propormén dc célulus cn fasc dc smtcsns, s¢ annhzaron. por cxtomctrin dc fujo, las
poblaciones cn las distinas fnscs dcl c:clo cclular. Celulns HcLa nco y Han cJ._dc cultivos
asincronicos cn prohfcrac:én fucron coscchndns. ﬁjudns y tcﬂldns pnra el andlisis del comcmdo
individual de DNA, por cnomctrin dc ﬂu_,o. En estos ensayos se cnconlré quc las células Hela
¢j, presentan un porccnln_]c mayor de célulns en fnsc S (28.2%), en comparamén con las células

quec no sobre-expresan cste oncogcn. HeLa nco (21.5%) como pucdc verse en los histogramas de

la figura 13.

g 8
8] G1 52.1 83 . G1 48.1
S 21.5 S 28.2

25 G2/M 264 "z G2/M  23.6
i 3
03 - 8-

@ -2

< 200 00 600 800 1000 °3 200 w00 600 00 1000

Contanida da DNA

Contankio da DNA
Hela-nco Hcela-cj

Figura 13. Histograma de la citometria de flujo de cultivos asincrdnicos de células Hela neo y Helaa ¢j. Las células

Hela ej, presentan un mayor numero de células en fase S, que las células HcLa nco Las grificas muestran un
experimento representativo para cada linea celular, de tres ensayos realizados ind

Incorporacién de Bromodesoxiuridina

Con la finalidad de evaluar cl efecto de H-ras en la tasa de sintesis de DNA en células
Hela, se realizaron ensayos de incorporacidn de bromodesoxiuridina (BrdU). La BrdU es un
andlogo de timidina que se incorpora al DNA durante 1a replicacion. Esto nos permite analizar la
tasa de sintesis de DNA al determinar la cantidad de BrdU incorporada ¢n un cultivo celular,

mediante inmunodeteccion de la BrdU por citometria de flujo. En la figura 14 sc muestran los
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resultados de estos cnsayos, cn los que sc pucde obscrvarse que las células Hel.a ¢j incorporan
mas BrdU que las células control, lo que implica que H-ras induce una mayor sintesis de DNA
en células Han, aun en auscncia de Rb. De esta mancra H-ras ¢s capaz de gumentar la tasa de

proliferacién de células HeLa por un aumento cn la velocidad de sintesis de DNA.
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Figura 14, Influencia de H-ras en la sintesis de DNA de células Hela. Las células Helacj (), incorporan mayor
BrdU que las células transfectadas Hela neo ( 03 ). Las grificas muestran los promedios de tres experimentos
independientes + la desviacion estandar.

Efecto de la sobre-expresién de H-ras en la progresién del ciclo celular en células

HelLa

Para determinar la influencia de H-ras, en la duracién del ciclo cclular, se analizé la

respuesta de células HeLa neco y HeLa ¢j a tratamientos con firmacos que causan un arresto en

distintas fascs del ciclo cclular.
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Efecto de'la sobre-expre Ién H-ras en IaA/legada a un anaslo en Ia fase G2/M del ciclo celular,

lnduc:do con nocodazole :

Para anahzar cl cfccto dc sobrc la‘ llcgadu a un arresto cclular en la fase de mitosis

mducndo por un tmlamlcnlo continuo con nocodazolc. sc analizaron los porcentajes de metafascs

de muafasc de cclulas HcLu nco y HcLa .¢j a lo largo de un tratamiento de O.lpg/ml de
nocodazole a dnslmlos llcmpos. ‘como sc dcscnblé cn material y métodos. A lo largo del
experimento las células con H-ras Slqmprc p;cscnluron un mayor porcentaje de metafase, sicndo
ésta mas cvidente a partir de las 14 .lloi;nS. La mayor cantidad de mctafases de las células Hela ¢j
implica una mayor rapidez para la !lcgadn a csta fase del ciclo celular, que involucra un
acortamicnto cn ¢l ciclo. A las 20 horas, la diferencia disminuye y pricticamente un 80% dc

ambos cultivos cclulares se encucntran en metafase, al tratarse de un arresto continuo mediante

cste tratamiento.

