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RESUMEN 

Los genes de In familia ras son algunos de los más frecuentemente alterados en cáncer. 

La función de sus productos proteicos es In de mediar In sci\nliznción de cstlmulos 

cxtrocclulnrcs desencadenando varias respuestas, entre las que destaca In promoción de la 

proliferación. El blanco de la sci\alización por Ras en In regulación del ciclo celular es la 

innctivación de Rb. Sin embargo, en ni\os recientes se ha acumulado evidencias de que Ra.< 

puede regular el ciclo celular por vlns nltcnms, independientemente de Rb. En el presente 

trnbnjo se encontró que la sobre-expresión de H-ras puede inducir un incremento en la 

proliferación en células HcLn. donde se sabe la función de Rb está disminuida por la 

presencia de protc!nns de pnpilomnvirus. El aumento en In proliferación de célula~ llcLn por 

la sobre-expresión de 11-ras se debe a un acortamiento en el ciclo celular. cspcdficamente 

en In fase G 1. como se encontró en ensayos con tratamiento con fármacos. que inducen un 

freno en puntos específicos del ciclo celular, y el análisis con citomctrin de flujo de las 

poblaciones celulares. La sobre-expresión de U-ras, no produce nltcrncioncs adicionales en 

las fases tnrdíns del ciclo celular. Los rcgulndorcs tard!os del ciclo celular como ciclina B. 

tienen un pntrón de expresión más temprano en células que sobre-expresan 11-rcu. aunque 

este patrón podría solamente re11cjnr el desfiL~nmicnto ocasionado por el acortamiento de 

G 1. pero no se puede descartar que ras pueda participar en In modulación de factores que 

regulan eventos tardíos del ciclo celular. 

Por otro parte en ensayos de salida de arresto en G 1. por tratamiento prolongado con 

timidina, las células que sobre-expresan JI-ras avanzan primero en la salida de este arresto, 

lo que implica que quizá se arresten en un momento más tardío de la fa~e GI ó que se 

sinteticen algunos de los factores implicados en la replicación. aún cc>n desequilibrio en las 

concentmcioncs de nuclcótidos. Aunque se ha scnnlndo que los ef<..-ctorcs de Ras que 

participan en la inducción de la proliferación son las vlas de Ruf y Pl3K. En el presente 

trabajo, la inhibición de la vía de Raf o la inhibición de la vía de Pl3K no disminuyen el 

efecto observado de acclcrnción de la proliferación. por lo que qui7.á Ras utilice otro vía 

además de Raf y Pl3K (probablemente a través de Rho), que regula la transición a través de 

G I, independientemente de Rb. 
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l. INTRODUCCIÓN 

Cáncer 

En las últimas décadas, el cáncer se ha convertido en una de las enfermedades más importantes 

en t~do el mundo. En la década de los noventas más de 6 millones de personas murieron cada año 

debido al cáncer, según los registros de In Organización Mundial de In Salud (Weinberg, 1996). En 

México, el cáncer constituye la segunda causa de mortalidad y tan sólo en 1999, el número de 

muertes atribuidas a esta cnfcm1ednd fue de 53,662 personas (SSA, 2000). La alta incidencia de 

tumores en la población mexicana, genero un gran gasto en atención y tratamiento médico paro las 

instituciones de salud. Además, los enfermos de cáncer sufren un importante deterioro en su calidad 

de vida. 

Bajo el nombre de cáncer se agrupan una gran cantidad de enfcnnedndes, que solo tienen en 

común un crecimiento celular descontrolado. Estas células pueden fommr cúmulos, denominm.los 

tumores, los cuales pueden ser benignos o malignos. Los tumores denominados benignos se 

encuentran estrictamente localizados y encapsulados dentro de una capa de tejido conectivo y son 

incapaces de invadir el tejido circundante. Este tipo de tumores muy rnra vez constituye una 

amenaza para la vida. Por otro lado, los tumores malignos son capaces de invadir el tejido 

circundante y diseminarse a partir de su lugar de origen a través de torrente sanguineo y el sistema 

linfático hacia nuevas ubicaciones en el organismo, donde pueden originar tumores secundarios. La 

capacidad de un tumor para invadir otros tejidos y fom1ar tumores secundarios es conocida como 

1nctástasis. 

Dentro de cualquier tejido nomml, existe un balance finamente regulado entre la promoción y 

la inhibición del crecimiento celular. De esta manera, en un individuo adulto la prolifcrnción celular 

ocurre únicamente en eventos estrictamente controlados, como en la restauración de un tejido 



dañado o durante el recambio celular normal que se lleva a cabo en un tejido (McDonald y Ford, 

1997). Además de la ·regulación de la -proliferación, la apoptosis o muerte celular programada 

mantiene la homcostásis del 'desarrollo y tamaño de un tejido. Por consiguiente, el cáncer es 

ocasionado por una a;~muiá~_ión d~ altcracio~cs en los genes que mantienen la regulación de la 

proliferación celular /in ~~ci~fosis (McConnick, 1999). 

Ciclo celular 

Debido a la importancia -de· los mecanismos que regulan In multiplicación celular en el 

desarrollo de un tumor, muchos de los esfuerzos en investigación se han centrado en estudiar In 

regulación del ciclo de división de In célula. El ciclo celular, comprende In secuencia ordenada de 

eventos que concluyen con la división de una célula. Tradicionalmente, el ciclo celular se ha 

dividido en cuatro fases: Gl, S, G2 y M (fig. 1). La fase GI es generalmente la de mayor duración 

en el ciclo celular y durante ésta fase (dependiendo de las condiciones de su entorno), la célula 

puede optar por In progresión del ciclo celular, diferenciarse o pcnnnncccr en un estado de latencia 

o quicsccncia, que se conoce como GO (Zcttcrberg et al., 1995). En la fose G 1 también sucede el 

mayor aumento de tamaño de la célula, que In prepara para la duplicación-de su material genético. 

La fase siguiente a G 1 es la de sintcsis de DNA o fase S, donde como su nombre lo indica se lleva a 

cabo la replicación del DNA. Una vez terminada In sintesis de DNA se inicia In fase G2. en In cual 

la célula se prepara para la fase de división celular o fase de mitosis (M). Finalmente, durante la 

mitosis se realiza la segregación eromosómiea y la división celular, obteniendo dos célula hijas 

idénticas entre sí. 

La transición a lo largo del ciclo celular está finamente regulada por una serie de mecanismos. 

que aseguran la adecuada secuencia e integridad de cada evento. De esta fonna. existen puntos de 

control en diferentes momentos a lo largo del cielo celular, donde In célula puede llevar a cabo In 
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revisión de cada proceso. Uno de los principales puntos de control en mamlferos, es conocido como 

punto de restricción (R), el cual se encuentra situado en In parte final de G l. Durante In primera 

parte de In fase G l, hasta antes de llegar ni punto de restricción se requiere la presencia continua de 

factores de crecimiento para In progresión a través del ciclo celular. De esta fomm, ante la ausencia 

de nutrientes durante esta etapa, el ciclo celular se detendrá en In fase G l. Sin embargo, una vez 

que In célula hn atravesado el punto de restricción, la presencia de nutrientes ya no es requerida 

para la progresión del ciclo celular (Zctterbcrg, .1995). Por otro Indo, también existen puntos de 

control en la transición de !ns fases G 1 n S y G2 n M; nsl como durante In fase S y de mitosis, los 

cuales se encargan de preservar In integridad del material genético. De esta manera, si el DNA es 

dañado durante las fases de GI o S, se inhibirá el inicio de In replicación del DNA o su progresión, 

respectivamente. Mientras In célula permanece arrestada diversos mecanismos celulares se 

encargan de reparar el daño en el DNA. De manera similar, In célula se nrrcstnní en G2 o mitosis si 

el daño ni DNA ocurre en alguna de éstas fases (Rhind y Russcll, 2000). 

Ciclinas y cinasas dependientes de c/ctlnas (Cdk) 

Los principales componentes de la maquinaria que regula el ciclo celular son las ciclinus y las 

cinnsas dependientes de ciclinns (cdk), las cuales se asocian para fonnar un complejo catalítico 

ciclina-cdk, donde In cdk posee actividad catalítica y In ciclina es la parte reguladora {Morgan 

1997). 

Las ciclinas reciben su nombre debido a la expresión y degradación oscilante que presentan 

estas proteínas a lo largo del ciclo celular en ovoeitos de equinodenno, donde originalmente fueron 

descubiertas. En mamíferos se conocen más de 10 tipos diferentes de ciclinas {tabla 1 ), las cuales 

han sido agrupadas según su homología estructural. Sin embargo. algunas de las ciclinas 

descubiertas hasta ahora, tienen funciones distintas a la regulación del ciclo celular {tabla l) 
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(Murray A. Y Marks D., 2001). Las proteínas que eonfom1an 11 In familia de lns ciclinas oscilan 

-entre los 35 y 90 kd, presentando la mayor homología en una región de aproximadamente 100 

aminoácidos, conocida como In caja ciclinn. Esta región de la protclna es necesaria para In unión y 

activación de la cdk. 

Mitosis: Sel 
célula se dMde 

La célula se 

Se lleva a cabo la slntL"Sls 
deDNA 

Figuro 1. Esquema gcncrnl del ciclo celular y la duración tipicn de cada fase. Además se scí\ala el punto principal de 
control en las células de mamifcros. el punto de restricción. 

La familia de las cdk's en mamíferos se encuentra fommdn por varios miembros, los cuales 

presentan una homología estructural más conservada que la observada en las ciclinns. Las protclnas 

que constituyen a la familia de las cdk's generalmente contienen alrededor de 300 residuos de 

aminoácidos y presentan aproximadamente un 35-65% de identidad al prototipo Ccd2/cdkl. La 

unión de la cdk con la ciclina provoca un cambio confom111cional, que pcm1ite al núcleo catalítico 

de la cdk unirse con una altn especificidad a los dos sustratos, el ATP y la proteína blanco que será 

fosforilada. La activación secuencial de los distintos miembros de la familia de las cdk's, al unirse 

con su respectiva ciclina, llevan a cabo la principal regulación de la transición a lo largo del ciclo 

celular. 

4 



Tabla 1. Carnctcrísticas principales de In familia de las ciclinas de cucariontcs superiores. Las carnctcristicas principales 
de las ciclinas son compartir una secuencia de nntinofl.cidos conocida como la caja ciclina y tener una actividad 
oscilante a lo largo del ciclo celular. La clasificación es provisional pnrn aquellas protcfnas n las que no se les ha 
encontrado protclna asociada. Se han nombrado a algunas cinasas de ncucnJo a la región de secuencia PSTAIRE que se 
encuentra muy conservada en las Cdk. Adaptado de Murrny y Mnrks. 2001. 

Clclina Cdk Función 

Ciclo Ce/uf.ar 

El,2 Cdk2, Cdk3 Involucrada en la replicación del DNA y la duplicación del centrosoma. El 
papel y los blancos de la Cdk3 están poco definidos. 

Al,2 Cdc2, Cdk2 Papel poco definido en la replicación del DNA y la entrada a mltosls 

Bl,2 Cdc2 Esencial para mitosis 

B3 ? A diferencia de la clcllnas Bl y 62, entra al núcleo durante la interfase 

Dl,2,3 Cdk4, Cdk6 Requerida para la salida del freno en G 1 del ciclo celular 

F ? Se ha reportado su unión a clclina B. Fluctúa durante el delo celular. 
Restringida a vertebrados? 

J Cdk2 Aparentemente restringida a Orosvp/11/a. Regula la entrada a mitosls. 

H Cdk7 Provee la fosforilación actlvadora para otros complejos Oclina/Cdk, modifica 
la maquinaria de transcripción 

Tr.anscrlpcfón 

e CdkB Fosforila la región e-terminal de la subunidad larga de la RNA polimerasa 11 

Tl,2a,2b Cdk9 Factor de elongación de la transcripción (Tef·2b). La unión de la ciclina T1 a 
HIV Tat es requerida para una eficiente unión del elemento Tar del HIV RNA. 

K ? Enriquecida en células germinales. Se asocia con la actividad cinasa a través 
de la reglón e-terminal de la subunidad larga de la RNA polimerasa 11 

Otras 

P35 Cdk5 Encontrada en neuronas postmltótlc:as. Rcqueridc.1 durante la d1fcrencJaclón 
ncurat. La proteóllsls de p35 se asocia de enfermedades ncurodegcnerativas 

? CdklO Desconocida 

? PCTAIRE Desconocida 
-----

? PFTAIRE Desconocida 
--

? PIT5LRE Desconocida, posible papel en inducción de apoptosls. 
-- ------

Gl,2 ? Inducida en agresiones que estimulan apoptosis. Se ha reportado asociación 
con Cdk5. lRestrlngida a vertebrados? 

--
1 1 ? Desconocida, relacionada a ciclina G ,. 

Desconocida. Homología con ciclinas transcrlpcionales. Inducida por 

l--
Ll,2 ? 

esttmulación dopamlnérglca 

M ? Homología con ciclinas transcripcionales. 

o ? Descrita como uradl·DNA glicosilasa. Homología con dclinas. 

p ? Relativa distancia con ciclinas del tipo A y B. Función desconocida. 
lRestringlda a vertebrados? 
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Además de la agrupación-según su homologia estructural, las ciclinas y las cdk's pueden 

clasificarse según lac fose-del' cicto-cclular que regulan (fabla 1 y Fig. 2). El primer complejo en 

activarse es el formado por la ciclina D y las cinasas cdk4 ó cdk6, el cual regula la progresión a 

través de G 1 y se inactiva al final de la misma fase. Ln principal función de éste complejo es 

fosforilar al producto proteico del gen supresor de tumores Rb (Bcijcrsbcrgcn y Bcmards, 1996). 

La proteína Rb en su estado hipofosforilado se encuentra unida al factor de transcripción E2F y a 

las proteínas HDAC y SWIFl/2, para formar un complejo represor de la transcripción por el 

secuestro de E2F y la compactación de la cromntinn por parte de HDAC y SWIF (Sticgler el al., 

1998; Klochcndlcr el al., 2002). Al formar parte de éste complejo, Rb reprime la transcripción de 

genes implicados en In progresión de la fose G 1 a S del ciclo celular. Entre los genes activados por 

E2F se encuentran la ciclina E y diversos genes implicados en In síntesis de DNA. La fosforilación 

de Rb por el complejo ciclina D/Cdk4 ó 6 promueve la liberación de E2F del complejo represor de 

la transcripción. Una vez libre, E2F es capaz de activar al promotor de In cilina E y promover In 

acumulación de su protcina en In fase final de G 1. 

Postcriom1cntc, In ciclina E se asocia con Cdk2, y una vez activo el complejo promueve el 

paso de la fase G 1 a S del ciclo celular. Hasta el momento se han caracterizado tres blancos 

principales del complejo ciclina E/Cdk2: Rb, NPAT y Cdc6 (Zhao el al., 2000; Furstenthnl el al., 

2001). 

El complejo ciclina E/Cdk2 es capaz de fosforilnr a Rb en sitios distintos a los fosforilndos por 

el complejo D/edk4-6. Aunque la fosforilaeión de Rb por el complejo ciclina D/edk4 ó 6 promue\·c 

la liberación de E2F, no parece afectar la unión de las proteínas HDAC y SWIFJ/2. Este rnmplcjo 

todavía es capaz de inhibir la transcripción del promotor de la ciclina A. Sin embargo, la 

fosforilación de Rb realizada por el complejo ciclina E/Cdk2 produce In liberación del llDAC, 

pcrmiticndo la transcripción del gen de la ciclinn A y la posterior síntesis de In proteína. Por otro 
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lado, el complejo ciclina E/Cdk2 iambién.ticné como blancos a NPAT, protclnn involucrada en In 

biosíntcsis--dc histonas (Zhno et al .• 2000) y a-Cdc6, In cüal desempeña un importante papel en el 
- . 

inicio de la síntesis de DNA (Furstcnthnl et al., 2001 ). 

Suero 

Gl R s 

ProteOll$tf. de 
ctcllna E 

G2 

Cdc2SA 

ProtieotiMS de 
C'<.lln.1 A+ B 

Mitosis 

Figura 2. Princip~11cs complejos ciclinn/Cdk implicados en la regulación del ciclo celular. La acti\.-ida.d de cada 
complejo esta definida a. la respectiva fase del ciclo en In que participa. Además se muestran los principales inhibidorcs 
de estos complejos. Adaptado de Pines. 1995. 

Una vez iniciada la fase de síntesis del DNA, In ciclina A reemplaza a In ciclinn E en la 

formación del complejo con Cdk2. Este nuevo complejo formado es necesario para In eficiente 

replicación del DNA y la progresión hacia la fase G2. Aunque se desconocen aún la mayoría <le los 

blancos <le este complejo, se sabe que puede fosforilar a Rb y E2F. inhibiendo la actividad de 

ambas proteínas (Krcw et al., 1994). Otra proteína blanco del complejo ciclina Ncdk2 es la 

helicasa RF-A. la cual fomm parte de la maquinaria de replicación (Gibbs et al.. 1996). En el inicio 

de la fase G2. la cíclina A forma otro complejo con Cdc2, promoviendo el paso a través de G2, en 

un proceso que involucra los efectos de este complejo en el sistema de microtúbulos (Pines, 1995). 
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La decisión de entrar a mitosis está regulada estrictamente en el punto de control de G2 y en esta 

transición juega un papé! ·muy importante el estado de activación del complejo ciclina B/cdc2. Al 

final de 02 e inicio de !amitosis, In eiclina B se translocn del citoplasma al núcleo, donde fonnn un 

complejo con Cdc2, que corresponde ni primer complejo ciclinn/Cdk que fue nis lado, denominado 

inicialmente Factor Promotor de In Maduración (MPF por sus siglas en inglés) (Mnsui, 1996). 

Ahora se sabe que el complejo ciclinn B/Cdc2 puede unirse n ccntrosomns y centriolos, controlando 

de este modo In progresión durante In mitosis (Ookntn el al., 1997). Por otra parte, el complejo 

ciclina B/Cdc2 también participa en la reorganización de microtúbulos y los cambios en cl 

comportamiento y arquitectura celular durante ésta fose. Otro papel importante del complejo ciclina 

B/Cdc2 es el de fosforilar n In histonn H 1 y favorecer In compactación de In cromatina y los eventos 

tempranos de la mitosis (Swnnk el al., 1997). 

Regulación de cicllnas y Cdk 

La actividad de los complejos ciclinn/Cdk, n lo largo del ciclo celular está regulada 

principalmente por la disponibilidad de las eiclinas, las cuales son sintetizadas y degradadas en 

periodos espccilicos del ciclo celular. De ésta fomm, In slntcsis proporciona niveles máximos de las 

ciclinas durante In fose del ciclo celular en la que participa, mientras que su dcgrndación 

proteolitica asegura el desarrollo secuencial de los eventos desencadenados por los complejos 

ciclina/Cdk. 

Los promotores de las diversas ciclinns se encuentran regulados de manera dependiente del 

ciclo celular. De esta forma se garantiza que una detcm1inada ciclina sólo se exprese en la fase del 

ciclo celular donde se requiere su presencia. Por otro Indo, las ciclinas son degradadas por el 

protcosomn n través de una vía dependiente de ubiquitinación (Pines, 1995; 1 lcrshko. 1997). La 

degradación de las ciclinns presenta diferencias en el tipo de ubiquitina-ligasa que empican. Las 
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ciclinas de la fase G 1 (D y E) tienen una vida media corta (30 minutos). y su degradación se 

encuentra asociada a las secuencias PEST que se localizan hacia la región carboxilo tcn11inal de la 

protcina, dentro de la denominada caja F, que es reconocida por el complejo ubiquitina-ligasa 

Skpl-Cdc53/Cullin-F-Box (SCF), quien lleva a cabo la ubiquitinación de estas ciclinas. Por otro 

lado, las ciclinas mitóticas (A y B) son degradadas en función de la presencia de un dominio 

conocido coma la caja de destrucción (caja D) y la ubiquitinación Ja lleva a cubo el complejo 

promotor de la anafasc (APC/C) (Tycrs y Jorgensen, 2000). 

La actividad de los complejos ciclina/Cdk también puede ser regulada a través de eventos de 

fosforilación y dcsfosforilación de la subunidad Cdk. Una vez formado el complejo ciclina/Cdk, se 

requiere de la fosforilación de un residuo conservado de trconina en la posición 160/161 de Ja Cdk 

para su activación. La fosforilación de este residuo conservado, la realiza el complejo formado por 

ciclina l-l/Cdk7, conocido como complejo activador de cinasas (CAK) (Morgan 1997). La 

fosforilación del residuo de trconina 160/161 en la Cdk, induce un cambio confom1acional de la 

protcina. permitiendo In exposición de los residuos de trconinn y tirosina localizados en las 

posiciones 14 y 15 respectivamente, y su posterior fosforilnción por una familia de cinasas cuyo 

prototipo es la proteína Wccl. Estas dos últimas fosforilaciones inhiben la actividad del complejo 

ciclina/Cdk. Por lo tanto, es necesario In presencia de una fosfotasa para desfosforilar los residuos 

14 y 15 de la cinasa y pemtitir la función del complejo. Diversos reportes han demostrado que la 

familia de fosfatasas duales Cdc25 son los responsables de desfosforilnr los residuos 14 y 15 de la 

subunidad Cdk. Esta serie de fosforilnciones y desfosforilaciones penniten regular finamente la 

actividad de los diversos complejos ciclinns/Cdk. En el caso del complejo fonnado por ciclina 

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

Cdc25 (Ekhlom y Red, 2000). 
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Las proteínas inhibidoras de lns cdk's (CKJ). proporcionan la tercer vía de regulación de los 

complejos ciclina/Cdk. Hasta el momento se han identificado dos familias de CKJ en células de 

mamíferos: Cip/Kip e INK4. La familia Cip/Kipl está compuesta por tres miembros: p2lwan/cipl, 

p27kipl y p57kip2; mientras que la familia INK4 incluye n p 16, p 18 y p 19. Aunque ambas familias 

proteicas inhiben In actividad de los complejos eiclinas/Cdk, cada una lo hace de manera diferente 

(Vidal y Koff, 2000). Los miembros de In familia Cip/Kip son capaces de inhibir a todos los 

complejos ciclina/Cdk, uniéndose directamente ni complejo ya fommdo e impidiendo su función. 

En el caso de la familia INK4, sus integrantes únicamente inhiben la actividad de cinasn asociada a 

la ciclina D, al impedir la unión de In ciclina con In Cdk. Recientemente se ha determinado que para 

la completa activación del complejo ciclina D/Cdk4-6 es necesaria la presencia de p2 I Cipl a una 

concentración baja; sin embargo, concentraciones altas de p2 I Cipl producen In innctivación del 

complejo, además de que lu región que promueve la activación es distinta a la que participa en In 

inactivación del complejo (Wclckcr et al .. 1998). 

La síntesis, degradación y disponibilidad de los CKI, constituyen una vln importante de 

regulación del ciclo celular. Uno de los casos más concretos es la regulación de la expresión de p21 

por p53. que es uno de los principales sensores a dafto al DNA y funciona como trnnsactivador. 

Cuando existe un daño en el DNA, la proteína p53 se acumula en el núcleo y a través de su función 

como transactivador promueve la expresión de p2 I (Macleod et al .• 1995). De esta forma, como 

respuesta al dai\o en el DNA, se incrementan los niveles de p21 Cipl para inhibir la actividad del 

complejo ciclina/Cdk y provocar un arresto en el ciclo celular. Por otro lado, la degradación de los 

CKI también se encuentra finamente regulada. En el caso particular de p27Kipl, su degradación se 

encuentra regulada por el complejo ciclina E/Cdk2. Durante la fase tardía de G 1, al incrementarse 

la actividad del complejo ciclina E/Cdk2, p27Kipt es fosforilndo por éste complejo, marcándolo para 

su degradación a través de la vía de la ubiquitina (Vlach el al., 1997). Por otro lado, se ha reportado 
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que p27Kipl tiene mayor afinidad,:t)·o~ el Í::o~bt~j~'zic:llmi D/Cdk4-6 que por el complejo ciclina 

E/Cdk2. De esta' fonna,cün -'all~~~i'o~'én:!tosTnivctCs'protci~os- del complejo ciclina D/Cdk4-6 

promueve el s~cucstr;; d~ p2i;pf : i!¡iid;;' qÜ~ é~·ia se una y reprima al complejo ciclina E/Cdk2 

(Takuwn y Takuwa; 19~7}. < \( : . :; :·: '._ · .. -

Finalmente, s~ hn dcmost~do q~~ In ~~tividn~ de l~s complejos ciclinn/Cdk también puede ser 

regulada por su localización intrncclulnr. En el caso particular del complejo ciclinn B/Cdc2, tanto In 

ciclina como la Cdk presentan una locnliznción citosólicn durante las primeras fases del ciclo 

celular donde no se necesita de su actividad. Sin embargo, poco antes de In trnnscición de G2 hncin 

mitosis. que es la fase del ciclo celular regulado por el complejo ciclinn B/Cdc2, la ciclina B y 

Cdc2 se trnnslocan hacia el núcleo (Kishimoto y Okumurn, 1997). Por otro Indo, n lo largo del ciclo 

celular, Wccl (el regulador negativo del complejo ciclinn B/Cdc2) se encucntr.i en el núcleo 

mientras que Cde25c (el regulador positivo del mismo complejo), permanece en el citoplasma 

durante In interfase, para trasladarse ni núcleo hnstn el final de G2 junto con el complejo ciclinn 

B/Cdc2, pcm1itiendo de esta manera, In completa activación del complejo (Pines, 1995). 