Nocodazole 0. 1pglml

BO g m e e e
o Células x 10°
2 o Ticmpo Hela neo Hel.acf
B (hrs) (H-ras)
| & 0 5.6 8.3
i@ 40 2 33.2 39.4
e ] Ll a0 48.9
] 16 50.1 59.9
g 20 8 60.7 74.6
5 20 71.7 77.4

Horas

Figura 15, Efecto de Ras sobre el amresto en mitosis por tratamicnto con nocodazole. Las células tela ¢j (&), llegan
primero al arresto en metafase, en comparacion con las Hela neo (LJ). Las grificas y la tabla muecstran los
promedios £ la desviacion estdndar, de los resultados de tres experimentos independientes.
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Efecto de la sobre- expreslén de H-ras sobre un s'resto tranS/fono inducido por tratamiento con

etopésido 10uM durante unavr ore
Para corroborar quc H-ras. producc un aconnmlcnto en el ciclo celular de células Hel.a, se
analizé ¢l cfecto dc H-ras sobre el nrresxo lrunsnono. inducido por ctopésido. Las células
recibieron un lralmixcnlo con clop651d0 10 pM por una hora y se analizaron por citometria de
flujo, a distintos tiempos después dec haberse retirado el ctopésido. En la figurn 16 pucde
observarse que las células Hel.a neo y Hel.a ¢j comienzan con valores similares. Al lo largo del
experimento las células transfectadas con #-ras avanzan primero cn el ciclo celular, como puede
versce por una disminucidn de la fase G1 y un enriquecimiento de la fase S. Las células control
siguen un patron retrasado en ¢l avance en ciclo celular, siendo estas diferencias mas evidentes
en ¢l punto de entrada y duracién de la fase S. Las células con ras inician la fase de sintesis de
DNA alrededor de las 3 horas posteriores al tratamiento, con punto de¢ maxima cantidad de
células en esta fasc a las 9 horas. En contrastc las células control tardan mas en salir de la fase
Gl, asi la fase S inicia mas tarde, teniendo una mayor cantidad de células cn esta fase entre las 9
y 12 horas posteriores al tratamiento. En la salida de la fase S las diferencias parecen mcenos
evidentes, sin embargo en la griafica de G2/M se obscrva claramente que el enriquecimicnto de
esta fase se encuentra adelantado en las células con ras en comparacion con las células control,
como puede verse en los puntos de miximo enriquecimiento de esta fase. A estos tiempos. las
células comienzan a perder la  sincronizacion y la salida de esta fase ya no siguc el patrén
observado previamente.
L.os resultados mostrados en las figuras 15 y 16 seinalan la existencia de un acortamicento cn cl
ciclo celular. El arresto inducido por nocodazole y etopdsido ocurre en fases tradias del ciclo
celular (G2 y M) y la llegada a estos arrestos ocurre mds temprano en células Hela ej, esto

sugiere ¢l acortamiento en ¢l ciclo celular ocurre en fases iniciales del ciclo celular (G1 6 S).
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15 529 +23 464 £ 3.5
18 522t56 37.1 281
21 404 £ 5.1 297+ 4
24 4486+ 24 339125

Figura 16. Efecto de H-ras cn la salida de un arresto transitorio en G2. Células Hela neo y Hela ¢j fucron tratadas