Los complejos ciclinas/Cdk constituyen la maquinaria principal del cielo celular y de su 

regulación depende la transición ndecundn n lo largo de cada unn de las fases. Por tal motivo, en 

enlennedades como el cáncer, donde ocurre una desrcgulnción de la proliferación, es frecuente 

encontrar diversas alteraciones en In regulación de los complejos ciclinas/Cdk. 

Ras 

Una de las primeras familias génicas en ser relacionadas con el cáncer, fue la integrada por los 

tres genes ras: H-ras. K-ras y N-ras. Inicialmente, los genes H-ras y K-ras fueron descubiertos 

como la región génica responsable de In actividad trnnsformante de los virus de sarcoma murino de 

1-larvcy y Kirsten, respectivamente. Posteriormente, un tercer gen altamente relacionado. N-ras se 

caracterizó en una línea celular de neuroblastoma. Poco tiempo después, se detenninó la presencia 
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de los tres genes ras en forina .de prolo~oncogcncs en el genoma de células cucarióticas. Finalmente 

se determinó ·que· los lrcs·gcnes' ras·jucgnn .un papel muy importante en la regulación de la 

proliferación y difercncia~ión de células normales. Sin embargo, su alteración oncogénica los 

co.nvicrtc en uno de los principales .elementos en el desarrollo de un tumor. Las versiones 

oncogénicas de ras difieren de las normales únicamente en una mutuación puntual, In cual produce 

sustituciones de alguno de los aminoácidos localizados en las posiciones 12. 13, 59. 61 ó 63 de la 

proteína (Malumbrcs y Pclliccr, 1998). 

Ras es el oncogcn más frecuentemente mutado en diversos tumores, presentando una 

frecuencia de alrededor del 30% en lodos los tumores sólidos (Bos, 1989). Sin embargo, en algunos 

tipos de cáncer su frecuencia es casi del 100%, como en el caso del carcinoma cxócrino de 

páncreas. Las protcinas Ras son el prototipo de un grupo de proteínas que unen e hidrolizan 

nuclcótidos de guanina: la familia de las pcqucilas GTPasns. Dicha familia se encuentra constituida 

por proteínas de 20-25 kd con gran homología estructural. La familia de las pequcilas GTPasas está 

formada por varias subfamilias: Ras, Rho. Rab, Raf. Ran y Rad/Gcm. La subfamilia de Ras 

comprende a las proteínas Ras (H-Ras, K-Ras y N-Ras), Rap (IA,IB,2A y 2B), R-Ras (R-Ras. R­

Ras2/TC2 /, R-Ras3//lf-Ras), Ral (A y B), Rheb y las recientemente descubiertas Rin y Rit (Reuthcr 

y Dcr, 2000). 

Las proteínas Ras presentan un amplio grado de conservación en especies muy separadas 

cvolutivamcnlc. De hecho pueden funcionar en sistemas hclerólogos, de tal manera que 

construcciones de ras de levadura son capaces de transformar células de ratón Nlll3T3. lo que 

indica un papel clave de éstas proteínas en la actividad celular (Malumbrcs y Pcllicer. 1998). L"ls 

células de mamíferos codifican tres genes ras funcionales: H-ras. K-ras y N-ras, los cuales se 

encuentran en distintos cromosomas y muestran una estructura y función muy similar. Se 

componen de cuatro cxoncs y una región 5' no codificantc. Los genes ras difieren ampliamente en 
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el tamaño y secuencia de intrones. Lns secuencias genómicns nbnrenn 3 kb en lf-ras, 7 kb en N-ras 

y más de 35 kb en el caso de K-ras. Estos tres genes tienen promotores enracteristicos de genes 

constitutivos, con altos contenidos de GC y carecen de cnjn TATA. La expresión de los tres genes 

ras se mantiene constante en In célula y la regulación de su nctividnd sucede básicamente por el 

estado de unión n nuclcótidos de guanina (Rebollo y Martinez-A, 1999). Los tres genes ras se 

expresan en lodos los órganos y tipo celulares, aunque In expresión de cada gen puede variar en 

cada tejido, nsi como su requerimiento durante el dcsnrrollo embrionario. Diversos estudios hnn 

demostrado que lf-ras y N-ras no son indispensables en el desnrrollo embrionario del ratón; 

mientras que K-ras si parece serlo (Esteban et al .. 200 l ). 

Unión GTP/GDP 
Dominio erector 
Unión a GAP ---

85 165 188 - --
Reglón hlpcrvarlable c:==:J 
Anclaje a membrana • 

...... 1 .. !.1 .. tt. !.~~-· 
K-RasB K·RasA H-Ras 

Figura 3. Estructura de las proteínas Ras. La región de máxima homologfa se presenta en los primeros SS aminoácidos. 
La región hipcrvariblc corresponde a los últimos 25 aminoácidos de la región carboxilo terminal. al final de la cual se 
encuentra la secuencia CAAX. donde se presentan modificaciones postraduccionalcs p3ra el anclaje a la membrana. 
También se nmcstrn la distribución de los dominios imponantcs en la actividad de Ras. 
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Los genes ras codifican _ proteínas de aproximadamente 21 kd, que constan de 188 

aminoácidos, en el caso de- H-Ras -y N-Ras. Por otro lado, K-Ras presenta un procesamiento 

alternativo, dando como resultad.o dos protclnas isomórlicas, K-RasA y K-RasB de 188 y 189 

aminoácidos, respectivamente. Las cuatro protelnas Ras presentan un alto grado de identidad en sus 

secuencias (Fig. 3), la cual es del 100% en los primeros 85 aminoácidos n partir de la región amino 

terminal. Del aminoácido 86 al 165 estas protelnns presentan una homologla del 85%. Sin embargo, 

n partir del aminoácido 186, las protclnas presentan una gran divergencia excepto en los últimos 

cuatro aminoácidos, conservando únicamente una homologla del 4%. Esta última región 

comprende el dominio hipcrvariablc y la secuencia CAAX (donde C, cisteinn; A, cualquier 

aminoácido; X, serina o mctionina), de gran importancia en la unión de las protclnns Ras a la 

membrana celular (Bar-Sagui, 2000). 

La capacidad de unión de Ras n nuclcótidos de guanina depende de ni menos cuatro motivos 

distribuidos a lo largo de toda In proteína, con excepción de la región hipcrvariablc (Fig. 3). Por 

otro lado, el dominio a través del cual Ras interactúa con sus efectores, corresponde a los 

aminoácidos 32-40. El dominio efector de Ras se sobrclapa con el dominio de unión 11 las protcinas 

activadoras de In función GTPasa de Ras (GAP). 

Las proteinns Ras son sintetizadas inicialmente como proteínas citoplásmicas. Sin embargo, 

para ser funcionales requieren de su localización en In cara interna de la membrana plasmática. El 

trúlico hacia la membrana y el posterior anclaje a In misma, se debe a modificaciones 

postraduccionalcs de la proteína (Fig. 4). La secuencia CAAX determina el reconocimiento de 

diversas farnesil-transferasas citophísmicas, que se encargan de catalizar la adición covalcntc del 

lipido isoprcnoide farnesilo de 15 carbonos en el residuo de cistclna de la secuencia CAAX. A 

continuación se lleva a cabo la eliminación protcolltica de los residuos AAX y la mctilación del 

recién fon11ado residuo cnrboxilo terminal de cistclna farncsilado por un grupo de enzimas 
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asociadas al retículo (Reuthcr y Dcr, 2000). Posteriormente, se lleva a cabo la adición de grupo 

palmítilo en los residuos de cisteína de la región hípcrvariable cercanos al residuo cisteina terminal 

de H-Ras, N-Ras y K-RasA. En el caso de K-RasB no se lleva a cabo el proceso de palmitonación 

debido a la ausencia de residuos de cistclna. Sin embargo, K-RasB presenta secuencias ricas en 

lisina que pcm1itcn se complete su localización final en la cara interna de la membrana. donde lleva 

a cabo su función (Ellis y Cmk, 2000). 

Cito plasma 

p F 

~-e- -OMe 

'Segunda seftal" {} ® 
(palmltonac~n) u P 

Golgl 

~-CAAX 
C? 

FTasa :> ~-CAAX r::::=::> 
(€¡-PP 

F 

~··· ~KKK-C-OMe 

~ 
~···~ ~ KKK-C-OMe 

fl' ·Segunda ~ar 
~ u (Regoón polib.\sica) 

Retkulo endoplAsmlco 

G0~·0Mc 
AA.X. rrote-óllsls y 
carbo1.lmetllactón 

Figura 4. Procesamiento postrnduccional y transporte de Ras a la membrana plasmática. Posterior a la sintesis de las 
proteínas Ras. se lleva a cabo la adición de grupos lipidicos de Fomcsilo (F). que ¡uoporcionan la primera sci\al de 
anclaje n la n1cmbrnm1. Una vez en rcticulo sucede una degradación protcotitka de los residuos CAAX y una. 
mctilación del residuo carboxilo tcm1inal de cistcína. La udición de grupos de ralmililo o la región de polilisinas 
dctcnnina la segunda señal para la completa locali7.ación en la cara interna de la nlcmbrana. Adaptado Je Ruther y Der. 

"°ºº· 

Regulación de la actividad de Ras 

La actividad de Ras está detcmtinada por la unión a nuclcótidos de guanina. La forma inactiva 

de Ras se encuentra unida a GDP, mientras que el estado activo de Ras sucede cuando se encuentra 
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unido a GTP. Una vez activo Ras participa en la transducción de diversas señales de proliferación y 

diferenciación celular (Rebollo y Martíncz-A, 1999) (Fig. 5). 

La activación de Ras es propiciada por los factores de intercambio de nuclcótidos de guanina 

(GEF), también conocidos como factores de estimulación de la disociación de GDP (GDS). Estos 

factores reconocen la forma inactiva de Ras unida a GDP y favorecen su disociación al inducir un 

cambio conformacional en la protclna Ras:~ Una vez libre Ra.~ se une a GTP, el cual se encuentra 

una mayor concentración intral:eiul~r q~e el GDP, quedando de esta manera en su estado activo 

(Fcig, 1994). 

Inactivo 

Estimulas extracelulares 

Factores de Intercam blo de 
nucleotldos de Guanlna(GEF): 

Sos, R•sGRF, R•sGRF2, R•aGRP,R•a, Vav, 
SmgGDS, C3G 

Protefna Actlvador• de 
GTPasa (GAP): 

P120•GAP, NF1, GAP1m, 
GAP11PB4BP, IQGAP1, 

SynGAP 

Activo 

EFECTORES 

Figura 5. El ciclo de activación de Ras fluctúa entre In fonna inactiva unida a GDP y In forma activa unida a GTP. La 
activación es promovida por los Factores de Intercambio de nucleótidos de Guanina (GEF), mientras que la 
inactivación es facilitada por las Protelnns Activadorns de GTPasa (GAP). 

Hasta el momento se han caracterizado diversos factores intcrcambiadores de nuclcótidos de 

Ras: Sos. RasGRF, RasGRF2, RasGRP, Vav, SmgGDS y C3G. Sos es el factor más ampliamente 
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estudiado, se encuentra relacionado con el producto del gen Sos de Drosophila, tiene una amplia 

distribución en todos los tejidos y es del que mejor se conoce su función. Este factor ha permitido 

la integración de la señalización de factores de crecimiento con la activación de Ras. Aunque Ras 

puede ser activado por diversos receptores mcmbranales, el ejemplo más representativo de esta 

activación es mediante receptores con función de tirosina cinasas. La unión del ligando al Receptor 

Tirosina Cinasa (TKR) provoca la dimcriznción del receptor y su autofosforilación en residuos 

tirosina, localizados en la parte citoplásmica del receptor. Estos sitios fosforilados son reconocidos 

por la molécula acopladora Grb2, a través del dominio de homologla tipo Sre2 (SH2). Por otro lado 

Grb2 se encuentra generalmente acoplado a Sos, a través de sus dominios de homologla tipo Sre3 

(SH3), los cuales se pueden unir a la región rica en prolina del dominio carboxilo tcm1inal de Sos. 

En esta fomtn Sos es reclutado a la membrana plasmática a través de Grb2, donde puede llevar a 

cabo la activación de Ras (Fig. 6) (McConnick, 1993; Malumbrcs y Pclliccr, 1998). 

Aunque Sos es el prototipo de los factores de intercambio de nuclcótidos para Ras, se han 

identificado otros factores de intercambio. RasGRF se identificó como un homólogo del GEF de 

Ras CDC25 de Sacharomyces y se expresa principalmente en cerebro. Recientemente se identificó 

RasGRF2, que también tiene una función de GEF de Ras y su regulación está influenciada por 

cakio. Otro factor de intercambio que recientemente se aisló es RasGRP, que se expresa en sistema 

nervioso y la actividad de este factor parece estar mediada por cambios en dincilgliccrol (DAC) y 

cnncentrncioncs de calcio, ligando estas vlas con las cascadas moduladas por Ras (Ebinu et al., 

I •)')8). Por otro lado SmgGDS es capaz de cntnliznr el intercambio de nuclcótidos de K-RasB, pero 

nu de las otras proteínas Ras. En tanto que Vav, sólo se expresa en tejido hcmatopoyético y existe 

controversia sobre el papel de esta proteína como GEF de Ras, pues mientras existen reportes que 

señalan a Vav conio un factor de intercambio de nuclcótidos de Ras, que se activa por receptores de 

células T, otros trabajos señalan que este factor de intercambio actúa preferentemente sobre Rae. 
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Por otra parte, aunque C3G posee los dominios de homologla a CDC25 que poseen los demás GEF 

de Ras, su función es especiliea para Rapl y no para Ras (Quilliam et al 1995). 

Receptor 
n\onon1érico 

Ras inactivo 

0. ........... • _...... .v 
EGF E•tenor 

:.r r <l-~ GWi 

Figura 6. Activación de Ras por el factor de crecimiento cpidcmml (EGF). La unión del ligando al receptor provoca la 
dimcrización y ;mtofosforihu:ión del receptor. Una vez acti\'o el receptor puede reclutar protcfnas ucopladoras con 
dominios SI 12. como Grh2. que n su vez pueden unir factores de intercambio de nuclcótidos. como Sos. que activan a 
Ras. 

Por otra parte la regulación negativa de Ras esta dada por las protelnas activadoms de GTPasa 

(GAP). La actividad de GTPasa intrínseca de Ras es muy reducida, con lo que la hidrólisis de GTP 

a GDP se lleva a cabo a una tasa muy baja. Las proteínas GAP sólo n.-conocen la fom1a activa de 

Ras, unida a GTP, aumentando en un factor de 10,000 veces la velocidad de hidrólisis del GTP, 
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promoviendo la formación ele! estado inactivo de Rasunido n GDP {Doguski M y McCormick. 

1993). 

Se conocen ni menos seis protclnns activndorns de GTPnsa pnrn Ras: pl20-GAP, In protelna 

de neurofibromntosis tipo 1 (NFI), GAPlm, GAPllP4DP, IQGAPI y SynGAP. Estas protelnns se 

unen n Ras n través del dominio efector de Ras {Mnlumbres y Pellicer, 1998). 

Existe un tercer grupo de protelnns que participan en In regulación de protelnns con función de 

pequeñas GTPnsas, los Factores lnhibidores de In disociación de nueleótidos de guanina (GDI), que 

han mostrado inhibir n los GEF de Rnb y Rho. Hasta el momento no se han reportado algún GDI 

para protelnns Ras. 

Efectores de Ras 

El ciclo de activación de Ras, le permite actuar como un interruptor molecular. fluctuando 

entre In forma inactiva unida n GDP y In fom111 activa unida n GTP, regulando varias rutas de 

señalización a través de sus efectores. Lns vlns activadas por Ras tienen intluencin en varios 

procesos celulares como In proliferación, lu diferenciación e incluso In npoptosis (Downward, 

1998). La respuesta de In célula depende de varios factores como son el tipo celular, In duración de 

la activación de las distintas vias. la influencia de otras vlns cooperativas o antagónicas (Frnme y 

Balmain, 2000) 

Se han identificado varios efectores de Ras y In lista de candidatos continúa creciendo (Fig. 7) 

(V ojtck y Der. 1998). Estos efectores tienen In cnmcteristicn común de ser capaces de unirse a la 

flinna activada de Ras, n través del dominio efector {Fig.3). De los efectores de Ras se han 

identificado a Rat: PI3K. RalGDS, MEKKI, Norcl, Rinl, AF6, GAP, PKC-S (Marshall, 1996). La 

unión de Ras con su efector provoca In activación de una cascada de señalización regulada por éste 

efector. 
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Figura 7. Efectores de Ra-'>. Ln nctivnción de Ras influye en varins respuestas celulares. empleando una diversidad 
creciente de efectores, más allá de lns vlns clt\sicns que involucran n Rnfy a In PIJK. 

Los miembros de In familia de Rnf, que son (una vez activos) cinnsas especificas 

scrina/trconinn, destacan entre los efectores de Ras por ser de los mejor caracleri:r.ados. Ras tiene In 

capacidad de unirse a Rnf y translocarlo a In membrana, donde se lleva n cabo su activación, en la 

que participan otros factores además de Ras. Por otro lado se ha observado que existen diferencias 

en los mecanismos de activación de los distintos miembro de In familia Raf(Fcig y Schaffimunscn, 

l 'N4; Marnis y Marshall, 1996; Campbcll et al., 1998). La translocación de B-Raf a la membrana 

parece ser suficiente para su activación, además de favorecer In activación de Raf-1 (Mizutani et 

al .. 2001). Además se ha señalado que Ras puede fommr d[meros en In membrana y favorecer la 

activación de Raf (lnouyc et al., 2000). Por otra parte, se hn sci\alado la participación de otros 

factores citoplásmicos y a las prole[nns 14-3-3 como fncilitadoras de la activación de Rafpor Ras 

(Rommcl y Hafcn, 1998). Otra prote[na que podría estar involucrada en esta vin es In Cinnsa 
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intermediario de Ras y Raf (Katz yMc:Connic~ 1997)'. 

La activación de Rafd~sencadcna Ünr~~rle d~ fosforilaciones de los ~iembros de la vla de las 
-- :.,- .. _ ,<'- :: .. _.- :_ . -' . -~' . ."- : ,: __ . ' ' ' .: . . . -

cinasas de proteínas activad~ por mitÓgeri¡;s· (MAPK)~ Raf activado fosforila a la cinasa de 

MAPK/ERK (MEK}, quien n su. vez activa n · MAPK/ERK. Esta activación provoca su 

homodimcrización y translocación ni núcleo, donde puede interactuar, fosforilnr y activar varios 

factores de transcripción como Elkl y Ets, que regulan In expresión de diversos genes involucrados 

en la proliferación (Wasyslyk, e/ al .. 1998; Shncffcr y Weber, 1999). 

Además de los factores de transcripción, ERK tiene otros substratos eitoplásmieos como 

RSK2, cPLA2, PHAS-1, con lo que esta vln puede entrelazarse con otros rutas de sci\alización 

(Vojtck y Der. 1998), además de que varias otras proteínas, con diferentes funciones celulares han 

sido involucrados con In via Rnf-MEK-ERK. 

Otra vía que ha recibido mucha atención, por In gran cnntidnc.1 de evidencias que se han 

generado, es In vin de la cinnsa e.le fosfntidil inositol (P13K). Esta cinnsa es activada por la 

interacción directa e.le su subunidnd cntnllticn pi 10 con In forma activa de Ras unida a GTP y, ni 

parecer, sólo se necesita de esta unión para que se lleven cabo In activación de In PIJK. Esta cinasa 

provoca la fosforilación del 4,5 bifosfato de lnositol 4,5 (Ptdlns[4,5]P2), quedando como 3,4,5 

tr·ifosfato e.le inositol {Pldlns[4,5]P3). Los productos de In Pl3K directamente se unen a la cinasa 

PKB/AKT provocando su translocación a la membrana, posibilitando entonces su activación por 

otras cinasas y desencadenando varias cascac.las de señalización que pueden regular distintas 

respuestas celulares que incluyen a In síntesis de proteinas, la apoptosis y la difcrenciaeiún a través 

de la fosforilación de varias proteínas como GSK.3, p7050
"' y Bad (Fig. 6) (Rebollo y Martincz-A, 

1999). 
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Además de las vías de sei'ializnción a través de Rnf y PJ3K, las respuestas celulares que 

involu'?ran la participación de otros efectores de Ras aún no se comprenden del todo, además de 

que la·, lista de efectores continúa creciendo. Se ha sci'ialndo que las rutas de RnlGDS y el 

entrecruzamiento con la sci'inliznción por Rho pueden funeionnr como reguladores positivos en la 

transfonnación por Ras. Otro efector que hn causado controversia son las protelnas nctivadoras de 

GTPasa (GAP), que han mostrado una dunlidad en eunnto a su función, pues mientras se ha 

señalado que participa en la regulación negativa de Ras (Fig.5). también se ha sei'ialndo como 

efector de Ras. El dominio de interacción con GAP se sobrepone ni dominio efector (Fig.3) y aún 

no se conocen los detalles de la intcrrcgulneión de nmbas protclnas (Tocque et al .• 1997). 

La contribución de otros efectores a la función de Ras es menos clara y aún falta por definir la 

precisa contribución de lns vlas de sci'ializnción de cndn efector en la función de Ras y cómo es 

regulada la utilización de los múltiples efectores (Shields el al .• 2000). 

Ras y ciclo celular 

La importancia de Ras en la transducción de scñnles extracelularcs le confiere un pnpcl crucinl 

en la regulación de varias respuestas celulares, entre ellas el control de la proliferación, al integrar 

seiiales mitogénicas con la progresión n través del ciclo celular. 

Desde hace varios nños se sabe que ras puede inducir In slntesis de DNA en distintos tipos 

celulares en reposo. Esta evidencia de In participación de ras en In transición G l/S del ciclo 

celular se refuerza por el hecho de que se ha demostrado que ras es indispensable para la entrada a 

la fase S (Takuwa y Takuwa, 1997) y la contribución de sus efectores en la progresión n tmvés de 

la fase G 1 (Gille y Downward, 1999). Otros estudios han señalado que la sobre-expresión de ras 

puede inducir un acortamiento en la fose G l del ciclo celular (Aktas et al.. 1997). Este 
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acortamiento de G 1 y la aceleración de la. progresión a la· fase S, está asociada a la sobre-expresión 

de ciclina D, la cual ha mostrado ser fnducida por Ras (Liu, et al., 1995). 

La activación de ciclina O por.ras parece ser dependiente de la ruta Raf/MEK, a través de las 

secuencias similares a AP-1 quc··~c ~~cucntran en la región del promotor de ciclina O (Lnvoic et al., 
.;-.-·· :.'.' : .. , .. 

1996). En la activación de promotores con secuencias AP-1 se ha demostrado también la 

participación de la vía de P13K (Trcinies, et al., 1999). La activación de cielina D, pemtite una 

mayor formación del complejo eiclina D/Cdk4-6 que al fosforilar al producto del gen supresor de 

tumor Rb puede inducir la expresión de genes regulados por E2F (pag. 6-7) y permitir la progresión 

en el ciclo celular (Fig. 8). 

Aunque la aceleración de la progresión de G 1 por la activación de ciclina O es uno de los 

principales efectos de ras en el ciclo celular, esta alteración no explica todas las propiedades 

transformantcs de ras y de hecho no es suficiente para llevar a cabo la transformación en cultivos 

primarios, a diferencia de lineas establecidas, lo que puede deberse a la cooperación con otros 

oncogcncs, como lo han demostrado ensayos en los que se muestra un efecto sinérgico entre ras y 

c-myc {Lloy c!t al., 1997). 

Diversos reportes han señalado la participación de ras en la regulación del ciclo celular en 

fases distintas al inicio de la fase S, mediante la inducción de ciclina D. Se ha señalado que Ras 

puede inducir, de una manera dependiente de suero, la expresión de ciclina A y E {Fan y Bertino, 

1997; Blanchard, 2000). Además diversos trabajos han mostrado la capacidad de Raf para inducir 

la expresión de estas ciclinas, aunque a un nivel muy bajo. Por otra parte, se ha señalado que la 

inducción de actividad de los complejos ciclina E-Cdk2 mediada por ras, se deben principalmente a 

la disminución de los niveles de la proteína p27Kipt, pues se ha demostrado que ras puede reducir la 

síntesis y la vida media de p27Kipt. Por otro lado, p27Kipl puede ser fosforilado por MAPK y esta 

fosforilación disminuye la capacidad de inhibir a Cdk2. También se ha propuesto que los niveles 
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elevados del complejo ciclina D/Cdk4-6 pueden secuestrar a p27Kipl e impedir su efecto inhibitorio 

sobre ciclina E-Cdk2 (Chcng et al., 1998). Además el aumento en In actividad de los complejos 

ciclina/Cdk y In inhibición de p27kipl son los responsables del crecimiento celular independiente del 

anclaje, que se sabe puede ser inducido por ras (Carstens et al .. 1996). 

Figura 8. Influencia de Ras en el ciclo celular. La sc11alización por Ras influye positiva.mente en la regulación del ciclo 
celular promoviendo la ac1ividaJ de los complejos de cinnsas asocindn.."i n ciclinns D y E. que directamente actúan sobre 
Rb, promoviendo la expresión de genes necesarios para la fase de síntesis. Por otra parte, la scilalización de Ras puede 
rcgul:ir negativamente el ciclo ccluhu n travt:s de p53. p16 y p15. 

Un aspecto que podria parecer contradictorio a la función de ras en la promoción de la 

pwlifcración, es que ras puede conducir a un arresto en In fase G2/l\1 del ciclo celular y 

alti:racioncs en cultivos primarios similares a la senescencia, n través de In inducción de protcinas 

inhibitorias como p53, p 161NK• y p l 9ARF (Woods et al., 1997; Serrano et al .• 1997). Por otra parte, 

la sobre-expresión de ras puede inducir un arresto en G 1 y un aumento en apoptosis. asociados con 

disminución de los niveles de ciclina Den fibroblnstos de ruta (Shno et al .. 2000). 