con ctopésido 10puM por Thora. El arresto inducid

por ecste U

» fue analizado por citometria de flujo. Las

eélulas HeLa ¢j llegan primero al arresto transitorio en G2, comparadas con las células Hel.a neo. Las grificas y las
tablas muestran los promedios + 1a desviacién estdndar de los resultados de tres experimentos independientes,
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Efecto de H-ras en la duracién de la fase G1 del ciclo celular
Ifara analizar la influencia de H-ras cspecificamente en la fase G1 del ciclo celular de células
HcLa, los cultivos de células HeLa nco y Hcla c¢j fucron arrestados en fase de mitosis con
tratamiento con timidina y nocodazole, sc liberaron del arresto y se analizaron por citometria de
flujo, a distintos ticmpos posteriores al tratamicnto. Como pucde observarse en la figura 17, al
termino del tratamiento, tanto las células HeLa nco como Hcla ¢j se encuentran arrestadas en
mctafase por la inhibiciéon de microtibulos por cl nocodazole. En la grifica se¢ observa la
duracidn de la fase G1 del ciclo cclular de las células Hela y la alteracidn por Ia sobre-expresidon
de H-ras. Pucde observarse que ambas lineas celulares salen del arresto en mitosis en cuanto cs
retirado ¢l nocodazole y cn ambos casos inician la fase Gl 2 horas después de la salida -del
arresto Sin embargo cn las células que Hela ¢j, 1a fuse Gl concluye 2 horas antes (a las 12
horas), cn comparucién con las células Hel.a neo, cuya salida de esta fasc inicia dos horas
después. Este desfasamicento contintia durante la fasc S y a lus 16 horas las células Hela ¢j se
cncuentran en ¢l punto maximo de csta fase, mientras que las células control siguen retrasadas.
La consistencia de los resultados en tres experimentos separados demuestra que el oncogen ras
provoca un acortamicnto de fase G1 cn el ciclo cclular de células Hela.

Para corroborar que ¢l efecto de H-ras sélo s¢ encuentra en la fase G, se determinaron los
niveles de ciclina B (un regulador del ciclo celular en la fase de mitosis), cn células Hela
liberadas de un arresto cn mitosis por un tratamiento con timidina y nocodazole. Las células s¢
cosecharon 15, 18 y 21 horas después del tratamiento, en los cuales las células se encuentran ¢n
fase S y G2/M (Fig. 17). Las células sc lisaron y se¢ realizé un ensayo dc Western blot con los

extractos cclulares obtenidos. En la figura 18a sc observa que el patrén de expresion
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Figura 17. Efecto de #-Ras en la duracion de la fase G1 del ciclo cclular de células Hela. Las células Helanco y
HeLa cj recibieron un tratamiento timidina-nocodazole, que produce un arresto en la fase de mitosis. Después de la

liberacién del arresto puede verse, en el andlisis por citometria de flujo, que las Hela ¢j ( @ ), presentan una fase G1

mas corta, comparadas con las células HeLa neo ( O1).
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B)

de la ciclina B, en ambos tipos Cclulnrcs cs normnl,‘sin 'émbnrgo las células HeLa ¢j mucstran un

aumento en la expresion de clcllna B a ucmpos mcnorcs quc las cz.lulns Hela neo, debido al
desfasamlcnlo ocasionado por: la rcduccnfm dc Gl dc lns células Hela ¢j. Por otra parte, cl
desfasamiento en el ciclo celular por fa sobrc-qxprcsiér\_ de H-ras no sélo implica una expresién
mas temprana de ciclina B, sino que uc‘lc‘x"mis‘ la ciclina B se cncuentra activa. En la en la
inmunofluorcscencia mostrada en ﬁgum‘ l,8b" pucde observarse una mayor translocacion al
niclco de Ia ciclina B en las células Hch cj, éorﬁpnmdns con las células HeLa nco, 18 horas

después de un tratamiento con timidina y nocodazole.