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

y p53. Ras regula puede regular In expresión de p2 l Cipl, el cual inhibe a los complejos ciclina 
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D/Cdk4-6 y ciclinn E/Cdk2, impidiendo de estn manera In fosforilación de Rb y In consecuente 

inhibición en In progresión en el ciclo cclulnr (Fig. 8). Ln inducción de la expresión de p2 I c.r• por 

Ras puede ser a través de p53 o de. manera dependiente de la vln de Rnf. La intensidad y la duración 

de la señalización por Rafcsta rclncionndn con el tipo de respuesta celular, ya sea In inducción de la 

proliferación o un arresto en el ciclo cclulnr, pues se hn reportado que niveles elevados de la 

actividad de Rnfinduccn In expresión de p21C1
P

1
, lo que llevan un arresto en ciclo celular, mientras 

que una actividad bnjn en In actividad de Rnf induce In expresión de ciclinn D, con In consiguiente 

progresión en el ciclo celular (Woods et al., 1997; Scwing et al .. 1997). 

A pesar de que Ras afecta un gran número de protclnns reguladoras, el efecto principal de Ras 

en el ciclo celular parece ser la fosforilnción e innctivnción de Rb (Frame y Bnlmnin, 2000). Sin 

embargo, algunos reportes sugieren que ras puede emplear unn vln altcmn pnm nlodulnr In 

progresión en el ciclo celular (Lconc et al .• 1997). De hecho, anticuerpos ncutmlizantcs contra Ras, 

no inhiben completamente la replicación del DNA en células de ratones n los cuales se les hn 

eliminado (knockout) el gen rb (Pccpcr et al .• 1997). Por otra parte, el arresto en el ciclo celular 

inducido por un rb mutante constitutivamente activo, puede ser liberado por una cocxpresión de 

myc y ras (Lconc el al .. 1997). Estas evidencias sugieren que la ruta de Rb no es la única via a 

través de la cual ras regula el ciclo celular. Por este motivo, en el presente trabajo se anali7.ó el 

clc.:to de la sobre-expresión de H-ras en el ciclo celular de células HcLa. donde las funciones de 

Rb y p53 se encuentran disminuidas por In expresión de protclnns de papilomnvirus. 
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2. OBJETIVOS 

General 
Analizar In influencia del encogen fl·ras en In fase G 1 del ciclo celular de células HcLn. 

Particulares 

Determinar si In sobre-e"Xprcsión del encogen H-ras produce alteraciones en In 
J•" -

proliferación en células HeLn. 

Evaluar In influencia. del encogen fl-ras en In duración del ciclo celular de células 

He La. . . . . . 
-:<: .. - '- . . ·. 

Anal izar In pnrfü:i~ación de la sobre-expresión· del. o neo gen H-ras en In transición G 1-S 

del ciclo celular. en células HeLn. 

Determinar In participación de las vlns dependientes de Ras. PIJK y Raf-MAPK. en In 

progresión G 1-S del ciclo celular de células HcLu 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

Para alcanzar los objetivos establecidos, se diseñó una estrategia experimental que involucró el 

análisis de las alteraciones en la proliferación celular, mediadas por H-ras, asi como la progresión n lo 

largo del ciclo celular, mediante tratamientos con fármacos que producen urrcstos transitorios en 

distintas fases del ciclo celular (Fig. 9). 

Análisis de 
proliferación celular: 

• Evaluación de la 
duplicación celular 

• Análisis de la fase S del 
ciclo celular por 
citometría de flujo 

• Ensayos de 
incorporación de BrdU 

Células HeLa 
rraskdMl.Js con 
H-ras"~"z ó con el 

W!Ctorvaáo 

Progresión a lo largo del 
ciclo celular: 

• Tratamiento con fármacos 
y análisis del delo celular 
por dctometria de flujo 

• Western blot 

• Inmunonuorescenda 

Fig. 9. Esquema general de la estrategia experimental empleada en esta trabajo 

Viasde 
señalización: 

• lnhlbldores de las 
vías 1'1APK y Pl3K 
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Cultivo celular 

Se empicaron células HcLB transfcctadns establemente con el ph\smido SV2neo H-ras Vnl12, que 

contiene una versión oncogénicn de ras (l-lcLn cj), o con el vector vnclo SV2neo (HeLn neo) (Miranda, 

er al., 1996). Ambas lineas celulares fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM suplementado con 

10% de suero fetal, L-glutaminutosn (2mM). penicilina (100 U/mi) y estreptomicina IOOµg/ml, a 37 ºC 

en una atmósfera ni 5% de C02: Como factor de selección se utilizó el fármaco G4 l 8. Las células 

fueron sembradas a una concentración de 0.5 y 0.3 X 106 células en cujas pctri de 60mm de diámetro 

para el caso del conteo celular y extracción de protelnas para Western blot y n una concentración de 

0.25 x 106 células, en cajas de 35mm de diámetro, pnrn el caso de los ensayos de citomctria de flujo. 

Conteo celular 

Para detcnninar la tasa de proliferación celular de células HcLn neo, asl como HcLa ej. se 

sembraron 0.3 x 106 células en cajas pctri de 60mm de diámetro y se adicionaron 3ml de DMEM 

suplementado. Las células se cosecharon n intervalos de 24 horas, utilizando tripsinn para desprender 

las células de la superficie de In cuja de pctri. El número de células se detcm1inó empicando una 

cámara de Ncubaucr y azul de tripnno para discriminar entre células vivas y muertas. Cada conteo se 

realizó por triplicado y se rcaliznron tres experimentos independientes. 

Tratamientos con fármacos. 

Los fánnacos empleados tienen influencia en el ciclo celular en distintas fases (Fig. 11 ). Estas 

prnpiedades se empicaron para analizar la influencia de ras sobre: l) la llegada n un arresto en mitosis, 

en el caso de un tratamiento continuo con nocodazolc; 2} la salida de un arresto transitorio de la fase S, 

en el caso del tratamiento con ctopósido; 3) In salida de un arresto en la fase G 1, producido por un 

tratamiento continuo con timidina y; 4} la duración de la fase G l desde In salida de un arresto en 

mitosis con nocodazolc. 
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Figuro 11. lnfluenei11 de los fiirmacos empicados en 1115 distintllS f115cs del ciclo celular. 

Timidlna. 

La timidina es el fámmco más utilizado en In sincronización de cultivos celulares y se empica 

desde mediados del siglo pasado. Un exceso en In concentración de este nuclcótido inhibe 

alostéricnmente a In enzima dihidro-orotasn, que pnrticipn directamente en In slntcsis de nuclcótidos de 

purina, con lo que lleva a un dcsbnlnncc de citidina que impide que se lleve a cabo la síntesis de DNA, 

provocando un arresto al final de In fase Gl,justo antes de iniciar la fose de sintcsis (Fig. 11 ). 

Para arrestar a los cultivos en In fase Gl/S del ciclo cclulnr, células en proliferación logarítmica, licia 

neo y HeLn ej, recibieron un tratamiento con timidina 2mM (concentración final) durante 24 horas 

Posteriormente se retiró In timidinn, los cultivos fueron lavados exhaustivamente con PBS y se agregó 

medio de cultivo DMEM suplementado fresco, para pcm1itir su recuperación y análisis a distintos 

tic1npos. 

Nocodazole. 

El nocodazolc es un fármaco nntincoplásico de gran utilidad en el estudio del ciclo celular. Inhibe 

la polimerización de la tubulina, lo que impide que se forme el huso mitótico provocando un arresto del 

ciclo celular en mctafase. 
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En el presente trabajo se empicaron tratamientos con nocodazolc en dos tipos de ensayo distintos. 

- En el primer tipo de ensayos, los cultivos celulares se incubaron con nocodazole a una concentración 

de 1 O ~tg/ml, durante los distintos tiempo de duración del ensayo. Al término del periodo de incubación 

con nocodnzole, se determinó el porcentaje de mctnfases por muestra. En el segundo tipo de ensayos, 

los cultivos cclulnrcs fueron incubados por 24 horas con timidina 2 mM. Posteriormente se lavaron los 

cultivos celulares con PBS, para eliminar el exceso de timidinn y se adicionó medio de cultivo con 

nocodazolc a una concentración de 0.1 µg/ml por 15 horas. Una vez transcurrido este tratamiento, se 

recuperaron las células desprendidas de la superficie de la cuja de pctri, las cuales corresponden a las 

células en mitosis. Estas células fueron lavadas con PBS 5 veces y se resembraron en cajas de pctri de 

35 mm de diámetro. Se agregó medio suplementado fresco y se cosecharon la.'> células a distintos 

intervalos de tiempo. 

Etopósido. 

El fánnaco antincopltísico VPl6, conocido comúnmente como ctopósido, inhibe a la enzima 

topoisomcrasa 11, lo que provoca que la slntcsis de DNA se ven interrumpida y produzcan daños en el 

DNA, que provocan un arresto en In fase S y G2 del ciclo celular. Tratamientos prolongados con este 

fánnaco, inducen apoptosis en cultivos celulares. 

Para arrestar a las células en la fase G2 del ciclo celular se empicó el fámtaco VPl6 (ctopósido). 

a una concentración de 10 mM, durante 1 hora. Terminado el tiempo del tratamiento, las células fueron 

la\'adas, para eliminar el ctopósido y se agregó medio de cultivo fresco para pemtitir su recuperación y 

la consiguiente salida del arresto en G2, el cual fue analizado por citomctría de flujo. 

Análisis de metafases 

Para el análisis de mctafase las células fueron cosechadas con tripsina, después de un tratamiento 

continuo con nocodazole. Las células fueron lavadas con PBS y posteriom1cnte fueron incubadas con 
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solución hipotónica de KCI 0.075M durante IS minutos a 37 ºC, con In finalidad de romper la 

membrana plasmática y obtener sólo núcleos. A continuación se centrifugaron a 3000 r.p.m. y el botón 

celular se resuspcndió en el fijador mctanol:ácido acético (3:1 v/v) y se almnccnaron a -20ºC, hasta el 

momento de llevar a cabo el análisis. Para determinar el Indice de mctafases, las muestras nlmncenndas 

fueron colocndns en portaobjetos mediante goteo a SO cm de distancia, teñidas con colorante de gicmsa 

durante 2 minutos y analizadas en microscopio óptico. El Indice de mitosis se definió como el número 

de mctafascs observadas entre el total de núcleos observados. Por cada muestra se analizó un total de 

1000 núcleos. 

Lisados celulares y Western blot 

Para In obtención de extractos proteicos, los cultivos cclulnrcs fueron lisados con buffer RIPA 

(1% Nodidct p-40, 0.5% dcsoxicolato de sodio, 0.1% SOS en PBS pH 7.4) suplc:mcntado con 

inhibidorcs de proteasas y fosfatasas (lmM PMSF, lmM ortovanaduto de sodio y 2mM fluoruro de 

sodio). Con la finalidad de aumentar la eficiencia en la ruptura celular, se realizó un lisado mecánico 

con jeringa de 1 mi. Los lisados celulares así obtenidos fueron incubados durante 30 minutos a 4ºC y 

postcrionncntc los fueron centrifugados n 14000rpm por 10 minutos a 4°C. Las protelnas totales fueron 

recuperadas del sobrenndantc y se cuantificaron utilizando el Kit BioRad DC protein assay (BioRad, 

Hcrculcs, CA) y se mezclaron con buffer de carga para el posterior corrimiento clcctroforético. 

Cantidades similares de proteína se calentaron a ebullíción por 5 minutos y se resolvieron en gel de 

poliacrilamida-SDS, utilizando un ampcrajc constante de 23 mA por gel. A continuación, las protcinas 

separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amcrsham, MA), en una cámara de 

11-,msfcrcncia húmeda. Posteriormente la membrana se bloqueó con una solución de leche libre de grasa 

al S'!'c> en PBS, por 90 minutos y, una vez bloqueada, se lavó la membrana con PBS-Twcen 0.5%, dos 

veces y se incubó con el anticuerpo policlonal de conejo anti-cielina 13 (Santa Cruz Biotcchnology, 

Santa Cruz, CA) durante toda la noche. Al día siguiente se lavó la membrana con PBS-twccn dos veces 
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y se incubó con un nnticucri)o de chivo anii~IgG de conejo ncoplndo a peroxidnsa (Zymcd. Soulh San 
' ·:= .. : ,:.- ' . .'',· . 

Francisco), por 90 minutos,:se t~yó·'co~· PBli~tween 2 veces y dos veces con PBS. Posteriormente se 
-- ~- .. 

llevó n enbo · In visllntizncióñ 'de lns protelnas empleando el sistema de detección por 
... ·, .. ', ., ,. 

quimioluminÍ.ttosisccncin' ECL (Aincrsham, MA) y exposición n plncas XO-Mat (Kodak). 

Citometrfa de flujo 

Para determinar lns alteraciones producidas por el oncogcn 11-ras en ciclo cclulnr. se empleó la 

medición individual del co'ntcnido de DNA por citometria de flujo. Las células son tei\idns con un 

fluorocromo que se intercalo en el DNA, In cantidad de fluorescencia que emite cada célula. cuando es 

excitada con el láser del citómelro de flujo, es directamente proporcionnl a In cantidad de DNA que 

contiene dicho célula (Fig. 11). En unn poblnción celular hny célulns que no han replicndo su DNA y la 

intcnsidnd de emisión de fluorescencia se designa como unn unidad arbitrario; estas célulns 

corresponden a lns célulns que se encuentran en G 1. Por otro lado existen células. en la población 

cclulnr, que ya han replicado su DNA y cuya intensidad de emisión de fluorcsccncin corresponde a dos 

unidades nrbilrnrins; estos células se encuentran en las fases G2 y M. Finnlmcntc encontramos células 

cuya intensidad de emisión de fluorescencia se encuentra entre unn y dos unidades arbitrarias; estas 

células corresponden a células en fose S, que han empezado (y no han concluido) la replicación del 

DN:\. El histograma resultante de la población celular con respecto a In cantidad de DNA, se anali7..a 

por computadora para dctcrminnr la proporción de célulns que se encuentran en las distintas fases del 

cic:ln celular. El citómctro ndcmás nos proporciona otras características, como el tamaño y la 

granularidad de las células. 
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Figura 11. Citomc1ria de llujo. a) Esquema general un citómclro de flujo. Las células tci\idas con un nuorocromo son 
excitadas con un lmz láser, produciendo la emisión lu cn1isión de nuorcsccncia, que es cn.ptada por detectores pam su 
cuantificación. b) En el presente trabajo se cuantificó el DNA individual de cad:t cClula mediante la fluorescencia emitida 
después de teñirse con yoduro de propidio b)A111ílisis del ciclo celular por cilomctrfa de flujo. Los fluorocrumos empicados 
en este caso se intercalan en el DNA,. la emisión por tnnlo corresponden la cantidad de DNA que posee cada célula. 

Para el análisis del ciclo celular por citomctria de flujo, las células fueron cosechadas con 

tripsina, lavadas con PBS y lijadas inmediatamente con etanol frío al 80o/o. Las células fueron 

almacenadas a -20"C por 24 horas Posteriom1entc las células fueron centrifugadas, para eliminar el 

etanol y el botón celular se resuspcndió en 200 µl de solución de tinción (PBS, RNAsa 100 µglml y 

yoduw de propidio 50~1g/ml) y se incubaron durante 60 minutos en oscuridad, a 4ºC. Los datos de las 

poblaciones celulares se adquirieron utilizando un citómctro de flujo FACSort (Becton Dickinson 

lnununocytomctry Systems, San Jose, CA) y el análisis de las fases del ciclo celular se realizó 

empicando el software CellQuest (BDIS) y ModFit (Verity Software llousc Topsham, ME). 

lnmunofluorescencia 

Células HcLa neo y HeLa ej fueron cultivadas sobre cubreobjetos, en cajas de pctri de 35 mm de 

diámetro, en las condiciones correspondientes a cada ensayo. Una vez transcurrido el periodo del 
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ensayo, las células fueron lavadas dos veces con PBS (después del tratamiento respectivo) y fijadas 

con mctanol:acctona (1: 1) a -20 ºC por 1 minuto. Las células fueron pcrmcabilizudas con tritón X-100 

0.25% en PBS y bloqueadas con albumina 1 %, durante 1 hora. Posteriormente, los células fueron 

incubadas por 18 horas con un anticuerpo policlonal de conejo anti-ciclina B (Santa Cruz. CA), seguida 

de 3 lavados con PBS-Twcn 0.5% e incubación con un anticuerpo secundario biotinilado anti-lgG de 

conejo (Zymed, South San Francisco, CA). Por último, el complejo cstreptavidina-fluorcscclna fue 

adicionado y las células fueron visunlizudas con un microscopio de cpifluorcsccncia (Lcica Diostnr). 

Incorporación de Bromodesox/uridina 

Los cultivos celulares se incubaron con Bromodcsoxiuridina (BrdU) 10 µM a los tiempos 

indicados y las células fueron cosechadas y fijadas toda la noche con etanol al 80 %, a -20 ºC. 

Postcrionncntc las células fueron incubadas con RNAsa 0.5 mg/ml por 10 minutos a 37 ºC, seguidas 

de 30 minutos con parafommldchldo, a temperatura ambiente. Después las células fueron tratadas con 

HCI O.IM y tritón X-100 por 10 minutos a 4ºC y bloqueadas 1 hora con albúmina al 1%. 

Posteriormente las células fueron incubadas con un anticuerpo acoplado a isotiocianato de fluorcscclna 

(FITC) nnti-BrdU (Bcckton-Dickinson), toda la noche, para posteriormente eontratcñirse con yoduro 

de propidio 10 ~1g/ml por 1 hora. Las células asi teñidas fueron analizudas por citometria de flujo con el 

citómctro FACSort (Bcckton Dickinson lnmunocytometry Systcms, San Josc, CA). 

Tratamiento con lnhlbidores 

Pam analizar In participación de las vías de Raf y PI3K, las células fueron sincronizadas en 

mitosis mediante un doble bloqueo con timidinn 2mM por 15 horas, seguido de un tratamiento con 

nocodnzolc O. lµg/ml por 15 horas. Dos horas después se llevó a cabo el tratamiento con inhibidorcs, en 

el caso de la inhibición de la vla de Rnfsc agregó a los cultivos celulares PD098059 (Sigma, St. Louis, 

MO), un inhibidor específico de MEK, a una concentración final de 50µM de. Parn la inhibición de la 
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Pl3K se adicionó un inhibidor especifico de esta enzima, la wortmanina, a una concentración final de 

50 nM (Sigma, St. Louis, MO), cada 3 horas. Posteriormente las células fueron cosechadas y fijadas 

con etanol al 80%, a los tiempos indicados. Las muestras fueron tratadas con 1 OOµg/ml RNAsa A y 

teñidas con 50 ~1g/ml yoduro de propidio y analizadas por citomctrín de nujo. 
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4.RESULTADOS 

Efecto de la sobre-expresión de H-ras en la proliferación de células HeLa 

Duplicación celular 

En los ensayos de proliferación celular, se cultivaron células transfcctadas con el oncogen 

H-ras (HcLa cj). así como con el vector vaclo (HcLa neo). bajo las mismas condiciones. En la 

figura 12 se muestra la gráfica y la tabla de los resultados de cslos ensayos. En ambos casos se 

observó un crecimiento de tipo cxponcncinl; sin embargo las células establemente HeLa cj 

presentan unn proliferación más acelerada, con diferencias significativas en el tnmnilo de las 

poblaciones cclulnrcs, a partir de las 72 horas. Estos resultados fueron consistentes en tres 

ensayos independientes. Estos datos sugieren que aún en ausencia de Rb, el oncogcn JI-ras es 

capaz de producir un aumento en In proliferación celular. 
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Duplicación celular 

40 

30 Células " 10• 
Tiempo Hel.a neo Hela ej 

20 Chrsl <H·ri'<'I 
o 1.5 1.5 

10. 12 1.52 1.98 
24 4.48 3.86 

o 48 7.13 6.85 
o 2 3 4 5 72 11.2 12.18 

Olas 94 11.2 22.56 
120 16.7 36.36 

Figura 12. Efecto Je Ras en la proliferación cctulnr en células HeLa. L.is células llcU cj presentan una n1ayor 
proliferación ( •) que las células HcLn neo ( O ). La gráfica y la tabla mucstrn.n los promedios de los rcsultsdos de 
tres ensayos independientes. 
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Citometrla de flujo 

Para vcri ficar que el aumento en la tasa de proliferación producido por H-ras se debe. u~ · 

aumento en la proporción de células en fase de síntesis; se analizaron, por citometrla de fujo, las 

poblaciones en las distinas fases del ciclo cc.lulnr. Células HeLn neo y HeLn ej, de cultivos 

asincrónicos en proliferación,_ fueron cosechadas, fijndas y tei\idas pnra el nnálisis del contenido 

individual de DNA, por citometrla de flujo. En estos cnsnyos se encontró que las células HeLa 

ej. presentan un porcentaje mnyor de células en fase S (28.2%), en comparación con las células 

que no sobrc-cxpresnn este oncogen, HcLa neo (21.5%) como puede verse en los histogramas de 

la figura 13. 
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llcLa-cj 

48.1 
28.2 
23.6 

1000 

Figura 13. llisto¡;nmrn Je la citomclria Je flujo de cultivos asincrónicos de cclulas lleLa neo y HcLa ej. Las c~lulas 
l Ida cj, presentan un n1ayor número de células en rase S, que las células HcLa neo. Las gráficas muestran un 
~xpcrimcnto representativo para cada lincn cclulnr, de tres ensayos rcaliz.nJos inJcpendicntcmcntc. 

Incorporación de Bromodesoxiuridina 

Con la finalidad de cvnluar el efecto de JI-ras en In tasa de síntesis de DNA en células 

1 leLa, se realizaron ensayos de incorporación de bromodesoxiuridina (BrdU). La BrdU es un 

análogo de timidina que se incorpora al DNA durante la replicación. Esto nos permite analizar la 

tasa de sintcsis de DNA ni determinar la cantidad de BrdU incorporada en un cultivo celular, 

mediante inmunodetccción de la BrdU por citomctrla de flujo. En la figura 14 se muestran los 
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resultados de estos ensayos, en los que se puede observarse que las células HcLa ej incorporan 

más BrdU que las células control, lo que implica que 11-ras induce una mayor síntesis de DNA 

en células 1-leLn, nún en ausencia de Rb. De estn manera H-ras es capaz de aumentar la tasa de 

proliferación de células 1-leLa por un aumento en In velocidad de slntesis de DNA. 

% lncorpor11ción de 
BrdU 

20 

10 

o O __ _ 
He Lo-neo lleLn-ej 

Fig.ur.i 14. lnílucncia de ll~ras en la sintcsis de DNA de cClulas llcLa. Las células llcLa 1..·J ( • ). incorporan mayor 
BrdU que lns células transfcctadas llcLn neo ( O ). Las gráficas mucstmn los pro1ncdios Je tres experimentos 
independientes± la desviación estándar. 

Efecto de la sobre-expresión de H-ras en la progresión del ciclo celular en células 

He La 

Para dctcnninar la influencia de JI-ras. en la duración del ciclo celular, se analizó la 

respuesta de células 1-leLa neo y 1-leLa ej a tratamientos con fármacos que causan un arresto en 

distintas fases del ciclo celular. 
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Efecto de la sobre-expre;lónH-ras e'n Ja/legada a·un arresto en Ja fase G2/M del ciclo celular, 

inducido éon nocodazole · 

. Para analizar el efocto'de'Ras' ~~bre la llegada a un arresto celular en la fose de mitosis 
. -.'-' \ 

inducido por un tratamie;tto conli~u~·con·nocodazole. se analizaron los porcentajes de mctafoses 

de meta fose de células . Í'leLn neo· y. HeLn · ej n lo largo de un tratamiento de 0.1 µgfml de 

nocodazole a distintos tiempos, ,como se describió en material y métodos. A lo largo del 

experimento las células con H-ras siempre presentaron un mayor porcentaje de mctafose, siendo 

ésta más evidente n partir de las 14 horas. La mayor cantidad de metafoses de las células HeLn ej 

implica una mayor rapidez para In llegada a esta fase del ciclo celular. que involucra un 

acortamiento en el ciclo. A las 20 horas, la diferencia disminuye y prácticamente un 80% de 

ambos cultivos celulares se encuentran en metafnse, ni tratarse de un arresto continuo mediante 

este tratamiento. 

Nocodazole 0.1µg/ml 
80 ·--- - ---·-- -··. 