Horas 15 18 21
H-ras -_— + - + - +
Ciclina B — o L

a-Tubulina —» -

HeLa-nco Hela-cj

Figura 18, Efecto de #-ras sobre la actividad de reguladores tardios del ciclo celular en células Hel.a. a) Western
blot contra ciclina B de cultivos celulares a distintos tiempos despuds de L liberacion de una arresto en mitosis por
trataminto con timidina y nocodazole Puede observarse una expresion mas temprana de ciclina B en las células
Hel.a ej, comparadas con la linea parental, Hel.a neo. ) Deteccion por inmunotluorescencia de la ciclina B 18 horas
despuds de la liberacion de un arresto por el mismo tratamiento gque en a.
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Efecto de H-ras en la progresion G1-S del ciclo celular en células HelLa

Un exceso cn la concentracion de timidina puede provocar un arresto en la fase Gl del
ciclo celular. Por tal motivo las células HeLa nco y Hela ¢j fueron tratadas con un exceso de
timidina durante 24 horas, se lavaron para eliminar ¢l exceso del farmaco y fucron evaluadas por
citometria de flujo para analizar la salida del arresto en G1. Los porcentajes de las poblaciones
celulares en las distintas fases del ciclo éclular, cn las horas posteriores a la liberacién del arresto
con timidina, sc mucstran en la figura l9A. En ambos tipos celulares se observa que después del
tratamicnto con timidina sc cncuentﬁﬁ arrestados en fasc G1. Sin embargo las células HeLa Ej
salen primcro del arresto y ésin ‘diferencia es muy ecvidentc en ¢l punto de miximo
enriquecimicnto de la fasc S, continuando el desfasamiento en la fase G2/M. El desfasamicento,
de aproximadamente 3 horas en la salida del arresto, sc¢ manticne constante en las fases tardias
del ciclo celular, lo que podria indicar que las alteraciones al ciclo celular por la sobre-expresién
de ras en células HeLa se encuentran tinicamente en la transicion G1/S y no ¢n otras fases del
ciclo celular. Por otro lndo,'en la figura 20 se muestra la salida del arresto (grificas de densidad
de puntos) de un experimento representativo. El enriquecimiento de la poblacién celular hacia la
fasc de sintesis se observa primero en las células Hela ¢j, comparado con las células HeLa neo.
IEste desfasamiento cs sobre todo notable a las 2 horas de la liberacion del arresto y hacia las 8
horas puede abservarse que la poblacidn cclular de HeLa ej se encuentran clammente en G2

mientras que las células HeLa neo contindian en S.
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Figura 19 Influencia de #-ras en la salida de un arresto en fase G1. Las células fueron tratadas con timidina 2mM
por 24 horas, para inducir el arresto G1 y posteriormente fueron lavadas para liberarlas de tal arresto. Las células

Heba ej ( ), salen mas rapido del arresto y comicnzan a sintetizar DNA arpoximadamente 4 horas antes que las
células control, HeLa nco (O).
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Contenido de DNA
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Figura 20. Grifica de densidad de puntos de la liberacion de un arresto en G 1 por tratamiento prolongado con un
exceso de timidina. Se observa claramente que las células lela ¢j avanzan primero cn la progresion hacia la
fase S. 47
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Participacién de las vias de Raf y PI3K en el efecto de H-ras sobre el ciclo celular

de células Hel a

L influencia dc‘)'u’.‘s-’v _séb%’c'r'cl ciclo celular se ha asocindo con la sepalizacién con los
clectores Ral'y PI3K, qué son aclivxl(l;ls por Ras. Para analizar la participacion de éstas vias en ¢l
acortamiento de la fase Gl observado cn células Hebla, se emplearon inhibidores especificos de
cstas vias., Los cultivos celulares fueron arrestados en mitosis mediante doble tratamiento con
timiding y nocodazole para posteriormente ser liberadas del arresto y se analizaron por citometria
de lujo. Como se observo previamente, después de aproximadamente 10 horas de la liberacion
del arresto por cste tipo de tratamicento, las células que sc encuentran en G1 comienzan a
progresar hacia la fase S, avanzando primero las células Hel.a ¢j (Fig. 17). Por lo tanto se analizo
¢l efecto de los inhibidores en el periodo que ocurre este desfasamicento, entre 12 y 18 horas para
el caso de la inhibicion de la via de Ral y a 16 horas para a via de PIAK. En la figura 21 puede
abservarse que i inhibicion de fa cascada de Raf, por PDO980SY (un inhibidor de la actividad de
MEK), no abate la disminucion de la duracion de la tase Gl en células Hela ¢f (reduccion mis
rapida de esta fusc a estos tiempos). De la misma manera fa inhibicion de fa actividad de ta PI3K,
con wortimaning, no altera el efecto de #-ras en la reduccion de la duracion de la fase G, Estos
dos resultados muestran que las cascadas de Raf y PI3K, no participan en ¢l efecto observado