Células x 10• 
Tiempo llcLa neo lleLa ej 
(hrs) (/1-rasl 
o 5.6 8.3 
12 33.2 39.4 
14 41.1 48.9 
lh 50.1 59.9 
18 60.7 74.6 
w 71.7 77.4 

o 14 16 18 20 

Horas 

Fii;ura 15. Efecto de..· N.as sobre el arresto en mitosis por tratamiento con nocodazolc. Las células ltcLn cj t23), llegan 
primero al arresto en mctafasc, en comparación con las llcL"\ neo (0). Las gráficas y la tabla muestran los 
promedios ± la dcsviaciún estándar. de los resultados de tres experimentos independientes. 
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Efecto de la sobre-expresión de. Hcras s~bre un s~-resto transitorio inducido por tratamiento con 

etopósido 10µM durante una horcÍ 

Para corroborar q':1e H-ras; pr~ducc unac~rtnmiento en el ciclo celular de célulns l lcLa, se 

analizó el efecto de H-ras sobre el arresto transitorio, inducido por etopósido. Lns células 

recibieron un tratamiento con ctopósido 1 O µM por unn hora y se nnali:r.nron por citometrln de 

flujo, a distintos tiempos después de haberse retirado el etopósido. En la figura 16 puede 

observarse que las células HeLa neo y HeLn ej comienzan con valores similares. Al Jo largo del 

experimento las células trunsfectadns con H-ras avan7.nn primero en el ciclo celular, como puede 

verse por una disminución de la fose G 1 y un enriquecimiento de In fase S. Lns células control 

siguen un patrón retrasado en el avance en ciclo celular, siendo estas diferencias más evidentes 

en el punto de entrada y duración de la fase S. Las células con ras inician la fose de síntesis de 

DNA alrededor de las 3 horas posteriores ni tratamiento, con punto de má.xima cantidad de 

células en esta fase a las 9 horas. En contraste las células control tnrdnn más en salir de la fnsc 

G 1, así la fose S inicia más tarde, teniendo unn mayor cantidad de células en esta fu.se entre lns 9 

y 12 horas posteriores al tratamiento. En In snlidn de In fase S las diferencias parecen menos 

evidentes, sin embargo en In gráfica de G2/M se observa claramente que el enriquecimiento de 

.:sta fase se encuentra adelantado en las células con ras en comparación con las células control, 

como puede verse en los puntos de má.ximo enriquecimiento de estn fose. A estos tiempos. lns 

células comienzan a perder In sincronización y In salida de cstn fase ya no sigue el patrón 

observado previamente. 

Los resultados mostrados en las figuras 15 y 16 señalan In existencia de un acortamiento en el 

ciclo celular. El arresto inducido por nocodnzolc y etopósido ocurre en fases tradias del ciclo 

celular (02 y M) y la llegada a estos arrestos ocurre más temprano en células l lcLa ej. esto 

sugiere el acortamiento en el ciclo celular ocurre en foses iniciales del ciclo celular (G 1 ó S). 
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GI 

Ticmoo Chrsl 
o 
3 
6 
9 
12 
IS 
18 
21 
24 

s 
Tiempo (hrs) 

o 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 

Gl 

Ticmoolhrl 
o 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 

•/. de célula'± sd 
llcLa neo lleLa •J 

(//-ra_•) 

S4.6 ± 3.2 52.9 ±3.4 
43.4 ± 3.5 35.7 ± 4 
40.7 ± 3.6 28.7 ± 4.2 
27.1±3.5 20.7 ± 1.6 
16.S ±4 9.4 ± 4.4 
15.4 ± 3.9 23.5 .i: 3.7 

31.4 ± 4.5 48.9 ± 4.ll 
41.2 ± 3.2 60 ± 4.3 
46.8 ± 2.K 5( •. 79 ± 3.8 

•/. de células± ~d 
llcLa neo lid.a ej 

1//-ros) 
19.5±2.4 25.2 ± 3.6 
35.9 ± 5.6 46.9 ± 6.2 
42.6 ± 3.J 57.5 ± 6.7 
53.1 ± 6.5 66.4 ± 2.6 

52.6 ± 6.7 31!.9 ± 7.Q.I 
31.8 ± J.7 30.7 ± 2.8 
16.4 ± 4.6 14.1±4.7 
18.4 ± 3.8 10 ± 2.8 
8.1 ± 2.9 7.K ± 2.9 

•/. cclulas cn G?/l\1 
llcLa neo lid.a cj 

(1/-ra_<) 

25.9 ± J.04 21.9 ± 3.6 
20.8 ± 3.9 17.34 ± 2.4 
17.1±2.4 13.8 ± 3.8 
19.1 ±4.2 12.K ± 2.1 
30.8 ± l>.6 51.5 ± 3.8 
52.9 ± 2.3 46.4 ± 3.5 
52.2 ± 5.6 37.1 ± 5.1 
40.4 ± 5.1 29.7 ± 4 
44.86 ± 2.4 33.'l ± 2.5 

Figura 16. Efecto de ll·ra.o; en la salida de un urTCsto transitorio en G2. Células llcLa neo y lkLa cj fueron tratadas 
con ctopósido 1 O~l~1 por l hora. El arresto inducido por este tratamiento fue anali7..ado por citomctria de flujo. Las 
c~lulas He La cj llegan prin1cro al arresto transitorio en G2, comparada~ con las células llcLn neo. Las gr.ific:i....; y las 
tablas muestran los promedios± la desviación estándar de los resultados de tres C'Xpcrimcntos independientes. 
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Efecto de H-ras en la duración de la fase G1 del ele/o celular 

Para analizar la influencia de H-ras específicamente en la fase G 1 del ciclo celular de células 

HcLa, los cultivos de células HcLa neo y HcLn cj fueron arrestados en fase de mitosis con 

tratamiento con tímidina y nocodazolc, se liberaron del arresto y se analizaron por citomctria de 

!lujo, n distintos tiempos posteriores al tratamiento. Como puede observarse en la figura 17, al 

lcnnino del tratamiento, tanto las células HcLa neo como HcLa cj se encuentran arrestadas en 

mclafasc por la inhibición de microtúbulos por el nocodazolc. En In gnifica se observa la 

duración de la fase G 1 del ciclo celular de las células 1 lcLa y la alteración por la sobre-expresión 

de /-1-ras. Puede observarse que ambas lineas celulares salen del arresto en mitosis en cuanto es 

retirado el nocodazolc y en ambos casos inician la fase G 1 2 horas después de la salida ·del 

arresto Sin embargo en las células que HcLn cj, la fase G 1 concluye 2 horas antes (u las 12 

horas), en comparnción con las células HcLa neo, cuya salida de esta fase inicia dos horas 

después. Este dcsfnsamicnto continúa durante la fase S y a las 16 homs las células l lcLa ej se 

cncucntrnn en el punto máximo de esta fase, micntms que las células control siguen rctmsadus. 

La consistencia de los resultados en tres experimentos separndos dcmucstm que el oncogen ras 

provoca un acortamiento de fase G 1 en el ciclo celular de células HcLa. 

Pam corrobornr que el efecto de H-ras sólo se encuentra en la fase G I, se dctcnninaron los 

niveles de eiclina D (un regulador del ciclo celular en la fase de mitosis), en células HeLa 

liberadas de un arresto en mitosis por un tmtamicnto con timidina y nocodazolc. Las células se 

cosecharon 15, 18 y 21 horas después del tratamiento, en los cuales las células se cncuentmn en 

fase S y G2/J\.1 (Fig. 17). Las células se lisaron y se realizó un ensayo de \Vestem blot con los 

extractos celulares obtenidos. En la figura 18a se observa que el patrón de expresión 
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o 0.45 ± 0.04 0.4 ± 0.04 
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o 4 e 12 16 16 50.6 ± 2.7 65.2 ± 3.7 
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¡ 120 ~--------------~ 

1 ~ 90 
l 1i 

lt: 
a.. o L_'.~~~~~ 

G2/M 

Gl/1\1 •/. célula§ ± 5d 
h-icmoo lhrs\ llcLa nt"o llcL11 el 

o 96.1 i 2.2 95.8 ± 3.9 
2 17.6 ± 3.6 26.) ± 2.6 
4 19.6 ± 3.8 16.2 .t 3.8 
6 10.4 .t 2.9 12.1 .t 4.4 
8 7.3 ± 2.7 12.9±3.5 
10 S.3 ± 3.5 3.7 .t 2.7 
12 8.2 ± 2.6 8.4 i 2.9 

J 
14 7.7 ± 3.1 S.4 ± 2.6 

16 16 4.3 ± 1.4 6.'l ±:u e 12 o 4 

Horas después del arresto 

Figura 17. Efecto de H-Ras en la duración de la fase G 1 del ciclo celular de células llcLa. Las células llcLa neo y 
llcLa cj recibieron un tratamiento timidina·nocodazolc, que produce un arresto en la tase de mitosis. Después de la 
liberación del arresto puede vcr.;c, en el análisis por citomctria de flujo, que las He La ej ( • ), presentan una fase G 1 
más corta, comparadas con las células HeLa neo ( O ). 
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B) 

de la ciclina B, en ambos tipos celulares es normal, sin embargo las células HeLa ej muestran un 
- - - - - - -

aumento en la expresión de ciclina B a tiempos menores que las células HeLa neo, debido al 

dcsfasamicnto ocasionado por In reducción de G 1 de las células He La ej. Por otra parte. el 

dcsfasamicnto en el ciclo celular por la sobre-expresión de H-ras no sólo implica una expresión 

más temprana de ciclina B, sino que además In ciclina B se encuentra activa. En 1u en la 

inmunoíluorcsccncia mostrada en figura 18b puede observarse una mayor trunslocación ni 

núcleo de In ciclinn B en las células HcLn cj, comparadas con las células 1 lcLn neo, 18 horas 

después de un tratamiento con timidina y nocodnzolc. 

lloras 15 

/-/-ras + 
Ciclina B 

a-Tubulinn --

lle La-neo 

18 21 

-

+ + . ----
-

lkLa-cj 

Figura 18. Efi ... ~10 de //-ras sobre la actividad Je reguladores tardíos dd cido 1..·clular en células Hcl.a. '1) \Vcstcn1 
blot contra ciclina B <l~ cultivos cclulan .. -s a distintos tk,.npos dt..."SJllll.-Ls Je la lilx~aci,~1 1.k una arrcsio en mitosis por 
tratam into con timidina y nocodazolc Put..'Cic ohst..'TVarsc luta cxpresic.)n más h .. ~1pnma Je cidina B a1 las '--"élulas 
l Id .. a ~j. comparadas con la lim ... -a pan.."t1tal. l ld .. a nci1. h) Octc..."Ción P<ll" inmWlollmlf~C'flcÜt de la ciclina B 18 horas 
dc~pués de la lihc:mción de un arresto por el mismo tratamiento que en a. 
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Efecto de H-ras en la progresión G1-S del ciclo celular en células HeLa 

Un exceso en In concentración de timidinn puede provocar un arresto en In fose G 1 dc:I 

ciclo celular. Por tal motivo las células HeLn neo y 1-lcLn cj fueron tratadas con un exceso de 

timidinn durante 24 horas, se lavaron para eliminar el exceso del fñnnnco y fueron evaluadas por 

citometrín de flujo para analizar In salida del arresto en G 1. Los porcentajes de las poblaciones 

celulares en las distintas fases del ciclo celular, en las horas posteriores a In liberación del arresto 

con timidinn, se muestran en In fig_ura 19. En nntbos tipos celulares se observa que después del 

tratamiento con timidinn se encuentran arrestados en fn.~e GI. Sin embargo las células lleLa Ej 

salen primero del arresto y ésta diferencia es muy evidente en el punto de máximo 

enriquecimiento de In fase S, continuando el desfnsnmiento en In fose G2/M. El desfasnmiento, 

de aproximadamente 3 horas en la salida del arresto. se mantiene constante en las foses tardías 

del ciclo cclulur, lo que podría indicar que las alteraciones ni ciclo celular por lu sobre-expresión 

de ras en células 1-leLa se encuentran únicamente en In transición G l /S y no en otras fases del 

ciclo celular. Por otro Indo, en In figura 20 se muestra la salida del arresto (gráficas de densidad 

de puntos) de un experimento representativo. El enriquecimiento de In población celular hacia la 

fase de síntesis se observa primero en las células HeLn ej, comparado con las células HeLn 1.1co. 

Este desfasamiento es sobre todo notable a las 2 horas de In liberación del arresto y hacia las 8 

horas puede observarse que la población celular de l·leLa ej se encuentran claramente en G2 

mientras que las células 1-leLn neo continúan en S. 
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GI 
Tiempo 

lhrs) 
o 
4 
8 
12 
16 
20 
24 
211 

s 
Tiempo (hrs) 

o 
4 
11 
12 
16 
20 
24 
28 

•/. cilulas ± sd 
llcLa neo llcLa cj 

66.9 ± 8.2 77.6±4.5 
42.45 :i 4 5.1±6.1 
4.62 ± 2.48 5.79 :i 4.56 
22.27 ± 5.67 69.54 ± 5.6 
76.14 ± 5.83 70.12 ± 5.55 
47±2.17 32.7 ± 1.611 
13.118± 1.34 16.96 ± 4.05 
17.-11 ± 2.1 50.97 ± 8.511 

•/. cCluhn ± !lid 
llel .. a neo llcLa cj 

126.2 ± 3.8 7.3 :t 6.1 
154.45 ± 4.7 84.47 ± 6.61 
'Xl.14 ± 6.1 32.45 ± 4.11 
15.62 ± 4.25 12.4 ± 2.56 
12.05 ± 4.1 19.04 i 5.49 
'tl.46±5.7 ~Q.Q :!: 5.2Q 
72.15 ± 3.27 •0.77 ± 3.77 
121.34 ± 2.1 19.6 ± 7.16 

•/. c~lula!\ .t sd 
llcLa ne<> llcLa cj 

.8±4.4 15.1 ±3.5 

.09 ± 0.117 10.51 ± 0.56 

.24 ± 2.63 
2.11±8.01 

11.78 ± 6.51 

61.76±7.13 
111.06 t 6.40 
10.90 ± 6.77 
7.30 ± 5.39 

13.97 ± :?.4~ :?:!.25 .t 6.82 
1.25±2.18 ::?9.42±4.42 

Fic.ura 19. Influencia de JI.rus en la salida de un arresto en fu.se GL Las células fueron lratadas con timidina 2mM 
po-r ~-l horas, para inducir el arresto G l y posteriormente fueron lavadas para liberarlas de tal arresto. Las células 
1 kLa cj ( • ), salen más rápido del arresto y comienzan a sintetizar DNA arpoximadamcntc 4 horas antes que las 
células control, llcLa neo ( O ). 
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Figura 20. Gráfica de densidad de puntos de la liberación de un arresto en G 1 por tratamiento prolongado con un 
exceso de timidina. Se observa claramente que las células llcLa cj nvanz.;111 primero en la progresión hacia la 
fase S. 
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Participación de las vías de Raf y Pl3K en el efecto de H-ras sobre el ciclo celular 

de células HeLa 

La influencia de á1s sobre el ciclo celular se ha asocimlo con la sct)alización con los 

<!lectores Rar y 1'13K. que son activadas por Ras. Para mrnlizar la pat1icipación de éstas vías en el 

acortamiento de la fase G 1 observado en células HcLa. se empicaron inhibidores espccilieos de 

cstas ,·ias. Los cultivos cclul:trcs fuernn arrestados en mitosis mediante doble tratmnicnto con 

timidina y nocodazolc para postcrionncntc ser liberadas del a1Tcsto y se :malí1aron por citometria 

dc llujo. Como se observó previamente, dcspucs de aproximadamente l O horas de la liberación 

dt:I arresto por este tipo de tratmnicnto. las célulns c1uc se cncucnlran en G 1 cornicnzan a 

progresar hacía la fase S. avanzando primero las cclulas He La ej ( Fig. 17). Por lo tanto se analizó 

cl <:lceto de los inhihidores en el periodo que ocurre este <lesfasamicnto, entre 12 y l S horas para 

el caso de la i11hihíción de la vía de Raf y a l <> horns para la vía de Pl3K. En la figura 21 puede 

nhs.:rvarse qu.: la inhibición de la casc:u.la de Raf, por 1'11098059 (un inhihidor de la actividad de 

i\·I l:K ). 110 ahate la disminución de la duración de la fase G 1 en eclulas He La ej (reducción mits 

rúpida d<: esta fase a estos tiempos). De la misma manera la inhibición de la a<·tívidacl de la Pl3K. 

cnn wortmanina. no altera el efecto de //-ras en la reducción de la <lurución de la fase G l. Estos 

d," resultados muestran que las cascadas <le Raf y Pl3K. no participan en el efecto observado 

I"'' la sobre-expresión <le //-ras. en el ciclo celular de células HcLa. 
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5. DISCUSIÓN 

Ras es una de las moléculas más importantes en In transducción de señales. Su 

participación es crucial en In intcgrnción de señales cxtmcclularcs y In promoción de la 

proliferación es una de las respuestas en las que más deslncn. pues mutaeionc..'I en el gen ras son 

muy frecuentes en tumores malignos. 

Desde hncc algunos nños se hn relncionndo la capacidad de Ras pnm promover In 

prolifcrución. con el estado funcional de p53 y Rb. La nctivnción de Ras puede promover la 

actividad de p53 e inducir fenotipos similares ni de senescencia en cultivos primarios (Serrano et 

al. 1997). Por otra parte, se ha propuesto como principal vía de participación de Ras, en la 

modulación de In mnquinnrin que regula el ciclo celulnr, aquella que involucm In innctivnción de 

Rb, mediante In estimulación de In actividad de la ciclinn D. Sin embargo existen múltiples 

evidencias que señalan que In participación de Ras en la regulación del ciclo cclulnr podría ser 

mucho más compleja y que la vla de Rb pnrecerin no explicar todos los aspectos de la regulación 

del ciclo cclulnr por Ras (Downwnrd 1997). Se ha demostrado que en fibroblastos de ratón, In 

actividad de Ras es necesaria para la progresión en el ciclo celular únicamente en presencia de 

Rh; aunque In salida de GO por Ras se efectúa por una vla independiente de Rb (Peppcr et al, 

1 <J97). 

En el presente trabajo se demostró que la sobre-expresión de ll·ras induce una mayor 

proliferación en células HcLn, ya que los resultados sei\alan que la sobre-expresión de JI-ras 

induce una duplicación celular más rápida, una proporción mayor de células en fase S. ns! como 

una mayor tasa de síntesis de DNA, en células HeLAa (Fig. 12. 13 y 14). Este aumento en la 

proliferación se debe a un acortamiento en In duración del ciclo celular, yn que ni emplear 
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tratamientos con· fnrinaéo ~ara i~d:u~ir' arresto en fase.:: de mitosis, el enriquecimiento en la 

población cclul~~csúi-fasedéi n~cst~-sc lleva n dul>O"~rimero en lns células que sobre-expresan 
·-- - ··- - - -

H-ras, comparado con las células control (Fig .. 15); De igual manera, en tratamientos para inducir 

arrestos transitorios, las células que sa'bre-cxpresnn H-ras avanzan primero en In salida de tales 

arrestos (Fig. 16). Varios autores han sci\nlndo In existencia de diversas alteraciones en la 

duración del ciclo celular dcvido a In activación' de H-ras, principalmente en la transición G 1-S 

(Durkit y Whitfield, 1986; Filmus et al, 1994; Liu et al 1995). Sin embargo esta reducción en la 

duración del ciclo celular se debe principalmente a la activación de ciclina D, que se sabe es 

inducida por Ras, por lo que el blanco principal en In reducción del ciclo celular en este caso. es 

la inactivación de Rb (Liu et al, 1995; Hitomy y Stnccy 1999; Villnlongn et al, 2000). En el 

presente trabajo se determinó que que In sobre-expresión de 11-ras es capaz de inducir. en células 

HeLa, una reducción en el cielo celular por un acortamiento en In duración de In fase G t (Fig. 

17). Debido n que en células HeLn In actividad de Rb se encuentra disminuida por la presencia de 

la proteína E7 de pnpilomnvirus, estos resultados sugieren que Ras puede empicar rutas 

independientes de Rb, para In transición n través de G t, y no sólo para In salida de GO, como se 

había señalado previamente (Pcppcr et al, 1997). Existen reportes que sei\alan que pueden existir 

vías alternas para la regulación de In entrada a In fase S, en la que participa Ras, 

independientemente de Rb (Leone et al, 1997). La sobre-expresión de myc y ras puede inducir la 

entrada a la fase S, en células con mutantes de Rb que no pueden ser fosforiladas, por lo que 

permanecen constitutivamente activas, reprimiendo In expresión de genes regulados por E2F y 

p<'r lo tanto la entrada n In fase S. El mecanismo que ocurre con In sobre-expresión de myc y ras 

para inducir la promoción de la fase S, es n través de In disminución de p27, que específicamente 

inhibe al complejo ciclina E/Cdk2, con lo que In actividad de ésta última se ve aumentada. y 

entonces este incremento en la actividad de In eielinn E/Cdk2 es suficiente para inducir In entrada 
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a In fase S, a pesar de que Rb 'se en~uentre. activo, Si_n é:ínbnrgo,'en nue~tro t~bnjo In aceleración 

de la fase G l por la. sobr~~exp~esión de' r~s; Oc~m: cuando I~ n~tlvidnd de Rb se encuentra 

mermada por la prote!na . E7 de papilomnvirus. Por tal motivo, la alteración ni ciclo celular 

producida por li-ras ocurre probablemente por otra v!n. 

Aunque algunos autores han seftnlndo que la actividad de Ras puede producir nlteruciones 

en la duración de foses tard!ns del ciclo celular (Oreccia et al, 2000; Hitomy y Stnccy 2001 ), en el 

presente trabajo el desfasamiento en el ciclo celular ocasionado por una reducción en la duración 

de In fase Gl, no sufre modificaciones adicionales en las fases tardías del ciclo celular (Fig. 17) y 

las diferencias observadas en In expresión y locnliznción de ciclina B, quizá solamente reflejen 

estas diferencias (Fig. 18). No obstante, los ensayos realizados no se permiten descartar una 

posible regulación de proteinas de fases tnrdins del ciclo celular por Ras. Lo anterior parece 

indicar que la alteración al ciclo celular por In sobre-expresión de ras se encuentra únicamente en 

la transición G 1-S. 

Por otra parte en In salida de un arresto en Gl-S por tratamiento continuo con exceso de 

timidinn. las células que sobre-expresan li-ras avanzan primero en In salida tal arresto (Fig. 19 y 

20), lo que podría implicar que quizá se arresten en un momento más avanzado de la fase G 1 .o 

que algunas de las protelnas requeridas para llevar n cabo la replicación del DNA. sean 

sintetizadas a pesar del desequilibrio en In concentración de nucleótidos y una vez retirado el 

exceso de timidinn no se requiera sintetizar todos los elementos para iniciar la replicación. 

Los efectos prolifcrativos de Ras se han asociado a In activación de la vla de Raf/MAPK, 

pues esta vía esta asociada a la promoción de la expresión de ciclinn D y acortamiento en la fose 

G 1 (Lavoic et al, 1996; Liu et al, 1995; Weber et al, l 997a). Por otro Indo, la activación de In vía 

de Pl3 K, por Ras, puede promover la entrada a la fase S (Trciniee et al, 1999). En el presente 

trabajo analizamos In posible participación de estas vías en In inducción de proliferación por In 
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sobre-expresión de ras ~n c~l~las He~, Óbscrvando. q~c In i.nhÍbición de cualquiera de estas vlas 

no altera el efecto en la reducción de In fase G 1 de céluln5' HeLn ocasionado por In sobre-
. ·,' 

expresión de H-ras (Fig. 21). Esio rcfue~ In idea de que Ras puede empicar vlns alternas paro 

promover la progresión en el ciclo cclul~r •. que no tienen como blanco final n Rb y que no están 

reguladas por las vlas de Rnf ni P13K. Ln vln de Rho podrln ser una de lns involucradas en el 

acortamiento observado en In fase G 1 en células He La, por In sobre-expresión de JI-ras. Se ha 

señalado que Ras puede inducir la actividad de Rho, quizá a través de Rae. aunque In vln aún no 

esta muy clara (Zohn et ni, 1998). Ln actividad de Rho, inducida por R'1s, induce In degradación 

de p27 (Weber et al, l 997b) y esta reducción esta asociada a un incremento en In actividad de 

ciclina E por Rho, de una manera inducible por Ras (Hu et al. 1999). Esta vin puede jugar un 

papel importante en In transformación por Ras y qui7..á este participando en el acortamiento de la 

fhsc G 1 en células HcLn, pues la actividad de los complejos ciclinn E/Cdk::? se ha señalado como 

determinante en la transición Gl-S (Ohtsubo et uf, 1995). aunque los procesos de regulación fina 

que dan inicio a In fose S aún no están muy claros. Sin embargo la scñaliwción por Ras puede 

modificar éstos mecanismos no sólo u trnvés de la via clásica que tiene como blanco principal la 

inactivación de Rb, sino a través de otros mecanismos que tienen blanco en los reguladores de la 

transición Gl-S, empicando otros efectores además de los clásicos Rafy PIJK. Esta observación 

es congruente con la idea actual de que In señalización por R"s es mucho más amplia y compleja, 

y que la participación de los diversos efectores (nsi como su interconexión) puede promover la 

pwlifcración en más de una forma, dependiendo del contexto celular, con lo que incrementa su 

importancia en la comprensión de los mecanismos de transformación celular. 
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6. CONCLUSIONES 

La sobre-expresión de H-ras induce una mayor proliferación en células HcLn, aún 

cuando el blanco principal de la señalización por H-ras, Rb, esta disminuido en esta 

línea celular por la presencia de In protclnn E7 de papilomavims 

El aumento en la proliferación observada en células HcLa por la sobre-expresión de 

H--ras es causado por un acortamiento en el ciclo celular, cspeclficamentc por una 

reducción en la duración de In fase G l. 

La sobre-expresión de H-ras no produce alteraciones en In duración de las fases S y 

G2/M del ciclo celular de células HcLa. 

La sobre-expresión de H-ras no produce alteraciones en los patrones de expresión de 

reguladores de las fases tardías del ciclo celular. 

fl·ras pcnnitc una recuperación más rápida de un arresto en Gl/S por un tratamiento 

largo con timidina, implicando un arresto en un periodo más tard(o de In fase GI o 

dcsrcgulación de la transición G J/S. 
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La inhibición de las vías de Rnfy P13K~ río nhern la reducción de .In fase GI provocado 
-- .· --- -, 

por la sobre-expresión de H-ras; en células l·ÍeLll y probablemente involucre la 

participación de una vio de señalización nltcma~ 
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