por la sobre-expresion de H-ras, en cl ciclo celular de células Hela.
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Figura 21. Participacion de las vias de Rafy PI3K en Ia reduccion de la duracion de la fase Gl por H-ras.. La
inhibicion de MEK (un efcctor de Raf) con PDD90859 o la inhibicion de PI3K con wortmanina no alteran la
disminucién de la fase G1 en células Hela ¢j (@) , comparada con los cultives control, sin tratamiento (O). Las
cascadas de seializacion de PI3K y Raf no participan en la reduccion de la fase G1, por la sobre-expresion de #H-ras
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s. DISCUSION

Ras cs una de las moléchlus mas importantes cn la transduccién de sefales. Su
participaciéon es crucial en la integracién dc sciales cxtracclulares y la promocién de la
proliferacion es una de las respucstas en las que mds destaca, pues mutaciones en ¢l gen ras son
muy f{recuentes en tumores malignos.

Desde hace algunos aiflos se ha relacionado la capacidad de Ras pama promover la
proliferacién, con ¢l estado funcional de p53 y Rb. La activacion de Ras puede promover la
actividad de p53 ¢ inducir fenotipos similares al de sencscencin en cultivos primarios (Serrano et
al, 1997). Por otra parte, s¢ ha propuesto como principal via de participacion de Ras, en la
modulacién de la maquinaria que regula el ciclo cclular, aquella que involucra la inactivacion de
Rb, mediante la estimulacién de la actividad de la ciclina D. Sin embargo existen multiples
cvidencias que sefialan que la participacion de Ras cn la regulacidn del ciclo celular podria ser
mucho mas compleja y que la via de Rb pareceria no explicar todos los aspectos de la regulacién
del ciclo celular por Ras (Downward 1997). Se ha demostrado que en fibroblastos de raton, la
actividad de Ras es necesaria para la progresidon en el ciclo celular Ginicamente en presencia de
Rb: aunque la salida de GO por Ras se cfectia por una via independiente de Rb (Pepper et al,
1997).

En el presente trabajo se demostrdé que la sobre-expresion de #f-ras induce una mayor
proliferacion en células HeLa, ya que los resultados sefialan que la sobre-expresion de H-ras
induce una duplicacion celular mds rdpida, una proporciéon mayor de células en fase 8, asi como
una mayor tasa de sintesis de DNA, en células HeLAa (Fig. 12, 13 y 14). Estec aumento ¢n la

proliferacion se debe a un acortamiento en la duracién del ciclo celular, ya que al emplear
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lratan'l_icntbs ‘con: f&

aco para inducir’arresto- en’ fase “de” mitosis, ¢l enriquecimiento en la
poblacién celul ‘fasc del arresto sc lleva a cabo primero en’las células que sobre-expresan

e

H-ras, cqi;i.\pz.l;ad‘cjﬁcc;n lzlxvs'cél:ul’l“l;ébhi‘('n“y)lv (F .IS):.’ l)‘é:ig;ixil r;inﬁcra. en tratamientos para inducir
nrrcstos tmﬁé‘ilofios; klus células que 'égbm-é.;cprcsiin H—ms avﬁnmn primero en la bsulida de tales
ixvx;rcsibsﬁl(Fig. 16). Varios autorcs han s;:ﬁ;!lhdo ’ln“ ‘f.:xislcnéiu de diversas alteraciones en la
dufaéiéh del ciclo celular devido a la ’ncl‘ivnc:iéln' de H-ras, principalmente en la transicién G1-S
(Durkit y Whitficld, 1986; Filmus etal, 1994{‘ Liu et al 1995). Sin embargo csta reduccidn en la
duracién del ciclo cclular se debe princi:p‘ah‘nemc a la activacion de ciclina D, que sc¢ sabe es
inducida por Ras, por lo que el blanco principal en la reduccion del ciclo celular en este caso, es
la inactivaciéon de Rb (Liu er al, 1995; Hitomy y Stacey 1999; Villalonga et al/, 2000). En el
presente trabajo se determind que que la sobre-expresion de #-ras es capaz de inducir, en células
HeLa, una reduccién en el ciclo celular por un acortamiento en la duracién de la fase Gt (Fig.
17). Debido a que en células HelLa la actividad de Rb se encuentra disminuida por la presencia de
la proteina E7 de papilomavirus, estos resultados sugicren que Ras puede cmplear rutas
independientes de Rb, para la transicién a través de Gl, y no sélo para la salida de GO, como s¢
habia sefialado previamente (Pepper ef al, 1997). Existen reportes que scilalan que pueden existir
vins alternas para la’ regulacién de la entrada a la fase S, en la que participa Ras,
independientemente de Rb (Leone et al, 1997). La sobre-expresion de myc y ras pucde inducir la
cntrada a la tase S, en células con mutantes de Rb que no pueden ser fosforiladas, por lo que
permanecen constitutivamente activas, reprimiendo la expresion de genes regulados por E2F y
por lo tanto la entrada a la fase S. El mecanismo que ocurre con la sobre-expresion de miye y ras
para inducir la promocioén de la fase S, es a través de la disminucion de p27, que especificamente
inhibe al complejo ciclina E/Cdk2, con lo que la actividad de ésta ultima se ve aumentada, y

entonces este incremento en la actividad de 1a ciclina E/Cdk2 es suficiente para inducir la entrada
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alafasc S, a pcsar dc quc Rb se. cncucnlrc ncuvo Sm cmburgo. cn nucstro lrubajo Ia accleracion

dc l.x fase Gl por 1a. sobrc-cxprcs:én de ras, ocurrc cunndo Ia ucuvndnd dc Rb sc encuentra
mermada por la prolcinn E7 de pap:lomavxrus Por tal motivo, la altcracién al ciclo celular
producida por H-ras ocurre probablcmcntc por otra viu.

Aunduc algunos autores han sciialado que la actividad de Ras puede producir alteruciones
cn la duracién de fases tardias del ciclo celular (Oreccia ef al, 2000; Hitomy y Stacecy 2001), encl
presente trabajo ¢l desfasamiento en el ciclo celular ocasionado por una reduccion en la duracién
de Ia fasc G1, no sufre modificaciones adicionales en las fases tardias del ciclo celular (Fig. 17) y
las diferencias observadas en la expresion y localizacion de ciclina B, quiza solamente reflejen
estas diferencias (Fig. 18). No obstante, los ensayos realizados no sc permiten descartar una
posible regulacion de proteinas de fases tardins del ciclo celular por Ras. Lo anterior parcce
indicar que la alteracion al ciclo cclular por la sobre-expresion de ras se encucntra unicamente en
la transicion G1-S.

Por otra paric en la salida de un arresto en G1-S por tratamicnto continuo con exceso de
timidina, las células que sobré-é:ipfésan H-ras avanzan primero ¢n la salida tal arresto (Fig. 19 y
20), lo que podria implicaf qgc quizd sc arresten en un momento mds avanzado de la fase Gl o
que algunas de las protcinﬁ requeridas para llevar a cabo la replicacidn del DNA, sean
sintetizadas a pesar del descquilibrio en la concentracidén de nucledtidos y una vez retirado el
exceso de timidina no se requicra sintetizar todos los clementos para iniciar la replicacion.

Los cfectos proliferativos de Ras se han asociado a la activacién de la via de Raf/MAPK,
pues csta via esta asociada a la promocion de la expresién de ciclina D y acortamiento en la fase
G1 (Lavoie et al, 1996; Liu et al, 1995; Weber ef al, 1997a). Por otro lado, la activacion de la via
de PI3K, por Ras, pucde promover la entrada a la fase S (Treiniec er al, 1999). En cl presente

trabajo analizamos la posible participacion de estas vias en la induccion de proliferacién por la
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sobre-expresion de ras éx} células HeLa vdibse'lfyan'do{ que la'inhibicién de gﬁnlquicra de estas vias

no altera el efecto ‘cn'liijiréiducclén de_la fase Gl lc_ células’ HeLa ocasionado por la sobre-
expresion de H-ras (Fig.AYZIV)iiEs‘:io rqfucrzh h—l,;ld;:“-‘, d'c“qu’;:A Ras ﬁucdc cmprllcar vias altermas para
promover la progresioén en cl‘cic'l(:)‘ ;:clulx;l'.jc'lt;é no lié‘ﬁcn; como blanco final a Rb y que no estin
reguladas por las vias de Raf ni i’l;’ﬁ(. La via ’dc Rho podrfu ser una de las involucradas en ¢l
acortamicnto observado en la fase G1 en células HeLa, por la sobre-expresién de fH-ras. Se ha
scitalado que Ras puede inducir la actividad de Rho, quiz4 a través de Rac, aunque la via adn no
esta muy clara (Zohn et al, 1998). La nctividﬁd de Rho, inducida por Ras, induce la degradacion
de p27 (Weber er al, 1997b) y esta reduccion esta asociada a un incremento en la actividad de
ciclina E por Rho, de una manera inducible por Ras (Hu er al, 1999). Esta via puede jugar un
papel importante en la transformacion por Ras y quizd este participando cn ¢l acortamicnto de la
fase G1 en células Hela, pues la actividad de los complejos ciclina E/Cdk2 se ha sedalado como
determinante en la transiciéon G1-S (Ohtsubo et al, 1995). aunque los procesos de regulacion fina
que dan inicio a la fase S adn no cstin muy claros. Sin embargo 1a scializacion por Ras pucde
modificar éstos mecanismos no sélo a través de la via cldsica que tiene como blanco principat la
inactivacion de Rb, sino a través de otros mecanismos que tienen blanco en los reguladores de la
transicidn G1-8, empleando otros efectores ademas de los clasicos Raf y PI3K. Esta observacion
¢s congruente con la idea actual de que la sefializacidn por Ras es mucho mdas amplia y compleja,
v que la participacion de los diversos efectores (asi como su interconexidén) puede promover la
proliferacion en mas de una forma, dependiendo del contexto celular, con lo que incrementa su

importancia cn la comprension de los mecanismos de transformacion cclular.
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6. CONCLUSIONES

e La sobre-expresion de H-ras induce una mayor proliferacion en células Hela, aGn
cuando el blanco principal de la seilalizacién por H-ras, Rb, esta disminuido en esta

linea celular por la presencia de la proteina E7 de papilomavirus

e El aumento cn In prohfcrncnén observada en células HeLa por la sobre-expresion de

H-ras es causudo por un uconnmlcnto cn el ciclo celular, cspecificamente por una

reduccién en la dumcnén dc la fnsc Gl

e La sobrc~cxprcsnén de H-ras no producc nhcmcmncs en la duracién de las fascs S y

G2/M del ciclo celular de células HcLa

e La sobre-expresion de H-ras no produce alteraciones cn los patroncs de expresién de

reguladores de las fases tardias del ciclo celular.

® H-ras permite una recuperacién mds rﬁpida_»dc'un arresto cn G1/S por un tratamiento
largo con timidina, implicando un arresto en .un periodo mds tardio de la fase G1 o

desregulacion de la transicién G1/S.
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La mhlbxcnon de Ias vias de Rnfy Pl3K no

participacion de una via de scﬁahzacnén allcma., e

fasc Gl pmvocado '
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